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RESUMO

O rio Jucu, objeto de estudo deste trabalho, esta localizado no estado do Espirito
Santo (Brasil) e desempenha esse papel socioeconémico fundamental para a regiao.
O objetivo desse trabalho foi realizar a avaliagdo da qualidade ambiental deste rio, por
meio de coletas de amostras de agua e sedimento em seis estagdes ao longo do rio,
nos periodos seco e chuvoso, a fim de entender o impacto da pluviosidade na
qualidade da agua utilizada para abastecimento humano e agricultura. Foram
realizadas analises fisicas e quimicas das amostras de agua e quantificagdo
elementar do aluminio, cadmio, chumbo, cobalto, cromo, cobre, ferro, magnésio,
manganés, niquel e zinco das amostras de agua e de elutriato do sedimento. Em
complementagao as analises abidticas, foram realizados bioensaios em espécimes de
Allium cepa expostos as amostras coletadas, onde foram avaliados os indices de
germinagao, indice de crescimento de raiz, indice mitético, indice de alteragbes
cromossOmicas e indice de mutagenicidade e avaliagdo dos biomarcadores
bioguimicos e de biotransformacgédo do sistema antioxidante (superéxido dismutase,
catalase, glutationa S-transferase, glutationa reduzida e peroxidagao lipidica). Os
resultados revelaram niveis de nitrogénio total acima dos limites estabelecidos pela
legislacdo na primeira amostragem e niveis de turbidez elevados na segunda
amostragem, ambos provavelmente influenciados pela pluviosidade nos periodos de
coleta. Os resultados da quantificacdo elementar alertam que ha contaminagao das
amostras de agua e elutriato com valores acima do permitido pela legislagéo para Al,
Fe, Mn e Cu em todas as estacbes das duas amostragens e que todos os demais
elementos estavam superiores a legislacdo na segunda amostragem de elutriato
(periodo chuvoso). Sugere-se que a contaminagdo por Al e Fe seja devido a
caracteristica pedoldgica da bacia hidrografica do rio Jucu, predominantemente
composta por solos latossolo vermelho-amarelo e cambissolo carreados para o leito
do rio. No entanto, a contaminacdo pelos demais elementos pode ter origem nas
atividades agricolas e de pecuaria da regiao e também devido ao aporte de efluentes
nao tratados no rio. Os bioensaios revelaram potencial efeito fitotdxico, citotéxico,
mutagénico e genotdxico na maioria das amostras, intensificados no periodo chuvoso
e que esses efeitos podem estar correlacionados aos metais quantificados nas
amostras e a mudangas climaticas com alteragdes na precipitacdo. Também foram

constatadas alteragcbes no metabolismo antioxidativo na maioria dos tratamentos,



evidenciadas pela peroxidacao lipidica observada na segunda amostragem de agua
€ na primeira amostragem de elutriato. Esses resultados demonstram que a qualidade
da agua do rio Jucu esta comprometida para abastecimento humano e para irrigagcao
€ que ha contaminagao por metais com biodisponibilidade influenciada pelos periodos
de chuva e de estiagem, que podem causar efeitos estressores a biodiversidade

aquatica e a populacdo humana que interage com esse ecossistema.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes ¢ estresse oxidativo ¢ metais pesados -

pluviosidade ¢ teste do Allium cepa.



ABSTRACT

The Jucu River, the object of this study, is located in the state of Espirito Santo (Brazil)
and plays this fundamental socioeconomic role for the region. This study aimed to
evaluate the environmental water quality of the Jucu River, through surface water and
sediment samples in six stations along the river in the dry and rainy periods, to
understand the impact of rainfall on the quality of water used for human supply and
agriculture. Physical and chemical parameters of water samples were measured and
elemental quantification of aluminum, cadmium, lead, cobalt, chromium, copper, iron,
magnesium, manganese, nickel, and zinc in water and elutriate samples were carried
out. In addition to the abiotic analyses, bioassays were performed on specimens of
Allium cepa exposed to the samples, where the germination index, root growth index,
mitotic index, chromosomal alteration index, mutagenicity index and evaluation of the
biochemical and biotransformation biomarkers of the antioxidant system (superoxide
dismutase, catalase, glutathione S-transferase, reduced glutathione, and lipid
peroxidation) were evaluated. The results revealed total nitrogen levels above the
limits established by legislation in the first sample and high turbidity levels in the second
sample, both probably influenced by rainfall during the collection periods. The results
of the elementary quantification alert that there is contamination of the water and
elutriate samples with values above those allowed by the legislation for Al, Fe, Mn, and
Cu in all stations of the two samplings and that all other elements were superior to the
legislation in the second sampling of elutriate (rainy season). It is suggested that Al
and Fe contamination is due to the pedological characteristic of the Jucu River
watershed, predominantly composed of red-yellow latosol and cambisol soils.
However, the contamination was possibly originated from agricultural and livestock
activities in the region and also due to the input of untreated effluents into the river.
The bioassays revealed a potential phytotoxic, cytotoxic, mutagenic, and genotoxic
effect in most samples, intensified in the rainy season, and these effects can be
correlated to the metals quantified in the samples and/or to climate change with
changes in precipitation. Alterations in antioxidative metabolism were also observed in
most treatments, evidenced by lipid peroxidation observed in the second water sample
and the first elutriate sample. These results demonstrate that the water quality of the
Jucu River is compromised for human supply, and irrigation and that there is

contamination by metals with bioavailability influenced by periods of rain and drought



that can cause stressful effects on aquatic biodiversity and the human population that
interacts with this ecosystem.

Keywords: Allium cepa test « antioxidant enzymes * heavy metals ¢« oxidative stress
rainfall.
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1. INTRODUGAO GERAL

As atividades antrépicas vém impactando significativamente os recursos
hidricos ao longo dos séculos. Alteracbes no ecossistema como desmatamento,
agricultura e urbanizagao tem efeito direto no transporte de sedimentos, nutrientes,
matéria organica e diversos poluentes provenientes dessas atividades, que
diariamente contaminam rios e lagos (SHELDON et al., 2018). Esses fatores podem
ainda serem intensificados em periodos de intensa pluviosidade (efeito runoff),
carreando mais detritos e poluentes para o leito dos rios ou em periodos de estiagem,
onde ha uma maior concentracdo desses poluentes devido a redugao dos niveis da
agua dos rios (ALUM; OKOYE, 2020).

Entre os efeitos oriundos de atividades antrépicas, vem sendo estudada a
contaminagdo por metais pesados nas matrizes de agua e solo dos ambientes
aquaticos, devido aos seus efeitos altamente nocivos a biota (FAISAL et al., 2020). A
degradagdo desses ambientes, principalmente onde ha captacdo de agua para
abastecimento publico ou para a agricultura, causam uma grande preocupagao global,
uma vez que a acumulagcado de efluentes industriais no ambiente aquatico constitui
uma ameaca a vida bioldgica.

O rio Jucu, localizado no estado do Espirito Santo, se destaca por ser um dos
principais rios utilizados no abastecimento da regido metropolitana da Grande Vitéria.
A bacia hidrografica do rio Jucu recebe alta carga de poluentes provenientes de
efluentes industriais, domésticos, agropecuarios (pocilgas, currais e abatedouros de
aves) e principios ativos de agrotoxicos oriundos, principalmente, do escoamento
superficial das areas agricolas (GARDIMAN JUNIOR, 2016). Além disso, mudancgas
climaticas globais tém exercido grandes influéncias sobre o regime de chuvas no
estado do Espirito Santo. Como resultado, tém-se rios com volumes muito baixos em
alguns periodos do ano, como foi verificado em 2016 nos rios Jucu e Santa Maria da
Vitdria, principais mananciais que abastecem a grande Vitéria, e em outros periodos
do ano, pode haver um excesso de chuvas, o que intensifica o assoreamento em
alguns pontos dos rios (CESAN, 2016; FIGUEIREDO, 2016; PAULA, 2016).

Para a avaliacdo de impactos ambientais e biomonitoramento desses
ecossistemas, vém sendo utilizadas, desde a década de 80, plantas superiores como
biomarcadores de efeitos adversos aos ambientes (IQBAL, 2019). As plantas, por

estarem em contato direto com as matrizes ambientais do solo e da agua e com
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contaminantes depositados nessas matrizes, sao consideradas eficientes marcadores
de contaminagao (AHMED et al., 2019).

Ensaios realizados com Allium cepa L., sdo muito utilizados para a detec¢ao de
efeitos toxicos de poluentes presentes no ambiente. O sistema teste A. cepa é um
importante marcador de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade causados
por poluentes, sendo recomendado pelas agéncias internacionais, desde a década de
90, como um método de avaliacdo e de monitoramento de ambientes aquaticos
poluidos (MA, 1999; OSPAR COMMISSION, 2002). Os ensaios com A. cepa sao
considerados de rapida execucao, sensiveis e de baixo custo. Neste teste, sdo
avaliadas alteragbes do ciclo celular em células de meristemas radiculares (IQBAL,
2019). Em complementagéo ao teste do A. cepa, os estudos da fisiologia do sistema
antioxidante, como biomarcadores (glutationa S-transferase, glutationa reduzida,
catalase, superéxido dismutase e lipoperoxidagao) podem atuar como biomarcadores
de poluicdo ambiental, pois a toxicidade causada por determinados poluentes, como
metais pesados, induzem efeito na ativacao do sistema antioxidante (DUARTE, 2017;
PATNAIK; ACHARY; PANDA, 2013; FATIMA; AHMAD, 2006).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade ambiental do rio Jucu
pela analise dos parametros abioticos e resultados dos bioensaios fisiologicos e
toxicogenéticos em Allium cepa. As hipoteses que balizam este estudo séo que as
amostras de agua e de elutriatos: (1) apresentam concentragbes elevadas de metais;
(2) tem alta potencialidade fitotoxica, citotdxica, genotdxica e mutagénica; e (3)

causam alteragdes no sistema antioxidante de A. cepa.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade da agua e dos elutriatos do rio Jucu-ES, pela analise
integrada de parametros abiodticos e resultados de bioensaios fisiolégicos e

toxicogenéticos em Allium cepa.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar os parametros limnolégicos e concentragcao de metais pesados
das amostras de agua superficial e dos elutriatos do rio Jucu-ES;

b. Investigar os potenciais fitotdxicos, citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos

das amostras de agua e dos elutriatos do rio Jucu, por meio do teste do A. cepa;
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c. Avaliar a aplicagao do teste A. cepa como uma ferramenta para determinar
potenciais efeitos toxicogenéticos derivados de atividades agricolas, que possam ser
ocasionados em periodos de estiagem/chuva;

d. Analisar as alteragdes no sistema antioxidante de A. cepa expostas as
amostras de agua e de elutriatos do rio Jucu;

e. Comparar as alteragdes citogenéticas e fisioldgicas, observadas nos
bioensaios com A. cepa, entre os pontos amostrais e campanhas realizadas nos

periodos seco e chuvoso.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Bacia do rio Jucu

Localizada na regido centro-sul do estado do Espirito Santo, a bacia
hidrografica do rio Jucu (Figura 1) possui uma area de drenagem total de 2032 km? e
abrange seis municipios capixabas: Domingos Martins, Marechal Floriano e Viana em
sua totalidade, e, parcialmente, os municipios de Cariacica, Guarapari e Vila Velha
(IEMA, 2016). O relatério de Enquadramento de Corpos de Agua e Plano de Recursos
Hidricos elaborado pelo Comité da Bacia Hidrografica do rio Jucu (CBHJ) (IEMA,
2016), divide a regiao desta bacia do rio Jucu em cinco Unidades de Planejamento
(UPs): alto Jucu, médio Jucu, baixo Jucu, rio Jucu Brago Sul e formate/marinho e
costeira (Figura 1).

O rio Jucu é formado pela confluéncia de dois rios, o rio Jucu Brago Norte e o
rio Jucu Braco Sul. O rio Brago Norte nasce na regido serrana, no limite entre os
municipios de Domingos Martins e Vargem Alta, a uma altitude de 1200m e apresenta
cerca de 123 km de extensao até a confluéncia dos dois bragos, em uma area de
drenagem de 925 km?. O rio Jucu Brago Sul nasce na regido do Parque Estadual da
Pedra Azul e possui aproximadamente 67 km até a confluéncia com o Braco Norte e
possui uma area de drenagem de 480 km. Os 43 km restantes correspondem ao
trecho do rio Jucu, desde a confluéncia dos bragos norte e sul, na divisa dos
municipios de Viana e Domingos Martins, até a foz, no oceano Atlantico, no municipio
de Vila Velha/ES (IEMA, 2016).

O relevo da bacia apresenta variagdes de 0 a 1200 metros de altitude, sendo a
regido das nascentes dos bragos a de maior altitude e a regido da confluéncia dos rios
apresenta entre 150 a 500 metros de altitude em relagéo ao nivel do mar, reduzindo
progressivamente a medida que se aproxima da sua foz (GARDIMAN JUNIOR;
SIMOURA, 2016). O clima da regido é classificado como tropical umido (Aw) conforme
classificagdo de Képpen, onde apresenta uma estacdo chuvosa no verao e seca no
inverno. A precipitagdo média anual é de 1.200 mm, com as chuvas se concentrando
entre os meses de outubro e margo, representando 65 a 80% das chuvas anuais
(GARDIMAN JUNIOR, 2015).



Figura 1 — Mapa da classificacdo das regides da bacia hidrografica do rio Jucu/ES.
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De acordo com os dados do programa ATLAS Brasil da Agéncia Nacional das
Aguas — ANA —, a bacia do rio Jucu dispde de trés estacdes de tratamento de agua
com capacidade de 4,7m®/s e abastece uma populacdo de aproximadamente 1,1
milhdo de habitantes na regidao metropolitana da Grande Vitéria (ANA, 2021; IEMA,
2016). O relatério do CBHJ (IEMA, 2016) destaca que o consumo de agua da bacia é
de aproximadamente 372.994 m?ddia, sendo 87% destinado ao abastecimento
publico, 7% para a industria, 3% para irrigacao, 2% para criacdo animal e 1% para
aquicultura.

Ainda de acordo com o relatério do CBHJ (IEMA, 2016), o uso e ocupacgao do
solo na regido da bacia (Figura 2) € composta por: cobertura florestal de 41,6%; area
de cultura agricola 17,8%; pastagem 17,6%; silvicultura 16,1%; e area urbanizada
5,4%. Menos de 2% da regido é dividida entre afloramento rochoso, restinga e faixa
de praia, corpos d’agua, area alagada, manguezal e mineragao. Consta também que
a geracgao total de matéria organica na regido é de 38,74 ton DBOs/dia e aponta que
as fontes difusas representam 29,2 ton/dia, das quais 92,2% sao provenientes de
aviculturas, 6,3% da criacdo de bovinos e 1,2% da criagcdo de suinos. Ja as fontes
pontuais sdo responsaveis pela producdao de 19,4 ton DBOs/dia, sendo 98,8%
provenientes de esgotos domésticos e industriais. Entretanto, 52% dessa producgao é
proveniente da UP Formate-Marinho e Costeira que abrange, parcialmente, a regido
urbana dos municipios de Cariacica, Viana e Vila Velha. As UPs do Alto Jucu e Médio
Jucu, onde esta localizado o rio Jucu Brago Norte, produzem 1,57 ton DBOs/dia, a UP
rio Jucu Brago Sul produz 0,91 ton DBOs/dia e a UP baixo Jucu, localizada apds a
confluéncia, produz cerca de 15,7 ton DBOs/dia.

O relatério do CBHJ realizou um enquadramento dos cursos d’agua da bacia
com base na resolucdo brasileira de n° 430/2011 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, 2011) que estabelece a classificacdo e diretrizes ambientais
para o enquadramento dos corpos de agua superficiais. A classificacdo dos cursos
d’agua seguiu as classes da resolugdo, na qual a qualidade da agua diminui
progressivamente entre as classes especial e 4 (Figura 3). A resolugdgo CONAMA
(2011) diz:



Figura 2 — Uso e ocupagao do solo na bacia hidrografica do rio Jucu/ES.
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Art. 4° As aguas doces sao classificadas em:

| - Classe especial: aguas destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, com
desinfeccgao;

b) a preservagdo do equilibrio natural das
comunidades aquaticas; e,

c) a preservagdo dos ambientes aquaticos em
unidades de conservacgao de protecao integral.

Il - Classe 1: aguas que podem ser destinadas:

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

b) a protegdo das comunidades aquaticas;

Cc) a recreagdo de contato primario, tais como
natacdo, esqui aquatico e mergulho, conforme
Resolugao CONAMA n° 274, de 2000;

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

e) a protegdo das comunidades aquaticas em Terras
Indigenas.

Il - Classe 2: aguas que podem ser destinadas:

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

b) a protegao das comunidades aquaticas;

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

d) a irrigagao de hortaligas, 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, apds
tratamento convencional ou avangado;

b) a irrigagdo de culturas arbodreas, cerealiferas e
forrageiras;

C) a pesca amadora;

d) a recreacao de contato secundario; e

€) a dessedentacéo de animais.

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

De acordo com o enquadramento dos cursos d’agua realizado pelo IEMA
(IEMA, 2016), com base na Resolugao CONAMA n° 430/2011, o padrao de qualidade
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da agua do rio Jucu diminui progressivamente entre as classes especial e 4 (Figura
3) entre as nascentes e a regiao de foz do rio. Os pontos em vermelho da Figura 3
correspondem as localizagdes das estacdes amostrais selecionadas como base para

o presente estudo.

Figura 3 — Enquadramento dos cursos d’aguas das Regides Hidrograficas do rio

Jucu em Classes (padrao de qualidade) segundo a Resolugago CONAMA n°
430/2011.
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Fonte: adaptado de IEMA, 2016.

4.2 Biomonitoramento Ambiental

Os ecossistemas aquaticos estdo constantemente expostos a produtos
naturais ou de origem antrépica, que podem afetar, de forma direta ou indireta, a
qualidade desses ambientes. Muitas vezes, essas fontes poluidoras atuam de forma
difusa, o que dificulta a sua identificagcdo, origem e efeitos no ecossistema. A
avaliacdo integrada de efeitos bidticos e abidticos pode fornecer uma visdo mais
detalhada e completa do comportamento dessas fontes poluidoras, principalmente
das fontes ndo pontuais (DUARTE et al., 2017).
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4.2.1 Parédmetros fisicos e quimicos para biomonitoramento da agua

Diversos métodos sao utilizados para avaliar a qualidade da agua nos
ecossistemas e dentre as variaveis abidticas, os mais frequentes sao os paradmetros
fisicos e quimicos como: temperatura da agua, pH, oxigénio dissolvido, turbidez,
sélidos totais dissolvidos e a condutividade elétrica (CAMPOS, 2009).

A temperatura da agua influencia diretamente nos processos fisicos e quimicos
€ nos processos oxidativos, como a decomposicdo da matéria organica e atividade
biolégica dos organismos, como a respiracdo. De acordo com Esteves (2011), a
elevacao da temperatura pode duplicar ou triplicar a velocidade das reagdes quimicas
ou fisiolégicas. O autor também destaca que a diferenga de temperatura na coluna
d'agua provoca uma estratificagdo de camadas de agua com caracteristicas quimicas,
fisicas ou bioldgicas, completamente distintas. Essa estratificacao térmica forma uma
barreira fisica e impede a mistura entre as camadas. Diversos estudos reforcam a
importancia em compreender a variagao espago-temporal da temperatura da agua em
ambientes I6ticos e as complexas respostas dos organismos a esse estresse térmico,
as vezes causados por agdes antropicas nos ecossistemas aquaticos, que incluem
descargas térmicas no leito dos rios, alteragdes do fluxo dos rios, remocao de
vegetacdo das margens e outras (DALLAS, 2008; OLSEN; SHELTON; DALLAS,
2021).

A variacdo do pH (Resolugdo CONAMA n° 430/2011) deve estar entre 6 e 9
para que garanta a prote¢ao da vida aquatica. Alteragdes nos valores de pH em corpos
hidricos s&o reflexos do tipo de solo em que a agua percorre, mas também podem
estar associadas a presencga de despejos industriais e/ou domésticos que influenciam
direta e indiretamente na biodisponibilidade de substancias quimicas presentes na
coluna d’agua e no sedimento, como metais pesados, afetando fisiologicamente
diversas espécies (RODRIGUES et al., 2015). Para Esteves (2011), em ambientes
acidos, os valores de pH podem estar relacionados a presenga de acidos orgéanicos
na agua, como acidos humicos e fulvicos, encontrados em aguas escuras e ricas em
substancias humicas (ESTEVES, 2011). Sheldon et al. (2018) também observaram
aguas com pH acido (<6,5) em areas florestais ou riachos préximos a areas urbanas
com vegetagao.

O oxigénio dissolvido (OD) é a concentracdo de oxigénio contido na agua. A
solubilidade do O- depende de fatores como temperatura, pressao e sais presentes
na agua, além de matéria organica dissolvida (OLSEN; SHELTON; DALLAS, 2021).
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Galter et al. (2021) observaram uma reducgao nos niveis de OD durante a estagao de
seca para as amostras de agua do rio Itapemirim-ES. Baixos niveis de OD na agua
durante a estacao chuvosa também foram observados por Irvine et al. (2011) em
amostras da regido de drenagem do lago Tonle Sap-Camboja, entre 2004 e 2010. Em
contrapartida, no mesmo estudo, valores reduzidos de OD também foram observados
nas regides onde houve redugédo do fluxo de agua e, consequentemente, menor
turbuléncia devido ao periodo de estiagem.

