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Variagdo ambiental, genotoxicidade e ecotoxicologia de um rio tropical no
semiarido brasileiro (PI, Brasil)

RESUMO

Os rios sdo os mais importantes recursos de agua para consumo humano, agricultura, e fins
industriais e recreativos. Entdo, é importante dispor de informagfes confiaveis sobre a
qualidade da agua para uma gestdo eficaz deste recurso. A utilizacdo dos rios € ainda mais
pronunciada nas regides semiaridas que apresenta problemas de falta de &gua em éreas
densamente povoadas, como a cidade de Picos e microrregido, onde estd localizado o rio
Guaribas, principal rio da sua bacia hidrogréafica e o 3° principal rio do estado do Piaui. Esse
rio percorre mais de 30 municipios na regido e vem sofrendo, nos Gltimos anos, com agdes
antrdpicas e naturais, destacando a polui¢do por efluentes domésticos e agricolas, juntamente
com as desfavoraveis condicGes climaticas apresentadas durante o ano todo. Assim, realizou-
se a primeira avaliacao fisico-quimica e genética do rio Guaribas, com o intuito de investigar
a qualidade da dgua do ambiente, juntamente com seus potenciais efeitos toxicogenéticos, ao
longo do curso do rio, nos periodos de seca e chuva na regido, entre 2013-2015. Foram
analisadas algumas variaveis fisicas e quimicas da agua, como condutividade elétrica (CE),
solidos dissolvidos totais (SDT), pH, oxigénio dissolvido (OD), oxigénio saturado (OS),
temperatura (T), nitrato (NOj3), nitrito (NO,), fésforo total (PT), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), sulfato (SO,%), turbidez (turb), cloro (Cl), cor, Ferro (Fe), Zinco (Zn), Cobre
(Cu), Cromo (Cr) e Aluminio (Al). Em adicdo, foram avaliadas a citotoxicidade e
genotoxicidade da &gua em nivel celular, por meio de bioensaios (Teste de Allium cepa e
Teste do Microndcleo) e bioindicadores (Allium cepa e Oreochromis niloticus) especificos de
toxicologia aquéatica, em diferentes locais de coleta ao longo do rio, no ano de 2014. Os
resultados da qualidade da &gua apresentaram algumas variaveis fisicas e quimicas fora dos
valores permitidos pela Legislagdo Ambiental Brasileira (CONAMA-Resolugdo 357/2005),
com indices considerados como ruins de qualidade de &gua independente do periodo
analisado. A analise de componentes principais mostrou as principais fontes de poluicéo:
poluentes domésticos (CP1 com 39,50% da variancia total) e poluentes organicos (CP2 com
30,31%), e a temperatura (CP3 com 12,46%) determinou a separacdo entre 0s periodos. A
analise de Cluster evidenciou a separacdo entre 0s pontos ndo impactados (antes da cidade)
dos pontos impactados (dentro e depois da cidade). Os resultados toxicogenéticos
apresentaram efeitos citotoxicos e mutagénicos para amostras de agua superficial coletadas
em locais poluidos, com o dano genético observado, apresentando correlagdo positiva para
metais pesados (Fe, Zn, Cr, Cu e Al). Foi observada também, ao longo do rio, a presenca de
cianobactérias potenciais produtoras de cianotoxinas. Portanto, constatou-se que 0 rio
Guaribas, durante todo o ano, apresentou-se como um ambiente aquatico poluido nos locais
influenciados pela principal cidade as suas margens (Picos), com liberacdo de produtos
quimicos causadores de danos genéticos nos organismos que vivem nesse ambiente. Sendo,
assim, torna-se necessaria a adogdo de monitoramentos constantes para melhorar a qualidade
da agua e eliminar mutagénicos prejudiciais a satde humana.

Palavras-chave: Qualidade da &gua. Variagdes espaco-temporais. Mutagénese ambiental.
Biomarcadores genéticos.



Environmental variation, genotoxicity and ecotoxicology of a tropical river
in the Brazilian semi-arid (State of Piaui, Brazil)

ABSTRACT

Rivers are the most important water resources for human consumption, agricultural, industrial
and recreational purposes. In this way, it is essential to have reliable information on water
quality for effective management. This need is even more important in semi-arid regions,
such as the northeast region of Brazil, which have water shortage problems in densely
populated areas, such as the city of Picos and micro-region, where it is located the Guaribas
River, the main river of its basin and the 3" major river of the State of Piaui. This river runs
across more than 30 municipalities and in recent years it has been subjected to human and
natural disturbances, mainly pollution by domestic and agricultural effluents, together with
unfavorable weather conditions throughout the year. The present study aimed to conduct the
first environmental and genetic assessment of the Guaribas River, in order to investigate its
water quality, and potential toxic and genetic effects along the river course, in the dry and
rainy periods between 2013 and 2015. Water samples were analyzed for some physical and
chemical variables, such as electrical conductivity (EC), total dissolved solids (TDS), pH,
dissolved oxygen (DO), saturated oxygen (SO), temperature (T), nitrate (NO3), nitrite (NO>),
total phosphorus (TP), biochemical oxygen demand (BOD), sulfate (SO4%), turbidity (turb),
chlorine (ClI), color, iron (Fe), zinc (Zn), copper (Cu), chromium (Cr) and aluminum (Al).
Besides that, water cytotoxicity and genotoxicity at the cellular level were evaluated with
bioassays (Allium cepa test and Micronucleus test) and bioindicators (Allium cepa and
Oreochromis niloticus) specific to aquatic toxicology at different sampling sites along the
river course. Results of water quality demonstrated that some physical and chemical variables
did not comply with the Brazilian Environmental Law (Resolution 357/2005), with values
indicating poor water quality, regardless of the period. Principal Component Analysis
revealed the main sources of pollution: domestic pollutants (PC1 with 39.50% total variance),
organic pollutants (PC2 with 30.31%) and temperature (PC3 with 12.46%) determined the
separation between periods. Cluster analysis evidenced the separation of the non-impacted
sites (upstream of the city) from the impacted sites (within and downstream of the city). Toxic
and genetic results showed cytotoxic and mutagenic effects for surface water samples taken
from polluted sites, with the genetic damage positively related to heavy metals (Fe, Zn, Cr,
Cu and Al). Also, it was found potentially cyanotoxin-producing cyanobacteria along the
river. Therefore, the Guaribas River is a polluted aquatic environment throughout the year in
the sites influenced by the major city on its banks (Picos), with release of chemicals causing
genetic damage to organisms present in this environment. Thus, it becomes necessary to adopt
constant monitoring to improve water quality and eliminate mutagenic agents harmful to
human health.

Keywords: Water quality. Spatio-temporal variations. Environmental mutagenesis. Genetic
biomarkers.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os niveis de poluicdo no planeta estdo em niveis alarmantes e em constante
crescimento, e com isso 0s ambientes aquéaticos sdo os mais afetados. Segundo relatério da
Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), 80% das aguas residuais ndo sao recolhidas ou
tratadas, resultando em problemas de salde a populacao, além de danos ao ambiente (Neta et
al., 2014; Sharma et al., 2015). A contaminacdo dos cursos hidricos pode ser de origem
agricola, industrial e domesticos ndo tratados adequadamente. Fatores de poluicdo geram
alteracfes na qualidade da &gua e nos organismos que dela dependem, ja que podem conter
substancias toxicas com propriedades mutagénicas, genotdxicas e citotoxicas, que afetam a
integridade genética dos seres vivos (Barbosa et al., 2010; Erbe et al., 2011; Nunes et al.,
2011).

Particularmente, sdo bem documentados os efeitos toxicos sobre organismos causados
por metais pesados (Kang et al., 201; Neto et al, 2013; Pavlica et al., 2011; Tabet et al., 2015),
efluentes domeésticos e agricolas (Masood et al 2013; Magdeburg et al., 2014; Barsiene et al.,
2015; Yazici e Sisman, 2014; Janior et al, 2014), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) (Amaeze et al., 2015; Nudi et al., 2010; Brinkmann et al., 2014) e cianotoxinas
(Sieroslawsk, 2013; Zegura et al., 2011). Estes produtos sdo capazes de interagir com 0S
organismos e causar multiplas alteracdes, que podem gerar graves consequéncias em nivel de
individuos, popula¢des, comunidades ou ecossistemas, dependendo do grau de contaminacgéo
e do tempo de exposicédo (Jesus e Carvalho, 2008).

Rios periurbanos sdo exemplos de ambientes aquaticos condicionados pela atividade
antropogénica, que ocorre em suas margens e suas areas de influéncia. Uma combinacéo de
indicadores fisicos e quimicos tem sido tradicionalmente utilizada, em estudos de
biomonitoramento ambiental, para a avaliacdo da qualidade desses ambientes aquaticos. Estes
indices de poluicdo, também expressos como indices de qualidade da agua (IQAS), sdo Uteis
para alertar sobre os riscos ambientais e de salde, e para a determinacdo das concentracfes
méaximas permitidas (Ossana et al., 2013; Conti, 2008).

Varios autores tém relatado o uso de IQA para verificar a influéncia das descargas de
residuos na qualidade da agua de rios (Pesce e Wundelin, 2000). Mesmo que o 1QA fornega
uma maneira atil para prever as mudancas na qualidade da agua, considerando vérias
variaveis, ele ndo fornece evidéncias sobre as fontes de poluicdo, especialmente porque eles

séo calculados apos a normalizacdo dos valores analiticos (Razmkhah et al., 2010). De fato,
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para se avaliar o estado da qualidade das aguas superficiais, é necessario que programas de
monitoramento das caracteristicas fisicas e quimicas sejam implementados, quer em uma
visdo de variabilidade espacial ou temporal (Brodnjak-Voncina et al., 2002; Singh et al.,
2005). Os resultados desses programas de monitoramento ambiental s&éo uma matriz de dados
extensa e complexa, composta por um grande nimero de variaveis fisicas e quimicas, que sdo
muitas vezes dificeis de interpretar e tirar conclus@es significativas. A aplicacdo de diferentes
técnicas de estatistica multivariada ajuda na interpretagdo de matrizes de dados complexos e
auxilia na busca de uma melhor compreensdo da qualidade da &gua e do estado ecoldgico da
regido de estudo (Simeonov et al., 2004; Kazi et al., 2009).

No entanto, a informacdo das condi¢cGes ambientais adquirida com variaveis fisicas e
quimicas, apesar de importante, ndo é completa porque as interacGes bidticas e abioticas ndo
sdo consideradas. Bioensaios permitem que a informacédo da qualidade de agua, a partir dessas
varidveis, possa ser complementada com informacdo bioldgica, a fim de determinar as
conseqliéncias da exposicdo de um organismo a um ambiente poluido (Eissa et al., 2009;
Cazenave et al. 2009), ou seja, tornam-se necessarios também monitoramentos biol6gicos
para complementacdo dos dados abidticos.

Como a contaminacdo nos ambientes aquaticos € frequentemente difusa, observada
como uma mistura complexa de poluentes (metais pesados, pesticidas, organoclorados,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), € importante a associacdo de varios biomarcadores,
a fim de minimizar os erros de interpretacdo (Flammarion et al., 2002). Entre os
biomarcadores mais utilizados estdo os genéticos. Um biomarcador genético pode ser definido
como uma resposta bioldgica (danos a estrutura do material genético) de um organismo-teste,
apos a sua exposicdo a uma amostra ambiental (Falfushynska et al. 2010).

De acordo com Frezilli et al. (2009), a anélise de alteracdo no material genético de
organismos aquaticos (bioindicadores) tem demonstrado ser um método bastante adequado
para avaliacdo da contaminacdo ambiental por genotdxicos, sendo capaz de detectar a
exposicao a baixas concentracdes de contaminantes em uma ampla gama de espécies. Dentre
os bioindicadores mais utilizados em estudos de monitoramento ambiental, estdo os vegetais e
animais.

As plantas superiores sdo reconhecidas como excelentes modelos genéticos para
detectar agentes mutagénicos ambientais e sdo frequentemente utilizados em estudos de
monitoramento (Leme e Marin-Morales, 2009). Entre as espécies de plantas, o Allium cepa
foi usado no estudo para avaliar os danos no DNA, tais como aberracGes cromossémicas e

avaliar alteracfes no ciclo mitotico. A utilizagdo de A. cepa como um sistema-teste para
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detectar agentes mutagénicos remonta a década de 40. Ele tem sido usado até hoje para
avaliar um grande numero de agentes quimicos, o que contribui para aumentar a sua aplicacao
no monitoramento ambiental (Egito et al., 2007).

Bem como os vegetais, muitos pesquisadores tém utilizado peixes como um modelo
genético para monitorar poluentes toxicos e contaminantes em ambientes aquaticos (Hoshina
et al., 2008). O uso de Oreochromis niloticus, uma espécie de peixe exotica, para essas
avaliagdes é devido, principalmente, aos seus habitos alimentares onivoros, e por apresentar
resultados satisfatérios em ensaios laboratoriais (Duarte et al., 2012). O micronucleo (MN) e
alteracdes nucleares (AN) nas células sanguineas nesse bioindicador é um metodo sensivel
para varias substancias genotoxicas, e mostra também boas correlacdes com o0s resultados
obtidos em células humanas (Vanzella et al., 2007).

Nas ultimas décadas, o uso de Allium cepa e ictiofauna como bioindicadores de
genotoxicidade aquatica, causada pela poluicdo em ambientes aquéticos, tém aumentado em
varios paises. Allium cepa e O. niloticus foram recentementes utilizados por varios autores
em estudos de avaliacdo de genotoxicidade e biomonitoramento ambiental em rios brasileiros,
tais como Hoshina e Marin-Morales (2009); Nunes et al. (2011); Bianchi et al. (2011) e
Dusmann et al. (2014).

Dentre os rios brasileiros da regido nordeste, destaca-se o rio Guaribas, sendo o
principal rio da sua bacia hidrogréfica, e o 3° principal rio do Estado do Piaui. Este rio é
intermitente e tipico da regido semiarida nordestina. A regido sudeste do Estado, onde esta
localizado, é caracterizada pela irregularidade das chuvas, resumindo sua distribuicdo a
apenas trés meses do ano (Andrade-Junior, 2006). Além das condi¢cbes climaticas
desfavoraveis, este rio vem sofrendo, nos ultimos anos, com ac¢des antropogénicas ao longo
do seu curso, especialmente, pela principal cidade a sua margem, a cidade de Picos. N&o
existe na literatura cientifica, nenhum estudo de avaliagdo ambiental para o rio em questdo, o
que aumenta a importancia do estudo, ja que o mesmo €é atualmente utilizado para
abastecimento, desenvolvimento de atividades agropecuérias e turismo ecoldgico na regido.

Portanto, o estudo realizou a primeira avaliagdo ambiental do rio Guaribas, utilizando
variaveis fisicas e quimicas para o estudo de avaliacdo da qualidade da &gua e identificagdo de
fontes de poluicdo. Em adigdo foram utilizados testes genotoxicoldgicos (teste de Allium cepa
e teste de MN e AN em O. niloticus) com o intuito de identificar os possiveis efeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos dos poluentes quimicos presentes na agua do rio em

diferentes periodos e locais de coleta.
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2 AVALIACAO ESPACIAL E TEMPORAL NA QUALIDADE DA AGUA EM UM
RIO TROPICAL, BRASIL, UTILIZANDO VARIAVEIS FISICAS E QUIMICAS.