A turbidez € uma medida indireta da quantidade de particulas presentes na
agua, pois indica o grau de dificuldade de um feixe de luz atravessar a coluna d’agua.
A turbidez é influenciada pela presencga de detritos organicos, efluentes domésticos e
industriais nao tratados, fertilizantes, residuos agropecuarios e de mineragao,
principalmente durante a estagdo chuvosa. O aumento da turbidez da agua provoca
alteragdes no ecossistema aquatico e na produgdo primaria (BUZELLI; CUNHA-
SANTINO, 2013; CETESB, 2013). Picos de turbidez, durante o periodo de alta
pluviosidade, foram relatados por Irvine et al. (2011) em amostras de agua coletadas
em cinco locais no Lago Tonle Sap e nos rios Mekong e Bassac - Camboja, entre 2004
e 2010. Eles também relataram que os elevados valores de turbidez podem estar
relacionados com erosdo, auséncia de vegetacdo nas margens e descargas
provenientes da cidade de Phnom Penh.

A andlise de solidos totais dissolvidos (STD) nos da a quantidade de
substancias organicas e inorganicas sob formas moleculares presentes na coluna
d'agua e possui associagao com a turbidez (ESTEVES, 2011). O excesso de STD na
agua pode afetar a penetragéo de luz neste ambiente e, consequentemente, interferir
no metabolismo de organismos autotréficos, afetando toda a cadeia tréfica. A
deposicdo desses solidos suspensos no leito dos rios faz parte do processo de
assoreamento, alterando a composi¢ao daquele ambiente e intensificando processos
de decomposi¢ao (BUZELLI; CUNHA-SANTINO, 2013). Assim, da mesma forma que
a turbidez aumenta em periodos de alta precipitacdo pela ressuspensdo do
sedimento, o aporte de matéria organica no ambiente, erosdo e outros fatores, pode
levar ao aumento dos valores de STD.

A condutividade elétrica € a capacidade que uma solu¢do tem para conduzir
corrente elétrica e esta intimamente relacionada a atividade ibnica na agua, ao pH e
a temperatura. Além disso, ela pode ser influenciada pelas caracteristicas

geoquimicas da regido, condi¢cbes climaticas e acdo antropica (ESTEVES, 2011).
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Alteracbes drasticas no ambiente, como a reducao de areas florestais por expansao
de areas agricolas ou urbanas, podem estar associadas ao aumento da condutividade
(SUAREZ et al., 2017). Em geral, niveis superiores a 100 uS-cm! indicam ambientes
impactados (CETESB, 2013; MANZANO et al., 2015).

4.2.2 Contaminagao por metais em ambientes aquaticos

A emissdo de metais no ambiente aquatico tem aumentado nas ultimas
décadas e causado um comprometimento dos ecossistemas e danos a saude humana
(FAISAL et al., 2020). O Fe é um metal essencial e extremamente importante na
nutricdo das plantas e dos animais. O Mo e o Mn também sdo importantes
micronutrientes. Entretanto, esses e outros metais, quando em altas concentragdes
ou quando nao possuem fungéo na fisiologia dos organismos, esses metais podem
desencadear efeitos toxicos, deletérios e se bioacumular na cadeia tréfica (CELICO,
2015; FERREIRA; HORTA; CUNHA, 2010).

Apesar dos metais pesados serem componentes naturais do solo, em
atividades industriais, urbanas, mineradoras e praticas modernas de agricultura tem
se tornado a principal fonte de contaminagdo do solo, decorrendo em sérios
problemas ambientais (SILVEIRA et al., 2018). De acordo com Kipper e Andresen
(2016), o uso inadequado de pesticidas e de fertilizantes é o grande responsavel pelo
aumento da contaminagao dos solos. Esses compostos vém sendo utilizados, ha
muitos anos, de forma descontrolada na agricultura, se tornando, por exemplo, a
principal causa de contaminagao dos ecossistemas por cadmio e cobre.

Os metais pesados sao potencialmente mutagénicos e estdo seriamente
envolvidos com a poluigdo ambiental. Os metais pesados interferem negativamente
no desenvolvimento dos sistemas nervoso, hematolégico e cardiovascular e
aumentam os riscos de varios tipos de cancer, incluindo os de rim, pulmao, figado,
pele e cancer gastrico (YUAN; YANG; LI, 2016). Alguns metais como Cr, Pb, As, Cd
e Hg sao classificados como certos ou provaveis carcindogenos pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer, que pertence a Organizagdo Mundial de Saude
(KIM; KIM; SEO, 2015). Seus metabdlitos podem prejudicar e desestabilizar as
fungdes da membrana plasmatica e alterar atividades enzimaticas (SHARMA et al.,
2012; SHI et al., 2018). Além disso, podem alcancgar o nucleo e se ligar a molécula de
DNA ou proteinas do grupo -SH e causar diversos danos ao DNA, como modificagdes

de pares de base, quebras da fita de DNA, rearranjos e induzir alteragdes nas
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estruturas dos cromossomos de procariotos e eucariotos, ja comprovadas por
experimentacéo in vivo e in vitro (AGARWAL; KHAN, 2020).

Em plantas, a principal via de acesso de metais pesados é pela absor¢céo da
raiz, por mecanismos de difusdo passiva, transporte ativo e pelas regides apoplasticas
e seus inumeros sitios de ligagao (SHARMA et al., 2012). Esses metais geralmente
estdo presentes no solo na forma de ions e sua absor¢cao depende da concentragéo
de elementos no solo, da sua biodisponibilidade, temperatura, pH, potencial redox, da
presenca de outros elementos e, até mesmo, da quantidade de matéria orgénica
(GREGER, 2004; MAHAPATRA et al., 2021). A toxicidade do Fe e do Al presentes no
solo esta relacionada ao pH, onde esses elementos se tornam toxicos e soluveis
quando em pH esta abaixo de 7 (FRYZOVA et al., 2017).

Um estudo realizado por Zhou et al. (2020) teve como objetivo investigar os
niveis e as fontes de poluigdo por metais pesados em corpos d’agua superficiais nos
ultimos cinquenta anos ao redor do mundo, onde foram avaliados 12 metais pesados
(Cd, Pb, Cr, Hg, Zn, Cu, Ni, Al, Fe, Mn, As e Co) em rios e lagos entre os anos de
1972 e 2017, nos cinco continentes. Os autores observaram que as concentragdes
desses metais, entre 1990 e 2010, eram superiores as registradas nas décadas de
1970 e 1980, quando comparados com os limites e padrdes preconizados pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), pela Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) e pelos limites permitidos nos paises em desenvolvimento
da Africa, Asia e América do Sul, mas inferiores aos da Europa e América do Norte.
Os autores relataram também que a contaminagao por metais pesados nesse periodo
era de contaminacdo por apenas um unico metal nas décadas de 1970 e 1980 e
passou a apresentar contaminagao por varios metais nas décadas de 1990 a 2010.
Os autores ainda observaram que as principais fontes de contaminagdo que
anteriormente eram provenientes da mineragao e de manufaturados, passaram a ser
por fontes de intemperismo das rochas e descarte de residuos nas ultimas décadas.
Destacaram, ainda, que os rios e lagos da América do Sul concentravam fontes
poluidoras de cinco categorias (mineragdo, manufaturados, uso de fertilizantes e
pesticidas, desgaste de rochas e descarte de residuos), enquanto que nos outros
continentes concentravam em duas fontes de emissdo de metais. Por fim, os autores
reforcam que a implementacdo de legislagcGes rigorosas para a contaminagéo por

metais pesados e reciclagem sao eficazes para controlar a polui¢ao.
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Ha também uma preocupagao com a contaminagao por metais contaminantes
emergentes (EMC). Souza et al. (2021), ao estudarem matrizes bidticas e abidticas
em seis niveis tréficos (plancton, ostra, camarao, plantas de manguezais, caranguejos
e peixes) de dois ecossistemas estuarinos de mangue neotropical no Espirito Santo,
evidenciaram a presenga de EMC como Bi, Ce, La, Nb, Sn, Ta, Ti, W, Y e Zr, nos
ecossistemas aquaticos. O estudo demonstra que a presenca de alguns desses EMC
em varios niveis troficos estavam associados as industrias de exportagcao de ferro e
pelotizacdo (Bi), residuos solidos da producao de ago (Ce, La e Y) e material
particulado atmosférico (Zr, Nb e Ti) presentes na regido do estudo. Os autores ainda
relatam que ocorreu biomagnificagédo e biodiluicdo desses EMC. O estudo foi pioneiro
em demonstrar as vias tréficas de EMC in situ, demonstrando a contaminagao do
ambiente por esses metais emergentes, contaminac&o esta que ainda ndo possuem

regulamentagdo ambiental em varios paises.

4.2.3 O uso de biomarcadores no monitoramento ambiental de ecossistemas
aquaticos

Diversos estudos apontam que a utilizagcdo de bioensaios integrados as
andlises fisicas e quimicas de ambientes aquaticos nos oferece respostas mais
precisas dos efeitos de determinados poluentes nos seres vivos, devido a
especificidade dos bioensaios na deteccdo de contaminantes em ecossistemas
impactados (DUARTE, 2017; GALTER et al., 2021).

Duarte et al. (2017) utilizaram o teste Allium cepa para avaliar a qualidade
ambiental da lagoa Juara, na regido metropolitana da Grande Vitdria, Espirito Santo,
Brasil. Os resultados demonstraram alterag¢des significativas no indice mitético das
raizes de A. cepa, presenga de aberragbes cromossdmicas e micronucleos. Além
disso, os autores observaram que a taxa de alteragdes cromossdmicas de amostras
coletadas no periodo de chuva foi superior as do periodo pés-chuva e que os
resultados observados podem estar associados a contaminagao por Al e Cd presentes
na lagoa. Os autores alertam que, apesar da lagoa apresentar indice de qualidade de
agua boa / regular, o bioensaio com A. cepa se mostrou sensivel aos compostos
téxicos, por isso devem ser utilizados em complementagao aos tradicionais métodos

de fiscalizagdo e monitoramento de ambientes aquaticos.

4.3 Bioensaios em Allium cepa L.
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4.3.1 Teste do Allium cepa L.

O uso de plantas como bioindicadoras é padronizado desde a década de 1990
por organizagdes internacionais como o International Program on Plant Bioassays
(IPPB) do Programa das Nagbes Unidas para o Meio Ambiente (United Nations
Environment Programme, UNEP) (MA, 1999) e o programa GENE-TOX da Agéncia
de Protegcdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental Protection Agency, EPA),
incluindo a recomendagao do uso do A. cepa como organismo teste por MA et al.
(2005). Além disso, bioensaios com plantas superiores sao utilizados desde a década
de 70 como indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos na detecgdo de
poluentes ambientais (GRANT, 1994; FATIMA; AHMAD, 2005; FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES et al. 2007; 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009;
BONCIU et al., 2018). Dentre as espécies de plantas superiores, A. cepa € indicada
para avaliar diversos parametros genéticos como mutagbes e aberragdes
cromossOmicas por possuir cromossomos grandes, dipléide, com numero reduzido de
cromossomos (2n = 16), facilitando a visualizagao das alteracbes citogenéticas em
microscopia de luz (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES, 2009; IQBAL et al.
2019).

O processo de divisao celular natural de uma célula pode sofrer alteragdes que
podem interromper o ciclo celular em alguma de suas fases. Essas alteragdes no ciclo,
consequentemente, tém um efeito de inibicdo do ciclo mitético das células. Em
contrapartida, os mecanismos de checagem e reparo do ciclo celular atuam para
corrigir esses erros e dar continuidade ao ciclo. Qualquer alteracdo na ordem ou
diregdo do ciclo celular, envolvendo mitose e citocinese, sdo desencadeadas por uma
série de fatores clastogénicos e/ou aneugénicos e, portanto, reflexo de citotoxicidade,
genotoxicidade e, em alguns casos, mutagenicidade (BONCIU et al., 2018).

Os processos clastogénicos e aneugénicos induzem a formagao de aberragbes
cromossOmicas, onde podem ocorrer alteragbes na estrutura ou no numero de
cromossomos, de forma natural ou como consequéncia da exposigdo a agentes
fisicos ou quimicos. Os efeitos clastogénicos podem ser classificados pela indugéo de
quebra cromossOmica durante a divisdo celular, enquanto que processos
aneugénicos estao relacionados a inativagao de estruturas celulares que podem levar
a perda de um ou mais cromossomos inteiros, além da nao formagao do fuso mitético
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES 2007; 2009; FENECH et al., 2011;
IEQBAL et al., 2019).
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A aderéncia cromossdmica ocorre quando ha perda das caracteristicas
normais de condensag¢ao cromossémica e pode ser devido a alteracdes na estrutura
ou no numero de cromossomos e esse efeito leva a uma maior contragéo
cromossdmica (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; LEME; MARIN-
MORALES, 2009). A aderéncia é uma alteragcdo no cromossomo, provavelmente
irreversivel e pode levar a formagao de pontes, quebras e a morte celular. Seus efeitos
podem persistir até a telofase, podendo gerar pontes e/ou quebras cromossdmicas
quando ocorre a separagao dos cromossomos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2009; LQBAL et al., 2019)

A C-metafase € uma das evidéncias dos efeitos de agentes aneugénicos onde
ocorre inibicdo da formacdo do fuso mitético por alteragbes nas tubulinas e,
consequentemente, alteragdes na polimerizacdo dos microtubulos. Esse processo
leva a interrupgao da divisédo celular e os cromossomos sao observados espalhados
pela célula, condensados e com o centrémero bem definido, pois ndo ha formacéao da
placa equatorial (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

As perdas cromossdmicas ocorrem provavelmente por alteragdes no fuso
mitético e sao, frequentemente, observadas em metafases, anafases e teléfases
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009). As perdas cromossdmicas
podem ocorrer por inibicdo da polimerizagao do fuso mitético durante a anafase e esse
processo pode induzir uma ligagao unilateral do fuso mitético aos cromossomos, o
que impede o deslocamento dos cromossomos para os polos, ficando disperso no
citoplasma (SANTOS FILHO et al., 2019). Esse material genético, sem uma
orientacdo de fuso adequada, migra de forma aleatéria para cada célula filha e assim
sdo formadas células com alteragdes no numero cromossémicos (aneuploidia) ou
formacao de micronucleo (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009;
SANTOS FILHO et al., 2019).

A mitose multipolar pode ocorrer quando ha a presencga de dois ou mais centros
do fuso mitético, que acontece quando dois centrossomos dividem-se duas vezes
durante o ciclo (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009). Assim, ocorre
uma segregacao desigual dos cromossomos, induzindo a formacado de anafases
multipolares e, consequentemente, a presenca de células polinucleadas
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

O efeito mutagénico pode ser observado por danos ao DNA quando a molécula

estd exposta a agentes mutagénicos, resultando em uma fragmentagcéo
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cromossOmica acéntrica (origem clastogénica) ou perda de cromossomos inteiros
(aneugénica) que, quando n&o reparados, ao final do ciclo da divisdo celular, o dano
podera ser fixado e expresso em forma de um micronucleo (MN). O MN possui as
mesmas caracteristicas do nucleo principal, a excegcado do seu tamanho, que € menor
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; FENECH et al., 2011; IQBAL et
al., 2019).

A analise do ciclo celular e suas alteracbes permite determinar o potencial
citotoxico, genotdoxico e mutagénico de compostos toxicos quando este reduz ou
aumenta o numero de células em divisdo, quando apresenta formagao de aberracdes
cromossOmicas e/ou indugao de micronucleos (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

Estudos de avaliagao toxicogenética também foram realizados por Matos et al.
(2017) em amostras de agua do rio Poti (Piaui) onde esses autores observaram efeitos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos, especialmente alteracdes no fuso mitotico,
formacdo de micronucleo e quebra de DNA em A. cepa e Oreochromis niloticus
(tilapia). Ainda, os autores correlacionaram a presenca de Fe nas amostras com os
efeitos citotoxicos e Al com mutagenicidade.

Wijeyaratne e Wadasinghe (2019) avaliaram amostras de agua e sedimento de
um rio na provincia de Sri Lanka, usando A. cepa como organismo teste. Foram
coletadas amostras de areas predominantemente urbanas, industriais, local de
captagao de agua para abastecimento publico e regido de agricultura. Os autores
observaram efeitos citotoxicos (reducdo no indice mitdético e do crescimento das
raizes), apoés 48h de exposigdo as amostras de agua e de elutriato. Os autores
também relataram maiores indices de anormalidades nucleares encontrados nas
amostras das areas industrial e area de captacéo de agua para abastecimento publico.
Os autores sugeriram um estudo minucioso para identificar a composi¢cao desses
compostos citogenotoxicos presentes nas amostras, sobretudo na regido onde ha
captacgao de agua para o abastecimento publico.

Um estudo realizado por Silva Souza, Souza e Lascola (2018) avaliou amostras
de agua coletadas na bacia do rio Alegre (Espirito Santo), localidade onde ndo ha
tratamento de esgoto e os efluentes domésticos sao langados in natura nos rios. Os
resultados obtidos pelo teste do A. cepa indicaram efeito citotdxico (redugao do indice
mitotico) e/ou genotdxico (indugao de aberragdes cromossdmicas) para as amostras.

Ja as analises histopatolégicas, realizadas com figado e branquias de Rhamdia
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quelen (bagre), coletados no rio, indicaram indice moderado de alteragdes
histopatolégicas sendo o figado mais sensivel que as branquias.

A analise integrada de aspectos abioticos e bioensaios toxicogenéticos em A.
cepa, O. niloticus (tilapia) e células de mamiferos foram realizadas por Galter et al.
(2021) com o objetivo de avaliar a qualidade de amostras de agua do Rio
Itapemirim/ES. Os autores relataram que, apesar de as variaveis fisicas e quimicas
estarem de acordo com a legislagao brasileira (CONAMA 357/2005), os elementos Al
e Cu estavam em concentragdes acima do permitido pela mesma legislagdo. Além
disso, os ensaios biolégicos realizados apresentaram dano toxicogenético,
demonstrando que as aguas do rio Iltapemirim estavam comprometidas e necessitam

de planos de acéo para sua recuperacgao.

4.3.2 Biomarcadores bioquimicos e enzimas do estresse oxidativo

Ao avaliar mecanismos iniciais de resposta rapida na presenca de
contaminantes, a nivel celular e molecular, conseguimos evitar maiores danos a niveis
macroecologicos. Os efeitos diretos dos xenobidticos a nivel celular e molecular
envolvem formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem causar
disturbios na homeostase, inibicdo enzimatica, danos a macromoléculas e proteinas
receptoras celulares (DIXON et al., 2012). A célula possui diversos mecanismos de
defesa para minimizar ou neutralizar e reparar o efeito de xenobiontes no organismo
e das ERO geradas pelo metabolismo aerobio, pelo sistema de enzimas de
biotransformagao e pelo mecanismo antioxidante, respectivamente.

Os compostos xenobioticos ativam as etapas de defesa do organismo, as
enzimas de biotransformacao de Fase | e Fase Il. Na Fase |, ocorrem reagdes de
reducdo, oxidacdo e hidrdlise pelas proteinas do complexo citocromo P450
(Etoxiresorufina O-desetilase), para transformar compostos enddgenos e xenobidticos
lipossoluveis a um metabdlito intermediario mais polar (hidrossoluvel). Essas enzimas
estdo localizadas no reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias das células
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). O processo de biotransformagao facilita a
excrecao do metabdlito pelo sistema de transporte do tipo ABC ou por conjugacao
com enzimas de biotransformacdo da Fase Il. Entretanto, a formacdo desses
metabdlitos da Fase | pode gerar ERO, como o radical superéxido, e ativar o sistema
antioxidante. Na Fase Il, o xenobidtico hidrossoluvel é conjugado com a GSH pela

GST, reduzindo sua toxicidade para ser excretado para o meio extracelular pelos
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sistemas de transporte. A GSH e a GST possuem afinidade independente com metais,
ou seja, tem capacidade quelante de fixar ions metalicos, formando um complexo
soluvel e nao téxico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

A formacdo de ERO também ocorre naturalmente durante a respiragao e
fotossintese, mas a niveis basais. Essas moléculas podem, inclusive, adquirir e
mediar importantes fungdes celulares, tais como a morte celular, a diferenciagéo e
desenvolvimento celular e processos inflamatérios (SHARMA et al., 2012). Porém,
estressores abidticos podem aumentar a concentracdo de ERO produzidas no
organismo. Sdo muitos os fatores estressores como radiagdo UV, luminosidade
intensa, agrotdxicos, estiagem, contaminagdo por metais pesados, concentracao
elevada de sais, polui¢des diversas, entre outros (SHARMA et al., 2012; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015).

Durante o processo de biotransformagao, podem ser geradas ERO como o
oxigénio singlet ('02), o anion superoxido (Oz2¢-), o peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxil (‘OH). Algumas destas moléculas sao mais instaveis e reagem
rapidamente apenas com algumas substancias, como é o caso do H2O», enquanto
outras, como radical hidroxil, reagem rapidamente com inumeras moléculas
(DEMIDCHIK, 2015; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; LU et al., 2010). Além de ser
o radical mais reativo dentre todas as ERO, o radical hidroxil interage com moléculas
biolégicas e provoca severos danos celulares, como a peroxidagao lipidica (LPO), que
causa alteragbes importantes nas membranas, diminuindo sua fluidez, alterando a
permeabilidade idnica e outras fungbes que levam ao desequilibrio e perda das
fungbes essenciais das células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A célula ndo
possui mecanismos enzimaticos que possam eliminar esse radical e, como
consequéncia, esse evento pode levar a morte celular (SHARMA et al., 2012). Como
resposta, o sistema antioxidante atua na prevencgao e degradagéo dessas ERO.