RESUMO

Variagdes espaciais e temporais de um rio tropical no semiarido brasileiro foram avaliadas
utilizando variaveis fisicas e quimicas para investigar as condi¢fes ambientais do rio,
possiveis processos de eutrofizacdo artificial, presenca de poluentes quimicos e avaliar as
principais fontes de poluicdo neste ambiente. As variaveis fisicas e quimicas: condutividade
elétrica (CE), sdlidos dissolvidos totais (SDT), pH, oxigénio dissolvido (OD), oxigénio
saturado (OS), temperatura (T), nitrato (NO3), nitrito (NO;), fosforo total (PT), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), sulfato (SO4%), turbidez (turb), cloro (Cl), cor, ferro (Fe),
zinco (Zn), cobre (Cu), cromo (Cr) e aluminio (Al) foram avaliadas em amostras coletadas
periodicamente entre 2013 e 2015 em 06 locais de amostragem, ao longo do rio que esta sob a
influéncia de forte acdo das mudancas antropogénicas e naturais. Uma analise de
componentes principais (PCA) e uma andlise de agrupamento hierarquico (CA) foram
utilizadas para analisar a variacdo espacial e temporal dos dessas variaveis. Esses dados
permitiram observar que o rio apresenta valores acima dos permitidos pela legislacdo
ambiental brasileira, com base no indice de qualidade de &gua (IQA), permitindo considerar
os locais, com forte influéncia da cidade, como ruins. A PCA mostrou que a variacdo das
condi¢cbes ambientais neste ambiente foi primeiramente influenciada pela poluigdo por
efluentes domésticos (39,50% da variancia), seguido pelo componente organico, derivado de
atividades agricolas (30,31% da variancia) e, por ultimo, pela temperatura (12,46% da
variancia), ressaltando a importancia dos periodos. A CA agrupou em trés clusters os 06
locais amostrados, separando claramente locais ndo poluidos (pontos antes da cidade) de
locais com forte acdo antropogénica (pontos dentro e depois da cidade) e também mostrou
diferencas temporais (seco e chuvoso) para os locais poluidos dentro da cidade. As Analises
de variancia (ANOVA) das variaveis fisicas e quimicas, selecionadas pela PCA, mostrou que
as varidveis mais significativas para as varia¢fes temporais foram T, DBO, cor, turb, nitrato,
nitrito, sulfato e Cl e as variacGes espaciais foram OD, OS, SDT, DBO, cor, turb, PT, Cl e Al.
Assim, observou-se que o rio apresenta-se, independente do periodo, como um ambiente
impactado e eutrofizado artificialmente em locais com forte influéncia da cidade,
apresentando fontes de poluicdes como efluentes domésticos e agricolas. Além disso, as
técnicas estatisticas multivariadas usadas se mostraram como ferramentas Uteis para avaliacdo
de variacOes espaciais e temporais das condi¢cbes ambientais, a partir de uma matriz complexa
de dados de qualidade da agua, obtida para o rio tropical estudado.

Palavras-chave: Ambiente aquético, Qualidade da agua, Poluicdo, Analises de componentes
principais, Analise de cluster
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SPATIAL AND TEMPORAL ASSESSMENT OF WATER QUALITY IN A
BRAZILIAN TROPICAL RIVER USING PHYSICAL AND CHEMICAL
VARIABLES

ABSTRACT

Spatial and temporal variations of a semi-arid Brazilian tropical river were assessed by
physical and chemical variables to investigate environmental conditions of the river, possible
artificial eutrophication, chemical pollutants and to evaluate the main sources of pollution in
the environment. The following physical and chemical variables electrical conductivity (EC),
total dissolved solids (TDS), pH, dissolved oxygen (DO), saturated oxygen (SO), temperature
(T), nitrate (NO3"), nitrite (NOy"), total phosphorus (TP), biochemical oxygen demand (BOD),
sulfate (SO4%), turbidity (turb), chlorine (CI), color, iron (Fe), zinc (Zn), copper (Cu),
chromium (Cr) and aluminum (Al), which were analyzed in samples taken periodically
between 2013 and 2015 at six sampling sites along the course of the river under the influence
of human and natural disturbances. Principal Component Analysis (PCA) and Clustering
analysis (CA) were applied to investigate the spatial and temporal variation in abiotic data.
The river showed values above the allowed by Brazilian environmental legislation, based on
the Water Quality Indice (WQI), which enables the classification of the sites as poor, under
strong urban influence. PCA revealed that environmental conditions were primarily
influenced by pollution from domestic waste (39.50% variability), followed by the organic
component derived from agricultural activities (30.31% variability), and lastly by temperature
(12.46% variability), emphasizing the importance of periods. CA grouped the sampled sites
into three clusters; clearly separating unpolluted sites (upstream of the city) from sites under
strong anthropogenic influence (sites within and downstream of the city) and also evidenced
temporal differences (dry and rainy) for polluted sites within the city. ANOVA for physical
and chemical variables selected by PCA showed that the most significant variables for
temporal variations were T, BOD, color, turb, nitrate, nitrite, sulfate and Cl and for spatial
variations, DO, SO, TDS, BOD, color, turb, TP, Cl and Al. Thus, regardless of the period, the
river was impacted and artificially eutrophicated at sites under strong urban influence, with
sources of pollution, such as domestic and agricultural effluents. Furthermore, the used
statistical multivariate techniques proved to be useful tools for assessing spatial and temporal
variations in environmental conditions, using a complex matrix of water quality data obtained
for the studied tropical river.

Keywords: Aquatic environment, Water quality, Pollution, Principal component Analysis,
Cluster analysis.
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2.1 INTRODUCAO

Muitas regifes do mundo estdo simultaneamente sendo impactadas por processos de
urbanizacdo e por atividades industriais e agricolas, e muitas cidades em paises em
desenvolvimento tém sido estruturadas sem um planejamento adequado e apropriado. Isto
conduz para acOes indiscriminadas, incluindo o despejo de residuos na agua, lavar roupas e
tomar banhos em corpos de agua (Cukrov et al., 2012). A deterioracdo da qualidade da agua
afeta a vida dos organismos, em geral, com consequéncias de longo alcance. Do ponto de
vista ambiental, econbmico e/ou social, € importante identificar essas fontes poluidoras e a
sua contribuicdo para a contaminacdo total de uma area (Tobiszewski et al., 2010).

Os rios constituem os principais corpos de agua destinados para as atividades
domeésticas, industriais e agricolas, e, frequentemente, carregam grandes esgotos municipais,
descargas de aguas residuais industriais, e do escoamento sazonal de um campo agricola,
ocasionando, assim, a poluicdo da agua desses ambientes (Hu et al., 2011; Pradhan et al.,
2009; Singh et al., 2004).

A qualidade da &gua de um rio é determinada pela poluicdo humana (espacial,
antropogénica) pelos processos naturais (temporal, climaticas) que mudam a hidrologia do
rio. As influéncias antropogénicas sdo oriundas atividades urbanas, industriais, agricolas
enquanto 0s processos naturais sdo oriundas de precipitacdo pluviométrica, erosdo e
intemperismo de materiais da crosta terrestre. Ainda descargas de efluentes industriais néo
tratados e de aguas residuais municipais afetam os recursos hidricos (Karbassi et al., 2008;
Nouri et al., 2008) e também sdo constituidos de diversos compostos inter-relacionados, que
sdo sujeitos a variacOes locais e temporais sendo também afetados pelo volume do fluxo de
agua (Mandal et al., 2010).

Portanto, o declinio da qualidade e quantidade dos recursos hidricos de superficie
pode ser atribuido a poluicdo da agua e do manejo inadequado do recurso (Mustapha e
Nabegu, 2011). Varias investigacdes foram realizadas em ecossistemas com contaminagao
antropogénica (Kazi et al., 2009; Razmkhah et al., 2010). No entanto, devido as variacOes
espaciais e temporais na qualidade da agua (que sdo muitas vezes dificeis de interpretar), um
programa de monitoramento, fornecendo uma estimativa representativa e fiel da qualidade das
aguas superficiais, € necessario (Muangthong e Shrestha, 2015). Estes resultados geram uma
matriz de dados ampla e complexa, composta por um grande numero de variaveis fisicas e
quimicas, que séo dificeis de interpretar e tirar conclusdes significativas. Assim, a aplicacéo

de diferentes técnicas estatisticas multivariadas, tais como analise de componentes principais
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(PCA) e andlise de cluster (CA) ajudam na interpretacdo dessas matrizes de dados, para uma
melhor compreensdo da qualidade da agua e do estado ecoldgico da regido de estudo. Estas
técnicas permitem a identificacdo de possiveis fontes que influenciam os sistemas de agua e
oferece uma ferramenta valiosa para a gestdo segura dos recursos hidricos, e podem oferecer
solucdo rapida para os problemas de poluicdo (Reghunath et al., 2002; Simeonov et al., 2004).

O rio Guaribas esta localizado no nordeste do Brasil, na regido do semiarido, parte
ocidental do Estado do Piaui, sendo de grande importancia para a captacdo de aguas para o
abastecimento, desenvolvimento de atividades agropecudrias e turismo ecoldgico da grande
maioria das cidades do Estado. E o principal rio da sua bacia hidrografica. E um rio
temporario, com fluxo superficial somente no periodo chuvoso, sendo o principal reservatério
de agua para a cidade de Picos e para mais 30 pequenos municipios da microrregido do
Estado (Veloso et al., 2014).

Picos € a maior cidade a margem do rio Guaribas e a terceira maior do Estado do
Piaui. E nesse ponto que este rio ¢ atingido por diversos problemas ambientais, como despejo
de esgoto residencial, industrial e hospitalar sem tratamento, deposicao de lixos, derrubada da
mata ciliar e ocupacdo desordenada do seu leito; gerando problemas como assoreamento,
alagamentos, transmissdo de doencas, aceleracdo da evaporacdo do espelho de agua,
superaquecimento das areas mais densamente povoadas e eutrofizacdo artificial. Essa
marcante acdo antropogénica, proporcionada pela cidade, é agravada pelas condigdes
climaticas desfavoraveis tipicas da regido onde se encontra (Andrade-Junior, 2006; PLANAP,
2014).

Assim, conhecendo-se a importancia ecologica e econémica do rio em estudo e por
ndo possui na literatura cientifica nenhum estudo avaliando a qualidade da &gua desse
ambiente aquético, o objetivo do estudo foi avaliar a qualidade da agua do rio Guaribas,
préxima a cidade de Picos, em periodos de seca e chuva, entre 0s anos de 2013 e 2015. Foi
determinado o indice de qualidade de agua (IQA) do rio, e utilizadas técnicas estatisticas para
avaliar as informacGes sobre as semelhangas e diferencas das condi¢cbes ambientais entre os
diferentes locais e periodos de amostragem, além de verificar a influéncia das fontes de

poluicédo, oriundas da cidade, na qualidade da &gua do rio.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1Clima, area de estudo e locais de coleta

A regido sudeste do Estado do Piaui, onde esta localizado o rio Guaribas, é
caracterizada pela irregularidade das chuvas, resumindo sua distribui¢do a apenas trés meses
do ano. As precipitacGes anuais estdo entre 400 mm e 800 mm, com temperatura mantendo
certa regularidade, ja que quase totalidade da area é submetida a médias térmicas superiores a
18 °C, configurando clima quente ou megatérmico do tipo isotérmico (PLANAP, 2014).
Assim, para melhor caracterizar as condigdes climéticas da regido de estudo, dados como
temperatura, umidade e precipitacdo dos meses de coletas, periodos de seca e chuva nessa
regido semiarida do pais, foram obtidos através do INMET - Instituto Nacional de
Meteorologia — Brasil (2015).

Para avaliar a influéncia da acao antrdpica, representada pela cidade de Picos, sobre a
qualidade de agua no rio, foram definidos pontos antes, dentro e depois da cidade, sendo
estes: P1 (Barragem de Bocaina), localizado 32 km antes da cidade de Picos (06° 56' 33" S e
41°19' 21" W), P2, antes da cidade de Picos (municipio de Sussuapara) (07° 03’ 864” S e 41°
25’ 788 W); P3, 1° ponto dentro da cidade (07° 04° 964” S e 41° 27° 879 W); P4, 2° ponto
dentro da cidade (07°C 05” 3135” S ¢ 041°C 28’ 007” W); P5, 3° ponto dentro da cidade (07°
05* 4877 S e 41° 28’ 678” W) e P6, depois da cidade de Picos (municipio de Aroeira) (07° 06’
0477 S e 41° 29° 145”). Os pontos dentro da cidade foram definidos de forma que ficassem
igualmente distantes e préximos a locais onde ha entrada de &gua proveniente de pequenos
cdrregos, que, por sua vez, recebem efluentes de esgotos domésticos, dejetos hospitalares,

postos de gasolina e locais onde ha a presenca constante de populacgdes ribeirinhas (Figura 1).
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Figura 01: Localizacdo Geografica da regido de estudo e dos pontos amostrais (Ponto 1 e 2 — antes da cidade;
Ponto 3 a Ponto 5 — dentro da cidade; Ponto 6 — Depois da cidade) do rio Guaribas, Picos-P1/Brasil.

2.2.2 Coleta das amostras e pré-tratamento

As coletas foram realizadas em quatro meses, considerando os periodos de seca
(setembro/2013 e setembro/2014) e chuva (fevereiro/2014 e fevereiro/2015) na regido. Assim,
as escalas utilizadas para o estudo foram: espacial (pontos de coleta ao longo do rio) e
temporal (periodos de seca e chuva).

Para avaliar a qualidade do rio Guaribas, as amostras de aguas superficiais foram
coletadas em garrafas plasticas de polietileno de 1,5 L, previamente limpas varias vezes com
agua destilada e finalmente lavadas com &cido cloridrico 10 %. Todas as amostras foram
estocadas em isopor com gelo e levadas imediatamente para o laboratorio para serem
estocadas a 4 °C, e posteriormente analisadas. Foram avaliadas 19 variaveis fisicas e quimicas

da agua, totalizando 456 medicdes ao longo do estudo.
2.2.3 Variaveis monitoradas e métodos analiticos
No momento da coleta, dados de algumas varidveis fisicas e quimicas, - como

condutividade elétrica (uS/cm), solidos dissolvidos totais (ppm), pH e temperatura (°C),

foram obtidos mediante 0 uso de medidor multiparametro HANNA HI-9828, e para o
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oxigénio dissolvido (ppm) e oxigénio saturado (%), utilizou-se o Oximetro portatil HANNA
HI-9146. Valores de outras variaveis foram determinados em laboratorio.

Varidveis, como cor (UHz), nitrato (mg/L); nitrito (mg/L); sulfato (mg/L) e cloro
(mg/L) foram medidas pelo espectrofotdmetro modelo DR 5000 - HACH,; turbidez (NTU),
utilizando-se o Turbidimetro digital modelo AP 2000; o fésforo total (mg/L), pelo método de
digestdo com persulfato (Mackereth et al., 1978) e a Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO), pelo Método de incubacéo (20°C — 5 dias) do Standard methods for the examination
of water and wastewater (Rice et al., 2012) (Tabela 1). Os valores médios de todas as
variaveis fisicas e quimicas foram obtidos em tréplica para cada ponto de coleta.

Os niveis de ferro, zinco, cobre e cromo foram determinados por espectrofotometria de
absorcdo atdbmica em chama (EAAC) (APHA, 2005). Para estas andlises, imediatamente
depois da coleta, as amostras de agua foram acidificadas e, posteriormente, submetidas a
digestdo &cida e subsequente concentracdo para leitura em espectrofotometro de absorcao
atdbmica em chama (modelo Varian-AA50B). Ja o aluminio foi quantificado pelo Standard
methods for the examination of water and wastewater (Rice et al., 2012) (Tabela 01). Cada
amostra foi quantificada em triplicata.

Tabela 1: Parametros de qualidade da dagua associados com sua abreviatura, unidade e método
analitico/instrumento utilizado.

Variaveis Abreviatura Unidade Método/instrumento utilizado
Condutividade elétrica CE uS/cm Multipardmetro digital (H1-9828)
Sélidos dissolvidos totais SDT ppm Multiparametro digital (HI1-9828)
pH pH unidade de pH Multiparametro digital (HI1-9828)
Oxigénio dissolvido oD ppm Medicdo por sonda
Oxigénio Saturado 0s % Medicdo por sonda
Temperatura T °C Multiparametro digital (HI1-9828)
Nitrato NO3 mg/L Espectrofotometria
Nitrito NO, mg/L Espectrofotometria
Fasforo total PT mg/L Espectrofotometria
Demanda biogquimica de oxigénio DBO mg/L I1SO 5815:1998
Sulfato S0,% mg/L Espectrofotometria
Turbidez Turb NTU Turbidimetria
Cloro Cl mg/L Espectrofotometria
Cor C UHz Espectrofotometria
Ferro Fe mg/L EAAC
Zinco Zn mg/L EAAC
Cobre Cu mg/L EAAC
Cromo Cr mg/L EAAC

Aluminio Al mg/L Espectrofotometria
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2.2.4 Indice de Qualidade da Agua (IQA)

O IQA foi calculado pelo produto ponderado da qualidade da agua correspondente as
variaveis: temperatura, pH, OD, demanda bioquimica de oxigénio (DBOsy - 5 dias, 20 °C),
PT, solidos totais e turbidez (CETESB, 2005). Os indicadores de qualidade da agua,
considerados a partir do 1QA foram: otima (80 < IQA < 100), boa (52 < IQA < 80), regular
(37 < 1QA <52), ruim (20 < IQA <37) e péssima (0 < IQA < 20) (CETESB, 2005).

2.2.5 Tratamento dos dados e métodos estatisticos utilizados

Foram realizados testes de normalidade (Teste de Kolmokorov — Smirnov) e
homocedasticidade (Teste de Levene) para variaveis fisicas e quimicas da agua. Os dados se
apresentaram com distribuicdo normal e homogéneos. Para encontrar uma relagdo ambiental
entre essas variaveis, foi realizada uma correlacdo de Pearson. Para encontrar as variaveis
mais explicativas para a variacdo do conjunto de dados, possiveis fontes de poluicdo e
formacdo de grupos por similaridade, foi realizada uma anélise multivariada por analise de
componentes principais (PCA) e analise de clusters (CA) (Liu et al., 2003; Kazi et al., 2009;
Shrestha e Kazama, 2007). Realizou-se analises de variancia (ANOVA one-way) com as
variaveis fisicas e quimicas a fim de verificar diferencas espaciais e temporais dos dados
obtidos entre os periodos e entre os locais de amostragem. E finalmente, uma analise
descritiva por box-plots das variaveis fisicas e quimicas foi realizada para avaliar as variacGes
espaciais e temporais. Correlacdo de Pearson, PCA, CA, ANOVA e box-plots foram
executados pelo programa estatistico STATISTIC 7.0. O nivel de significancia utilizado foi p
<0,05.

2.2.5.1 Andlise de componentes principais (PCA)

PCA ¢ projetada para converter as varidveis originais em novas variaveis nao
correlacionadas (eixos), chamadas de componentes principais, que sdo combinacdes lineares
das variaveis originais. Os novos eixos se encontram ao longo das dire¢fes da variancia
méaxima. (Sarbu e Pop, 2005). Fornece informagdes sobre as variaveis mais significativas, que
descrevem toda a interpretacdo do conjunto de dados e a correlacdo estatistica entre

constituintes na &gua com perda minima de informacdo original (Helena et al., 2000). Assim,
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estd analise estatistica multivariada foi utilizada para obter as variaveis fisicas e quimicas que
mais contribuiram para explicar a qualidade da d&gua do ambiente aquatico estudado.

A primeira etapa foi transformar a matriz de dados originais em uma matriz de
correlacdo [R] (p X p), para p igual aos 19 pardmetros de qualidade de d4gua analisados neste
estudo. A principal razdo para se usar a matriz de correlacdo é se eliminar o problema de
escalas e unidades diferenciadas em que as variaveis sao medidas (Dillon e Goldstein, 1984).
A selecdo do nimero de componentes principais a serem consideradas seguiu o critério de
Broken-Stick, o qual sugere considerar somente 0s eixos maiores que o valor predito pelo
modelo de Broken-Stick. Este foi o critério escolhido por ser um método estatistico e ndo
heuristico (Rezende et al., 2012).

Mesmo com a matriz dos componentes obtidos na fase de extracdo, na qual o resultado
descreve a relagdo entre os fatores e as varidveis individuais, o resultado pode ser de dificil
interpretacdo. Para suplantar a limitacdo, utilizou-se o procedimento de transformacéo
ortogonal, ou simplesmente rotacdo da matriz das cargas fatoriais, gerando uma nova matriz
de cargas fatoriais, que apresenta um melhor significado interpretativo aos fatores. Neste
estudo, empregou-se a rotacdo ortogonal, método Varimax, empregando-se a avaliagdo da

variabilidade espacial e temporal da qualidade de agua (Palacio, 2004; Vega et al., 1998).

2.2.5.2 Andlise de clusters (CA)

A andlise de agrupamento abrange uma ampla gama de técnicas de andlise
exploratéria de dados. O principal objetivo da CA € agrupar objetos (casos) em classes
(clusters) para que os objetos dentro de uma classe sejam semelhantes entre si, mas diferentes
daqueles em outras classes. Na analise de cluster, os objetos sdo agrupados por ligacdes de
similaridades inter-amostras e o resultado ilustra a similaridade global das variaveis do
conjunto de dados (Massart e Kaufman, 1983). As caracteristicas das classes (clusters) nédo
sdo conhecidas antecipadamente, mas pode ser determinada a partir da analise dos dados
(Adams, 1998).

Muitas aplicacOes de CA para avaliacdes de qualidade da dgua foram realizados (Astel
et al., 2007; Andrade et al., 2008; Alves et al., 2012; Lourenco et al., 2006; Kazi et al., 2009;
Mahbub et al., 2008; Moura et al., 2010; Mustapha et al., 2013; Muangthong, Shrestha, 2015;
Ogwueleka, 2015; Zhou et al., 2007;). Esta analise permite o agrupamento de amostras de
agua do rio, com base em suas semelhancas na composi¢éo fisico-quimica. Ao contrario do

que normalmente usa CPA, apenas dois ou trés eixos para fins de exibi¢do, a analise de
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cluster usa toda a variancia ou informacdes contidas no conjunto de dados original
(Razmkhah et al., 2010)

No estudo, para avaliar as similaridades e dissimilaridades entre os diferentes pontos
(antes, dentro e depois da cidade), entre os periodos (seca e chuva) e a possibilidade de
formacdes de grupos entre esses pontos, foi realizada uma analise de agrupamento hierarquica
com dados normalizados por meio do método de Ward, um mecanismo extremamente
poderoso de agrupamento, que produz uma propor¢do maior de observacgdes classificadas
como corretas e utilizando a distancia euclidiana como medida de similaridade (Willet, 1987).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Dados pluviométricos e qualidade da agua

Os dados meteorologicos confirmaram a escassez de chuva nos meses de coleta dos
periodos de seca (2013 e 2014), bem como o baixo indice pluviométrico nos meses
considerados chuvosos (2014 e 2015) (Tabela 2).

Tabela 02: Dados meteoroldgicos dos meses de coletas para os periodos de seca e chuva na regido Nordeste
do Brasil.

Estacdo/Ano Mésde  Temperatura Temperatura Umidade Precipitacdio ~ Dias com
coleta maxima minima relativa total mensal chuva*
Mensal mensal mensal* (mm®)*
C)* C)*
Seca/2013 Setembro 37,4 23,6 37,3 0 0
Chuvoso/2014  Fevereiro 33,2 23,4 61,1 109,6 08
Seca/2014 Setembro 38,3 23,8 42,6 0 0
Chuvoso/2015  Fevereiro 34,3 23,6 66,1 64 12

*Dados referentes ao més de coleta. Fonte: INMET — Instituto Nacional de Meteorologia — Brasil (2015).

As condicBes climaticas que se apresentam em alguns locais do mundo, como por
exemplo, a regido Nordeste do Brasil, se intensificam potencializando a acdo antropogénica
desenfreada no ambiente aquatico (Marcon et al., 2010). A bacia hidrografica do rio Guaribas,
presente no estado do Piaui, localizado na regido Nordeste, vem sofrendo, nos Gltimos anos,
com esse tipo de problema. Nessa regido, os periodos considerados secos se prolongam por
meses durante o ano.

As regifes semiaridas do Nordeste brasileiro sdo caracterizadas pela escassez de

recursos hidricos, precipitacdes pluviométricas baixas e irregulares, que é agravada pela
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precaria distribuicdo de agua e saneamento basico, aumentando assim os efeitos tdxicos de
poluentes quimicos liberados pela acdo antrépica (Amr e Yassin, 2008). Este fato é
particularmente agravado ja que o rio em questdo apresenta fluxo fortemente reduzido na
maior parte do ano, principalmente em periodos de seca, sendo l6tico em poucos meses,
quando o indice pluviométrico é elevado.

Os resultados para qualidade de agua nos pontos de coleta foram de acordo com a
resolugéo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA- 357/2005) e mostraram que
as variaveis OD, turb, cor, DBO, CI, PT, Zn, Cr, Cu e Al apresentaram valores acima dos
aceitaveis (VMP) para os periodos de seca e chuva, principalmente para pontos dentro (P3, P4

e P5) e depois da cidade (P6), nos dois periodos analisados (seco e chuvoso) (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores das variaveis fisicas e quimicas e das concentragdes de metais pesados nos diferentes pontos do rio Guaribas, nos periodos secos e chuvosos durante 2013 a

2015.
Variaveis VMP PERIODO SECO PERIODO CHUVOSO
P1 ) P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6
CE (uS/cm) - Média 820 11267 6555 672 6915 6925 | 875 89 6665 5475 647 6087
G DP 9,74 16,63 3664 28803 305 315 4,23 79 3205 1901 1917 219,4
T(°C) - Média 2923 2842 3018 293 30,72 2862 | 295 288 2862 286 27,8 28,15
DP 1,23 0,28 1,37 0,84 153 054 013 168 048 017 0.8 0,6
SDT (ppm) <500 Média | 162,67 1595 3185 339 34217 502,7* | 173 132 3348 2735 3235 317
DP 2581 37,15 1857 14606 16526 125 115 7,37 1608 947 9593 96,4
pH 6a9 Média 7,35 6.7 7.3 7,02 7,31 7,16 7.2 816 758 7,54 7,52 7,81
DP 0,09 0,15 0,58 0,48 087 005 008 069 034 018 0.1 03
0S (mg/L) - Média 8150 7397 4368 1395 30,02 1545 | 825 705 246 21,7 2418 27,85
DP 6,89 2308 1632 0,15 5,51 1,49 8,29 2,8 0,7 39 2,53 4,87
oD (ppm) >5 Média 6,26 495%  313*  083%  23% 142 | 605 505 207% 183% 1099 2,45%
DP 0,14 1,29 1,13 0,03 0,37 0.1 091 007 013 03 0,6 0,48
turb (NTU) <5 Média 393  16,63* 3682* 47,75 19,06 5152 | 382 253 467  53%  528* 29,7*
DP 0,03 1261 1375 103 951 097 008 077 019 0,6 0,67 1,17
cor (Uhz) <75 Média 6250  2225% 447,67* 4203*  4575% 49167% | 114* 2933  162*  94,83*  101,33* 373*
DP 493 103,74 4906 287 3587 641 72,2 35 6 11,1 5,54 10,3
nitrato (mg/L) <10 Média 1,18 1,38 4,15 7,88 252 583 14 003 045 032 03 55
DP 0,10 0.3 0,42 3,97 098 046 012 005 005 012 0,06 0,26
nitrito (mg/L) <1 Média 0,01 0,04 0,02 0,10 006 0,06 001 0002 001 002 0,03 0,04
DP 0,0 005 0004 0,02 002 002 00 0004 001 0005 002 0,006
sulfato (mg/L) <250 Média 13,67 3,17 205 3533 2950 4917 | 1833 0005 001 198 1,12 2,12
DP 1,03 4,02 766 1169 1127 719 326 0008 0004 02 0,07 0,03
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Tabela 3: Continuacédo

Variaveis VMP PERIODO SECO PERIODO CHUVOSO
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6

DBO <5 Média 0,82 0,9 5,65* 4,07 4,37 2,98 1,05 2,37 3,55 4,83 5,1* 4,95
DP 0,37 0,64 0,54 1,64 0,31 0,47 0,4 0,73 1,32 0,23 0,43 0,43
Cl (mg/L) <0,01 Média 0,12* 0,11* 0,58* 0,68* 0,21* 0,54* 0,2* 0,05 017* 0,09* 0,07* 0,5*
DP 0,01 0,03 0,11 0,17 0,07 0,04 0,005 0,02 0,03 0,01 0,01 0,06
PT (mg/L) < 0,05 Média 0,031 0,086* 2,3% 1,59* 1,43* 2,89*% 0,03 0,044 2,4* 1,55* 1,35* 2,76*
DP 0,001 0,02 0,11 0,08 0,02 0,06 0,002 0,02 0,2 0,11 0,09 0,14
Fe (mg/L) <03 Média 0,01 0,1 0,19 0,25 0,1 0,09 0,007 0,075 0,2 0,13 0,2 0,66*
DP 0,01 0,16 0,17 0,27 0,07 0,01 0,005 0,02 0,04 0,01 0,02 0,07
Zn (mg/L) <0,18 Média 0,05 0,04 0,04 0,07 0,29* 0,2* 0,014 0,028 0,07 0,09 0,2* 0,21*
DP 0,04 0,03 0,02 0,03 0,07 0,03 0,008 0,01 0,02 0,06 0,05 0,06
Cr (mg/L) < 0,05 Média 0,0 0,01 0,01 0,06* 0,06* 0,02 0,005 0,009 0,04 0,058* 0,05 0,06*
DP 0,0 0,004 0,01 0,03 0,01 0,01 0,005 0,007 0,01 0,04 0,03 0,01
Cu (mg/L) < 0,009 Média 0,01* 0,002 0,02* 0,05* 0,26* 0,06* 0,001 0,01 0,004 0,07* 0,01* 0,02*
DP 0,004 0,001 0,01 0,02 0,33 0,05 0,001 0,01 0,003 0,02 0,01 0,01
Al (mg/L) <01 Média 0,01 0,02 0,11* 0,15* 0,18* 0,14* 0,004 0,005 0,07 0,2* 0,13* 0,12*
DP 0,02 0,04 0,06 0,11 0,07 0,06 0,003 0,005 0,02 0,08 0,05 0,05

VMP: Valor maximo Permitido. (*) N&o atendimento aos padrdes de qualidade das leis brasileiras - CONAMA 357/05.
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As varidveis fisicas e quimicas estudadas sdo medidas diretas ou indiretas da
concentracdo de poluentes no ambiente aquatico, sendo, nesse caso, fundamentais para
estudos de caracterizacdo e qualidade de agua. Assim, os indices de qualidade da agua (1QA),
nos pontos antes da cidade (P1 e P2) foram classificadas como “boa”, tendo os valores
variando entre 63 a 72, independente do periodo. Ja para os pontos dentro da cidade e depois
da cidade, a agua foi classificada como “ruim”, com valores entre 29 a 33 para os dois
periodos, com exce¢do do primeiro ponto dentro da cidade (P3), no periodo chuvoso, sendo
classificado como “aceitavel”, com valor de 38 (Figura 02).