Os mecanismos enzimaticos que participam desse processo sao enzimas
antioxidantes tais como: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APx), guaiacol peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
monodehidroascorbato redutase (MDAR), entre outras. J& 0s mecanismos nao
enzimaticos, que sdo compostos de baixo peso molecular, envolvem a glutationa
reduzida (GSH), glutationa S-transferase (GST), aminoacidos, compostos fendlicos,

acido ascorbicos, B-caroteno, a-tocoferol, entre outros (BARBOSA et al., 2010).
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As SOD caracterizam a familia de metaloenzimas que sao responsaveis pela
dismutacgéo de ions superéxido em peroxido de hidrogénio quando em niveis elevados
e atuam como principal mecanismo de defesa antioxidante nos organismos aerobicos.
Essas enzimas estao presentes em diversos compartimentos celulares e, nas plantas,
esse grupo é classificado 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 (GILL; TUTEJA, 2010;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). O aumento elevado na atividade da SOD tem
sido relatado em plantas expostas a estresses ambientais como seca e toxicidade por
metais (FATIMA; AHMAD, 2005; SHARMA et al., 2012)

As CAT podem ser encontradas no citosol, cloroplasto e mitocéndrias, mas sua
atividade significativa ocorre nos glioxissomos e peroxissomos, pois é onde ocorre
uma maior produgédo de H>O- nas células (SHARMA et al., 2012). Essas enzimas
apresentam uma alta taxa de conversao. Sao a principal via de dismutagcao de duas
moléculas de H202 em H2O e O.. Entretanto, a CAT é ativada quando ha uma
concentracao elevada de H202 nas células (GILL; TUTEJA, 2010).

A GSH é uma molécula de baixo peso molecular com papel essencial nas
defesas intracelulares contra o dano oxidativo e também atua na biotransformacéo e
eliminagcdo de compostos quimicos nas células (NAHAR et al.,, 2015). A GSH ¢é
sintetizada no citosol e nos cloroplastos das plantas e possui um grupamento sulfidrila
(-SH) em sua composicao que permite que ela seja um excelente redutor de ERO
(HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008; SHARMA et al., 2012). Devido ao seu alto poder
redutor, ela atua em diversos processos biolégicos como desenvolvimento celular,
divisdo celular, regulacdo enzimatica, sintese de proteinas e acidos nucleicos. Em
agdo com as GST, atuam catalisando a conjugagdo de GSH a xenobidticos
lipossoluveis (DIXON et al., 2012).

A GST também esta presente em todas as células, preferencialmente no
citoplasma, e é responsavel pela conjugacdo de xenobioticos eletrofilicos a GSH
conjugado, reduzindo sua toxicidade e tornando-os mais hidrofilicos para facilitar a
excregao, nas etapas de biotransformacgao de Fase Il (DIXON et al., 2012). Dessa
forma, a célula se previne pela acdo das GST, que auxiliam na detoxificagdo de
compostos enddgenos e possiveis formadores de ERO (SHARMA et al., 2012). Vérias
classes de GST foram identificadas em plantas respondendo aos mais diversos tipos

de estressores bidticos ou abidticos, principalmente herbicidas (DIXON et al., 2012).
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Estudos tem demonstrado uma relagéo entre a exposi¢ao de contaminantes e
a atividade de enzimas biomarcadoras. Garcia-Medina et al. (2020) estudaram a
relagdo entre o estresse oxidativo e os efeitos citogenotoxicos da carbamazepina em
A. cepa. A carbamazepina € um contaminante emergente e uma das drogas
anticonvulcionantes mais frequentes encontradas em corpos hidricos. Os resultados
mostraram que a capacidade genotdxicas da droga nas raizes de A. cepa esta
relacionada a geracdo de estresse oxidativo, principalmente na produgédo de
hidroperoxidos e proteinas oxidadas. Além disso, observaram uma alta correlagéo de
danos a molécula de DNA e o efeito citotoxico apresentado.

Um estudo realizado por Srivastava e Singh (2020) avaliou o efeito do inseticida
malation no sistema radicular de A. cepa. Foram utilizadas diferentes doses de
malation em diferentes tratamentos (4, 8 e 18h) e os resultados revelaram que o
inseticida afetou a taxa de crescimento e divisdo celular das raizes. Além disso, o
malation elevou os niveis de LPO e provocou alteragdes nas enzimas antioxidantes
como APx, GR, CAT, GST e SOD em todas as concentragoes, exceto a de maior valor
(0,52 g.L"). Os autores também observaram que no teste do cometa, ocorreu indugéo
de danos ao DNA nas células da raiz. Os resultados mostram que o malation induz

efeitos citotoxicos e fitotdxicos mediados pelo estresse oxidativo.
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RESUMO

O estudo foi realizado no rio Jucu, importante corpo hidrico na regido sudeste do
Brasil, que é utilizado no abastecimento de aproximadamente 1,1 milhdo de
habitantes. Foram realizadas amostragens nos periodos de baixa e alta pluviosidade
por meio de coletas de agua subsuperficial e de sedimento em seis estacdes
amostrais ao longo do rio. Foram aferidos parametros limnolégicos (pH, temperatura,
oxigénio dissolvido, turbidez, sdlidos totais dissolvidos, condutividade e salinidade) e
quantificados os metais (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn) das amostras. A
avaliagao dos biomarcadores bioquimicos superoxido dismutase, catalase, glutationa
S-transferase, glutationa reduzida e peroxidagao lipidica (LPO) foi realizada em
radiculas de Allium cepa L. expostas as amostras coletadas. Os valores de nitrogénio
total na primeira amostragem e turbidez na segunda amostragem estavam acima dos
limites estabelecidos pela legislagdo. Os resultados evidenciaram que ha
contaminagdo das amostras de agua por Al, Fe, Mn e Cu em todas as estactes
amostrais, nas duas amostragens e com concentra¢gdes acima do permitido pela
legislacdo brasileira. A concentracdo dos demais elementos estava superior a
legislagcao apenas na segunda amostragem de elutriato. As concentragdes de Al e Fe
podem estar relacionadas a processos de lixiviacdo dos solos latossolo vermelho-
amarelo e cambissolo da bacia hidrografica, enquanto os demais elementos podem
estar ligados as atividades agricolas e ao despejo de efluentes nao tratados. Em
relagdo aos biomarcadores, foram constatadas alteragbes no metabolismo oxidativo
na maioria das estagdes, bem como observado LPO na segunda amostragem de agua
e na primeira amostragem de elutriato. Esses resultados demonstram que as
alteracbes podem estar relacionadas aos poluentes ambientais nas amostras,
sobretudo a contaminagdo por metais e contaminantes provenientes da producao
agricola, como fertilizantes e agrotoxicos, e despejo de efluentes domésticos. Diante
dos resultados observados, pode-se constatar que a qualidade ambiental do rio Jucu
encontra-se afetada, causando efeito estressante na fisiologia dos organismos

estudados e potencialmente a biota local.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes * enzima de biotransformacéo * estresse

oxidativo * metais pesados.
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ABSTRACT

This study was carried out on Jucu River, an important water body in the Southeast
region of Brazil, used to supply approximately 1.1 million inhabitants. Sampling was
carried out in low and high rainfall periods by collecting subsurface water and sediment
at six sampling stations along the river. Limnological parameters (pH, temperature,
dissolved oxygen, turbidity, total dissolved solids, conductivity, and salinity) were
measured, and metals in the samples (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, and
Zn) were quantified. The evaluation of biochemical biomarkers such as superoxide
dismutase, catalase, glutathione S-transferase, reduced glutathione and lipid
peroxidation (LPO) was performed on Allium cepa L. radicles exposed to collected
samples. Limnological parameters above the limits established by legislation were
observed for total nitrogen in the first sampling and turbidity in the second sampling.
The results showed that there is contamination of water samples by Al, Fe, Mn, and
Cu in all sampling stations, in both samplings, with values above the levels allowed by
Brazilian legislation. The other elements were above the legislation only in the second
elutriate sample. Al and Fe concentrations may be related to leaching processes in the
red-yellow latosol and cambisol soils of the watershed; while the other elements may
be linked to agricultural activities and dumping of untreated effluents. Regarding
biomarkers, changes in oxidative metabolism were found at most stations, as well as
LPO was observed in the second water sampling and the first elutriate sampling. These
results show that the changes may be related to environmental pollutants in the
samples, especially contamination by metals and contaminants from agricultural
production such as fertilizers and pesticides as well as the discharge of domestic
effluents. Given the results, we observed that the environmental quality of Jucu River
is affected, causing stressful effects on the physiology of the organisms studied and

potentially on the local biota.

Keywords: antioxidant enzymes < biotransformation enzyme + heavy metals -
oxidative stress.
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1. INTRODUGAO

Os ecossistemas aquaticos, especialmente o0s rios e lagos, garantem
subsisténcia e desenvolvimento da populagdo que vive no seu entorno (TUNDISI;
TUNDISI, 2011). Abastecimento publico, agricultura, agropecuaria, industria, geracao
de energia e transporte sdo as principais atividades que dependem desses recursos
(OLIVEIRA et al., 2019). Em contrapartida, o aumento crescente dessas atividades
gera residuos e poluentes que, quando tratados inadequadamente, comprometem a
qualidade dos rios e também os organismos que dele dependem (PEDRAZZI et al.,
2013; OSSANA et al., 2019).

Pesquisas demonstram que a degradacado e a contaminacao dos rios estao
relacionadas aos usos da agua e do solo em suas bacias (GIRAUDO et al., 2019;
PAVIONE et al., 2019). Porém, nem sempre é possivel detectar esses efeitos
antropicos utilizando apenas parametros fisicos e quimicos como ferramentas para
aferir a qualidade ambiental desses ecossistemas. Assim, para determinar e estimar
o impacto de contaminantes téxicos gerados, estudos recentes indicam a utilizagao
de organismos biomarcadores capazes de responderem eficientemente a respostas
fisioldgicas e/ou bioquimicas desencadeadas por determinados poluentes ambientais
(BONNAIL et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; DUARTE et al., 2017).

Estudos utilizando Allium cepa L., a cebola comum, como bioindicador para o
monitoramento de ambientes aquaticos sdo indicados deste a década de 80
(FISKESJO, 1985), pela sua alta sensibilidade a diversos poluentes, incluindo metais.
Outros trabalhos sobre a atividade das enzimas do sistema antioxidativo em A. cepa
também sao recomendados por diversos autores (FATIMA; AHMAD, 2005, 2006;
PATNAIK; ACHARY; PANDA, 2013). As enzimas envolvidas do processo
antioxidativo também atuam como biomarcadores para deteccdo de poluentes
ambientais, especialmente a contaminagao por metais, pois o estresse causado ativa
o sistema antioxidativo para determinados biomarcadores bioquimicos e de
biotransformagao, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa s-
transferase (GST), glutationa reduzida (GSH) e peroxidagao lipidica (LPO) (ACHARY
etal., 2008; MORAES et al., 2015; PATNAIK; ACHARY; PANDA, 2013; RODRIGUES;
GUIMARAES:; VIEIRA, 2019).

Considerando a importancia ecoldgica e socioecondmica dos recursos hidricos,

bem como a necessidade de avaliagbes que integrem aspectos abidticos e bidticos
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para o entendimento da qualidade ambiental, este estudo avaliou a qualidade da agua
do rio Jucu, um importante recurso hidrico do Estado do Espirito Santo, Brasil. Para
tanto, foram avaliados parametros limnoldgicos, quantificados metais e realizados
bioensaios com A. cepa para a analise de biomarcadores de biotransformacao e

estresse oxidativo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

A bacia hidrografica do rio Jucu (Figura 1) fica localizada no estado do Espirito
Santo, Brasil, e compreende em sua totalidade os municipios de Domingos Martins,
Marechal Floriano e Viana e, parcialmente, os municipios de Cariacica, Guarapari e
Vila Velha. Sua area total é de 2.183km?, com altitude variando entre 10 e 180m e
cerca de 57% da bacia esta em regido antropizada (IEMA, 2016). O clima da regiao é
classificado como tropical umido (Aw) pela classificagdo de KOppen e apresenta uma
estagcao chuvosa no verdao e seca no inverno (GARDIMAN JUNIOR, 2015). Com
precipitacdo média anual de 1.200mm, onde suas chuvas se concentram entre os
meses de outubro e marco, representando 65 a 80% das chuvas anuais durante esses
meses (ALVARES et al., 2013). O rio Jucu é formado pela confluéncia dos rios Jucu
Brago Sul e Jucu Brago Norte (Figura 1) e € um dos principais responsaveis pelo

abastecimento de agua de um quarto da populagao do estado (AGERH, 2020).

2.2 Coleta e preparo das amostras

Para caracterizagdo da agua e sedimento do rio Jucu, foram definidas seis
estagbes amostrais ao longo do rio (Tabela 1) e realizadas coletas de amostras de
agua subsuperficial e sedimento ao longo do rio, em duas amostragens. A primeira
amostragem foi realizada em agosto de 2017 e a segunda ocorreu em margo de 2018.

As amostras de agua subsuperficial foram armazenadas em frascos de
polietileno previamente descontaminados com detergente EXTRAN (5%) e solugéo
de acido nitrico (HNO3 15% (v/v) e foram refrigeradas (-4°C) até a realizagédo dos
ensaios. As amostras de sedimento foram coletadas com auxilio do equipamento
Draga Ekman em aco inox, armazenadas em saco plastico e congeladas em freezer
(-15°C). Posteriormente, as amostras de sedimento foram processadas para obtengéo
do elutriato do sedimento, conforme norma ABNT NBR 15469:2015 (ABNT, 2015),
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para simulagao da interface agua/sedimento — circulagdo de nutrientes, poluentes e

etc. entre essas interfaces durante os bioensaios.

Tabela 1 — Estagbes amostrais de coleta no rio Jucu/ES com suas respectivas coordenadas geograficas
(UTM) e descrigao do local.

Estacdes

Coordenada (X)

Longitude

Coordenada (Y)

Latitude

Descricao

EAN1

EAN2

EAS1

EAS2

EAS3

EAJ

-20.316498

-20.376495

-20.411641

-20.407381

-20.391071

-20.432013

-40.656737

-40.560023

-40.681931

-40.671355

-40.577323

-40.456769

Rio Jucu Brago Norte, localizada a
montante da cidade de Domingos Martins,
proxima & ES-465. Area rural com
pastagens no entorno.

Rio Jucu Brago Norte, fica localizada no
municipio de Viana/ES. Area com
vegetacdo nativa as margens. Proxima a
BR-262, apds receber efluentes da cidade
de Domingos Martins e alguns distritos.
Antes da confluéncia com o brago Sul.

Rio Jucu Brago Sul, localizada préximo a
BR-262, antes de receber efluentes sem
tratamento do municipio de Marechal
Floriano/ES.

Rio Jucu Brago Sul, localizada no
perimetro urbano da cidade de Marechal
Floriano/ES, recebe efluentes domésticos
sem tratamento. Forte urbanizacéo.

Rio Jucu Brago Sul, localizada na area
rural de Domingos Martins, com pouca
vegetacdo nas margens. Regido proxima
de horticulturas e cultivo de banana. Antes
da confluéncia com o brago Norte.

Localizada apds a confluéncia dos bragos
norte e sul, proximo a BR-101, Viana/ES.
Regido de pastagem e pouca vegetagao
arborea nas margens.
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Figura 1 - Mapa da bacia hidrografica do rio Jucu/ES e as esta¢des amostrais ao

longo do rio.

e

Do V2

g

JEAN2
O
EAST JEAS2

R

- Limites da Bacia Hidrografica do Rio Jucu

Fonte: elaboragao prépria



57

2.3 Parametros fisicos e quimicos

2.3.1 Variaveis limnolégicas

A temperatura da agua (°C), o pH, o oxigénio dissolvido (mg.L""), a turbidez
(UNT), os sdlidos totais dissolvidos (mg.L™"), a condutividade elétrica (uS.cm™) e a
salinidade (ng.L™") das amostras de agua subsuperficiais foram determinadas em
campo pelo medidor multipardmetro U-50 Multiparameter Water Quality Checker
(HORIBA Advanced Techno, Kyoto, Japan).

A analise dos sdlidos totais foi determinada pelo método do gravimétrico em
secagem em estufa a 105°C até obter massa constante. O nitrogénio total foi
analisado seguindo o procedimento de Kjeldahl (APHA; AWWA; WEF, 2005).

2.3.2 Quantificagdo de metais

Para a quantificacdo de metais, as amostras de agua foram filiradas e
adicionado HNOs 2% v/v para as analises. Foi realizada por espectrometria de massa
por plasma acoplado indutivamente (em inglés: Inductively coupled plasma mass
spectrometry, ou ICP-MS) (Nexlon 300 d, Perkin Elmer, USA) para os elementos Cd,
Co, Cu, Ni e Pb. Para os elementos Al, Cr, Fe, Mg, Mn e Zn, a quantificacdo foi
realizada por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente
(em inglés: Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ou ICP-OES)
(Optima 7000DV, PerkinElmer, Germany)

As concentragdes dos metais quantificados nas amostras de agua e elutriato
foram comparadas com a legislagao brasileira (Resolugao CONAMA n° 430 de 2011
(CONAMA, 2011), que dispbe sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o
enquadramento dos corpos de agua superficiais e determina as condi¢des e padrbes

de langamento de efluentes.

2.4 Biomarcadores bioquimicos e de biotransformagéo
Sementes de Allium cepa da variedade baia periforme, marca TOPSEED, de
mesmo lote, foram germinadas em placas de Petri, em trés repeti¢des por tratamento.
As sementes foram expostas a 4 mL de amostras de agua e de elutriado,
correspondentes as estagdes amostrais (Tabela 1), e ao controle negativo (agua
destilada) por 120h a 24°C. Apds esse periodo as radiculas foram coletadas, e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas a

-80°C, até a realizacao dos procedimentos.
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Foi preparado um homogeneizado a partir de 0,5g de amostras de radiculas
germinadas com auxilio do homogeneizador (500 Sonic Dismembrator, Fisher
Scientific, USA) por 3 minutos (30 segundos de sonificagdo e 30 segundos de
intervalo), em gelo. As amostras foram, entéo, centrifugadas por 10 min a 10,700x g
a 4°C e o sobrenadante aliquotado e preservado a -80°C até as analises.

A concentracao de proteina total de cada amostra foi determinada de acordo
com o método de Bradford (1976) a 595 nm, utilizando albumina bovina sérica para
determinagao da curva padrdo em microplaca (Dynex Technologies Ltd., USA). Seis
biomarcadores foram avaliados: a atividade da superdxido dismutase (SOD) foi
quantificada como descrito por McCord e Fridovich (1969); catalase (CAT), conforme
descrito por Bleuter (1975) a atividade de biotransformagéo enzimatica em duas fases
da glutationa-S-transferase (GST) foi quantificada como descrito por Habig et al.
(1974); glutationa reduzida (GSH), de acordo com protocolo descrito por White et al.
(2003); e o nivel de peroxidagéo lipidica (LPO) foi quantificado por meio do método
FOX, de acordo com Jiang, Woollard e Wolff (1991). Todos os experimentos foram
realizados em ftriplicata e adaptados para microplaca (SpectraMax M5, Molecular
Devices, USA).

2.5 Analises estatisticas
Para as analises estatisticas, foi utilizado o software Infostat (versdo
estudante). Para analisar a distribuicdo normal das médias dos dados foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk a partir dos dados de quantificagdo de metais e dos dados dos
ensaios com biomarcadores bioquimicos, e entao, foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallis (significancia p <0,05). A analise de componentes principais (PCA) foi realizada
no programa software Minitab 16 (versao de teste) a partir dos valores dos metais e

dos biomarcadores bioquimicos e de biotransformacao.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Parémetros fisicos e quimicos

Todos os parametros fisicos e quimicos observados nas amostras coletadas
foram comparados com os valores permitidos pela legislacdo brasileira para
ambientes dulcicolas (Resolugdo CONAMA 430/2011).

Os dados de pluviosidade (Figura 2) referentes aos anos de 2017 € 2018 foram
fornecidos pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural
- INCAPER - e indicam o periodo da primeira amostragem (agosto/2017) como
periodo de estiagem e a segunda amostragem (margo/2018) como periodo chuvoso,
apresentando uma precipitagdo acumulada mensal na regido da bacia do rio Jucu de
22mm e 225mm, respectivamente. Essa precipitacdo se enquadra na classificacao
climatica de Kdppen para a regiao da bacia do rio Jucu como tropical umido (Aw), em
que o periodo de alta precipitacdo se encontra de outubro a marco (GARDIMAN
JUNIOR, 2015).

Os parametros fisicos e quimicos (Tabela 2) encontram-se dentro dos limites
estabelecidos pela legislagao, a excegao do nitrogénio total na estacdo EAS3 (6,8
mg.L"") na primeira amostragem, onde, segundo a legislagao, deveria estar baixo de
2,0 para aguas com pH entre 7,5 a 8 e a turbidez durante a segunda amostragem,
onde apresentou valores acima do permitido (até 100,0 NTU) nas estag¢des EAJ (154,0
NTU), EAN2 (105,0 NTU) e EAS3 (120,0 NTU).