Valor de IQA | Classificacdo

80 £0-100 Ctima

‘ 5-79 Bea
70 37-50 Aceitavel

‘ 20-28 Ruim
60 ‘ 0-19 Pessima
50 ‘
40 ‘
30
20 ‘
10 ‘

‘ ‘ ‘ | P5 P6

Seco ‘ Chuvoso ‘

Figura 2: Distribuicdo do IQA nos pontos de coletas no rio Guaribas durante os periodos de estiagem e chuva
(2013 a 2015).

Tradicionalmente, a avaliacdo de impactos nos ambientes aquaticos tem sido realizada
através da medicdo de alteracdes nas concentracdes de algumas variaveis fisicas e quimicas.
Esta avaliacdo de dados abidticos constitui-se como ferramenta fundamental na classificacéo
e enquadramento de rios e corregos em classes de qualidade de &gua e padrGes de
potabilidade e balneabilidade humanas (Kazi et al., 2009).

A variavel condutividade elétrica apresentou os maiores valores para 0s pontos dentro
(P3, P4 e P5) e depois da cidade (P6), sendo a mesma uma medida indireta da concentracdo
de poluentes, podendo ajudar a detectar fontes poluidoras dos ecossistemas aquaticos e
fornecer dados sobre o metabolismo do ambiente (Esteves, 2011). Segundo a Companhia de
Tecnologia em Saneamento Ambiental-CETESB (2005), os niveis de condutividade elétrica
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superiores a 100uS/cm sdo caracteristicos de ambientes impactados; assim, utilizando essa
variavel como andlise, pode se considerar que o trecho dentro e apds a cidade, indenpendente
do periodo analisado, encontra-se impactado com valores acima dos 500uS/cm (Tabela 03).

De acordo com as leis brasileiras (CONAMA-357/2005), o valor de OD na agua deve
ser superior a 5ppm. Ao longo do curso do rio, observou-se uma diminuicéo dos valores dessa
variavel em pontos dentro (P3 a P5) e depois da cidade (P6), valores estes considerados
abaixo do permitido (Tabela 03). O baixo indice de OD, encontrado em pontos com acgao
antropica, é reflexo da maior atividade bioldgica no ambiente, por conta do seu estado trofico,
e decorre do aporte de grandes cargas de matéria organica e residuo industrial; indicando,
assim, um processo de eutrofizacdo nesses pontos (Dusmann et al., 2014; Birungi et al.,
2007). Bellanger et al. (2004) afirmam que quando os niveis de OD na agua séo inferiores aos
niveis necessarios ( > 1mg/L) para as acOes de biodegradacdo da matéria orgéanica, a
qualidade desta adgua é prejudicada. No estudo, o P3, no periodo de seca, mostrou valor >
Img/L. Qutros pontos como P4, também dentro da cidade e o P5, depois da cidade,
apresentaram valores proximos ao limite estabelecido por estes mesmos autores.

Os valores encontrados para fosforo total (PT), nos pontos dentro da cidade (P3) e
depois da cidade (P6), apresentaram valores entre 1.35 a 2.89 mg/L, respectivamente, e sendo
considerados acima do permitido pela legislacdo brasileira. Esses resultados elevados de PT
estdo associados com a eutrofizagdo artificial nesses pontos. Utilizando a classificagdo de
Wetzel (2001) sobre o estado tréfico dos corpos de dgua em relagdo as concentragdes de PT,
esses pontos, nos quatro meses analisados, sdo classificados como hipereutréficos, ficando
todos acima do valor maximo dessa classe (1,2mg/L). O fosforo nesses locais amostrados é
oriundo, principalmente, de descargas de esgotos da populacéo ribeirinha local e da drenagem
agricola, presente as margens do rio.

Em adicdo as varidveis discutidas anteriormente, analisou-se também a presenca de
metais pesados ao longo do rio. O aumento dos niveis de metais em ambientes aquéaticos
causados por efluentes industriais e domésticos € um dos principais indicadores de
contaminacdo quimica (Manzano et al., 2015), como também responsaveis por efeitos
genotdxicos nos organismos que entram em contato com esse tipo de contaminagdo (Bianchi
et al., 2011; Klobucar et al., 2012). As anélises da agua do rio, nos periodos estudados,
mostraram valores de Fe, Zn, Cu, Cr e Al acima dos valores permitidos pela Legislacéo
Ambiental Brasileira em pontos onde a cidade (P3 a P5) esta a margem do rio, e depois da
cidade (P6).
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Algumas relacdes hidroquimicas podem ser facilmente inferidas a partir da correlacéo
entre as 18 variaveis fisicas e quimicas analisadas (Tabela 4). Correlagdes positivas foram
observadas entre a CE e as variaveis SDT, PT, Zn, Cr e Al (r = 0,62 a 0,89). A CE, na agua,
indica capacidade do ambiente de transmitir corrente elétrica, e nesse caso, esta diretamente
relacionada com a presenca de ions no ambiente, tais com os ions metalicos Zn, Cr, e Al
Valores de CE altos em locais impactados, no estudo, mostrou correlacdo positiva e alta desta
variavel com para SDT (r = 0,89), estando as duas variaveis relacionadas com o grau de acéo
antropogeénica, oriunda da cidade. A varidvel SDT mostrou também correlacdo positiva para
S04%, Cl, turb, cor, PT, Zn e Al. Os sélidos dissolvidos totais representam uma medida
integrativa das concentracdes de ions comuns (cloretos, sulfatos, bicarbonatos e outros) em
aguas doces (Barbosa et al., 2010).

NOjs e PT estdo fortemente correlacionados (r = 0,54), e sdo variaveis intimamente
relacionadas com a contaminacdo por matéria organica, oriunda, principalmente, dos
efluentes domésticos da cidade. Valores de OD, em geral, sdo inversamente proporcional aos
valores de temperatura, porque a solubilidade do oxigénio na &gua diminui com o aumento da
temperatura (Vega et al., 1998). Porém ndo foi constatada essa relacdo, e isto ocorreu,
provavelmente, devido a pouca variacdo de temperatura, durante o estudo. DBO, NO; e PT
mostraram-se correlacionados negativamente com o OD (r = -0,59 a -081), e isto se deve ao
fato que a matéria orgénica é parcialmente oxidada pelo oxigénio, enquanto 0s nutrientes sao
responsaveis pela eutrofizacdo do ambiente aquatico, causando, assim, um aumento adicional
na concentracdo de matéria organica e, consequentemente, da diminuicdo na procura do
oxigénio (Andrade et al., 2007).

Os metais pesados, observados no estudo, mostraram-se correlacionados
positivamente. Zn mostrou correlagdo com Cr, Cu e Al (r = 0,68 a 0,72), 0o Cr com o Al (r =
0,79), Fe com Cr (r = 0.57) e Cu com Al (r = 0.61). Essas correlacdes positivas entre 0s
metais estdo, possivelmente, relacionadas com a presenca de lixo doméstico (pilhas, baterias,
TVs, pecas de carros), como também pela presenca de mecanicas e lavadores de carros,
localizadas nas margens do rio, cujas atividades ocorrem durante todo o ano, além da
utilizacdo de pesticidas na agricultura, contendo metais na sua composi¢do ja que é um rio

muito utilizado para esta atividade.
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Tabela 4: Matriz de correlacdo das variaveis fisicas e quimicas indicadoras da qualidade da agua no rio Guaribas/Brasil. Valores de r sublinhados sdo significantes para p < 0.05,

apresentando correlagdes positivas ou negativas.

CE T SDT PH (o8 OD TURB COR NO3’ NO, S04* DBO CL PT FE ZN CR Cu AL
CE 1.00
T 0.05 1.00
SDT 0.90 -0.01 1.00
PH -0.01 -0.21 -0.14  1.00
oS -0.94 0.15 -0.86 -0.04 1.00
oD -0.93 0.13 -0.84  0.02 0.99 1.00
TURB 0.55 0.16 0.70 -0.39 -0.51 -0.54 1.00
COR 0.65 0.40 072  -0.39 -0.53 -056  0.90 1.00
NO3 0.48 0.17 0.58 -0.33 -046 -0.49 093 0.83 1.00
NO,- 0.49 0.16 052 -0.50 -054 -059 075 0.72 0.81 1.00
S04* 0.33 0.49 059 -0.48 -029 -0.30 0.75 0.72 0.70 0.65 1.00
DBO 0.85 0.03 0.60 0.28 -0.78 -0.78 0.33 0.43 0.29 0.26 0.07 1.00
CL 0.54 0.24 061 -0.27 -047 -049 092 0.83 0.95 0.66 0.67 0.39 1.00
PT 0.89 -0.09 0.88 0.09 -0.84 -0.81 0.62 0.66 0.54 0.32 0.29 0.73 0.63 1.00
FE 0.45 -0.31 0.30 0.27 -045 -043 035 0.37 0.48 0.28 -0.20 0.55 0.46 0.60 1.00
ZN 0.62 0.05 0.65 0.07 -059 -055 0.32 0.54 0.29 0.43 0.32 0.47 0.17 0.53 0.24 1.00
CR 0.78 -0.15 0.56 0.20 -0.83 -0.81 0.14 0.30 0.22 0.43 -0.05 0.74 0.15 0.59 0.57 0.68 1.00
Cu 0.42 0.59 0.36  -0.08 -036 -036 0.16 0.47 0.12 0.42 0.42 0.31 0.05 0.17 -0.08 0.72 0.47 1.00
AL 0.87 0.10 0.76  -0.06 -0.88 -0.88  0.48 0.58 0.42 0.57 0.36 0.80 0.41 0.69 0.34 0.68 0.79 0.61 1.00
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2.3.2 Analise de componentes principais

De acordo com a CPA, as variaveis fisicas e quimicas se associaram aos 3 primeiros
eixos (CP1, CP2, CP3), identificando respostas do ambiente a acdo antropica da cidade, ao
longo dos pontos de coletas, e mostrando a variacdo da qualidade de agua ao longo do rio.
Esses eixos explicaram, respectivamente, 52,92%, 18,43% e 10,92% da variancia total dos
dados, concentrando em trés dimensdes 82,27% das informacdes (Tabela 5).

Vaérios estudos avaliaram a qualidade de ambientes aquaticos através de variaveis
fisicas e quimicas, utilizando analises de componentes principais (Vega et al. 1998; Shrestha e
Kazama, 2007; Singh et al., 2004; Olsen et al., 2012; Ruzdjak e Ruzdjak., 2015; Phung et al.,
2015). Ogwueleka (2015) avaliou a qualidade da &gua do rio Kaduna, Nigéria, utilizando
CPA e CA, com base em 17 variaveis fisicas e quimicas, mensuradas em oito locais de coleta.
Os resultados da PCA determinaram que 78,7% da variancia total na regido de baixa poluicao
foi explicada por cinco parametros que foram natural, organico, mineral, microbioldgico e
nutrientes, e 87,6% da variancia total na regido de alta poluicdo foi explicado por seis
parametros, que foram microbiano, organico, mineral, natural, nutriente e organico. Este
estudo ilustra a utilidade da analise de componentes principais (CPA) para a classificacdo e
processamento de um conjunto de dados grande e complexos de qualidade da &gua,
identificacdo de fontes de poluicdo latentes e suas variagbes espaco-temporais, e a
determinacdo dos parametros significativos correspondentes na qualidade da agua do rio.
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Tabela 5: Matriz do peso fatorial das variaveis fisicas e quimicas nos trés componentes principais
selecionados.

CP1 CP2 CP3
CE -0.921 -0.2658 0.0466
T -0.1217 0.5254 0.5704
SDT -0.9031 -0.0176 -0.011
pH 0.1514 -0.6872 -0.0763
0s 0.8944 0.3461 0.0103
oD 0.8982 0.294 0.0123
Turb -0.7816 0.5078 -0.3012
Cor -0.8432 0.4329 -0.0018
NO;s -0.7477 0.4857 -0.3548
NO, -0.7528 0.3822 0.046
S0 -0.5623 0.7251 0.1786
DBO -0.7293 -0.4924 0.0024
Cl -0.7347 0.4566 -0.4224
PT -0.8509 -0.2317 -0.2565
Fe -0.5141 -0.3796 -0.5161
Zn -0.6824 -0.2332 0.407
Cr -0.6915 -0.5594 0.2039
Cu -0.4832 0.0634 0.832
Al -0.8639 -0.258 0.2835
Autovalor 10.05 3.46 2.07
% variancia explicada 52.92 18.43 10.92
% variancia acumulada 52.92 71.16 82.27

No CP1, as variaveis OS e OD contribuiram positivamente e CE, SDT, turb, cor,
nitrato, nitrito, DBO, CI, PT, Zn, Cr e Al, negativamente; todas apresentaram um peso
superior a 0.68, indicando que estas variaveis sdo as mais significativas na definicdo da
qualidade da agua estudada conforme apresentado por este eixo. No CP2, sulfato, turb e T
contribuiram positivamente, e pH, Cr e DBO, negativamente. E para a 0 CP3, as variaveis T,
Zn e Cu tiveram contribuicdo positiva, enquanto que Fe e CI contribuiram negativamente.
Como pode ser visto na Tabela 5, o CP1 sofre contribuicdo da maioria das variaveis
analisadas, impedindo assim a sua interpretagdo hidroquimica de forma mais especifica. Bem
como, o CP2 possui variaveis que mais explicam esse eixo, como pH, sulfato, Cr, T, porém
ndo explicam suficientemente uma possivel acdo antropogénica da cidade no ambiente e 0

tipo de atividade humana que afeta o rio.
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Em geral, a matriz do peso fatorial (Tabela 5) apresenta dificuldades na identificagcdo
das variaveis mais significativas, em decorréncia de valores muito proximos entre si (Andrade
et al.,, 2007). Para suplantar essa limitacdo, aplicou-se a transformacdo ortogonal pelo
emprego do algoritmo varimax (Tabela 6). Estudos realizados por Palacio (2004), Moura et
al. (2010), Razmkhah et al. (2010), Juahir et al. (2011) e Ogwueleka (2015) obtiveram uma
matriz de mais facil interpretacdo com a aplicacdo do algoritmo varimax na elaboracdo da
matriz transformada. A adocdo da matriz transformada, neste estudo, gerou mudancas
significativas em relacdo a matriz original (Tabela 6). Pode-se observar uma melhor
distribuicdo da variancia total entre as trés componentes. Comparando-se as tabelas 5 e 6,
verifica-se uma reducdo do percentual da variancia total explicada pelo CP1 e um
consequente aumento do percentual da variancia explicado pelos CP2 e CP3, sem ocorrer
variacgdo do total explicado pelo modelo, como afirmavam Monteiro e Pinheiro (2004).

Tabela 6: Fatores dos trés CPs da matriz transformada pelo método ortogonal Varimax.

VF1 VF2 VF3
CE 0.892452 0.351003 0.083916
T -0.165530 0.248767 0.728988
SDT 0.723198 0.531849 0.114870
pH 0.294752 -0.554759 -0.320772
(OF] -0.912858 -0.298694 0.002329
oD -0.882841 -0.339638 -0.013316
Turb 0.265313 0.942752 0.003237
Cor 0.391699 0.822935 0.261881
NO3 0.241129 0.931119 -0.064776
NOy 0.325980 0.728061 0.262099
S0 0.017598 0.790169 0.496476
DBO 0.873193 0.094974 -0.059462
Cl 0.246940 0.923953 -0.124734
PT 0.784379 0.437348 -0.195014
Fe 0.571244 0.228954 -0.544539
Zn 0.715238 0.114394 0.386785
Cr 0.927963 -0.056575 0.056366
Cu 0.440967 0.035674 0.856599
Al 0.859640 0.262304 0.293341

Autovalor 7.50 5.76 2.36

% variancia explicada 39.50 30.31 12.46

9% variancia acumulada 39.50 69.81 82.27
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A rotacdo dos eixos das CPs (cargas superiores para cada uma das componentes estao
em sublinhado) pode conseguir uma representacdo mais simples e mais significativa dos
fatores subjacentes, pois diminui as contribui¢cbes de variaveis com menor importancia e
aumenta as mais significativas (Massart, 1998; Sharaf et al., 1986). Por conseguinte, 3
varifatores (VF) foram extraidos, explicando 82.27% da variancia. Deve ser notado que a
rotacdo resultou num aumento do numero de fatores necessarios para explicar a mesma
quantidade de variagdo no conjunto de dados original. Portanto, os dois primeiros varifatores
utilizados para representacao grafica, explica menos variacdo do que o apresentado antes da
rotacdo. No entanto, pequenos grupos de variaveis podem ser agora associado a fatores
rotacionados individuais com um significado mais clararamente hidroquimico (Vega et al.,
1998).

Varifator 1 explicou 39,5% da variancia total e é altamente contribuido por CE, SDT,
DBO, PT, Zn, Cr e Al positivamente; e OD e OS, negativamente. Observa-se que turb, cor,
nitrato, nitrito e Cl deixaram de contribuir no VF1. Este eixo pode ser interpretado como o
varifator das variaveis fisicas e quimicas dos indicadores fisico-quimicos da qualidade da
agua, além de ser o eixo que explica a contamina¢do ambiental por metais pesados, com pesos
acima de 0,70. Este VF representa a influéncia de poluentes orgénicos relacionados,
principalmente, com atividades humanas, tais como efluentes domésticos e industriais. As
variaveis fosforo total, condutividade, TDS e turbidez indicam a entrada de material al6ctone
no ecossistema (Pinto-Coelho et al., 2005), somado aos baixos niveis de OD e nitrato,
resultado na desnitrificacdo e aumento do nitrogénio total, indicam a ocorréncia de
eutrofizacdo do ambiente hidrico (Macédo, 2003). A contribui¢do do PT (peso = 0.78) no
VF1 mostra como o ambiente sofre forte pressdo antrépica, principalmente por uma grande
descarga de esgotos domésticos em pontos dentro (P3 a P5) e depois da cidade (P6). A
contribuicdo negativa de OD e OS no VF1 separou claramente os pontos antes da cidade dos

pontos dentro e depois da cidade (Figura 3).
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Figura 3: Escores dos dois primeiros varifatores (VF1 e VF2). Os dois eixos explicam 69,81% da variancia total.
(S) periodo seco; (C) periodo chuvoso.

Varifator 2 explicou 30.31% da variancia total, tendo contribuicdo positiva da turb,
cor, nitrato, nitrito, sulfato e cloro, apresentando peso > 0.72. Observa-se agora, que o0 VF2
apresenta mais variaveis que o respondem, quando comparado a matriz original, onde o pH,
Cr e a T deixaram de contribuir para este eixo. VF2 representa a poluicdo de matéria organica
por atividade agricola. A presenca de nitrato e nitrito em aguas superficiais pode ter sua
origem em fertilizantes organicos, enquanto que o sulfato em fertilizantes quimicos (Kazi et
al., 2009). Estes nutrientes inorganicos podem ser interpretados como representantes de
influéncias de descargas domésticas e depdsitos naturais de erosdo. A presenca de uma
contribuicdo elevada de nitrato, nitrito e sulfato em uma VF tdmbém foi reportada nos estudos
de Kazama e Yonegawa (2002) e Fukasawa (2005). Esse VF, devido a elevada contribuicdo
da cor e turb, pode também representar ou expressar o efeito do escoamento superficial, com
uma carga de sedimentos oriundos das areas agricolas e contribuicdo de esgotos e residuos
solidos dispostos, inadequadamente, préximos as margens dos cursos de agua (Andrade et al.
2007; Moura et al. 2010). O VF2, também, mostra uma separacéo dos pontos P3, P4 e P6 nos
periodos de seca em relacdo aos pontos P3, P4 e P5 nos peridos de cheia, evidenciando uma
separacao dos pontos dentro e depois da cidade em relagdo ao periodo analisado (Figura 3).

O VF3 explicou 12,46% da variancia total dos dados, com contribuicdo positivada T e

Cu. Este VF representa o efeito sazonal da T sobre os locais de coleta, auxiliando a separagéo



41

dos pontos dentro e depois da cidade em grupos diferentes. Shrestha e Kazama (2007),
Nonato et al. (2007) e Mustapha et al. (2013) apresentaram resultados semelhantes para
varifatores com contribuicdo elevada da T e sugeriram similaridades temporais da qualidade
da agua.

Muitos autores em todo o mundo tém estudado os efeitos locais causados em rios
(Mavukkandy et al., 2014; Vieira et al., 2012; Yang et al., 2010). Xu et al. (2014)
identificaram T, pH, dureza total, OD, NO3 e PT como varidveis significativas afetando as
variacOes espaciais entre locais, e T, pH, e NO, foram identificadas como varidveis
significativas que afetaram a variacdo temporal. Os autores identificaram, ainda, quatro fontes
de poluicéo latentes para as variacdes de qualidade da agua: polui¢do por nutrientes, poluicéo
organica, poluicdo inorganica e poluicdo natural. Li et al. (2014) consideraram trés variaveis
significativas (T, pH e coliformes totais) para distinguir grupos temporais, € cinco variaveis
(T, CE, nitrogénio total, demanda quimica de oxigénio e PT) para a variacdo espacial. Os
autores identificaram, ainda, principais fontes de poluicdo, incluindo as atividades agricolas,
poluicdo natural, residuos industriais e dguas residuais domésticas. Bu et al. (2014) indicaram
que a poluicdo de um rio, no nordeste da China, foi, principalmente, a partir de fontes naturais
e/ou antropogénicas, por exemplo, precipitacdo, aguas residuais domeésticas, escoamento
agricola e descarga industrial. Os resultados desses estudos mostram que cada rio possuli
caracteristica fisica e quimica Unica, devido as suas diferentes caracteristicas naturais e
antrdpicas (Huang et al., 2010) e que os fatores de poluicdo, que desempenham papéis
importantes para influenciar a qualidade da agua do rio em um determinando ambiente, pode
ndo ser importante para explicar em outro.

Assim, a CPA realizada, juntamente com o método ortogonal de Varimax, mostrou
que a variacdo do conjunto de dados das variaveis fisicas, quimicas e presenca de metais para
0 rio tropical estudado pode ser explicada em trés VF. O VF1 representou a eutrofizacdo
artificial e a contaminacdo do ambiente por metais pesados, oriundos da poluicdo antrdpica; o
VF2 representou a atividade agricola, poluicdo por matéria organica e escoamento superficial,
e 0 VF3 explicou a diferenca temporal entre os locais de coleta.

2.3.3 Similaridade espacial e formagéo de grupos
A analise de cluster permite o agrupamento de amostras de dgua de um rio, com base

em suas semelhancas fisicas e quimicas. Para analisar melhor as variacfes espaciais e

temporais da qualidade da agua e a similaridade dos locais amostrados, os dados obtidos das
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variaveis fisicas e quimicas do rio Guaribas foram submetidos a analise de cluster pelo
método de Ward. O dendrograma dos locais de coleta nos dois periodos avaliados, mostrou
trés grupos significativos e bem diferenciados (Figura 4). Tal como observados nos estudos de
Wang et al. (2012), Li et al. (2011), Bouza-Deano et al. (2008), e Shrestha Kazama (2007),
onde o0 processo de aglomeracdo forma grupos destacados a partir de locais com

caracteristicas e tipos de fontes naturais similares.
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Figura 4: Dendrograma baseado na andlise de cluster (método Ward's) para os seis locais de coleta (antes — P1 e
P2; dentro — P3 a P5 e depois — P6 da cidade) no rio Guaribas, Brasil, para os periodos de seca (S) e chuva (C).

Os pontos antes da cidade (P1 e P2) formaram o cluster 1. Neste grupo estdo os
pontos, como mostrado pelo IQA, com “boa” qualidade de agua e os mesmos se agruparam
independente do periodo avaliado. Esses pontos representam locais sem influéncia da
principal cidade a margem do rio Guaribas (Picos), nesse caso, locais sem a presenca de
eutrofizacéo artificial e impacto ambiental. A CA mostra claramente também a diferenca entre
o cluster 1 e os clusters 2 e 3.

O cluster 2 é constituido por pontos dentro e depois da cidade no periodo de seca, com
exce¢do ao ponto CP6 (ponto depois da cidade no periodo chuvoso), j& o cluster 3 esta
formado pelos pontos P3, P4 e P5, todos dentro da cidade e com amostras coletadas no
periodo chuvoso. O dendrograma mostrou a separacdo entre pontos ndo influenciados pela

acdo antropogénica da cidade de pontos com forte influéncia dessa contaminacdo organica
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humana, evidenciando também a separacdo dos pontos dentro da cidade (P3, P4 e P5) em
relacdo ao periodo de coleta, além de mostrar que o ponto depois da cidade — P6,
independente do periodo, se mostrou similar durante os 02 anos de coleta.

Estudos, como de Singh et al. (2004); Razmkhah et al. (2010); Phung et al. (2015),
utilizaram CA para avaliar similaridades temporais e espaciais em rios. Muangthong e
Shrestha (2015), utilizando analise de cluster para estudar a qualidade da agua dos rios
Nampong e Songkhram, Tailandia, agruparam, 13 locais de amostragem do rio Nampong em
dois clusters, e cinco pontos de amostragem do rio Songkhram em trés grupos com base na
semelhanca das suas caracteristicas de qualidade da agua.

A CA foi util agrupando os diferentes locais em relacdo aos periodos analisados,
porém ndo conseguiu distinguir as variaveis fisicas e quimicas que influenciam na formacéo
desses grupos. Assim, foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) para identificar
diferencas entre os periodos e entre os locais de coleta e uma andlise descritiva com box-plots
para avaliar as variacdes espaciais e temporais nos parametros de qualidade da dgua (Figura 5
e 6). Varidveis que mais contribuiram para a explicacdo dos dados através da CPA (T, CE,
SDT, OS, OD, turb, cor, nitrato, nitrito, DBO, CI, PT, Al, sulfato e Cu) foram selecionados
para explicar melhor as variacdes temporais e espaciais.

ANOVA revelou a existéncia de diferencas temporais e espaciais. Diferencas
significativas temporais foram encontradas para as seguintes variaveis: T, DBO, cor, turbidez,
nitrato, nitrito, sulfato, e Cl. Porém, nenhuma diferenca significante entre periodos de seca e
chuva foram encontradas para CE, SDT, OS, OD, PT, Cu e Al. Nota-se que o rio, durante 0s
dois anos estudados, apresentou-se impactado, com valores de variaveis fisicas e quimicas
acima do permitido pela legislacdo brasileira (CONAMA, 357/2005), independente do
periodo; porém, quando se analisam essas varidveis por periodo, observam-se diferencas
significativas para algumas dessas variaveis. Isto pode esta relacionado com o clima, o indice

pluviométrico e a mudanca do rio de Iéntico para l6tico no periodo chuvoso.
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Figura 5: Box plots das variagbes temporais das variaveis fisicas e quimicas que mais influenciaram nas CP

selecionadas.
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Figura 5: (Continuacdo). Box plots das variacfes temporais das varidveis fisicas e quimicas que mais
influenciaram nas CP selecionadas.

A temperatura é um indicador significativo da variacdo temporal da qualidade da dgua
(Wu et al. 2009). Para o estudo, os valores elevados foram observados no periodo de seca,
com mediana de 29.15 °C, e baixos valores no periodo chuvoso, com mediana de 28.5 C°.
Para o DBO, os valores elevados foram observados no periodo chuvoso, com mediana de 4.6
mg/L, e os baixos valores no periodo de seca, com mediana de 3 mg/L. A mediana mais
elevada de DBO na estacdo chuvosa em relagdo ao seco sugere também poluicdo nesse
periodo, uma elevada carga de matéria organica dissolvida adicionado a partir de recursos
terrestres, tais como aguas residuais domesticas, atividades agricolas relacionadas com
efluentes industriais (Wu et al. 2009).

Para a cor, no periodo de seca, a mediana foi de 434 Uhz, ja para o periodo chuvoso,
baixo valores foram observados com mediana de 105 Uhz. Para turbidez, os maiores valores
foram observados no periodo de seca com mediana de 27.75 NTU, e para o0 periodo de chuva,
a mediana foi de 4.68 NTU. Tanto a cor como a turb podem representar medidas indiretas de
poluicdo no ambiente, ja que os valores de dessas varidveis podem ser influenciadas por
liberacdo de efluentes domésticos, como presentes no rio Guaribas, na regido influenciada
pela cidade, porém podem apresentar valores elevados devido a influéncia de ac¢fes naturais
como escoamento de sedimentos por erosdo. Para NOs e NO;', no periodo de seca foram
observadas as maiores medianas, 3.05 mg/L e 0.04 mg/L, respectivamente; ja& o periodo
chuvoso, medianas 0.40 mg/L e 0.01 mg/L, respectivamente. Para o sulfato, os maiores

valores foram constatados no periodo seco, com mediana de 20 mg/L, e 1.46 mg/l para o
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periodo de chuva. E para o Cl, maior mediana foi encontrada no periodo de seca, 0.37 mg/L, e
mediana de 0.12 mg/L no periodo chuvoso. Medianas elevadas de NO3’, NO;™ e sulfato, no
periodo de seca confirmam escoamento agricola para dentro do rio, devido possiveis
utilizagdes de fertilizantes as margens do ambiente estudado. As maiores diferencas
encontradas entre medianas por periodo foram das variaveis cor, turb e sulfato, permitindo,
assim, explicar a diferenca observada na formacéo dos cluster 2 e 3, diferenciando os pontos
P3, P4 e P5, periodo de seca dos pontos P3, P4 e P5 no periodo de chuvoso.