A pluviosidade influencia diretamente algumas caracteristicas fisicas e
quimicas da agua. De acordo com Esteves (2011), em periodos de intensa
pluviosidade, processos como a lixiviagdo e erosdo das margens dos rios séo
intensificados. Além disso, estas estacdes onde os valores de turbidez estavam acima
do permitido pela legislagéo, apresentam um agravante devido a sua localizagao mais
a jusante da bacia e, assim, recebem maior aporte de detritos organicos e inorgénicos
carreados de toda a bacia em direcao a foz do rio. Gardiman Junior e Simoura (2016)
constataram que a lixiviagdo do solo ocupado por culturas de café e banana eram o
principal aporte de nutrientes e agrotdxicos na bacia hidrografica do rio Jucu,
corroborando com a alta turbidez observada nos nossos resultados para a estagéo

chuvosa.
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Figura 2 - Precipitacdo média mensal acumulada na regido da bacia hidrografica do
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Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos da agua nos diferentes pontos ao longo do rio Jucu/ES.

12 Amostragem

CONAMA
EAN1 EAN2 EAS1 EAS2 EAS3 EAJ ONAM
Hora 14:37 11:20 15:43 16:30 12:20 09:18 ;
T (°C) da
U 23,80 22,80 21,00 21,10 23,00 21,30 .
oD (mg.L") 11,66 12,96 11,86 13,52 13,19 11,04 >5
CE (uS.cm) 45,50 48,50 51,50 62,00 57,50 68,50 ;
pH 7,71 7,65 7,64 7,91 7,69 6,97 6a9
Turbidez
s 6,30 3,6 7,40 16,7 5,01 4,50 <100
3,7 pH
<7,5]2,0
P pH75a
NTK (mg.L") 0,71 1,51 0,10 1,56 2,07 1,31 81,0 pH
8,0a85|
0,5 pH >
85
Salinidade 4
P 0 0 0 0 0 0 <5ng.L
ST (mg.L") 1955,56 1173,32 103,35 135,55 970,05 119,88 ;
SDT(mg.L") 26 164,44 28,5 35,5 26 38,50 <500
22 Amostragem
Hora 11:50 09:30 12:45 13:20 10:00 08:20 ]
T (°C) da
s 26,60 26,0 26,10 27,10 25,90 24,70 .
oD (mg.L") 14,39 10,79 10,58 10,13 12,2 11,26 >5
CE (uS.cm™) 45,00 51,00 45,00 48,00 46,00 64,00 ;
pH 7,18 7,00 7,03 6,80 6,95 6,17 6a9
T'(‘l’]':j#z 82,50 105,00 86,60 85,30 120,00 154,00 <100
3,7 pH
<7,5]2,0
pH7,5a
NTK (mg.L*) 0,05 0,20 0,05 0,02 0,08 0,50 81,0 pH
8,0a85|
0,5 pH >
8.5
Salinidade 4
(ng.L") 0 0 0 0 0 0 <5ng.L
ST (mg.L") 160,00 117,78 148,89 117,78 133,33 153,33 ;
SDT (mg.L") 22,00 26,00 23,00 24,00 23,00 32,00 <500

*T= temperatura, OD = Oxigénio dissolvido, CE = Condutividade elétrica, NTK = nitrogénio Total Kjeldahl, ST =
solidos totais, SDT = Sdlidos dissolvidos totais.
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Pela analise das amostras de agua da primeira amostragem, pode-se observar
um aumento sucessivo da concentracao de nitrogénio total, ao longo de cada brago
do rio Jucu a medida que se aproxima da confluéncia dos dois bracos (Tabela 2). As
menores concentragdes observadas nas primeiras estagcbes amostrais dos bragos
Norte e Sul - EAN1 e EAS1, respectivamente, indicam relagdo com as suas
localizagdes: sao regides a montante dos perimetros urbanos. As demais estagoes,
EAN2, EAS2 e EASS, estdo préximas a centros urbanos e ja receberam efluentes
dessas areas ou estdo proximas de regides de intensa agricultura, como € o caso de
EAS3. Segundo Esteves (2011) e Sperling (2011), o nitrogénio pode ter origens
antropogénicas, como despejos domésticos tratados ou parcialmente tratados,
industriais, excrementos de animais e fertilizantes. Sendo assim, as regides amostrais
a montante de perimetros urbanos ou de regides de intensa agricultura, tendem a
apresentar menores concentragées de nitrogénio total, corroborando os resultados
encontrados em nossas analises.

Estudos de Terra et al. (2009) realizados em julho de 2006 no rio Jucu — Braco
Sul, registraram uma variagédo de 0,7 a 0,9 mg.L"" na concentragéo de nitrogénio das
amostras. As estagcdes EAS1 e EAS2 correspondentes ao Brago Sul em nossas
amostras, apresentaram resultados superiores de 2,07 e 1,56 mg.L™' no periodo de
agosto de 2017 (baixa precipitagado), evidenciando que houve um acréscimo da
concentracédo de nitrogénio total nessas aguas com o passar dos anos, durante o
periodo de baixa precipitagao.

Os valores de turbidez observados durante a primeira campanha foram
menores que os encontrados na segunda campanha, provavelmente devido ao
periodo de estiagem, em que ha menor quantidade de sdlidos suspensos na agua.
Ainda assim, observa-se que os valores da turbidez se apresentaram mais elevados
durante a primeira amostragem em EAS2 que nas demais estagdes. A estagdo EAS2
esta localizada dentro do perimetro urbano do municipio de Marechal Floriano, onde
recebe langamento de efluente doméstico in natura (GARDIMAN JUNIOR; SIMOURA
2016). Para Correia et al. (2015), o despejo de esgoto doméstico, efluentes industriais
e agropecuarios influenciam diretamente os valores de turbidez, corroborando os
resultados observados no nosso estudo.

Os valores de condutividade elétrica e solidos totais dissolvidos (STD) na
estacao amostral EAJ, tanto na primeira quanto na segunda amostragem, foram os

mais altos observados em nosso estudo. Em contrapartida, a mesma estacéo
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apresentou os menores valores de pH. Essas variaveis estdo sempre relacionadas e
de acordo com Rodrigues et al. (2015), a presencga de acidos humicos e fulvicos
(particulas organicas) na agua pode levar a uma redugdo do pH. Logo, o pH pode
afetar a disponibilidade de nutrientes e influenciar na toxicidade de muitos metais
presentes no ambiente, ou seja, pode influenciar a condutividade elétrica
(FRASCARELI et al., 2015). Toda essa dindmica pode explicar os valores de STD e
condutividade mais elevados nessa estagao amostral e uma leve acidificagdo do pH

em ambas as campanhas.

3.2 Quantificacdo de metais

Os dados da quantificagao de metais indicam que as amostras de agua (Tabela
3) e elutriato (Tabela 4) coletados durante a primeira amostragem e nas amostras de
agua da segunda campanha (Tabela 3) apresentaram concentragdes de Al, Fe e Mn
acima do permitido pela legislagdo em todas as estagdes avaliadas. Durante a
primeira amostragem de agua, na estagdo EAJ, os niveis de Fe (1,4749 mg.L"") e Mn
(0,2474 mg.L") estdo mais elevados que nas demais estagdes amostrais e acima do
permitido pela legislagdo, que é de 0,3 mg.L" e 0,1 mg.L", respectivamente. As
concentracbes de Al estdao mais elevadas em EAJ, EAS1 e em EAS2, quando
comparadas as demais estacbes amostrais. Para estes elementos, os menores
valores foram observados em EAN2.

Na segunda amostragem de agua, os valores de Al e Fe estavam
consideravelmente elevados e acima do permitido pela legislacdo nas estagbes EAJ
e EAS2. A concentragao do elemento Cu também se apresentou muito elevada e,
portanto, acima do permitido pela legislagéo brasileira (até 9,00 yg.L") em todas as
estagbes (EAN1 — 49,542 42 ug.L"; EAN2 — 42,388 ug.L'; EAS1 — 59,159 ug.L";
EAS2 — 78,913 ug.L""; EAS3 — 51,217 pug.L"" e EAJ — 58,115 pg.L"). A excecdo do Al,
as concentragcbes mais baixas para Fe e Cu foram encontradas em EAN2,
provavelmente por esta estagcdo amostral estar localizada em uma regido com mata
ciliar mais conservada e, consequentemente, com menor efeito de erosdo e no
carreamento de detritos organicos e inorganicos para o leito do rio, mas, ainda assim
estavam acima do limite preconizado. A segunda amostragem de agua foi a que
apresentou maiores concentracdes dos elementos, exceto para Co, Mn, Ni e Zn. Em
ambas as amostragens de agua subsuperficiais, o Cr estava abaixo do limite de

quantificagdo (LQ). Fatores ambientais como pH ou presenca de matéria organica
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Tabela 3 — Quantificagdo de metais na 1% e 22 amostragens de agua ao longo do rio Jucu/ES e suas respectivas médias e desvios-padrdes relativos (RSD).

12 Amostragem

22 Amostragem

EAN1  EAN2 EAS1 EAS2 EAS3 EAJ EAN1 EAN2 EAS1 EAS2 EAS3 EAJ LQ oo
b

AlmgLty 03201 g5738a 042450 03909 03061® 03002 | 1,1163%  1,2566%  1,10288 1,1527ac 12324 163350 0,01 0.1
RSD (%) 05144 2264 1495 0973 1,093 04397 0,932 06578 03543 08084 04263 07137

Cd(ugL™ 0235 0313° 0252  0,165%  0,172® 00912 | 0061  0114° 003  0046® 0071  0114°  639x10° 1
RSD (%) 19 2 34 2 5,7 9.4 2.9 0.7 8,2 3.9 18 45

Co(ugl?) 17589 19619  1144% 1042  1051® 1412 0,245%¢ 01398  0215%  0469% 0,267 062  314x10% 50
RSD (%) 19 0.9 13 0.4 0.4 14 26 17 1 0 0.2 14

Cr(mgl?) <0,010° <0,010° <0,010° <0,010° <0010 <0,010° | <0,010 <0010  <0,010  <0,010 <0010  <0,010 0,01 0,05
RSD (%) 10863 23709 5924 15013 8209 12,888 0,014 0,007 0,011 0,01 0,009 0,009

b

Cu(ugl?) 286" o0gom  oasec 2200  2069® 17000 | 49542% 423888 59,159 78913 51217% 58115  648x10¢ 9
RSD (%) 25 17 0,5 0.5 2 0.7 2.8 14 1 05 0.9 11

Fe(ma.L’) 08051" 46730 08006 09116% 06268 14749¢ | 1,7307° 145232  1,5505%c 1,61320 14732 1,7243¢ 0,01 03
RSD (%) 07694 03652 07518 03991 09936 06828 | 05042 06293 04531 09789 04569 0,312

b

Mg (mg.L") 10,0632 104263 1089  qo43g¢ 1096677 106803° | 450940 571790 01180 01230 4581180 4,3424e 0,1 -
RSD (%) 04438 09691 05907 06567 01746 04956 | 37271 15131 00179 00259 46634 21172

Mn(mgL?) 01995 16052 02204%9 02282 01821%c 02474¢ | 01180 01202 0123% 01313 011812 01257 0,01 0,1
RSD (%) 00714 05458 07556 04055 03315 07734 | 00179 00439 00259 00761 00203  0,0289

Ni(ugl?) 2199% 22819  21452%d  2115%c 2002  1829° | 0642 0543 0522 0725%  0721%  1337°  293x10¢ 25
RSD (%) 19 12 16 0,8 0,4 0.7 2 2.8 05 12 2 2.2

Pb(ugL?) 0448 0669¢ 10857  0566°¢ 04167  0464%c | 28512 323g%c 35089 3649 354900 3176®  147x10¢ 10
RSD (%) 0.4 15 13 0.9 0.7 0.4 2.2 0.7 12 1 0.7 16

Zn(mgL?) 005980 00369 o540 00746 006120 00394 | 00572¢  0,0206% 00188 001858 0,0194%¢  0,0201b4 0,01 0,18
RSD (%) 02824 05169 02862 0145 09076 15729 | 00154 00169 00099 00088 0,008 0,0031

*As letras indicam diferenca significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-Wallis. LQ — Limite de quantificagéo.
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12 Amostragem

22 Amostragem

EAN1 EAN2  EAS1  EAS2  EAS3 EAJ EAN1 EAN2  EAS1  EAS2  EAS3 EAJ  LQ o
4302011
Al(mg.L?) 1095% 10587 43309 2021%c 4064 56499 | 10445% 2326470 130769 25338% 35544 589303 001 0,1
RSD (%) 01104 07098 04626 09254 01273 0,965 0,227 01998 153437 02485 03425 5569
Cd(mgL?) 00001 00002° 00002 0,0002® 000018  0,0002° | 00012%  00005° 00012® 00028 00007° 00064° 001 0,001
RSD (%) 47,258 25962 20,367 10,825 55546 17,571 8,33 2127 4614 1946 9026 4,867
Co(mgl” >LQ*  >LQs >LQe >LQe >LQe sL@* | 00174®  >LQ= 00241 00396  >LQ*  0,027° 001 0,05
RSD (%) ; ; . . - . 38718 - 73016 3,7057 - 5,9374
Cr(mgLl?)  >L@®  >LQe >LQ? >LQe >LQe sL@* | 00731 001892 011264 01858 0,0276® 04595¢ 001 0,05
RSD (%) - - - - - - 20453 09337 5946 10929 49598  2,5206
Cu(mgl?) 0012 00055 0,0029° 00056 00084 00062% | 00128%  00324® 00331® 00408 03442 0165 20 0,000
RSD (%) 1305 20,72 10,1 10951 9,535 62,63 65221 35457 12,659 5881 13456  2,3967
Fe(mglL") 6237% 18076° 971769 67925% 805025  10723¢ | 52215%¢  132647° 856450 1492150  21,347% 368919 001 03
RSD (%) 03394 03508 04197 01866 03345 04623 | 03637 06507 35611 06239 03385  0,2591
Mg (mg.L?) F7997°  gie50 47472 57755¢ 56587  53256%c | 141040  1,8088%c  1,6624®  19777°  0,7349°  7,0285° 0,1 ;
RSD (%) 0992 05451 01783 04271 12734 28704 | 89347 29584 1112 33503 13966  2,8807
Mn(mgl" 113519 02691° 06975% 02762 0743504 076524 | 04818%¢  01383° 04234%c 07629 02482% 21354 001 0,1
RSD (%) 04027 04467 03134 04416 03228 00484 | 15606 15019 48537 09323 08732  0,8461
Ni(mgL’)  >LQ*  >LQg >LQ? >LQ? >LQe >LQ* | 00405 00106 0,0433°¢ 00623¢ 00149% 02268 001 0,025
RSD (%) ; ; ; ; ] ; 54912 46232 60895 10166 11,309 57322
Pb(mgl?) L@@  >LQe >LQ? >LQ? >LQe >L@® | 02903® 00686  032® 04915 00946 14636° 001 0,01
RSD (%) ; - . . - . 10487 02735 08178 02951 91718 613
Zn(mgl) 002112 00274 0023®  00316° 00316° 00315 | 01266® 00958  0125%  02301° 008112 04947° 001 0,18
RSD (%) 0549 05732 00907 06402 0287 02953 | 12,775 0231 03946 04756 82017  3,4646

*As letras indicam diferencga significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-Wallis. LQ — Limite de quantificag&o.
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podem influenciar na biodisponibilidade de metais, que podem ser liberados na coluna
d’agua. O aumento da concentragdo de metais como Al, Fe, Mn e Zn, pode ser
intensificado quando o pH ¢ inferior a 7, devido a sua mobilidade em condic¢des acidas
(NGUYEN et al., 2020), o que pode estar relacionado com os valores de pH
observados na estacdo amostral EAJ, em ambas as amostragens.

A primeira amostragem de elutriato apresentou concentragdes acima do limite
permitido pela legislagao para os elementos Al, Fe e Mn em todas as estagdes e o
elemento Cu na estacdo EAN1. Os elementos Al e Fe estavam mais elevados em EAJ
e 0 Mn e o Cu estavam mais elevados na estacdo EAN1, sendo que o Mn se
apresentou até 11 vezes mais alto que o estabelecido pela legislacdo. Os elementos
Cuem EAS1 e Co, Cr, Ni e Pb estavam em concentragdes abaixo do LQ em todas as
outras estacoes.

Na segunda amostragem de elutriato, todas as estagdes amostrais
apresentaram concentracdes acima do permitido para os metais Al, Cu, Fe, Mn, Ni e
Pb, sendo os maiores valores observados na estagdo EAJ, EAS1 e EAS2. As
concentragdes de Al (589 mg.L") e Fe (368 mg.L™") em EAJ se destacaram por
estarem muito acima do permitido pela legislag&o, que € de 0,1 mg.L"" parao Ale 0,3
mg.L"! para o Fe. Além disso, também foram encontrados valores acima do permitido
de Cd e Cr em todas as estacbes amostrais, exceto nas estacbes EAN2 e EAS3. As
concentracdes de Zn estavam acima do permitido nas estacdes EAJ e EAS2 e 0 Co
estava duas vezes mais alto em EAJ. As estacbes EAN2 e EAS3 apresentaram
valores de Co abaixo do LQ.

De acordo com O’Geen et al. (2010), fertilizantes a base de fosforo (P) usados
em lavouras agricolas na Jordania sdo uma importante fonte de contaminagéo do solo
por metais, como Cd, Ni, Pb e Zn. Segundo dados do Instituto Estadual de Meio
Ambiente (IEMA) (IEMA, 2016), a agricultura corresponde a 17,77% da ocupagéo do
solo na bacia do rio Jucu, o que pode estar relacionado com os valores encontrados
no nosso estudo. Coringa ef al. (2016) também observaram uma maior
biodisponibilidade de Mn, Zn e Ni, principalmente na época chuvosa em sedimentos
no rio Bento Gomes, Poconé - MT, Brasil.

A elevada concentragao de Al e Fe nas amostras de agua e elutriato pode estar
relacionada principalmente a predominancia dos solos latossolo vermelho-amarelo e
cambissolo na regidao da bacia hidrografica do rio Jucu, ambos com Fe e Al em sua

composicao (IEMA, 2016), que associada aos processos de erosao e lixiviagdo, pode
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intensificar a concentracdo desses metais nas amostras, como observado em nossos
resultados. Segundo a CETESB (2011), o Mn e 0s seus compostos, quando presentes
no ambiente, estao na forma de particulas em suspensao, resultado da erosao do solo
e também por emissdes industriais. O elemento Cu tem aplicacdo na industria e na
agricultura, como na composigdo de fungicidas e herbicidas, sendo
consideravelmente liberado no ambiente (BUI et al., 2016). Como relatado
anteriormente, a agricultura corresponde a 17,77% da ocupagéo do solo na bacia do
rio Jucu.

Os elementos Al, Fe e Cu foram encontrados em maior concentragdo durante
a segunda campanha, provavelmente devido a alta pluviosidade no periodo,
intensificando os processos de erosao e lixiviacao, disponibilizando esses elementos
em maiores concentragdes na agua. Estudos realizados por Duarte (2017), também
foram observadas elevadas concentracdes de Al e Cu durante o periodo chuvoso na
bacia hidrografica do rio Santa Maria da Vitéria, no Espirito Santo-Brasil. Trata-se de
uma bacia hidrografica vizinha a bacia do rio Jucu e que possui as mesmas
caracteristicas pedoldgicas e geoldgicas.

Um agrupamento temporal entre os periodos de seca (primeira amostragem) e
de alta pluviosidade (segunda amostragem) €& evidenciado pela analise de
componentes principais (PCA) (Figuras 3 e 4), quando fazemos uma associagéo entre
as concentragcdes de metais e as campanhas de amostragens de agua e elutriato.
Resultados similares aos nossos foram observados por Nguyen et al. (2020), onde os
autores estudaram a variacdo sazonal da concentragao de metais em sedimentos do
rio Saigon (Vietna). Os autores observaram o aumento da contragao dos metais Al, B,
Cd, Co, Fe, In, Mn, Ni, Pb, Sr, e Zn no periodo chuvoso e correlacionou a
contaminagao aos processos naturais de lixiviagao que ocorrem na bacia hidrografica
ocupada por agriculturas e a erosdo das margens do rio. Os autores explicam que
esse processo € decorrente da erosao, que desprende, principalmente, argila e silte
(comumente ligados a metais) para o leito dos rios. A argila como micela coloidal atua
no processo de adsorgéo de ions e atrai, por exemplo, os cations de Al, Cu e Mg
(JORDAO et al., 2000), como pudemos observar em nossos estudos, uma maior

concentracédo desses metais nas amostras de elutriato da segunda campanha.
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Figura 3 - Agrupamento das estagdes amostrais de coleta entre as amostragens
utilizando PCA das concentragdes dos metais Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb
e Zn nas amostras de agua do rio Jucu/ES.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 4 - Agrupamento das estagbes amostrais de coleta entre as amostragens
utilizando PCA das concentragdes dos metais Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb
e Zn nas amostras de elutriato do rio Jucu/ES.