Em relacdo a escala espacial, e considerando a posicdo do ponto de coleta (antes,
dentro e depois da cidade) observaram-se diferencas significativas para os pontos dentro (P3 a
P5) e depois (P6) da cidade em relagdo aos pontos antes da cidade (P1 a P2) para tais
variaveis: CE, OD, OS, SDT, DBO, cor, turbidez, PT, Cl e Al. Sendo todas essas varidveis
indicadoras de poluicdo ambiental, evidenciando assim, o impacto ambiental em locais
influenciados pela cidade, definindo bem locais ndo poluidos (antes da cidade) de locais

poluidos (dentro e depois da cidade) (Figura 6).
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Figura 6: Box plots das variacOes espaciais das variaveis fisicas e quimicas selecionadas.

P6




47

'%'
|
B

P6

P5

=
1
T

=
|

P4

1
P3
1

P3

— [ =

:
B

P2

j
:

P1

~ © wn < o o~ Lal o
o o o o o o o o o o w w AO., m m
(wdd) opijossia "xo 3 8 3 8 3 8 B <] B <)
n mn < < (3] o™ N N — —

(wdd) sopiajossip sopljos (NLN) zopigm

10
-10

P6

L

P6
(o)

o [[h =

P5
P5

=
?

==

5 .
P1 P2
*
*
== =
P1 P2

1.0
0.9

P4 P5 P6

P2 P3
inuacgéo.

P1

Figura 6: Cont

@ ~ © v s @ N hal = hal 0 =} T} o 0 o 1o} o 0
5] 5] 5] 5} [S] 5] o IS} =] IS} (%] @ LN « — < o S o
(<) (<) (<] IS} IS o o o IS o o o) o 10 o 1 o
(7/6w) olopd © © Y Y — — =) =)

Bw) ojujwnie
VB ouny (/6w) 1d

-0.5



OX.saturado (mg/L)

110

920

80

70

60

50

40

30

20

10

48

1000 —
800

1200

600

CE (uS/cm)

400

é 200
- — =
P5 P6

p1 P2 P3 pa P1 P2 P3 P4 P5

Figura 6: (Continuagdo). Box plots das varia¢Bes espaciais das varidveis fisicas e quimicas selecionadas.

A variagdo espacial das varidveis fisicas e quimicas foi claramente evidenciada de
acordo com a CPA, CA e box e whisker plots uma separacdo de locais ndo poluidos para
locais poluidos por efluentes domésticos e agricolas. As concentracdes de parametros
relacionados com poluicdo antropogénica, como CE, SDT, DBO, cor, turb, PT, Cl e Al, foram
mais elevados em locais poluidos (P3 a P6) do que em locais sem poluicdo (P1 e P2).

Box plots das variaveis fisicas e quimicas selecionadas pela CPA e Anova foram
construidas para avaliar diferentes padres associados com variacGes espaciais na qualidade
da &gua do rio (Figura 6). A variacdo espacial observada no cluster 1 em relacdo aos cluster 2
e 3 foi causada pelas variaveis OD, OS, CE, SDT, DBO, cor, turb, PT, Cl e Al. As maiores
medianas de OD e de OS ocorreram no ponto antes da cidade (P1), com valores de 6.25 ppm
e 80%, respectivamente; enquanto que 0s menores valores de mediana para essas variaveis
foram encontradas no ponto dentro da cidade (P4), com valores de 1,395 ppm e 0.81%,
respectivamente. A baixa concentracdo de OD e OS encontrados nas amostras de dgua nos
locais dentro e depois da cidade (P3 a P6) é extremamente preocupante, uma vez que a falta
de oxigénio podem comprometer a manutencdo e sobrevivéncia da biota aquatica deste
ambiente (Manzano et al., 2015). Estes dados, juntamente com medianas elevadas de CE,
SDT e PT dentro e depois da cidade (P3 a P6), confirmam a contaminacao e degradacéo do
ambiente pelo langamento de efluentes domésticos e agricolas pela cidade.

Portanto, os resultados das variagOes temporais e espaciais mostram a presenca da
acdo antropogénica e consequente poluicdo no ambiente aquéatico analisado, dentro e depois
da cidade independente do periodo, apresentando uma elevada eutrofizacao artificial (PT com

medianas com valores de 2.88 mg/L) nesses pontos, e que suas aguas ndo chegam a cidade

P6
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com a presenca de contaminacdo ambiental, j& que os pontos P1 e P2, antes da cidade,
apresentaram variaveis aceitaveis pela legislacdo vigente do Pais, e os IQAs foram

considerados como “bons”, de acordo com a classificacdo da CETESB (2005).

2.4 CONCLUSAO

Neste estudo, os dados de qualidade de &gua utilizados permitem concluir que o
ambiente apresenta-se impactado por processos antropogénicos, destacando para a degradacao
do rio Guaribas os efluentes domésticos e agricolas liberados pela principal cidade a sua
margem, Picos. O estudo confirmou a hipotese inicial do trabalho sobre a influéncia da cidade
de Picos na formacdo de grupos distintos entre locais ndo poluidos, pontos antes da cidade, e
locais com forte eutrofizacdo artificial, pontos dentro e depois da cidade. Estes com IQAs
considerados como ruins, o que confirma o processo de contaminacdo ambiental. Essas
variacOes espaciais eram esperadas, devido a presenca de populacdes ribeirinhas, agricultura
local as margens do rio, mecénicas e lavadores de carros, além das condi¢des climaticas da
regiao, levando o rio, na maior parte do ano, a um estado léntico.

A hipdtese inicial do estudo baseiava-se no fato de encontrar alteracdes espaciais
mais marcantes por causa da cidade do que a sazonalidade ter uma importante influéncia nas
caracteristicas e qualidade do ambiente, j& que o rio encontra-se numa regido com indices
pluviométricos baixos e temperatura com estreitas variacbes. A PCA, CA e a ANOVA
mostraram a presenca de diferencas entre o periodo de seca e chuva na regido sendo
determinadas por variaveis como a T, DBO, Cu, turb, nitrato, nitrito, sulfato e Cl,

Além disso, este estudo mostrou a utilidade de técnicas de estatistica multivariada para
a classificacdo e processamento de uma grande matriz de dados complexos de parametros de
qualidade da &gua, identificacdo de fatores/fontes de poluicdo e suas variacGes espaco-
temporais, e a determinacdo das variaveis fisicas e quimicas significativamente
correspondentes para qualidade da dgua do rio. Ademais, sobre a qualidade da agua, mostra,
nesse caso, a necessidade de um acompanhamento constante com programas de
monitoramento por parte das autoridades, melhorando as condi¢fes ambientais do rio em
locais considerados impactados, principalmente se considerar que 0 mesmo apresenta-se
poluido apds a cidade de Picos, levando essa contaminagdo para outras cidades e para outros

ambientes aquaticos.
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3 ECOTOXICOLOGIA E GENOTOXICIDADE NA AGUA SUPERFICIAL DE UM
R10 TROPICAL

RESUMO

Rios tropicais, em geral, estdo sobre intenso impacto de agdes antropicas e sdo utilizados,
prinpalmente, para abastecimento, irrigacdo e psicultura. Assim, esse estudo utilizou o
sistema teste Allium cepa e o teste de micronicleo em peixes a fim de avaliar os efeitos dessa
acdo humana sobre um rio tropical, no semiérido brasileiro, em periodos de seca e chuva, em
2014, com parametros para toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade. Variaveis
toxicogenéticas, como crescimentos de raizes, indice mitotico, aberracdes cromossémicas,
morfologia nuclear, apoptoses e micronucleos, foram observadas em células vegetais e
animais expostas as amostras de agua superficiais do rio, coletadas em locais antes, dentro e
depois da cidade de Picos, Estado do Piaui. A presenca de metais pesados e cianobactérias no
ambiente aquéatico foram avaliadas para explicar a qualidade da agua, como também possiveis
danos ao ciclo celular e a0 DNA. Os resultados mostraram efeitos citotoxicos e mutagénicos
para amostras de agua coletadas, independente do periodo, com o dano genético apresentando
correlacdo positiva para metais pesados. Ainda, espécies de cianobactérias mutagénicas foram
encontradas em pontos distribuidos ao longo do rio. Esses resultados apontam para a
deteriorizacdo da qualidade da agua do rio Guaribas causada pela contaminacdo quimica,
incluindo a acdo dos metais, e presenca de cianobactérias, com riscos de instabilidade
genética para o ecossistema aquatico e satide humana, sendo necessario estabelecer programas
de biomonitoramento toxicogenético para a qualidade da agua do rio Guaribas.

Palavras-chave: Toxicologia aquatica, Metais, Cianotoxinas, Dano genético
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ECOTOXICOLOGY AND GENOTOXICITY IN SURFACE WATER OF A
TROPICAL RIVER

ABSTRACT

In general, tropical rivers are under strong impact of human activities being mainly used for
water supply, irrigation and fish farming. Thus, this study used Allium cepa test system and
the micronucleus test in fish to evaluate the effects of human action on a tropical river in the
Brazilian semi-arid region, during dry and rainy periods of 2014, using parameters for
toxicity, cytotoxicity and mutagenicity. Toxicogenetic variables, including root growth,
mitotic index, chromosomal aberrations, nuclear morphology, apoptosis and micronuclei,
were analyzed in plant and animal cells exposed to river surface water samples taken in sites
upstream, within and downstream of the city of Picos, State of Piaui. The presence of heavy
metals and cyanobacteria were analyzed to explain water quality and possible damages to cell
cycle and DNA. Cytotoxic and mutagenic effects were detected for water samples collected,
regardless of the period; and the genetic damage was positively correlated with heavy metals.
Mutagenic cyanobacteria species were observed in sites distributed along the river. These
results indicate the deterioration of water quality of the Guaribas River, caused by chemical
contamination, including the action of metals, and presence of cyanobacteria, with risks of
genetic instability to the aquatic ecosystem and human health, being necessary to establish
toxicogenetic biomonitoring programs for the water quality of the Guaribas River.

Key words: Aquatic toxicology, Metals, Cyanotoxin, Genetic damage
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3.1 INTRODUCAO

O rio Guaribas esta localizado no nordeste do Brasil, na regido do semiarido na parte
ocidental do estado do Piaui. E o principal rio da sua bacia hidrografica. Considerado
temporario, por possuir fluxo superficial somente no periodo chuvoso, é o principal
reservatorio de agua para o municipio de Picos e mais 30 municipios da microrregido do
estado do Piaui, Brasil (Veloso et al. 2014). A regido sudeste do estado, onde esta localizado é
caracterizada por indices pluviométricos baixos e pela irregularidade das chuvas, resumindo
sua distribuicéo a apenas trés meses do ano (Andrade-Junior 2006).

Nos ultimos anos, este ambiente aquético vem sofrendo com agdes antropogénicas
desenfreadas com énfase a cidade de Picos, a principal cidade a sua margem. E nesse ponto
urbano que o rio Guaribas é atingido por diversos problemas, como despejo de esgoto
residencial e hospitalar sem tratamento, deposicéo de lixo doméstico, derrubada da mata ciliar
e ocupacdo desordenada do seu leito, resultando em problemas como assoreamento,
alagamentos, transmissdo de doencas, aceleracdo da evaporacdo do espelho de &gua e
superaquecimento das areas mais densamente povoadas (PLANAP 2014). As acoes
antropogénicas muitas vezes sdo prejudiciais para 0 ecossistema, podendo persistir no
ambiente e afetar ndo sé a fauna e flora associadas a eles, mas seres humanos (Manzano et al.
2015).

Ambientes aquaticos, que muitas vezes servem como receptores temporarios ou finais
de uma grande variedade e uma alta quantidade de contaminantes acabam servindo como um
meio de transporte para varias substancias toxicas, 0 que consequentemente contamina toda a
bacia hidrografica (Marinelli et al. 2000). Muitos desses compostos toxicos liberados tém a
capacidade de interagir com o material genético, podendo causar alteracBes ou danos ao
DNA, sendo designados como agentes citotdxicos, genotdxicos e/ou mutagénicos (Akinboro
et al. 2011). A presenca de agentes contaminantes no meio ambiente causam problemas de
salde ao homem, incluindo alguns tipos de cancer (Fatima e Ahmad 2006). Assim, é
extremamente importante que ensaios genotoxicos e mutagénicos sejam empregados para
monitoramento ambiental e avaliacdo de riscos para identificar os efeitos dos poluentes nos
organismos aquaticos e na saude humana (Kern et al. 2015).

Na avaliacéo de efeitos toxicos e genotdxicos de substancias quimicas ambientais, sdo
utilizados, atualmente, diferentes sistemas-teste. Entre os sistemas bioldgicos, as plantas séo,
de acordo com Grant (1994); Leme e Marin-Morales (2009), consideradas excelentes

bioindicadores de genotoxicidade, tanto pela sua alta sensibilidade em detectar agentes
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mutagénicos em diferentes ambientes como pela capacidade de avaliar esses efeitos por meio
de diversos mecanismos genéticos, a partir de mutacbes pontuais e aberracOes
cromossémicas.

Entre as plantas, a espécie Allium cepa é reconhecida como um dos melhores sistemas
teste utilizados na avaliacdo do potencial genotoxico de substancias ambientais, devido a sua
alta sensibilidade, boa correlacdo com outros sistemas-teste, facil manuseio, baixo custo, e por
ter cromossomos grandes em ndmero reduzidos (2n=16) (Fiskesjo 1985; Leme e Marin-
morales 2009; Siddiqui et al. 2011). J& os peixes, como bioindicadores, sdo uma ferramenta
bioldgica conveniente e especifica para avaliagdo da genotoxicidade de poluentes aquaticos
(Bolognesi e Hayashi 2011; Ergene et al. 2007; Klauck et al. 2013).

Danos genéticos a nivel cromossémico implicam alteracbes no nimero e/ou na
estrutura dos cromossomos e tais alteragbes podem ser avaliados por meio de aberragoes
cromossémicas (AC) ou frequéncia de microndcleos (MN). O estudo de danos no DNA ao
nivel cromossémico é uma parte essencial da genotoxicologia porque AC é um acontecimento
importante no desenvolvimento de mutacGes. Assim, 0 ensaio de MN em peixes tem
emergido como um dos métodos preferidos para avaliar danos genéticos em estudos de
ecotoxicologia aquatica, pois permitem mensurar perdas e quebras cromossdmicas por esses
poluentes aquéticos de forma confiavel (Cavas e Ergene-Gozukara 2005; Tsangaris et al.
2011).

Assim, preocupados, com o impacto ambiental e a saide humana, inimeros trabalhos,
sdo realizados no sentido de detectar a presenca de poluentes no ambiente aquatico e seus
possiveis efeitos genotdxicos. Entretanto, pouca atencdo ainda é dada a presenca de agentes
genotdxicos e mutagénicos na regido do semiarido (Marcon et al. 2010), a exemplo do
observado em Picos, que, como uma cidade em crescimento socioecondémico, vem alterando
por acbes antropogénicas o rio Guaribas. Ainda ndo existem relatos toxicogenéticos sobre
esse ambiente aquatico, mas alguns indicativos quimicos e biolégicos apontam para
problemas ambientais, por poluentes, como metais, cianotoxinas e contaminantes organicos
de origem urbana e hospitalar. O estudo teve como objetivo avaliar o potencial toxicogenético
de aguas superficiais do rio Guaribas, em diferentes pontos e periodos do ano, utilizando o

sistema-teste Allium cepa e o teste de micronucleos em peixe.



60

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Area de estudo e pontos de coleta

Para avaliacdo toxicogenética sobre a qualidade da agua do rio Guaribas, a partir de
indicios sobre a influéncia da cidade de Picos para o ambiente aquético em estudo, foram
definidos pontos para coletas de amostras de agua, antes, dentro e depois da cidade, como
caracterizados a seguir: Como controle negativo foram usadas amostras de dgua da Barragem
de Bocaina, localizada a 32 km antes da cidade de Picos (06° 56' 33" S e 41° 19' 21" W); P1
(ponto 1): antes da cidade de Picos (municipio de Sussuapara) (07° 03° 864 S e 41° 25° 788”
W); P2 (ponto 2), (07° 04* 964” S e 41° 27’ 879” W), P3 (ponto 3), (07°C 05* 3135” S e
041°C 28’ 007” W); P4 (ponto 4) (07° 05° 487 S e 41° 28’ 678” W), locais dentro da cidade
e P5 (ponto 5), (07° 06* 047 S e 41° 29’ 145”), local depois da cidade de Picos (municipio de
Aroeira) (Figura 1). Os pontos dentro da cidade foram definidos de forma que ficassem
igualmente distantes e proximos a locais com agua proveniente de pequenos corregos que
recebem efluentes de esgotos domeésticos, dejetos hospitalares, postos de gasolina e locais
onde ha a presenca constante de populaces ribeirinhas. Ja 0s pontos antes e depois da cidade

foram igualmente distantes para a entrada e saida da cidade, respectivamente.

As coletas de agua foram realizadas nos meses de fevereiro e setembro de 2014,
periodos de chuva e seca na regido Nordeste do Brasil, respectivamente. As amostras de aguas
foram na sub-superficie (0,25cm), com auxilio de garrafas plasticas de polietileno de 1.5 L e
galdes de 150 L, previamente descontaminados, por varias lavagens com agua destilada e
assepsia com acido cloridrico a 10%. Todas as amostras de 1.5 L foram estocadas em isopor
com gelo e levadas imediatamente para o Laboratério para serem estocadas a 4°C, e
posteriormente utilizadas para analise quimica, presenca de cianobactérias e avaliacdo
toxicogenética utilizando o bioensaio Allium cepa. J& as amostras, para o teste de MN em
peixes, foram colocadas imediatamente nos aquarios previamente identificados para 0s

diferentes pontos de coleta.
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Figura 01: Localizacdo Geogréfica da regido de estudo e dos pontos amostrais (Ponto 1 — antes da cidade; Ponto
2 a Ponto 4 — dentro da cidade; Ponto 5 — Depois da cidade) do rio Guaribas, Picos-Pl/Brasil. (Adaptado Google
maps).

3.2.2 Teste Allium cepa

Para caracterizar o potencial toxicogenético da agua do rio, o teste A. cepa foi
conduzido, de acordo com Guerra e Souza (2002). Inicialmente, os bulbos de uma Unica
variedade (Baia Periforme) e de um mesmo lote foram germinados em agua destilada, durante
48 horas, a temperatura ambiente, em laboratério. Ap6s a germinacdo, as raizes foram
expostas as amostras de agua coletadas nos tempos de exposicdo (TE) de 48, 72 e 168 horas.
Apbs cada TE, as raizes foram medidas com o auxilio de régua sendo desprezadas aquelas
muito curtas ou muito longas, e o tamanho das raizes foi utilizado como avaliacdo de
toxicidade. ApoOs a mensuragao, as raizes foram recolhidas e fixadas em etanol-acido acético
(3:1), durante 24h. Depois de fixadas, as raizes foram lavadas em agua destilada e
hidrolisadas em HCI 1M a 60 ° C, durante 10 minutos e coradas com orceina acéticaa 2 %. O
potencial mutagénico foi avaliado por meio de andlise de alteragdes cromossdmicas e de
micronucleos nas células meristematicas de A. cepa, observando 1000 celulas por bulbo. O

potencial citotoxico foi determinado pelo indice mitético (IM). O IM de cada bulbo foi
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definido como o nimero de células em divisdo por 1000 células. As anélises foram realizadas
em microscépio optico 400X. RepeticBes de cinco bulbos foram analisadas para cada local de
coleta. O controle positivo (CP) usado para o teste de Allium cepa foi o sulfato de cobre
0,0006 mg/ml diluido em agua destilada.

3.2.3 Teste do micronucleo (MN) e Anormalidades nucleares (AN)

A espécie Oreochromis niloticus (tilapia) foi o sistema-teste animal utilizado para os
ensaios in vivo em condi¢des de laboratorio. Os animais foram aclimatados (29 + 2 °C, pH 7,8
+ 0,3) e posteriormente transferidos para aquarios contendo amostras de agua dos diferentes
pontos nas mesmas condi¢des anteriores. Cada aquario com capacidade de 40 L recebeu um
exemplar que permaneceu exposto a dgua do rio durante os tempos de exposi¢do 03, 06 e 09
dias. Foram utilizados 03 organismos por ponto e por grupo controle, totalizando 21
exemplares.

Ap0s o periodo de exposicdo, foi retirado de cada animal 0,5ml de sangue, por meio
de puncéo branquial com auxilio de seringas heparinizadas, para a realizacédo do teste do MN.
O bioensaio foi conduzido de acordo com Da Silva Souza e Fontanetti (2006). As laminas
foram preparadas com esfregacos de sangue de peixes e fixadas em metanol, durante 10
minutos, sendo finalmente coradas com Giemsa 10 %. Um total de 3.000 células foram
analisadas para cada individuo utilizando microscopio Optico com uma ampliacdo de 1000X.
Os microndcleos e alteracbes morfoldgicas nucleares encontradas nos eritrocitos dos peixes
foram caracterizados de acordo com Carrasco et al. (1990). O controle positivo usado para o
teste MN em peixes foi a ciclofosfamida na concentragdo de 4 mg/L, injetado
intraperitonealmente, abaixo da nadadeira peitoral (Bolognesi e Hayashi 2011). O estudo foi
aprovado pelo comité de Etica Animal da Universidade Federal do Piaui com o nmero:
108/14.

3.2.4 Anélise quimica da agua

Os niveis de ferro, niquel, cAdmio, zinco, cobre e cromo foram determinados por
espectrofotometria em chama de absor¢cdo atdmica de acordo com APHA (2005).
Imediatamente depois da coleta, as amostras de agua foram acidificadas e posteriormente
submetidas a digestdo acida e subsequente concentracao para leitura em espectrofotdmetro de

absorcao atdbmica (modelo Varian-AA50B). Cada amostra foi quantificada em triplicata. Ja o
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aluminio foi quantificado pelo Standard methods for the examination of water and wastewater
(Rice et al. 2012).

3.2.5 Andlise de cianobactérias

Duas amostras de 250 mL de &gua, por ponto e periodo de coleta, foram coletadas para
identificacdo e quantificacdo das cianobactérias. Essas analises foram realizadas no
Laboratorio de Fitoplancton, no Ndcleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura
(Nupélia), da Universidade Estadual de Maringd (UEM), e utilizando a técnica de
microscopia de luz (Microscépio Nikon Eclipse 200), seguindo o metodologia descrita pela
Associacdo Americana de Saude Publica (APHA 2005), e adaptada por Marcon et al. (2010).

3.2.6 Andlise estatistica

Para iniciar as analises estatisticas, foram realizados testes de normalidade (Teste de
Kolmokorov — Smirnov) e homocedasticidade (Teste de Levene) para saber se seriam usados
testes parameétricos ou ndo paramétricos para resolucdo dos mesmos. Os dados se
apresentaram com distribuicdo normal e homogéneos. Assim, para detectar diferencgas
estatisticas na avaliacdo toxicogenética entre os periodos e entre 0s locais de coleta analisados
foi utilizado Nested RM-MANOVA, com pos teste de Tukey. Correlacdo de Pearson e
Regressdo simples foram utilizadas para avaliar a relacdo entre os danos genotdxicos e 0s
metais acumulados, como também, entre os danos genotdxicos dos dois testes utilizados.
Todos os dados foram analisados com o software STATISTIC 6.0, e os resultados das
andlises foram considerados significativos quando p < 0,05.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Efeitos toxicogenéticos
3.3.1.1 Avaliacéo da toxicogenética com o Teste Allium cepa

A caracterizagédo toxicogenética de amostras das aguas do rio Guaribas foi monitorada
por pardmetros macroscopicos e citogenéticos: Tamanho das raizes (TR): indice mitético
(IM), e Alteragcdes cromossdmicas (AC). Diferencas estatisticamente significantes para TR,

IM, mas ndo para AC, foram observadas em relacdo aos periodos de chuva e seca, com
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indicativos de efeitos toxicos e citotoxicos. O controle negativo e o Ponto 1 (P1) nédo
apresentaram citotoxicidade e mutagenicidade, em meristemas de raizes de Allium cepa,
porém amostras de agua dos pontos localizados dentro (P2 a P4) e depois da cidade (P5) da
cidade de Picos apresentaram-se citotdxicas e mutagénicas em pelo menos um tempo de
exposicdo (TE), no periodo estudado, quando comparados com CN e o P1 (Tabela 1) (Figura
2).
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Tabela 1: Tamanho das raizes (TR), indice mitético (IM), e alteragcdes cromossdmicas (AC) (média + desvio
padrdo) de espécimes de Allium cepa expostas as dguas de diferentes pontos do rio Guaribas (Picos — P1/Brasil).

Periodo Ponto TE IM TR AC
CN 12,10 + 0,50 4,20+ 0,70 7,00 £ 2,80
P1 11,04 + 0,90 3,40 + 0,30 9,60 + 3,30
P2 10,04 + 1,60 3,00+£080 29,60+ 3,30®
P3 48 hs 11,50 + 0,60 2,00+0,20° 43,80 +5,30®
P4 8,20+ 1,20 2,40 + 0,40 15,00 + 4,40
P5 6,10 + 2,10 2,80 0,40 10,80 + 1,80
CP 12,50 + 1,10 380+020 24,80 +5,10®
CN 13,70 + 1,30 6,10 + 0,70 11,80 + 2,20
o P1 9,40 + 2,60 5,20 + 0,50 6,40 + 4,10
2 P2 8,30 + 0,80° 5,10 + 0,60 26,80 + 2,50%
> P3 72 hs 5,00 + 1,80% 3,30 + 0,90° 28,60 + 5,707
T P4 5,60 + 2,00% 4,40 + 0,30 20,00 + 2,40
O P5 6,40 + 0,80° 5,30 + 0,30 13,40 + 1,90
CP 9,30 + 1,10° 3,90 + 0,20° 36,60 + 6,10%
CN 13,80 + 1,30 8,90+ 1,30 11,20 + 3,40
P1 9,40 + 0,60 7,90 + 0,50 12,00 + 3,60
P2 8,10 + 1,50° 6,60 +1,60° 23,60+ 7,40
P3 168 hs 5,00 + 1,90° 5,70 + 1,10° 38,00 + 8,40%
P4 6,90 + 0,80° 7,30 £ 0,50 25,40 + 6,30
P5 2,50 + 0,90% 7,50 £ 0,70 15,80 + 1,50
CP 7,60 * 1,20° 6,70 £0,30° 49,80 + 1,10%
CN 15,10 + 0,30 1,70 £ 0,50 5,20 + 1,80
P1 13,80 + 0,40 1,90 + 0,40 8,00 + 2,40
P2 9,20 +1,10° 1,10 + 0,10 32,00 + 6,407
P3 48 hs 10,90 + 0,20 1,20 + 0,50 46,40 + 4,70
P4 10,70 £ 0,30 1,2 0+ 0,30 12,20 + 3,40
P5 11,50 + 0,50 1,60 + 0,20 8,40 + 1,00
CP 12,50 + 1,10 1,20+0,20 33,00 + 4,00
CN 15,70 + 0,80 2,90 £ 0,60 12,20 + 2,90
P1 13,40 + 0,10 2,70 £ 0,60 13,20 + 1,50
o P2 5,90 + 2,60%° 1,70+ 0,10 31,6 0+ 3,90%
< P3 72 hs 7,70 + 2,50 1,20£0,20° 34,80 +9,00°
n P4 10,50 + 1,80° 2,00 £ 0,30 19,00 +3,20
P5 10,60 + 2,30° 1,40 £ 0,40® 23,60 * 2,40°
cP 9,30 + 1,10%® 1,10+ 0,01* 44,60 + 7,50%°
CN 11,40 + 0,90 9,00 + 0,80 10,80 + 1,00
P1 13,60 + 0,90 9,10 + 1,20 13,60 + 3,10
P2 7,40 +2,50 8,00 + 1,30 18,80 + 4,20
P3 168hs 5,10 + 0,80% 6,50 + 1,20 44,00 +5,60%°
P4 2,50 + 0,80% 6,60+ 1,10 30,00 + 4,80%
P5 9,30 + 3,10 8,60 + 0,50 24,60 + 4,80°
CP 7,60 +1,30° 6,50 + 0,20 61,00 + 4,80%

CN: Controle negativo; CP: 4gua destilada com sulfato de cobre, 0.0006 mg/mL; TE: Tempo de exposicao.
Nested RM-MANOVA — seguido do Teste de Tukey. ®: Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo,
p < 0,05. *: Diferenca significativa em relagdo ao Ponto 01, p < 0,05.
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Figura 2: AlteragBes cromossomicas encontradas em células meristematicas de A. cepa ap6s a exposicdo a
amostras de agua coletadas em diferentes locais do rio Guaribas. A: Células interfasicas com micronucleo (MN);
B: c-metéfase; C: Anéafase com quebra cromossdmica; D: Anafase com ponte cromossdmica; E: Anéafase
multipolar; F: Anadfase com cromossomo solto; G: tel6fase com ponte cromossdmica; H: Tel6fase com perda
cromossémica.

3.3.1.2 Avaliacéo das frequéncias de microntcleos e de anormalidades nucleares em
O.niloticus

A andlise da frequéncia de MN e AN foram executadas para detectar poluentes
liberados pela acdo antropogénica da cidade de Picos capazes de promover mutagdes
cromossémicas, morte celular e alteracGes nucleares em eritrcitos de O. niloticus expostos a
amostras de aguas do rio Guaribas. O periodo chuvoso ndo diferiu estatisticamente do periodo
de seca, em relagdo ao total de danos celulares. A comparagdo dos tempo de exposigdes (TE)
entre os periodos mostrou diferenca estatistica apenas para o primeiro tempo analisado (3
dias). Como mostrado na Tabela 2, para o periodo chuvoso, o P3, P4 e P5 foram citotdxicos e
mutagénicos pelo menos em um TE analisado. Ja para o periodo de seca, todos 0s pontos
dentro da cidade, P2 a P4, mais o P5 apresentaram também citotoxicidade e mutagenicidade

de suas aguas superficiais.
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Tabela 2: Médias e Desvio Padrdo (DP) do total de danos celulares (cromossdémicos + nucleares) em

eritrocitos de O. niloticus submetidos a amostras de adgua coletadas nos cinco pontos do rio Guaribas (Picos-
P1/Brasil) e controles negativo (CN) e positivo (CP).