EAS3
1{EANZQERR 1
o, EAJ
EAS2 “EAST -
EA)
0 @ 12 Amostragem
o EAN1 B 72 Amostragem
N - L m EAS2
< . EAS1
o~ EAN2
)
o
24
EAS3
-3 u
00 25 50 75 10,0

PC1(79.5%)

Fonte: elaborada pelo autor.
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De acordo com a CETESB (2011), a emissdo da maioria dos metais no
ambiente ocorre por meio de erosdo e lixiviagdo, ou entdo como composto de
fertilizantes fosfatados, como o Co e o Cr. Ainda, determinados complexos de Cd sao
solluveis e de alta mobilidade na agua, sendo as nao solluveis, adsorvidas ao
sedimento. A contaminagao por metais no ambiente ocorre em grande parte de forma
difusa, sendo relacionada com o tipo de ocupagéo da bacia (RIGHETTO; GOMES;
FREITAS, 2017). A bacia hidrografica do rio Jucu encontra-se 58,42% ocupada com
atividades antropicas, sendo elas: agricultura (17,77%), pastagens (17,56%),
silvicultura (16,09%), uso urbano (6%) e mineragao (1%) e cerca de 43% com areas
naturais (IEMA, 2016), o que dificulta a identificacdo das fontes poluidoras para um

manejo adequado.

3.3 Biomarcadores bioquimicos e de biotransformacdo

O resultado das analises de biomarcadores bioquimicos e de biotransformacao
para a primeira amostragem de agua (Tabela 5) evidenciam um aumento significativo
da atividade da SOD nas estagdes EAJ, EAN2 e EAS3 quando comparadas com o
controle negativo (CN). Em contrapartida, nessas mesmas estagdes a quantificagao
da CAT, GST, GSH e LPO foram significativamente menores que os valores do CN,
com excegao dos valores da GST em EAJ que n&o apresentou diferencga.

A PCA foi utilizada para associar os dados de metais e os biomarcadores
bioquimicos e de biotransformacédo (Figuras 5-A e 5-B) (Figuras 6-A e 6-B). Os
componentes principais (PC) PC1 (45,8%) e o PC2 (29,3%) foram os mais
significativos e representam 75% da variacdo dos dados da primeira amostragem de
agua (Figura 5-A). Esses dados indicam que durante a primeira amostragem, o
aumento da SOD pode estar relacionado ao elemento Co. Li et al. (2006) observaram
um aumento dose-depende da atividade da SOD quando microalgas Paviova viridis
foram tratadas em doses de 10 e 20 ymol/L de Co?**. Neste mesmo estudo, os autores
observaram que a ativagao da via antioxidante pela CAT ocorreu somente em doses
muito elevadas de Co (100 ymol/L para Co?**). Os resultados do estudo acima citado
indicam uma via de ativacao do sistema antioxidativo, que também foi observada em
nossos estudos, com provavel neutralizagdo do peréxido por outras vias, visto que os

niveis de LPO estao significativamente reduzidos, em relagao ao CN.



Tabela 5 — Quantificagdo de biomarcadores bioquimicos e de biotransformagdo em radiculas de Allium cepa L. apds exposicao as
amostras de agua coletadas nas diferentes estagbes amostrais ao longo do rio Jucu/ES das duas amostragens e a agua destilada
como controle negativo (CN).

CAT SOD GST GSH LPO
Tratamentos  (nmol H;0..mg  (SOD unitmg (nmol CDNB.mg (4mol.mg (nmol H202.mg
proteina™.min"") proteina™) proteina’.min"') proteina’'.mL"") proteina™)
EAN1 0,25+0,04bcd 10,761,072 0,33+0,012° 4,07+0,15° 22,22+4,47°
£ EAN2 0,060,012 55,48+3,88¢ 0,09+0,01¢ 0,62+0,08? 5,49+1,443b
m.. EAS1 0,41+0,06¢ 8,310,642 0,410,162 2,42+0,4° 35,41+0,46°
m EAS2 0,21+0,032b<d 13,57+3,882¢ 0,250,043 1,86+0,39° 16,8+4,643%°
S
< EAS3 0,07+0,012° 55,28+11,73% 0,08+0,02°¢ 0,46+0,12° 4,49+1,042
- EAJ 0,09+0,013¢ 35,44+6,52 0,14+0,11°° 0,77+0,162 5,14+0,672°
CN 0,68+0,06% 8,69+0,572 0,34+0,12° 1,97+0,54° 42,76+0,55°¢
EAN1 0,44+0,03%° 6,32+1,042 0,6+0,01° 4,61+0,152 54,97+13,013¢
EAN2 0,31+0,13c 10,63+3,772 0,22+0,03? 2,1540,42 80,46+4,82%
£
g EAS1 0,21+0,062 18,31+4,382 0,190,042 1,710,412 24,414 392
©
.w. EAS2 0,45+0,04°° 10,225,852 0,27+0,12 1,58+0,52 98,16+24,94¢
g
un EAS3 0,28+0,042° 13,7844,12 0,31+0,12%° 2,1840,92 41,93+8,2%
N
EAJ 0,46+0,05° 7,440,072 0,22+0,062 3,08+1,152 59,79+9,28
CN 0,68+0,06"° 8,69+0,572 0,34+0,04%° 1,97+0,542 42,76+0,39%°

Os valores estédo expressos como média + desvio padrdo. As letras indicam diferencga significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-
Wallis. (superoxido dismutase — SOD, catalase — CAT, glutationa S-transferase — atividade da GST, glutationa reduzida — GSH,
lipoperoxidagdo — LPO contido).
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Na primeira amostragem de agua (Tabela 5), foi observado aumento

significativo dos niveis de GSH na estagdo EAN1 em relacédo ao CN. De acordo com
a PCA (Figura 5-A), o aumento da GSH nessa estacao pode estar relacionado as
concentragdes dos metais Al, Cd, Cu, Ni e Pb detectadas. Jana et al. (2017) também
observaram um aumento da GSH em raizes de A. cepa expostas a concentragdes de
lixiviados de cinzas de combustivel contendo Co, Cr, Cu, Mn, Cd, Ni, Pb e Zn e
sugerem que a GSH pode atuar como radical scavenger. Além disso, pode-se
observar em nossos resultados uma provavel eficacia dessa via de biotransformacao,
pois ndo houve alteragéo significativa do nivel de LPO em relacdo ao CN nesta
estagao amostral.
Na segunda amostragem de agua (Tabela 5), foi observada diferenca significativa em
EAS1, onde a quantificagao de CAT foi menor que o CN. As estagcdes EAN2 e EAS2
apresentaram quantificagdes de LPO significativamente superiores ao CN. Os valores
de SOD, GST e GSH néo apresentaram diferengas significativas, quando comparados
ao CN. De acordo com a PCA (Figura 5-B), onde os PC1 (38,9%) e PC2 (30,5%)
explicam 69% da variagdo dos dados, os niveis de CAT sao inversamente
proporcionais ao de SOD, estando a CAT relacionada aos elementos Cd, Fe, Mg e
Zn. A PCA também pode indicar que o aumento da LPO pode estar relacionado aos
elementos Al, Co, Cu, Fe, Mn e Ni. Metais como o Cu, Fe, Mn, Co (AIGBERUA;
TARAWOU; ABASI, 2018; BOHU et al., 2016; RAE, 1999) e Al, (QUINLAN et al., 1988)
possuem potencial redox ativo, participando das reag¢des de Fenton e Haber-Weiss,
que geram espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente o radical hidroxila,
que é altamente téxico as membranas lipidicas e a molécula de DNA. Os elementos
Al, Cu, Fe e Mn apresentaram concentragcbes superiores ao preconizado pela
legislagdo nessas estacgdes (Tabela 3). A LPO corresponde a uma série em cascata
de eventos bioquimicos iniciada por radicais livres que atingem principalmente as
membranas lipidicas celulares, provocando a destruicao da estrutura de membrana
da célula e ocorre quando o sistema antioxidativo nao foi suficiente para neutralizar a
producgéo de radicais livres (LIMA; ABDALLA, 2001; NATASHA et al., 2020).
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Figura 5 - Analise de PCA para as amostras de agua nas diferentes estagdes
amostrais ao longo do rio Jucu/ES, integrando dados de metais e biomarcadores
bioquimicos e de biotransformacéao: A — Primeira amostragem; B — Segunda
amostragem.
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Esses resultados podem estar relacionados ao uso de herbicidas em atividades

agricolas na bacia do rio Jucu, pois, segundo um levantamento conduzido por Altoé
(2018), onde foram analisadas informacdes relativas a comercializagcao de herbicidas
no municipio de Marechal Floriano (pertencente a bacia do rio Jucu), constatou-se
que os principios ativos dos herbicidas mais vendidos na regido foram o Glifosato, 2,4-
D, Picloram e Paraquat. Estudos de Dakhakhni, Raouf e Qusti (2016) observaram que
0 2,4-D provocou o aumento de peroxidagao lipidica em ratos Wistar machos e isso
pode estar relacionado a geracao de radicais livres produzidos pela aplicagdo do
produto. O Paraquat exerce seus efeitos toxicos por meio da geragao de radicais livres
de oxigénio. Este radical reage com oxigénio, produzindo superdoxidos que causam
danos aos componentes celulares, incluindo DNA e peroxidacéo lipidica, acarretando
na morte celular (SUNTRES, 2002).
Para as amostras de elutriato (Tabela 6), durante a primeira amostragem foi
observado que houve um aumento significativo de CAT, GSH e LPO quando
comparados ao CN em EAS3 e EAN1. Na estagdo EAS3 também foi observado o
aumento significativo da GST. Segundo a PCA (Figura 6-A), que explica 72,8% da
variagdo dos dados nessa amostragem, a CAT, GSH, GST e a LPO podem estar
relacionadas aos metais Al, Cu, Fe, Mn e Zn. Como esses elementos participam das
reacoes de Fenton e Haber-Weiss, o aumento da CAT nas estagcdes amostrais
observadas pode estar relacionado a altas concentragdes de H>O2 nas células
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). O aumento da GST em EAS3 e da GSH em
EAS3 e EAN1 pode estar relacionado a detoxificagdo de metais, em que a GST atua
catalisando a conjugacao da GSH a xenobidticos (DIXON et al., 2012). A relagéo da
GST e GSH com o estresse por metais em plantas foi relatada por Jana et al. (2017)
e Srivastava et al. (2006). Entretanto, provavelmente o causado ao sistema
antioxidativo foi tdo elevado que nao foi capaz de neutralizar as ERO, permitindo que
gerasse niveis altissimos de LPO.

Os eventos que podem decorrer da diminuicdo da fluidez das membranas
incluem: a perturbagao nas funcdes das proteinas, a perda de compartimentalizacao
da célula, a desregulacdo na liberagdo de ions e outros eventos que alteram o
metabolismo normal, levando ao desequilibrio e perda das fungbes essenciais
(NATASHA et al., 2020; AZIZ; LARHER, 1998). YIdirim et al. (2020) observaram o

aumento de peroxidagéo lipidica em lagostins expostos a efluentes municipais
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Tabela 6 — Quantificacdo de biomarcadores bioquimicos e de biotransformagédo em radiculas de Allium cepa L. apds exposi¢ao
as amostras de elutriato coletadas nas diferentes estagdes amostrais ao longo do rio Jucu/ES em duas amostragens e ao

controle negativo (CN).

CAT SOD GST GSH LPO
Tratamentos (nmol H202.mg (SOD unit.mg (nmol CDNB.mg (umol.mg protein- (nmol H202.mg
protein'.min"") protein) protein”.min) .mL") protein)

EAN1 0,99+40,18¢° 1,02+0,432 0,39+0°° 8,17+0,59°° 135,28+6,29°
EAN2 0,31+0,06%° 11,62+2,24>c 0,240,052 4,24+0,73¢ 95,52+11,84¢¢

m EAS1 0,28+0,06% 13,14+3,42% 0,190,092 2,160,722 56,88+15,872°

o

m EAS2 0,47+0,01°° 4,68+0,69% 0,3+0,022° 2,66+0,012° 73,29+14,028b¢

2]

m EAS3 2,0540,0,6° 2,16+0,362 1,26+0,03¢ 14,3145,12° 442,98+82,63°

<

< EAJ 0,39+0%¢ 18,055,954 0,24+0,07%° 2,35+0,852 39,61+3,192
CN 0,68+0,06%° 8,69+0,572 0,34+0,136¢ 1,9710,542 42,76+0,39%°
EAN1 0,29+0,102 10,42+1,632% 0,21+0,013° 1,010,192 34,47+12,022°
EAN2 0,330,012 9,48+1,55% 0,23+0,03%%° 1,18+0,15%°¢ 63,45+0,98

m EAS1 0,39+0,022 10,53+2,682 0,44+0,06% 1,680,283 39,9+7,39%¢

<)

m EAS2 0,33+0,162 6,29+1,622 0,87+0,05¢ 2,82+0,04¢ 100,1+8,44°¢

[72]

o

M EAS3 0,230,062 14,29+0,29¢ 0,27+0,032° 1,68+0,14°c 33,59+2,262

& EAJ 0,250,012 19,73+6,54° 0,190,012 1,030,15% 31,040,392
CN 0,68+0,062 8,690,572 0,340,040 1,97+0,54¢ 42,76+0,393¢

Os valores estao expressos como média + desvio padrdo. As letras indicam diferenca significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-
Walllis. (superoxido dismutase — SOD, catalase — CAT, glutationa S-transferase — atividade da GST, glutationa reduzida — GSH,
lipoperoxidagao — LPO contido)
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tratados e Machado et al. (2014) relataram o aumento de LPO em mexilhdes expostos
a aguas urbanas.

Na primeira amostragem de elutriato (Tabela 6), pode-se observar um aumento

significativo da SOD em EAJ que pode ter uma possivel relagdo com os metais Cd e
Mg, de acordo com a PCA (Figura 6-A). Em contrapartida, essa estacao obteve os
menores indices de LPO (bem proximos do CN). Esses resultados indicam que a
ativacdo da SOD, que é a primeira linha de defesa do organismo contra ERO, com
posterior neutralizacdo do H202 por vias alternativas a CAT, foi eficaz e reduziu os
danos de peroxidacao lipidica a valores menores que os observados no CN. A GST
nao apresentou diferenga significativa entre as amostras de nenhuma estagao.
As amostras de elutriato da segunda amostragem (Tabela 6), na estagdo EAJ ocorreu
um aumento significativo da SOD e uma diminuicdo da GST e GSH, quando
comparados ao CN. Também foi um aumento significativo na atividade da SOD em
EAS3, quando comparados ao CN. De acordo com a PCA, em que o PC1 e PC2
explicaram 84,5% da variagdo dos dados (Figura 6-B), a SOD esta relacionada a
quase todos os elementos quantificados. Como observado por Fatima e Ahmad (2005)
em seus estudos com A. cepa expostos a misturas complexas, a SOD se mostrou um
excelente biomarcador para estresse relacionados a metais no geral. Esses autores
também observaram que em altas concentragdes de metais como Cr, Cd, Pb e Hg ha
uma queda abrupta na atividade da SOD. Com relacédo a estagdo EAN1, foi observada
uma reducgéo da GSH (Tabela 6), que segundo a PCA (Figura 6-B), a GSH e os metais
quantificados possuem uma relagdo antagonista, ou seja, quanto maior as
concentracdes dos metais, menor a quantificacdo de GSH. A diminuigao de GSH a O
aumento da produgdo de ERO nas células, quando expostas a algum estresse, é
amplamente conhecido. E fatores estressantes como metais e outros poluentes
ambientais podem causar danos celulares severos, inclusive morte celular (LI et al.,
2007). Assim, a ativagdo do sistema antioxidativo por uma ou mais enzimas, é
essencial para minimizar esses efeitos oxidativos que sdo danosos aos componentes
celulares (NATASHA et al., 2020).
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Figura 6 - Analise de PCA para as amostras de elutriato nas diferentes
estagcbes amostrais ao longo do rio Jucu/ES, integrando dados de metais e
biomarcadores bioquimicos e de biotransformagéo: A — Primeira amostragem; B —
Segunda amostragem.
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4. CONCLUSOES

Os resultados do estudo apontam para uma degradagdo da qualidade
ambiental das aguas do rio Jucu por contaminagdo de metais pesados, fato
preocupante, tendo em vista a sua utilizacdo para abastecimento publico e
agropecuario, bem como pela sua importancia ecoldgica. Todavia, as fontes
poluidoras sao difusas, dificultando a identificagdo dos principais poluentes para um
manejo correto da agua e do solo da bacia. A utilizacdo de bioensaios se mostrou de
grande importancia para evidenciar alteragdes criticas na qualidade das aguas do rio
Jucu e seus possiveis efeitos na biota. Assim, recomendamos aos 6rgaos ambientais
estaduais a incorporacao de bioensaios (dentre eles os de A. cepa) no monitoramento
ambiental de ecossistemas aquaticos, em complementagcdo as analises fisico-
quimicas usualmente realizadas. Além disso, sugerimos a realizagao e intensificacdo
de projetos de recuperagao da cobertura vegetal da bacia e agdes de conscientizagao
a fim de reduzir os impactos nos ecossistemas da bacia, priorizando a protecédo dos

mananciais e gerando beneficios para a saude publica.
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RESUMO

O rio Jucu é considerado um dos principais cursos hidricos do estado do Espirito
Santo (Brasil) e é utilizado como fonte de agua para irrigacéao e abastecimento publico.
No entanto, sofre com acdes antrépicas diversas e continuas. Para avaliar o impacto
dos periodos de estiagem e chuvoso e a sua qualidade ambiental, foram realizadas
duas coletas de amostras de agua e sedimento em seis locais ao longo do rio Jucu,
nos periodos de inverno e verdo. Foram realizadas analises fisicas e quimicas das
amostras de agua e elutriato do sedimento e bioensaios em espécimes de Allium cepa
expostos as amostras coletadas, onde foram realizadas analises de germinagéo,
crescimento de raiz e avaliagbes citogenéticas no meristema radicular por meio dos
indices mitético, de aberragbes cromossbmicas e indice de mutagenicidade. Foi
observada uma variagcao entre as coletas de inverno e verao, onde ocorreu baixa e
alta precipitacdo, respectivamente. Algumas esta¢cdes amostrais apresentaram
valores acima do permitido pela legislagdo dos parametros nitrogénio total e turbidez,
provavelmente influenciados pela pluviosidade. Nas amostras de agua e elutriato,
foram quantificados os elementos aluminio, cadmio, chumbo, cobalto, cromo, cobre,
ferro, magnésio, manganés, niquel e zinco. Nas amostras de agua, todos os
elementos apresentaram concentragcdes acima do permitido na maioria das amostras,
principalmente o Al, Cu, Fe e Mn. Em relagdo aos bioensaios, as amostras
apresentaram potencial fitotoxico no indice de crescimento radicular e potencial
citotoxico, mutagénico e genotoxicos na maioria das amostras. A ocupag¢ao do solo
da bacia é complexa e a contaminacao é difusa, visto que ha intensa producgao
agricola na regiao e langamento de efluentes domésticos sem tratamento que
dificultam a identificacdo dos agentes causadores. No entanto, foi observada
correlagéo entre os biomarcadores avaliados e alguns metais presentes nas amostras.
Os parametros avaliados neste estudo possibilitam concluir que a qualidade da agua
do rio Jucu encontra-se comprometida para abastecimento humano e para a irrigagao.
O sistema teste Allium cepa se mostrou eficiente como modelo para determinar efeitos
toxicogenéticos na agricultura que podem ser intensificados nos periodos de estiagem

e chuvoso.
Palavras-chave: teste do Allium cepa -+ citotoxicidade ¢ genotoxicidade -

mutagenicidade * metais pesados ¢« contaminagéao.
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ABSTRACT
The Jucu River is considered one of the main watercourses in the state of Espirito

Santo (Brazil) and is used as a water source for irrigation and public supply. However,
it suffers from several and continuous anthropic actions. Two water and sediment
samples were collected at six sites along the Jucu River in the winter and summer
periods to assess the impact of the drought/rainfall and its environmental quality.
Physical and chemical analyzes of water and elutriate sediment samples were
measured. Also, bioassays were performed on Allium cepa specimens exposed to the
collected samples to evaluate: germination ratio, root growth, and cytogenetic
alterations on the root meristem through mitotic, chromosomal aberration, and
mutagenicity index. There was a variation between winter and summer collections,
being low and high precipitation, respectively. Some sampling stations presented
values above the limits established by legislation for total nitrogen and turbidity,
probably influenced by rainfall. The elements such as aluminum, cadmium, lead,
cobalt, chromium, copper, iron, magnesium, manganese, nickel, and zinc were
quantified in water and elutriate samples. All elements presented concentrations above
the limits allowed in most samples, mainly Al, Cu, Fe, and Mn. The bioassays results
showed phytotoxic potential in the root growth index and cytotoxic, mutagenic, and
genotoxic potential in most samples. The occupation of the basin's soil is complex and
contamination is widespread, as there is intense agricultural production in the region
and the release of untreated domestic effluents, making it hard to identify the causative
agents. However, a correlation was observed between the evaluated biomarkers and
some metals present in the samples. The parameters evaluated in this study make it
possible to conclude that the water quality of the Jucu River is compromised for
irrigation and human supply. The Allium cepa test system proved to be efficient as a
model to determine toxicogenetic effects in agriculture which can be intensified in

periods of drought and rainfall.

Palavras-chave: Allium cepa test * cytotoxicity * genotoxicity « mutagenicity « heavy

metals ¢ harzadous contamination.
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1. INTRODUGAO

Os ecossistemas hidricos sao afetados por agdes antrépicas de forma cada vez
mais recorrentes e intensas nas ultimas décadas. As contaminagdes de rios e lagos
se dao principalmente pelo despejo de residuos sem tratamento, como efluentes
domestico, industrial e agricola, que somados a processos de erosdo e lixiviagao,
impactam negativamente os ecossistemas (BAILAO et al., 2020). Além disso,
mudancgas climaticas podem alterar os processos de precipitagao e intensificar os
efeitos desses contaminantes nos recursos hidricos (KANNAN; ANANDHI, 2020). O
aumento do aporte de sedimentos, nutrientes e outros poluentes para dentro dos rios
decorrentes de runoff proporcionado por chuvas fortes ou a elevagéo da concentragéo
de poluentes na agua durante a estag&o seca, devido aos baixos niveis de agua dos
rios, podem interferir, drasticamente, na qualidade da agua a ser captada para o
abastecimento publico ou a ser usada na agricultura/pecuaria. Além disso, a reducéo
da qualidade desse ambiente também pode trazer uma série de problemas para a
biodiversidade aquatica e para a populagdo humana que interagem com esses
ecossistemas (ALUM; OKOYE, 2020).

Esses fatores agravantes tém causado grande preocupacao global para a
preservacgao e manutengao de corpos hidricos impactados, bem como o seu uso para
0 abastecimento publico e irrigagdo (AKINBORO et al., 2021). Projecgdes climaticas ao
longo do século XXI realizadas pelo Painel Intergovernamental de Mudancgas
Climaticas (The Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC) (IPCC, 2014)
indicam que a América Central e do Sul podem apresentar riscos de reducéo da
qualidade da agua nos periodos de estiagem prolongados, aumento de enchentes e
a redugéao da produgao agricola.

Embora haja essa preocupacgéao, algumas agéncias reguladoras (O Conselho
Nacional do Meio Ambiente - CONAMA,; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA) utilizam apenas analises de parametros fisicos e quimicos para determinar
a qualidade da agua destinada ao consumo humano e irrigacéo (GALTER et al., 2021)
e dessedentacdo. No entanto, estudos demonstram que essa avaliagao convencional,
isolada, pode nao ser adequada para analisar os efeitos de contaminantes presentes
na agua (GALTER et al., 2021), visto que diversas pesquisas demonstram a relagéao

entre compostos quimicos, metais pesados e outras misturas quimicas complexas,
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provenientes de fontes poluidoras antropogénicas, aos efeitos citotdxicos,
mutagénicos e genotéxicos em diversos organismos, mesmo quando os valores de
contaminagdo se apresentam abaixo dos estabelecidos pela legislagbes vigentes
(SILVA SOUZA et al., 2021; SOUZA et al., 2021).

A realizagéo de bioensaios para determinar a qualidade da agua, por meio de
estudos de genotoxicidade e mutagenicidade, em complementacgéao as analises fisicas
e quimicas, € de extrema importancia, pois trazem informagdes sobre o real impacto
dos contaminantes sobre 0 meio bioldgico. Diversos trabalhos enfatizam a importancia
da inclusdo desses bioensaios para avaliacdo de risco (DUARTE et al., 2017;
JAYAWARDENA; WICKRAMASINGHE; UDAGAMA, 2021; KAUR et al., 2019).

O uso do Allium cepa L. como bioindicador para avaliagdo e monitoramento de
ambientes impactados e aguas residuais é recomendado desde a década de 1990,
por organizagdes internacionais, como o International Program on Plant Bioassays
(IPPB) do Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (United Nations
Environment Programme, UNEP) (MA, 1999), pela Convencgao para a Protegao do
Meio Marinho do Atlantico Nordeste (OSPAR COMMISSION, 2002) e pelo programa
GENE-TOX da Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (Environmental
Protection Agency, EPA) (MA; CABRERA; OWENS, 2005). O sistema teste do A. cepa
€ indicado para avaliar parametros genéticos como mutagbes e aberragbes
cromossOmicas, por possuir caracteristicas genéticas vantajosas, como
cromossomos grandes e em numero reduzido (2n = 16), o que facilita a visualizagao
das alteragdes celulares em microscopia de luz (FISKESJO, 1985; IQBAL et al., 2019;
KAUR et al., 2019; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Alteragdes na estrutura e
numero de cromossomos, bem como a presenca de micronucleos nas células, que
sdo observadas durante o ciclo mitdtico, podem indicar potencial genotdxico e
mutagénico de um agente ou uma amostra ambiental complexa (BONCIU et al., 2018;
IQBAL et al., 2019).

Alguns estudos demonstram que efeitos toxicogenéticos em A. cepa sao
semelhantes e comparaveis aos resultados observados em linhagens com células
animais (JAYAWARDENA; WICKRAMASINGHE; UDAGAMA, 2021; PALMIERI et al.,
2016), com a vantagem de um custo consideravelmente reduzido e de facil
reproducdo (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Esses ensaios ainda fornecem

informagdes sobre potenciais danos ao DNA em um contexto multicelular, e n&o
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envolvem questdes éticas, como os testes desenvolvidos em animais (BONCIU et al.,
2018).

O rio Jucu, objeto de estudo deste trabalho, esta localizado na regido serrana
do estado do Espirito Santo (Brasil). Este rio percorre areas preservadas, trechos
urbanos, areas agricolas e de pastagem, por isso, vem sofrendo impactos recorrentes
dessas atividades antropicas (GARDIMAN JUNIOR; SIMOURA, 2016). O rio
apresenta um contexto socioecondmico muito importante para a regido, pois abastece
mais de um milhdo de habitantes, incluindo um quarto da populagcdo da Regiédo
Metropolitana da Grande Vitéria (AGERH, 2020).

Levando em consideragao a preocupagao quanto a preservagao e conservagao
dos recursos hidricos, os constantes processos de degradacdo e ag¢des antropicas
sofridos pelo rio Jucu, seu uso no abastecimento publico e na agricultura e pecuaria,
o objetivo deste trabalho foi: (1) avaliar a qualidade ambiental do rio Jucu a partir da
quantificacdo de metais presentes em amostras de agua superficial e sedimento
(elutriato) coletadas ao longo do rio, em periodos de chuva e de seca, como modelo
para analise do efeito da pluviosidade na qualidade ambiental de corpos hidricos
usados com finalidade humana e irrigagdo/pecudria; (2) avaliar o potencial
toxicogenético de suas aguas, por meio de ensaios A. cepa em periodos de estiagem

e de chuvas intensas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

A bacia hidrografica do rio Jucu (Figura 1), localizada na regido centro-serrana
do estado do Espirito Santo, possui uma area de drenagem de 2.183 km? (altitude
variando de 0 a 1.888 m), que abrange seis municipios: Domingos Martins, Marechal
Floriano, Viana, Cariacica, Vila Velha e Vitoria. E uma regiao de clima tropical umido
com estagao chuvosa no verao e seca no inverno, com precipitagcdo média anual de
1.200 mm e chuvas concentradas nos meses de outubro a margo (OLIVEIRA,;
TOMASELLA; SANCHES, 2019). Em seu curso hidrico principal, o rio Jucu é formado
pela confluéncia dos rios Jucu Brago Sul e Jucu Brago Norte (Figura 1). Ele abastece
uma populagao de pouco mais de um milhdo de habitantes e é fonte de irrigagao para
culturas de café, laranja, banana, maracuja, goiaba e hortaligas diversas (Figura 2)
(IEMA, 2016).
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Foram estabelecidas seis estacbes amostrais ao longo dos dois bragos e do
leito principal do rio Jucu: EAN1 (-20.316498 / -40.656737 UTM), localizada no rio
Jucu Brago Norte, a montante da cidade de Domingos Martins e em area rural com
pastagens no entorno; EAN2 (-20.376495 / -40.656737 UTM), localizada no rio Jucu
Braco Norte, no municipio de Viana, apés receber efluentes da cidade de Domingos
Martins e alguns distritos e antes da confluéncia com o Brago Sul. Com &area com
vegetacao nativa nas margens; EAS1 (-20.411641 / -40.681931 UTM), localizada no
rio Jucu Brago Sul, antes de receber efluentes sem tratamento do municipio de
Marechal Floriano, situada no inicio do perimetro urbano; EAS2 (-20.407381 / -
40.671355 UTM), localizada no rio Jucu Brago Sul, no perimetro urbano da cidade de
Marechal Floriano e recebe efluentes domésticos sem tratamento; EAS3 (-20.391071
/ -40.577323 UTM), localizada no rio Jucu Brago Sul, na area rural do municipio de
Domingos Martins, antes da confluéncia com o Brago Norte, com pouca vegetacao
nas margens e esta proxima de horticulturas; EAJ (-20.432013 / -40.456769 UTM),
localizada no municipio de Viana, apds a confluéncia dos dois bragos e antes da
estacao de captacdo de agua da CESAN, em uma regido de pastagem e pouca

vegetagdo arborea nas margens do rio.

2.2 Coleta e preparo das amostras

Foram realizadas campanhas de amostragens em agosto de 2017 e margo de
2018, onde foram coletadas amostras de agua e sedimento das seis estagbes ao
longo do rio Jucu.

Os frascos de polietileno utilizados na coleta das amostras de agua foram
previamente descontaminados com detergente neutro EXTRAN (5%) e solugéo de
acido nitrico (HNO3 15% (v/v). As amostras de agua foram armazenadas refrigeradas
(-4° C) para a realizagéo dos ensaios em A. cepa. Para a quantificagdo elementar, as
amostras foram acidificadas em campo a 2% com acido nitrico concentrado destilado.
Para a coleta das amostras de sedimento, foi utilizada a Draga Ekman, em acgo inox,
e as amostras armazenadas em saco plastico para armazenamento em freezer (-
15°C). Para a realizagéo do bioensaio em A. cepa e quantificagdo elementar com as
amostras de sedimento, foi extraido o elutriato do sedimento, que é a por¢ao aquosa
do sedimento bruto, que simula a interface agua:sedimento. Este processo ocorreu
conforme método descrito pela ABNT 15469:2015 (ABNT, 2015), sendo uma parte

destas amostras armazenadas refrigeradas (-4° C) para os bioensaios e a outra foi
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Figura 1 — Mapa da bacia hidrografica do rio Jucu e as esta¢gdes amostrais ao longo
do rio.
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Figura 2 — Uso e ocupacgéao do solo da bacia hidrografica do rio Jucu/ES.
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acidificada a 2% com acido nitrico concentrado destilado, para quantificacao
elementar.

Com o auxilio do medidor multipardmetro (U-50 Multiparameter Water Quality
Checker, HORIBA Advanced Techno, Kyoto, Japao) foram aferidos os valores
limnoldgicos de temperatura da agua (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg.L"), turbidez
(UNT), sdlidos totais dissolvidos (mg.L™"), condutividade elétrica (uS.cm") e salinidade
(ng.L") das amostras de agua subsuperficiais. A analise dos solidos totais foi realizada
em laboratério, a partir das amostras de agua, determinada pelo método do
gravimeétrico em secagem em estufa a 105 °C, até obter massa constante. O nitrogénio
total foi analisado seguindo o procedimento de Kjeldahl (APHA; AWWA; WEF, 2005).

2.3 Quantificagcdo de metais

As amostras de agua e elutriato do sedimento previamente acidificadas foram
fitradas com papel filtro de faixa azul e, apds, submetidas para analise. A
quantificagdo dos metais nas amostras de agua e sedimento foi realizada por
espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (em inglés: Inductively
coupled plasma mass spectrometry, ou ICP-MS) (Nexlon 300 d, Perkin Elmer, EUA)
para os elementos Cd, Co, Cu, Ni e Pb. Para os elementos Al, Cr, Fe, Mg, Mn e Zn,
a quantificacdo foi realizada por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (em inglés: Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry, ou ICP-OES) (Optima 7000DV, PerkinElmer, Alemanha)

As concentragdes dos metais quantificados nas amostras de agua foram
comparadas com a legislagdo brasileira, a Resolugdo CONAMA n° 430 de 2011
(CONAMA, 2011), do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e que dispde
sobre a classificacado e diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos de
agua superficiais e determina as condigdes e padrdes de langamento de efluentes.
Apesar do elutriato ndo estar enquadrado diretamente na Resolugdo CONAMA n° 430
de 2011, as concentracbes nesta matriz também foram comparadas com esta

resolucao.

2.4 Teste do Allium cepa L.
Para realizag&o do bioensaio, trinta sementes de Allium cepa da variedade Baia
Periforme, marca TOPSEED, de mesmo lote, foram expostas a germinagao em placas

de Petri, em cinco repeticdes por tratamento. As sementes foram expostas a 4 mL de
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amostras de agua e de elutriato, correspondentes a cada uma das estagdes amostrais
(Tabela 1) e aos controles negativo (agua destilada) e positivo (solu¢ao de Trifuralina
0,84 g.L-"). As sementes ficaram expostas para a germinagdo em tratamento continuo
por 120h a 24°C. Apds esse periodo o numero de sementes germinadas foi
contabilizado e as radiculas foram medidas com auxilio de paquimetro.
Posteriormente as radiculas foram fixadas em solucdo Carnoy acético (3 etanol:1
acido acético v/v) até a montagem das laminas. A porcentagem de sementes
germinadas (em %) por placa foi utilizada para obter o indice de Germinacéo (IG) e a
média do crescimento das radiculas (em milimetros) por placa, foi utilizada para obter
o indice de Crescimento Radicular (CR).

Para a coloragao da regiao meristematica da raiz e montagem das laminas, as
radiculas foram lavadas em agua destilada apds a fixagao e coradas pelo método de
Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978) e submetidas a hidrélise em HCI 1M a 60°C em
banho-maria por onze minutos. Apos esse periodo, foram lavadas novamente com
agua destilada e imersas em Reativo de Schiff, na auséncia de luz, por duas horas. A
confecgdo das laminas foi realizada pelo método de esmagamento suave do
meristema, e as laminulas foram destacadas em nitrogénio liquido. A fixagao
permanente das laminas foi realizada com balsamo do Canada. A analise das laminas
foi realizada no microscépio de luz (Nikon E200), sendo analisadas cinco mil células
por tratamento. Foram registradas as fases do ciclo celular e aberragbes
cromossdémicas para os calculos de indice Mitético (IM), indice de Aberracdes
Cromossodmicas (AC) e indice de Mutagenicidade (IMUT), como descrito por (LEME;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).

A avaliagao do potencial citotdxico das amostras foi obtida pelo IM, dado pela
razdo do numero total de células em divisdo pelo numero total de células analisadas.
Para avaliagdo do potencial genotoxico, foi calculado o AC, considerando frequéncia
das aberragbes cromossOmicas observadas durante o ciclo de divisdo celular
(profase, metafase, anafase e teléfase), como aderéncia cromossOmica, C-metafase,
anafase multipolar, quebra cromossdmica, perda cromossdmica, e poliploidia. Dessa
forma, o indice foi calculado pela razdo do numero total de células com aberragbes
cromossOmicas, pelo total de células analisadas. Com relacdo ao potencial
mutagénico das amostras, foi considerada a presenc¢a de micronucleos durante o ciclo
celular e intérfase. Assim, o IMUT se deu pela razdo entre o numero total de células

com a presenga de micronucleos, pelo total de células analisadas.
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2.5 Analises estatisticas

A analise da distribuicdo normal dos dados de metais e indices do ensaio do A.
cepa foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk e, entdo, o teste de Kruskal-Wallis
(significancia p <0,05) utilizando o software Infostat, sendo expressos em média +
desvio padrdo. Os dados de comparagao entre as duas campanhas foram testados
com o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn (p <0,05), realizado pelo
software GraphPad Prism (versédo de teste). A correlagido de Pearson foi realizada
pelo software Minitab® (versao de teste) a partir dos valores de metais quantificados
e dos indices obtidos pelo teste do A. cepa, em que foi determinado o coeficiente de

correlagao (p <0,05; p <0,01).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Pardmetros fisico-quimicos

Os dados de pluviosidade (Figura 3) foram obtidos pelo Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural - INCAPER — e sao referentes aos
anos de 2017 e 2018 (INCAPER, 2018). A primeira amostragem ocorreu no final do
més de agosto de 2017, ainda durante o inverno e nesse periodo foram observados
22 mm de precipitagdo acumuladas no més, o que indica periodo de baixa
pluviosidade. A segunda amostragem ocorreu no més de margo de 2018, quando foi
observada precipitagdo acumulada de 225 mm durante todo o més, indicando periodo
chuvoso na regiao. Gardiman Junior e Simoura (2016) relatam que a regido da bacia
do rio Jucu se enquadra no clima tropical umido (Aw), de acordo com a classificagdo
climatica de Koppen, com periodo de alta pluviosidade de outubro a margo, com
intensificacdo no verdo. Nos ultimos anos, mudancas climaticas tém influenciado
diretamente sobre os regimes de chuva no Estado do Espirito Santo. Como resultado,
tém-se rios como volumes muito baixos em alguns periodos, como foi verificado no
ano 2016 nos rios Jucu e Santa Maria da Vitéria, principais mananciais que abastecem
a Grande Vitéria (CESAN, 2016; FIGUEIREDO, 2016; PAULA, 2016).

Em relacao aos parametros fisicos e quimicos (Tabela 1), foi observado que os
niveis nitrogénio amoniacal na estagdo EAS3 (6,8 mg.L"). Na primeira amostragem
estes indices estavam acima do limite permitido pela legislagédo (2,0 mg.L"! — aguas
com pH entre 7,5 a 8) e também os valores de turbidez estavam elevados durante a

segunda amostragem, onde apresentou valores acima do permitido (até 100,0 NTU)
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nas estagcdes EAJ (154,0 NTU), EAN2 (105,0 NTU) e EAS3 (120,0 NTU). A turbidez
€ utilizada como um fator para a determinagédo da qualidade da agua e geralmente
esta associada a ocupagéao e ao uso do solo (Figura 2), como agricultura, langamento
de efluentes domésticos e processos de erosao (ESTEVES, 2011). A estagdo EAN2
e EAS3 estao localizadas apés os trechos urbanos e locais de intensa agricultura onde
recebem aporte de efluentes domésticos sem tratamento (GARDIMAN JUNIOR,
2015) e a estagao EAJ esta localizada apés a confluéncia dos dois bragos, fator que
também pode ter influenciado os niveis de turbidez observados.

O valor de turbidez e nitrogénio encontrados provavelmente foram
influenciados pela alta pluviosidade na regido no periodo em que foi realizada a coleta
(margo de 2018 — 225 mm). Nesses periodos de alta precipitagao, os processos de
lixiviacdo e erosdo também séo intensificados e podem carrear sedimento, matéria
organica e outros detritos para dentro dos corpos hidricos (ESTEVES, 2011). Foi
relatado por Gardiman Junior e Simoura (2016) que a ocupagao do solo na regido da
bacia do rio Jucu por culturas de banana e café influenciou diretamente no aporte de
nutrientes e agrotéxicos para dentro do rio Jucu devido a processos de lixiviagao que
foram intensificados nos periodos chuvosos, o que corrobora os resultados

observados em nosso estudo.

Figura 3 — Precipitagcdo média mensal acumulada na regido da bacia hidrografica do
rio Jucu/ES, nos anos de 2017 e 2018.
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Tabela 1 — Par&dmetros fisico-quimicos da agua nas diferentes estagdes amostrais ao longo do rio Jucu/ES.

Hora mu_mmwm oc. ct . pH qﬂmﬂﬂwn qu. mm_saw% ST(mg.L?)  SDT (mg.L")
(mg.L'") (uS.cm™) (mg.L™") (ng.L")
EAN1 14:37 23,8 11,66 45,5 7,71 6,3 0,71 0 1955,56 26
m EAN2 11:20 22,8 12,96 48,5 7,65 3,6 1,51 0 1173,32 164,44
..W EAS1 15:43 21 11,86 51,5 7,64 7,4 0,1 0 103,35 28,5
m EAS2 16:30 211 13,52 62 7,91 16,7 1,56 0 135,55 35,5
”W EAS3 12:20 23 13,19 57,5 7,69 5,01 2,07 0 970,05 26
& EAJ 09:18 21,3 11,04 68,5 6,97 4,5 1,31 0 119,88 38,5
EAN1 11:50 26,6 14,39 45 7,18 82,5 0,05 0 160 22
mu EAN2 09:30 26 10,79 51 7 105 0,2 0 117,78 26
m EAS1 12:45 26,1 10,58 45 7,03 86,6 0,05 0 148,89 23
m EAS2 13:20 271 10,13 48 6,8 85,3 0,2 0 117,78 24
.amuu EAS3 10:00 25,9 12,2 46 6,95 120 0,08 0 133,33 23
@ EAJ 08:20 24,7 11,26 64 6,17 154 0,5 0 153,33 32
CONAMA
430111 - - >5 - 6a9 <100 3,7pH<7,5|20pH7.5a8| <5ngL" - <500
classe Il

T= temperatura, OD = Oxigénio dissolvido, CE = Condutividade elétrica, NTK = nitrogénio Total Kjeldahl, ST = sélidos totais, SDT = Sdlidos dissolvidos totais
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3.2 Quantificagdo de metais

Os dados de quantificacdo de metais das amostras de agua (Tabela 2) e
elutriato (Tabela 3), indicam que todas as estagdes amostrais apresentam elementos
com concentragdes acima dos valores permitidos pela legislagao CONAMA 430/2011.

Nas amostras de agua da primeira amostragem, as concentragdes de Fe
(1,4749 mg.L") e Mn (0,2474 mg.L™") na estagdo EAJ estavam mais elevados que nas
demais esta¢des amostrais e estava acima do permitido pela legislagédo, que é de 0,3
mg.L' e 0,1 mg.L™", respectivamente. As concentragdes de Al estavam mais elevadas
em EAJ, EAS1 e em EAS2, quando comparadas as demais estagdes amostrais. Para
estes elementos, os menores valores foram observados em EAN2. O Cr estava abaixo
do limite de quantificacdo (LQ) nas duas amostragens de agua. Nas amostras de
elutriato da primeira coleta, foi observado que as concentragdes dos elementos Al, Fe
e Mn estavam acima do limite permitido pela legislacdo em todas as estagdes, e o
elemento Cu na estacdo EAN1. Os elementos Al e Fe estavam mais elevados em
EAJ, e 0 Mn e o Cu estavam mais elevados na estacdao EAN1, sendo o Mn até onze
vezes mais alto que o estabelecido pela legislagdo. Os elementos Cu em EAS1 e Co,
Cr, Ni e Pb em todas as outras estagdes estavam em concentracdes abaixo do LQ.

A segunda amostragem de agua apresentou valores de Al, Cu, Fe e Mn acima
do permitido pela legislacdo. A estacdo EAJ apresentou a maior concentragdo de Al
(EAJ — 1,6335 mg.L"), sendo que o permitido pela legislagdo é de 0,1 mg.L"". A
concentragao do elemento Cu em todas as estagdes amostrais (EAN1 — 49,542 42;
EAN2 — 42,388 ug.L'; EAS1 — 59,159 42 ug.L"; EAS2 — 78,913 42 ug.L™"; EAS3 —
51,217 42 ug.L' e EAJ — 58,115 42 ug.L") também se encontrava extremamente
elevada em relagdo a concentragéo estabelecida pela legislagdo, que é de 9 ug.L™".
Em comparagcdo a primeira campanha, nas amostras da segunda coleta, foram
observadas as maiores concentracdes dos elementos, exceto para Co, Mn, Ni e Zn.
As amostras da segunda coleta de elutriato apresentaram concentragdes alarmantes,
visto que todas as estagbes amostrais apresentaram concentragdes acima do
permitido para os metais Al, Cu, Fe, Mn, Ni e Pb, sendo os maiores valores
observados na estagdo EAJ, EAS1 e EAS2. As concentragbes de Al variaram de
26,264 mg.L' (EAN2) a 589 mg.L"' (EAJ), sendo que o limite estabelecido pela
legislagéo é de 0,1 mg.L". As concentragdes de Fe variaram de 13, 264 mg.L"'(EAN2)

a 368 mg.L" (EAJ), onde a concentragdo maxima permitida para o Fe € de 0,3 mg.L".
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Além disso, também foram encontrados valores acima do permitido de Cd e Cr em
todas as estacbes amostrais, exceto nas estacoes EAN2 e EAS3. As concentracdes
de Zn estavam elevadas nas estacbes EAJ e EAS2 e o Co estava duas vezes mais
alto em EAJ. As estacdes EAN2 e EAS3 apresentaram valores de Co abaixo do LQ.

As concentragdes de Al, Fe e Mn na primeira amostragem de agua e de Al, Fe,
Mn e Cu na segunda amostragem e as amostras de elutriato da segunda campanha
apresentaram concentra¢des em diversos metais, como Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn Ni, Pb
e Zn, com concentragdes muito superiores aos limites estabelecidos pela legislacéo.

A bacia hidrografica do rio Jucu é formada por solos latossolo vermelho-
amarelo e cambissolo, que possuem altas concentragdes de Al e Fe em sua
composicao (IEMA, 2016). Alguns fatores ambientais podem influenciar diretamente
na biodisponibilidade de metais na agua, como o pH, a matéria organica e processos
de lixiviagado e erosdo. Duarte (2017) realizou um estudo em uma bacia préxima a do
rio Jucu, com caracteristicas pedolégicas semelhantes e observou concentragbes de
Al e Cu elevadas nas amostras coletadas em periodo de intensa pluviosidade.

A biodisponibilidade de alguns metais como o Al, Cu, Fe, Mn e Zn, por exemplo,
€ observada em aguas com pH inferior a 7 (NGUYEN et al., 2020) e pode justificar as
concentracoes desses metais nas amostras. Além isso, 0 uso e a ocupagao do solo
da bacia podem ter relagdo direta com a presenga e contaminantes, pois como
relatado por Gardiman Junior e Simoura (2016), ha intensa pratica de agricultura na
regiao da bacia, que pode intensificar a contaminacdo do solo por residuos
provenientes de fertilizantes e defensivos agricolas utilizados nessas culturas, bem
como o aporte de efluentes domésticos sem tratamento no leito do rio.

O’Geen et al. (2010) relatam que a contaminagao do solo por metais como Cd,
Ni, Pb e Zn se da principalmente pela pratica e uso de fertilizantes a base de fosforo
(P) usados em lavouras agricolas. O aumento das concentragdes de Cu nas amostras
de agua e elutriato da segunda campanha, bem como outros metais, pode estar
relacionado aos processos de lixiviagao e erosdo que sao intensificados nos periodos
de alta pluviosidade (CETESB, 2013). Segundo Bui et al. (2016), fungicidas e
herbicidas possuem Cu na sua composi¢ao e sao fonte de contaminagao do ambiente.
Alguns elementos como Mn, Zn e Ni foram observados em concentragcdes mais
elevadas nos sedimentos do rio Bento Gomes, em Paconé — MT, Brasil, por Coringa
et al. (2016).
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Tabela 2 — Quantificagdo de metais na 12 e 22 amostragens de agua ao longo do rio Jucu/ES e suas respectivas médias e desvios-padrdes relativos (RSD).

12 Amostragem 22 Amostragem
CONAMA
EANT  EAN2  EAS1  EAS2 EAS3  EAJ | EAN1  EAN2  EAS1  EAS2  EAS3  EAJ LQ  aom1-
Classe Il
Al(mgL") 0320  0274°  0424° 0391 0306® 0309 | 1116 12569 1103  1,153% 1232%9  1633¢ 0,01 0,1
RSD(%) 05144 2264 1495 0973 11093 04397 | 0932 06578 03543 08084 04263 07137
Cd(ugl’) 0235% 0313  0252°  0165® 0172® 0091 | 0061%  0114° 003  0046®  0071%  0114° 639x10° 1
RSD (%) 19 2 34 2 57 9.4 2,9 07 82 39 18 45
Co(gl?) 1758 19619  1144% 1040  1,051® 1412 | 0245%  0139°  0215% 0469 0267 0629  314x10¢ 50
RSD (%) 19 09 13 0.4 04 14 26 17 1 0 0.2 14
Cr(mgL") <0,010° <0,010° <0,010° <0,010° <0010 <0,010° | <0010 <0010 <0010 <0010 <0010 <0010 001 005
RSD(%) 10863 23709 5924 15013 8209 12888 | 0014 0007 0011 0,01 0009 0,009
Cu(gl?) 2086%c  2082%  2446° 2222 2069® 1709° | 49,542 42388  59159% 78913 51217 58115 648x10¢ 9
RSD(%) 25 17 05 05 2 07 28 14 1 05 0,9 1,1
b
Fe(mgL") 0605® 04672 0801« 0o12d 0BT qazsa | 4731c 14520 1550 1613 1473®  1,724° 0,01 03
RSD(%) 07694 03652 07518 03991 09936 06828 | 05042 06293 04531 09789 04569 0312
Mg (mg.L’) 10063° 10426® 10,896% 12439° 10907 406800 | 4209 5718  0118%¢  0123% 4581  4342% 01 -
RSD(%) 04438 09691 05007 06567 01746 04956 | 37271 15131 00179 00259 46634 2,172
Mn(mgL?) 0169  0160° 0220°¢ 0228 01821 gou7a | 01180 04120 0123%  04131° 0118 0126 001 0,1
RSD(%) 00714 05458 07556 04055 03315 07734 | 00179 00439 00259 00761 00203  0,0289
Ni(ugl?) 21999 22819  2152%9  2115% 2,002  1820° | 0642%  0543® 0520 0725  0721%  1337° 293104 25
RSD (%) 19 12 16 08 04 07 2 28 05 12 2 2.2
Pb(ugL?) 0448% 0669 1085  0566™¢ 0416° 0464% | 28512  3239% 3508 3649  3,549%  3176®  147x10¢ 10
RSD (%) 0.4 15 13 0.9 07 0.4 2.2 07 12 1 07 16
Zn(mgLl")  0060°  0037%  0055° 0075 00612 0039% | 0057 0021 00188 0018°  0019% 0020%¢ 001 018
RSD (%) 02824 05169 02862 0145 09076 _ 15720 | 00154 _ 0,0169 _ 0,009 _ 0,0088 _ 0008 __ 0,0031

As letras indicam diferencga significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-Wallis. LQ — Limite de quantificagao.



Tabela 3 — Quantificagdo de metais da 12 e 22 amostragens de elutriado do rio Jucu/ES e suas respectivas médias e desvios-padrbes relativos.
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12 Amostragem

22 Amostragem

EAN1 EAN2 EAS1 EAS2 EAS3 EAJ EAN1 EAN2 EAS1 EAS2 EAS3 EAJ LQ Mwmw_ws m,

Al (mg.L") 1,995% 1,0582 4,330Pd  2,921abc 4,964 5,649¢ 104,45%c 2326472  130,76°°4 253,38 355442 589,303 0,01 0,1
RSD (%) 0,1104 0,7098 0,4626 0,9254 0,1273 0,2965 0,227 0,1998 1,3437 0,2485 0,3425 5,569

Cd (mg.L") 0,00012 0,0002°® 0,0002® 0,0002%>  0,00012 0,0002* | 0,00122®  0,0005%  0,0012%>  0,0028° 0,00072 0,0064°> 0,01 0,001
RSD (%) 47,258 25,9625 20,367 10,8253 55,546 17,5715 8,33 2,127 4,614 1,946 9,026 4,867

Co (mg.L") >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 0,01742° >LQ2 0,02413¢  0,0396° >LQ2 0,1027¢ 0,01 0,05
RSD (%) - - - - - - 3,8718 - 7,3016 3,7057 - 5,9374

Cr (mg.L") >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 0,0731%¢  0,01892  0,1126°¢ 0,1858%  0,0276%>  0,4595¢ 0,01 0,05
RSD (%) - - - - - - 2,0453 0,9337 5,946 1,0929 4,9598 2,5296

Cu(mg.L") 0,012 0,0055%  0,00292  0,0056%  0,0084> 0,0062%° | 0,0128%  0,0324%  0,0331%°  0,0408%  0,3442° 0,165 o,\mo 0,009
RSD (%) 13,05 20,72 10,1 10,951 9,535 62,63 6,5221 3,5457 12,659 5,881 13,456 2,3967

Fe (mg.L") 6,2372® 1,80762 9,7176%  6,7925%° 8,05P 10,7239 | 52,215%° 13,26472  85,645°  149,21°d  21,347%  368,91¢ 0,01 0,3
RSD (%) 0,3394 0,3508 0,4197 0,1866 0,3345 0,4623 0,3637 0,6507 3,5611 0,6239 0,3385 0,2591

Mg (mg.L?") 4,797%° 6,165¢ 4,7472 5,7755% 5,660 5,3256° | 1,41042  1,8088%c 1,6624%®  1,9777°¢  0,7349? 7,0285¢ 0,1 =
RSD (%) 0,992 0,5451 0,1783 0,4271 1,2734 2,8704 8,9347 2,9584 11,12 3,3503 13,966 2,8807

Mn (mg.L") 1,1351¢ 0,26912  0,6975%° 0,2762%® 0,7435°4  (0,7652% | 0,4818°¢  0,13832  0,4234%c 0,762 0,2482%> 213549 0,01 0,1
RSD (%) 0,4027 0,4467 0,3134 0,4416 0,3228 0,0484 1,5606 1,5019 4,8537 0,9323 0,8732 0,8461

Ni (mg.L™") >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 0,0405%°c  0,0106® 0,0433>«¢ 0,0623* 0,0149%®  0,2268° 0,01 0,025
RSD (%) - - - - - - 5,4912 4,6232 6,0895 1,0166 11,309 5,7322

Pb (mg.L") >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQ2 >LQa >LQ2 0,2903%  0,06862 0,322 0,4915° 0,09462 1,4636° 0,01 0,01
RSD (%) - - - - - - 10,487 0,2735 0,8178 0,2951 9,1718 6,13

Zn (mg.L") 0,02112 0,02742c  (,0232° 0,0316° 0,0316°  0,0315* | 0,1266%  0,0958? 0,125% 0,2301° 0,08112 0,4947°> 0,01 0,18
RSD (%) 0,549 0,5732 0,0907 0,6402 0,287 0,2953 12,775 0,231 0,3946 0,4756 8,2917 3,4646

As letras indicam diferencga significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-Wallis. *LQ - limites de detecgao.
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3.3 Bioensaios em Allium cepa L.

A Tabela 4 apresenta as médias e os desvios-padroes dos indices obtidos
pelos bioensaios com A. cepa. As analises macroscopicas foram obtidas pelo indice
de Germinagéo (IG) e indice de Crescimento Radicular (CR), e as microscépicas
foram obtidas pelo indice Mitético (IM), indice de Aberragdes Cromossémicas (AC) e
indice de Mutagenicidade (IMUT).

Ao avaliar os dados do IG (Tabela 4), nenhuma das amostras foi
significativamente diferente do controle negativo (CN).

Em relagdo ao CR, foi observada uma redugao significativa do CR (Tabela 4)
nas estacdes EAN1 (10,1 £ 0,88 mm) e EAN2 (9,98 1 0,92 mm) das amostras de agua
da primeira campanha e em todas as amostras da segunda campanha, além das
amostras de elutriato em EAN1 (9,35 + 0,97 mm), EAS2 (9,99 £ 1,62 mm), EAS3 (10,2
1+ 1,13 mm) e EAJ (9,79 £ 0,87 mm), d segunda amostragem, quando comparadas ao
CN (12,52 = 1,05 mm). O comparativo do CR entre as campanhas (Figura 4 e 5)
apresentou uma redugao significativa nas amostras de agua das estagdes EAN1,
EAS1, EAS3 e EAJ e em EAS1 nas amostras de elutriato na segunda amostragem
(estagdo chuvosa).

Com base nesses resultados, pode-se observar que o efeito fitotdxico das
amostras do presente estudo foi mais severo no processo de desenvolvimento e
crescimento das radiculas que na germinagéo. Resultados similares aos nossos foram
observados por Galter et al. (2021), em que nao observaram diferengas significativas
no indice de germinagao de sementes de A. cepa expostas as de amostras de agua
do rio Itapemirim-ES, mas observaram o efeito fitotoxicos no comprimento das
radiculas, principalmente no periodo de alta pluviosidade. Os autores ainda
relacionaram a fitotoxicidade observada com a presenga de Al nas amostras do rio.
Em nosso trabalho, as concentracdes de Al também estavam acima do estabelecido
pela legislacdo em todas as amostras de agua e elutriato, bem como a de outros
metais como Fe, Mn e Cu, principalmente na amostragem em periodo chuvoso.

Os metais possuem reconhecido efeito toxico em plantas (FAISAL et al., 2020)
e a inibicao do crescimento da raiz é o primeiro efeito visivel causado pela toxicidade
de metais (MACAR et al., 2020). Ao realizar a analise de correlagao de Pearson entre
os dados bidticos e os dados de quantificagcdo de metais, foi observada correlagéo
significativa do CR com os metais Co (rp =-0.570, p=0.014) e Ni (r, = -0.592, p=0.010)
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Figura 4 — Comparagéao dos indices entre as campanhas de coleta em espécimes de

Allium cepa L. submetidas as amostras de agua do rio Jucu. Colunas de uma
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entre as campanhas.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2021.
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Figura 5 — Comparacéao dos indices entre as campanhas de coleta em espécimes de
Allium cepa L. submetidas as amostras de elutriato do rio Jucu. Colunas de uma
mesma estacdo amostral com asteriscos (*) apresentam resultados significativos

entre as campanhas.
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Tabela 4 - Avaliagéo citogenética em radiculas de radiculas de Allium cepa L. apds exposi¢cao as amostras de agua e elutriato coletadas nas diferentes
estagdes amostrais ao longo do rio Jucu/ES nas duas amostragens e aos controles negativo (agua destilada) e positivo (Trifuralina 0,84 g.L™").

Agua Elutriato
IG CR IM AC IMUT IG CR M AC IMUT

EAN1  0,59+0,052 10,1+0,882° 5,9+0,28°  1,26%0,24, 0,02+0,04%> 10,59+0,12 11,44+1,63 7,640,854  0,78+0,08> 0,22+0,11a¢

EAN2 0,71+0,12 9,98+0,92% 6,22+0,33 0,9+0,14bd¢  0,32+0,13%% |[0,57+0,12% 12,49+0,86 5,15+0,692 1,72+0,38¢  0,32+0,1°
w EAS1 0,65+0,122 11,44+0,86*° 4,32+0,26® 0,82+0,16°¢ 0,04+0,09%® |0,65+0,13* 11,5+1,8 6,28+0,223¢ (0,68+0,13%° (,42+0,13%
.m EAS2 0,76+0,19° 11,01£1,22¢ 4,440,482 1,18+£0,22%  (,2+0,1bcd 0,67+0,132 12,78+1,94 7,760,224 0,280,183  0,5+0,1%
m EAS3 0,65+0,122 11,28+0,94*  6,04+1,25*° 0,68+0,36%°° 0,46+0,09% |0,65+0,11* 11,72+1,54 6,06+0,98%  1,5+0,69% 0,350,16°
.m EAJ 0,59+0,112 11,23+1,24%°  5,48+0,19%* 0,6+0,19% 0,06+0,05%¢ |0,5+0,06° 11,8711 5,06+0,962 1,08+0,52¢¢  0,16+0,12%°
& CN 0,66+0,042 12,52+1,05° 6,98%0,39° 0,22+0,042 002 0,66+0,04® 12,52+1,05 6,98+0,39°¢ (0,22+0,04  0+0°

CP 0,58+0,082 8,87+2,362 5,58+0,31% 1,06+0,18%% (0,84+0,21¢ 0,58+0,08a 8,87+2,36 5,58+0,312 1,06+0,18% 0,84+0,21¢

EAN1 0,64+0,082 9,15+0,532 6,92+0,73 1,3+0,43° 0,88+0,29¢ 0,64+0,092 9,350,972 4,96+0,713  1,2+0,42 1,580,714

EAN2 0,63+0,042 9,140,112 5,02+0,412  1,24+0,5° 0,1%0,07%° 0,69+0,12 10,55%1,33%¢  4,94+0,562 1,24+0,24°¢  1,04+0,3
w EAS1 0,61+0,082 8,47+1,072 7,06x1,15¢  1,82+0,68° 0,38+0,22°¢ |0,69+0,07* 11,15+0,9% 6,9+0,76%%° 1,64+0,3¢%4 0,78+0,62°¢
m EAS2 0,59+0,172 9,15+0,4° 6,8+1,15¢  1,48+0,48° 0,24+0,22%> 10,55+0,09% 9,99+1,62% 8,92+0,73¢ 2,1+0,5¢ 0,580,112
m EAS3 0,61+0,12 9,320,762 6,040,932 1,6+0,37° 0,46x0,37°¢ |0,59+0,11® 10,2+1,13% 5,72+1,042d 1,08+0,262° 0,72+0,222b¢
.m.. EAJ 0,47+0,132 8,84+0,832 6,02+1,22¢  1,14+0,26° 0,360,18 |0,58+0,12 9,79+0,872b 6,26+0,21b%d  1,6+0,25% 1,02+0,13%
b CN 0,66+0,042 12,52+1,05*  6,98+0,39°  0,22+0,04° 002 0,660,042 12,52+1,05° 6,98+0,39%  0,22+0,04® 0+0°

CP 0,58+0,08a  8,87+2,36° 5,58+0,312 1,06+0,18%°  0,84+0,21° 0,584+0,08a 8,87+2,362 5,58+0,312¢ 1,06+0,18% 0,84+0,21°

Os valores estao expressos como média + desvio padréo. As letras indicam diferencga significativa (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-Wallis. *CN = Controle Negativo.
CP = Controle Positivo. Ml = indice mitético. CA = indice de aberragdes cromossdmicas. IMUT = indice de mutagenicidade. Gl = indice de germinagdo. CR =
crescimento radicular.
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somente na primeira amostragem de agua.

Os efeitos da toxicidade do Co s&o diversos, podendo inibir a germinagéo e o
crescimento radicular, induzir a ruptura da membrana celular, afetar o crescimento e
a concentragao de biomassa, causar danos a molécula de DNA e induzir a geragao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (FAISAL et al., 2020).

Em estudos de Wa Lwalaba et al. (2017) com sementes de trés gendtipos de
cevada expostas a diferentes dosagens de Co (25, 50, 75 e 100 yM - Co(NO3)z2), os
autores observaram que a toxicidade por Co pode inibir a germinacao das sementes
e limitar o crescimento da raiz, além de inibir a fotossintese e aumentar a producao
de ERO. Kalefetoglu Macar et al. (2021) também encontraram resultados semelhantes
em estudos de sementes de A. cepa expostas ao Co (5.5 ppm — Co(NOs)2), em que
foi relatada uma reducao de 50% na germinagao das sementes e de 75% no tamanho
das raizes, quando comparadas ao controle negativo. Em nosso estudo observamos
uma reducdo do CR entre 18% a 32% em relacdo ao CN, sendo em EAN (12
amostragem de agua) e EAS1 (22 amostragem de agua), respectivamente.

O Ni, apesar de ser encontrado naturalmente em diversas plantas e ser um
micronutriente essencial para o seu desenvolvimento, &€ extremamente toxico e pode
causar efeitos deletérios na maioria das espécies de plantas, se estiver em altas
concentracées (AHMAD; ASHRAF, 2011). O Ni pode interferir na absorgao de alguns
nutrientes minerais, como o Fe e Zn e ocasionar uma deficiéncia mineral as plantas
(KAMRAN et al., 2016; LEON et al., 2005), além de provocar alteragdes em enzimas
responsaveis pela mobilizacdo de reservas do endosperma (LEON et al., 2005).
Ambos fatores importantes que afetam diretamente a germinagao das sementes e o
desenvolvimento da raiz. Maheshwari e Dubey (2008) estudaram o efeito de
diferentes concentragdes de Ni em sementes de arroz e observaram redugao de 12 a
20% na germinacao e redugao de 20 a 53% do comprimento das radiculas.

Em relagcdo ao IM (Tabela 4), foi observada uma redugao significativa em
relagdo ao CN nas amostras de agua da primeira campanha das estagdes EAS1 (4,32
1+ 0,26), EAS2 (4,4 + 0,48) e EAJ (5,48 + 019) e na segunda campanha, em EAN2
(5,02 £ 0,41). As amostras de elutriato também apresentaram reducgao significativa
nas estagdes EAN2 (5,15 + 0,69) e EAJ (5,06 + 0,96) na primeira amostragem e EAN1
(4,96 £ 0,71) e EAN2 (4,94 + 0,56) na segunda amostragem. O resultado do IM
comparado entre as campanhas apresentou uma redugao significativa nas estacoes

EAS1 e EAS2 nas amostras de agua (Figura 4) no periodo de estiagem (primeira
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amostragem) e uma reducgéo do IM em EAN1 nas amostras de elutriato na estagao
chuvosa (segunda amostragem) (Figura 5).

A analise do IM vem sendo utilizada como parametro de qualidade de amostras
analisadas, uma vez que o IM pode revelar a presenga de contaminantes com
potencial citotdxico na amostra (OGUNYEMI et al., 2018; POHREN; COSTA;
VARGAS, 2013). Em nosso trabalho, observamos correlacdo significativa entre o
indice Mitético (IM) e alguns metais, como o Al (r, = -0.870, p=0.0001), Co (r, = 0.591,
p=0.010), Cu (rp, = -0.512, p=0.030), Mg (rp = -0.693, p=0.001), Mn (r, = -0.538,
p=0.021) e Pb rp = -0.523, p=0.026) durante a primeira campanha das amostras de
agua coletadas e Cd (rp = -0.586, p=0.011) e Cu (r, = 0.489, p=0.039) na segunda
amostragem de agua.

Fiskesjo (1988) realizou estudos sobre a toxicidade de metais em A. cepa e
relatou que o Cu é um dos metais mais téxicos dentre os metais analisados em sua
pesquisa. Esse autor observou uma redugado drastica do IM a medida em que
aumentava a concentracdo de Cu das amostras. Resultados semelhantes também
foram observados por Qin et al. (2015) em sementes de A. cepa expostas a solugbes
de Cu, o que corrobora nossos resultados em que observamos uma correlagéao
negativa entre o IM e o metal Cu (r, = -0.512, p=0.030).

Em contrapartida, também foi observada em nosso estudo uma correlagéo
positiva significativa do IM com o Cu (r, = 0.489, p=0.039) na segunda amostragem
de agua. A reducado ou o aumento do IM pode ser reflexo de agcbes de pontos de
checagem do ciclo celular. A célula possui mecanismos de controle durante o ciclo
celular, chamados de pontos de checagem, como os pontos G1/S e G2, e durante os
pontos de checagem, se perceberem algum dano no material genético e/ou disturbios
durante o ciclo celular, a sintese de DNA por ser inibida e/ou o ciclo celular ser
interrompido (ALBERTS et al., 2017). Caso ocorra alguma alteragdo nesses pontos
de checagem do ciclo celular, pode ocorrer uma proliferagao celular desordenada e,
por consequéncia, pode também aumentar a frequéncia de aberragdes
cromossdmicas (ARAGAO et al., 2015; FENECH et al., 2003).

O Cd e Pb sao considerados metais nao essenciais e podem ser considerados
téxicos mesmo em pequenas quantidades (GALTER et al. 2021; FAISAL et al., 2020).
O Cd é absorvido pela membrana plasmatica das células da raiz devido a sua alta
solubilidade em agua e no interior das células, podendo induzir a fragmentagao da

cromatina, a morte celular e causar alteragdes no nucléolo (AHMAD; ASHRAF, 2011).
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Além disso, o Cd pode estar envolvido em processos de inibigao da germinacéo, pela
acumulagédo de produtos da peroxidacgao lipidica (FAISAL et al., 2020). O Pb pode
afetar a atividade de peroxidases e polifenoloxidases, e também pode reduzir o
crescimento da raiz e causar irregularidades no ciclo celular, induzindo a formagao de
c-metafases, pontes e aderéncias cromossOmicas, além da formacdo de MN em A.
cepa (ANDRADE; CAMPQOS; DAVIDE, 2008).

Duarte et al. (2017a) realizaram estudos em sementes de A. cepa expostas a
amostras de agua da lagoa Juara, no Espirito Santo/Brasil, e relacionaram os
potenciais citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos dos metais Al e Cd presentes nas
amostras coletadas. Rodrigues et al. (2013) relacionaram o efeito citotoxico de
amostra de agua e sedimento de um rio urbano ao Cd e Pb presentes nas amostras
e Pereira et al. (2013) também relataram os efeitos do Pb na inibi¢do da divisao celular
e aumento de aberragbes cromossdémicas em L. sativa.

O Al também tem forte relagao com a inibi¢gao do ciclo celular em A. cepa, como
relatado por Fiskesjo (1988), Campos e Viccini (2003), Palmieri et al. (2016) e Duarte
et al. (2017b). O Al tende a se acumular na zona de transigdo entre a regiao
meristematica da raiz e a zona de alongamento celular e afeta diretamente a divisdo
e o alongamento celular nessas areas (AMENOS et al., 2009; GEREMIAS et al.,
2012). Palmieri et al. (2016) observaram resultados semelhantes em raizes de A. cepa
expostos a amostras de residuo da industria de fundigao de Al primario nao tratadas,
em que houve uma reducéo de 28% no IM em relagdo ao CN de raizes de A. cepa
expostas as amostras contendo aluminio (0,0046 g.L"). Resultado semelhante foi
encontrado neste presente estudo, onde foi observada uma redugdo do IM em 36% e
38% nas amostras de agua da primeira campanha das estagcbes EAS1 e EAS,
respectivamente. Também foi observada uma correlagdo muito forte entre o Al e o IM
em nosso estudo, que pode estar relacionada as concentragdes elevadas de Al em
todas as amostras coletadas.

Em relacdo ao Mn, estudos revelam que a contaminac&o por Mn pode provocar
efeitos citotdxicos e genotdxicos em células meristematicas de A. cepa (CHANDRA et
al., 2005; FISKESJO, 1988; SALLES et al., 2016). Embora em nosso estudo
observamos uma correlacao positiva do IM e o Co, diversos estudos relatam o efeito
inibitério do Co no ciclo celular e indugao de efeito genotdxico, mutagénico (MACAR
et al., 2020; YILDIZ et al., 2009). Kalefetoglu Macar et al. (2021) realizaram estudos
com sementes de A. cepa expostas a diferentes concentragcbes de cobalto e
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observaram disturbios no ciclo celular e redug¢ao de aproximadamente 50% do IM nas
raizes de A. cepa expostas a maior concentragao (5.5 ppm — Co(NOs)2) em relagéo
ao CN. Alguns metais pesados podem ter seus efeitos tdxicos inibidos ou
intensificados quando em sinergia com outros metais (BARBOSA et al., 2010).

Os resultados do AC (Tabela 4) (Figura 6 e 7) revelaram frequéncias
significativas de aberragdes cromossOmicas em quase todas as amostras, exceto em
EAS3 e EAJ na primeira campanha de agua e EAS1 e EAS2 na segunda amostragem
de elutriato. Houve diferencga significativa na comparagéo entre as campanhas das
amostras de agua e as estagbes EAS1 e EAS3 (Figura 4) e de elutriato em EAS1 e
EAS2 (Figura 5), que apresentaram valores mais elevados no periodo de alta
pluviosidade. Aberragdes cromossdmicas no ciclo celular podem ocorrer de forma
espontanea ou por indugao de agentes toxicos fisicos ou quimicos. Essas alteragcbes
consideradas genotdxicas sédo passiveis de reparo pela célula. No entanto, caso esse
dano a molécula de DNA nao seja reparado pelo maquinario celular, ele podera ser
fixado e expresso em forma de um micronucleo (MN) (LEME; MARIN-MORALES,
2009; IQBAL et al., 2019).

Dentre as alteragbes genotdxicas encontradas no presente estudo, aderéncia
cromossOmica e c-metafase apresentaram maior frequéncia (Figura 6 e 7). Alteracoes
como essas sugerem que os agentes contaminantes presentes nas amostras do rio
Jucu tém efeitos diretos na formagédo dos microtubulos, como reportado por Igbal et
al. (2019). Os microtubulos desempenham um papel essencial no ciclo de divisdo
celular, pois atuam diretamente na formagédo do fuso mitético e na migragao dos
cromossomos (BONCIU et al., 2018).

As alteragbes como c-metafases indicam a inativagdo do fuso mitético que
podem induzir a formacéo de micronucleos e evidenciam a presenga de agentes
aneugénicos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). A c-metafase
quase sempre leva a interrupgao da divisao celular e os cromossomos sao observados
espalhados pela célula, condensados e com o centrdbmero bem definido, pois ndo ha
formacao da placa equatorial (LQBAL et al., 2019). A aderéncia cromossémica é uma
alteragao no cromossomo, provavelmente irreversivel e que pode levar a formacgao de
pontes cromossOmicas, quebras cromossdmicas e a morte celular e ocorre quando
ha perda das caracteristicas normais de condensacado cromossémica. Pode ocorrer

devido a alteragdes na estrutura ou no nimero de cromossomos que leva a uma maior



111

contragao cromossdmica e reflete nesse aspecto de cromossomos grudados (IQBAL
et al., 2019).

De acordo com a analise de correlagdo de Pearson realizada entre os metais
quantificados nas amostras e os indices observados, o AC apresentou correlagéo
significativa com o Ni (rp = 0.553, p=0.017) na primeira amostragem de agua. Estudos
de Pavlova (2017) indicam que a contaminagédo Ni pode causar alteragdes no ciclo
celular e induzir a frequéncia de aberragdes cromossémicas em Plantio lanceolata
expostas a concentragdes de Ni (0,01 e 0,025 mM). Os autores relatam que as
aberragdes com maiores frequéncias observadas foram pontes e aderéncia
cromossOmica e ainda alertam que o Ni claramente possui efeito toxico no ciclo
celular, principalmente por provocar alteragdes no IM e induzir o aumento da
frequéncia de anormalidades cromossdmicas devido a alteragdes na formacgao do fuso
mitético. Resultados semelhantes foram observados em outras espécies de plantas,
como A. cepa (LIU et al., 1994; MCLLVEEN; NEGUSANTI, 1994) e Zea mays
(KOZHEVNIKOVA et al., 2009), corroborando o possivel fator para o aumento da
frequéncia de aderéncias como observadas em nosso estudo.

Na Tabela 4 pode-se observar o indice de efeito mutagénico (IMUT) encontrado
na maioria das amostras de agua e sedimento do rio Jucu, dado pela frequéncia de
micronucleos encontrada. Resultados alarmantes foram observados nas amostras de
elutriato da segunda campanha, onde as estacdes EAN1 (1,58 £ 0,71), EAN2 (1,04
0,3), EAS1 (0,78 + 0,62) e EAJ (1,02 £ 013) apresentaram os maiores valores do
IMUT, quando comparadas ao CN (0 £ 0). Ao comparar os resultados do IMUT entre
as amostragens, observa-se uma diferencga significativa em EAS1 e EAN1 para as
amostras de agua e EAN1, EAN2 e EAJ nas amostras de elutriato, sendo mais
elevados no periodo chuvoso. As amostras de elutriato da segunda campanha
também apresentaram as concentragdes mais altas de metais (Tabela 3), com
atengao ao Cd, Ni, Pb e Zn, que ndo estavam acima dos valores estabelecidos pela
legislacdo nas outras amostras, mas nas amostras de elutriato da segunda campanha,

apresentaram valores preocupantes com riscos a saude humana.
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Figura 6 — Células meristematicas de Allium cepa L. tratadas com amostras de agua e elutriato coletadas no rio Jucu/ES. A —
Intérfase normal; B-seta — Intérfase com micronucleo; B-seta * — Intérfase com broto nuclear; C — Profase normal; D — Metafase
normal; E — Aderéncia cromossdmica; F — c-metafase; G — Anafase normal; H — Anafase poliploide; | — Anafase com perda
cromossodmica; J — Teldfase normal.

Fonte: elaborada pelo autor, 2021.
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Figura 7 — Proporgdo acumulada da frequéncia das aberragbes cromossdmicas observadas em células de Allium cepa L. expostas
as amostras de agua e sedimento do rio Jucu - Espirito Santo/ Brasil e aos controles negativo (CN) e positivo (CP). A — amostras

de agua/1? campanha; B — amostras de agua/2? campanha; C — amostras de elutriato/ 12 campanha; D — amostras de elutriato /22
amostragem.
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A presenca de micronucleo é considerada um biomarcador de agentes
mutagénicos nas amostras. Os micronucleos podem ocorrer quando os danos
causados aos cromossomos ou a molécula de DNA nao sio reparados ou sao
reparados de forma incompleta (FENECH et al., 2011; IQBAL et al., 2019). A
correlagao de Pearson nos mostra que o IMUT apresentou correlagdo com os metais
Fe (r, = 0.564, p=0.015), Mg (r, = -0.687, p=0.002), Pb (rp = -0.467, p=0.049) e Zn (rp
= 0.7600, p=0.000), durante a segunda amostragem de agua.

Gantayat et al. (2020) observaram o efeito de concentragbes de Fe e
nanoparticulas de Fe em A. cepa e constataram efeito citotdxico, genotdxico (aumento
na frequéncia de aderéncias, atrasos, quebras, anafase multipolar e outros) e indugao
da formagdo de micronucleo nas raizes expostas e concluem que mesmo em
concentragdes nano, a contaminacao por Fe pode ter efeito toxico em plantas.

A toxicidade do Zn em plantas também é reconhecida e foi demonstrada por
Borboa e Latorre (1996) que observaram o aumento de quebras cromossdmicas em
células meristematicas de A. cepa apods apenas 12h de exposicdo a concentracdes
de Zn (Il) - (ZnCl2) - a 5.10* M.

Dos parametros avaliados pelo teste do A. cepa, o IM, AC e IMUT foram
significativamente mais elevados no periodo chuvoso nas amostras de agua (Figura
4) e o AC e IMUT nas amostras de elutriato, demonstrando um efeito citotéxico,
mutagénico e genotdxico das amostras coletadas nesse periodo. Em contrapartida, a
redugao significativa do CR das amostras durante o periodo chuvoso (Figura 4 e 5)
também pode indicar um efeito fitotoxico das amostras. Isso provavelmente ocorre
nos periodos de chuva, que, devido a mudancas climaticas, sdo caracterizados por
chuvas torrenciais. Essas chuvas fortes podem provocar um efeito de "lavagem" do
solo e aumentar o carreamento de sedimento, nutrientes e poluentes para o leito dos
rios, provocando um efeito runoff. Além disso, o aumento da vaz&o dos rios causa
uma maior movimentagcao das aguas e provoca a ressuspensao de contaminantes
depositados no sedimento. Esse efeito pode aumentar a biodisponibilidade dos
contaminantes presentes ali e intensificar os efeitos toxicos destes a biodiversidade
aquatica e a populagdo humana que interage com esse ambiente.

Esses resultados reforgam a eficiéncia dos bioensaios com A. cepa na
deteccdo de contaminantes ambientais complexos. Sugerimos que esses testes
sejam incorporados as analises fisicas e quimicas usualmente utilizadas por agéncias

reguladoras para avaliagdo da qualidade da agua.
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4. CONCLUSOES

O delineamento experimental foi efetivo para avaliar o impacto da
estiagem/seca no corpo hidrico, cada vez mais comum com as mudangas climaticas,
demonstrando que as concentragdes de diversos metais estavam acima dos limites
estabelecidos pela legislacao federal, principalmente no periodo de estiagem,
indicando que os 6rgdos ambientais devem estabelecer politicas alternativas de
abastecimento/uso agricola nestes periodos.

Os bioensaios realizados em A. cepa demonstraram efeitos toxicogenéticos e
correlacdo entre os metais e biomarcadores avaliados em praticamente todas as
amostras, sendo demonstrada a sua eficacia como um teste padrédo a ser utilizado
pelo governo para controle e continuidade do uso deste corpo hidrico como fonte agua
para agricultura e abastecimento publico.

Apesar de ter apenas uma importancia local, a avaliagao de amostras de agua
e sedimento do rio Jucu indicam que a sua qualidade ambiental esta comprometida,
principalmente durante o periodo de estiagem/seca. Espera-se que os resultados
observados neste trabalho possam servir de base para as agéncias ambientais nas

decisdes de acdes de recuperacdo ambiental de ambientes impactados.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A contaminagdo por metais no rio Jucu foi constatada pelas concentragdes
de diversos metais acima dos limites estabelecidos pela legislagao federal, tanto
nas amostras de agua quanto de elutriato, sendo a segunda amostragem
(verao/alta pluviosidade) com as concentragdes mais elevadas. Pode-se destacar
as concentracdes dos elementos Al, Fe, Mg, Mn e Cu nas amostras de agua e Al,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn nas amostras de elutriato. Esses resultados
observados podem estar relacionados ao uso e ocupacgao da bacia do rio Jucu pela
agricultura, agropecuaria, aporte de efluentes domésticos sem tratamento e a
processos de erosdo e lixiviagdo. Também observamos niveis de turbidez elevados
durante a segunda amostragem, que podem estar relacionados ao periodo de alta
pluviosidade. Os ensaios com biomarcadores bioquimicos e de biotransformacgao
revelaram alteragdes na quantificagao de SOD, CAT, GST, GSH e LPO em diversas
amostras, principalmente durante a segunda amostragem (periodo chuvoso). O
nivel elevado de LPO encontrado nas estagdes EAN2 e EAJ da primeira
amostragem de agua e EAN1 e EAS3 na segunda amostragem de elutriato indica
um sistema antioxidativo ineficiente, possivelmente causado por contaminantes
presentes nessas amostras. Em relagdo aos testes de fitotoxicidade e citogenética
em Allium cepa, observamos um potencial efeito toxicogenético em praticamente
todas as amostras, sobretudo na segunda amostragem de agua e elutriato, no
periodo de alta pluviosidade. Também foi observada correlagao entre os metais e
biomarcadores avaliados pelo teste do A. cepa. Esses resultados demonstram que
os bioensaios realizados neste trabalho podem ser complementares, visto que uma
sobrecarga ao sistema antioxidativo causada por poluentes presentes nas
amostras e uma resposta ineficiente deste sistema, como observado pela
quantificagcao de LPO, pode ocasionar danos diretamente a molécula de DNA pelos
radicais livres ndo neutralizados. Além disso, os resultados observados indicam que
os efeitos téxicos das amostras ocorreram principalmente no periodo de alta
pluviosidade, que devido a mudancas climaticas, as chuvas torrenciais s&o cada
vez mais intensas e podem potencializar o efeito runoff, carregando detritos e
poluentes para o leito do rio. No entanto, efeito téxicos também foram observados

no periodo de estiagem, onde provavelmente ocorre a concentragdo de nutrientes
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e poluentes na agua devido a redugédo do volume e vaséo dos rios. Podemos
concluir, com base nos resultados obtidos pela avaliagdo das amostras de agua e
sedimento do rio Jucu, que ha um comprometimento da sua qualidade ambiental,
provavelmente relacionada ao uso e ocupagao da bacia e que s&o intensificados
pelas mudancas climaticas e alteragbes na precipitacdo. Reforcamos a
necessidade de um constante monitoramento deste ambiente, principalmente
devido a sua importancia no abastecimento de agua para a populagao, para a

irrigacdo e para a preservagao dos mananciais.
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A importancia dos recursos hidricos

As atividades antropicas vem
impactando significativamente os recursos
hidricos ao longo dos séculos. Alteragées no
ecossistema como desmatamento, agricultura
e urbanizagao tem efeito direto no transporte
de sedimentos, nutrientes, matéria organica e
diversos poluentes provenientes dessas
atividades, que chegam diariamente
contaminando nossos rios e lagos.

O rio Jucu

O rio Jucu esta localizado no estado
do Espirito Santo (Brasil) e destaca-se por
ser um dos principais rios para o
abastecimento da Regiao Metropolitana da
Grande Vitéria. A bacia hidrografica do rio
Jucu recebe alta carga de poluentes
provenientes de efluentes industriais,
domeésticos e agropecuarios. Ha um
alerta sobre a qualidade da agua do
Rio Jucu, pois é utilizado
como fonte de abastecimento
publico e para a irrigagao.
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