Periodo chuvoso/ 2014 Periodo de seca /2014
(Média + DP) (Média + DP)
TE TE
Ponto 3 dias 6 dias 9 dias 3 dias 6 dias 9 dias

CN | 1400+320 3040+350 31,70+570 | 34004370  40,90+400  53,10+4,10
Pl | 1300+340 2630+560 41,10+4,70 | 28,003,550  3870+6,00 49,10+5,10
P2 | 26,00+7,30 3680+690 37,10+650 | 43,80+7,00 53,30+540® 65,20 +9,00®
P3 | 29,30 +5,40® 57,10+ 7,60 70,80+ 7,20 [70,30+9,10° 58,40 + 6,20® 73,10 + 5,40®
P4 | 29,80+ 12,70 59,40 + 6,20 91,40+ 7,30 | 53,10 +590®  40,00+510 54,80 + 2,90

PS5 20,80+6,40 39,70+6,60 62,10 +4,70* | 50,70 + 6,00® 48.00+8,80 57,40+ 6,00

cP 22,70+3,30 83,30+8,00°9270+7,40®° | 4520+6,40 74,20 +6,40® 102,60 + 6,40%
CN: Controle negativo; CP: 4gua destilada com ciclofosfamida a 4 mg/L; TE: Tempo de exposi¢do. Nested

RM-MANOVA - seguido do Teste de Tukey. * Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo, p <
0,05. ”: Diferenca significativa em relacéo ao Ponto 01, p < 0,05.

A presenga de MN e os tipos de alteragdes nucleares encontradas foram: brotos

nucleares, eritrocitos exibindo fatores de morte celular (ndacleo vacuolado, fragmentacédo

celular, caridlise e citoplasma vacuolado), além de eritrocitos com AN, classificados, de
acordo com Carrasco et al. (1990), como notched, lobed e blebbed (Figura 3) (Tabela 3).

-
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Figura 3: MN, fatores de morte celular e AN encontradas em eritrocitos de O. niloticus expostos a agua de
diferentes pontos do rio Guaribas (Picos-PI/Brasil). (A) células normais; (B) microntcleo (MN); (C) broto
nuclear; (D) microcito; (E) e (G) fragmentacdo nuclear; (F) nidcleo vacuolado; (H) cariolise; (1) citoplasma
vacuolado; (J) eritrécito com nlcleo do tipo “notched”; (K) eritrdcito com nucleo do tipo “lobed”; e (I) eritrécito
com nucleo do tipo blebbed. (1000X).
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Tabela 3: Médias e Desvio Padrdo de anormalidades celulares em eritrocitos de O. niloticus expostos a aguas de diferentes pontos do rio Guaribas (Picos — Pl/Brasil) e nos
diferentes periodos.

TE Diferentes pontos de coleta de &4gua ao longo do rio Guaribas
Periodo Danos (dias) CN CP P1 P2 P3 P4 P5
3 2,05 +1,10 3,90 + 1,80 410+1,78 3,75+2,10 2,93 + 1,56 4,84 + 1,40 4,08+2,10
MN 6 475090 19,11 +4,00® 6,80 + 1,06 5,12 + 1,80 20,13 + 4,20° 10.14+ 1,45° 4,40+ 1,89
9 3,20+ 1,76 7,60 + 2,89 12,10 £2,55° 9,60 +4,50 20,83 + 5,66 23,10 + 6,0 7,11+ 3,89
2 3 3,40 + 2,40 6,10 + 2,40 1,40 +1,60 2,90 + 1,90 5,00 + 2,60 2,50+ 2,10 2,20 +1,90
9 Eritrécitos em 6 0,10 0,30 2,70 + 2,50 1,00 +1,30 1,20 +1,90 4,90 +2,10° 4,30 + 2,30 2,70 +2,20
g apoptose 9 2,00 +2,10 3,30 + 2,00 1,60 + 1,90 0,50 +1,10 3,90 +1,10 5,20 + 1,50° 0,80+ 0,10
3 820+130 12,30 +4,20 7,30 +1,20 19,50 + 4,60 21,20+530" 21,70+13,20° 16,0 £6,60
Eritrocitoscom | 6  24,70+350  6050+580®  1800+4,60 30,10 +4,10 30,20 + 4,70 43,50 +3,80® 31,30 + 6,50
AN 9 2530+£330 81,30+£510®°  2690+£290 2570530 4510+8,10° 60,60 £3,60" 53,10+ 1,50®
3 290+1,88 18,6 +3,20" 4,30 £ 1,30 11,30 + 3,89% 7,50 + 3,10 7,10 1,37 3,33+1,18
MN 6 3,90 £ 1,79 8,10 + 1,87 6,80 + 1,55 7,11+1,39 11,45+3,10°  7,87+1,57 10,90+ 4,61°
9 486+050 12,35 3,60® 5,34 +1,10 1450 +2,60®  7.77+150 6,37 +1,90 7,88+ 1,88
3 0,80 + 1,30 6,80 + 2,707 1,00 + 0,60 0,80 + 1,30 9,30 + 3,407 6,50 £2,90® 0,10+0,10
§ Eritrécitos em 6 1,10 £1,20 2,80 + 2,30 2,40 1,80 2,50+ 2,30 80 + 2,00 540+4,00 6,50 +3,90°
@ apoptose 9 1,60 + 1,60 4,40 +1,90 2,00 + 2,20 4,40 + 1,20 4,10 + 1,40 410+120 7,50+ 1,70®
3  2870+310 18,80+250 21,40 + 3,10 30,40 + 4,20 51,3+9,10°  38,0+5,50 46,10 + 6,30™
Eritrécitoscom | 6 34,70£330  61,70+4,10° 26,80 6,00 42,30 + 5,70 442 +490"  2580+4,10 2540+ 3,50
AN 9 450+4,00 84,80 % 3,00 40,2 + 4,90 44,20 + 4,40 60,0 + 4,00 4340+190 40,20 +4,90

AN: Alteracdes nucleares. TE: Tempo de Exposicdo. MN: micronicleo. CN: Controle Negativo. CP: Controle Positivo. Nested RM-ANOVA seguido do Teste de
Tukey. * Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo, p < 0,05. *: Diferenca significativa em relagdo ao P1, p < 0,05.



69

3.3.2 Analise quimica da agua

Os resultados apontam a presenca de metais pesados ao longo do rio. A analise da
agua mostrou valores de Fe, Zn, Cu, Cr e Al acima dos valores permitidos pela Legislacdo
Ambiental Brasileira (CONAMA-357/2005) nos pontos dentro (P2 a P4) e depois da cidade
(P5), para os dois periodos estudados. Entre os metais analisados, apenas o Fe mostrou
diferenca significativa entre os periodos. Comparando os pontos de coleta, foi constatado que
0s pontos, P3, P4 e P5 foram os que mais diferiram em relacdo ao CN e ao P1 (Tabela 4).

Tabela 04: Niveis de metais presentes nos pontos coletados do rio Guaribas-Pl/Brasil analisados por
espectrofotometria em chama de absorcdo atdmica. (média + desvio padrao).

Metais (mg/L)
Fe Ni Cd Zn Al Cu Cr
VMP 0,3 0,025 0,001 0,18 0,1 0,009 0,05
Periodo  Pontos
Chuvoso CN 0.01+0.004 nd nd  0.02+0,001 0.004 + 0.003 0.001 + 0,001 0.006 + 0.004
P1L 0.07+0.002 nd nd  0.03+0.001 0.006 + 0.004 0.016 £ 0.009°  0.012 + 0.005
P2 0.15+0,000° nd nd  0.08 +0.007 0.007 + 0.002 0.005 + 0.003 0,055 + 0.01%"
P3 0.13+0.006° nd nd  0.07 +0.002 0.240 + 0.003*"  0.08 + 0,001*°  0.052 + 0.03%"
P4 0.15+0.002° nd nd  0.19+0.001*  0.16 + 0.04*" 0.01 + 0,001*" 0.042 + 0.02°
P5 0.60 £0.005®" nd nd  0.21+0.007*  0.13+0.05%" 0.02 + 0.006%" 0.055 + 0.01%"
Seco CN 0.01+ 0.004 nd nd  0.049 +0.02 0.01 +0.02 0.005 + 0.003 0.005 + 0,001
P1  0.01+0.004 nd nd  0.055+0.03 0.03+0.04 0.001 + 0,001 0.004 + 0.001
P2 0.04+0,01 nd nd  0.005+ 0.001 0.15+0,001*  0.02 +0.006" 0.004 + 0.002
P3  0.01+0.07 nd nd  0.100 + 0,001 0.22 +0.07®"  0.035+ 0,001*"  0.077 £ 0.002*"
P4 0.05+0.003* nd nd  0.350 +0.001*° 0.156 + 0.02*"  0.49 + 0.21%" 0.055 + 0.001%"
P5 0.08+0.008® nd nd 0.215+0.01*"  0.16+0,01*°  0.10 + 0.02%" 0.03 + 0.006%

VMP: Valor maximo permitido em mg/L. nd: Valor ndo detectado. (*) Ndo atendimento aos padrdes de
qualidade das leis brasileiras - CONAMA 357/05. ® Diferenca significativa em relacdo ao controle negativo, p <
0,05. °: Diferenca significativa em relagdo ao Ponto 01, p < 0,05.

3.3.3 Correlacdes estatisticas entre os parametros toxicogenéticos com a presenca de metais.

Os danos citogenéticos (DC), obtidos nos testes Allium cepa e com O. niloticus
,foram correlacionados estatisticamente com os resultados de quantificagdo de metais
pesados. As aberracdes cromossomicas evidenciadas em células de meristemas de Allium
cepa (DC1) foram correlacionadas positivamente e significantemente com as dosagens de Cu
(r=0,473), Cr (r =0,677), Al (r =0,736), no periodo chuvoso e com o Cu (r = 0,568), Al (r =
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0,551), periodo de seca. Para o teste com O. Niloticus os metais Zn (r = 0,536) e Al (r =
0,769); Cu (r = 0,691) e Al (r = 0,751) mostraram mais correlacionados com 0s danos
citogenéticos (DC2) (micronucleos e apoptose) para 0s periodos de chuva e seca,
respectivamente. Dentre os metais analisados, o Al foi o que melhor respondeu ao modelo de
regressao simples para os dois periodos avaliados: DG= 84,03 + 426,78 x Al (chuvoso) e DG
= 119,67 + 346,39 x Al (seca). Os DC1 do teste de Allium cepa apresentaram-se
correlacionados positivamente e significantemente para os DC2 obtidos em eritrdcitos de O.

Niloticus para os dois periodos estudados (Figura 4).

Periodo chuvoso Periodo de Seca
DC2 = 24.898 + 39896 ~ DC1 DC2 =-58.38 + 82252 * DC1
Correlagao: r = 59727; p = 0.036 Correlagao:r =.69181; p =0.001
160 180
140 160
120 140
3. 120
100 2
< 100
80 R 80
60 o0
a8 60
40 40
20 20
0 0
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 80 100 120 140 160 180 200 220 240
DC1 - O. Niloticus DC1 - O. niloticus

Figura 4: Correlacdo entre os danos citogenéticos obtidos para os dois testes mutagénicos utilizados para os
periodos de chuva e de estiagem.

3.3.4 Identificacdo e densidade de cianobactérias nas amostras de agua do rio

Nenhuma espécie apresentou valores de densidade acima dos valores permitidos pela
Legislacdo Brasileira em nenhum dos pontos ou periodos analisados (Tabela 4). Porém foi
observada a presenca de espécies potencialmente produtoras de cianotoxinas mutagénicas
elou cancerigenas, como Oscillatoria sp, Aphanizomenon sp e Synechocystis aquatilis,
produtoras de microcistinas (MCs); Cylindrospermopsis raciborskii e Aphanizomenon sp,
produtoras de Cilindrospermopsina (CYN), sendo que todas ocorreram nos pontos dentro
(P2 a P4) e apds a cidade (P5), em pelo menos um periodo, e Planktothrix agardhii,
produtora de Anatoxina-a (Antx-a), esteve presente no ponto dentro da cidade (P2), no

periodo de seca (Tabela 4).
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Tabela 4. Identificacdo e densidade de cianobactérias (células/mL™) de amostras de agua de diferentes pontos do

rio Guaribas/P1-Brasil, nos periodos de estudo.

Ponto Periodo chuvoso Periodo de seca

CN Aphanizomenon sp. 1 Aphanocapsa delicatissima 16
Cyanodyction imperfectum 32398 Cyanodyction imperfectum 3615
Cyanodyction sp. 818 Merismopedia tenuissima 3632
Planktolyngbya limnetica 17999
Pseudanabaena sp. 245
Romeria gracilis 491

P1 Cyanodyction sp. 965 Cyanodyction sp. 196
Merismopedia tenuissima 930 Merismopedia tenuissima 98
Romeria elegans 144 Romeria elegans 785

Romeria gracilis 65

P2 Aphanizomenon sp. 1136  Cylindrospermopsis raciborskii 890
Cylindrospermopsis raciborskii 480  Phormidium sp. 1789
Phormidium sp. 6546  Synechocystis aquatilis 256
Planktothrix agardhii 988  Oscillatoriaceae 3589
Oscillatoriaceae 500

P3 Cylindrospermopsis raciborskii 256 Aphanizomenon sp. 670
Oscillatoria sp. 820 Oscillatoria sp. 768
Phormidium formosum 1489  Phormidium sp. 456
Synechocystis aquatilis 2869  Pseudanabaena limnetica 32

Oscillatoriaceae 811

P4 Cylindrospermopsis raciborskii 784 Cylindrospermopsis raciborskii 2387
Cyanodyction imperfectum 65 Cyanodyction imperfectum 33
Merismopedia glauca 16 Merismopedia glauca 1
Merismopedia tenuissima 16 Merismopedia tenuissima 49
Oscillatoria sp. 3941  Oscillatoria sp. 930
Phormidium sp. 323 Phormidium formosum 1239
Synechocystis aquatilis 834

P5 Aphanizomenon sp. 1728  Cylindrospermopsis raciborskii 3615
Cylindrospermopsis raciborskii 336 Phormidium formosum 230
Phormidium formosum 102 Phormidium sp. 167
Synechocystis aquatilis 895 Oscillatoriaceae 496
Total 78131 26815

50.000 células/mL™: Valor maximo permitido pela Resolugdo 357 do CONAMA/2005.

3.4 DISCUSSAO

A poluicdo ambiental aquatica é um problema grave e crescente, com 0 nimero cada

vez maior de produtos quimicos industriais, agricolas e domésticos no ambiente aquético

podendo levar a varios efeitos deletérios sobre os organismos que habitam essas areas, além

da saude humana (Yu et al. 2013). Entre os efeitos letais e sub-letais causados por estas

misturas complexas em agua, existem problemas de fertilidade, bem como celular,

metabdlicas, e alteragdes no DNA (Bianchi et al. 2011).
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O impacto de materiais toxicos para a integridade e funcionamento do DNA celular
pode ser investigado em muitos organismos sob condi¢es de campo e laboratério (Bombail
et al. 2001). Nesse contexto, varios bioensaios e biomarcadores genéticos tém sido utilizados
como ferramentas, tanto para a detec¢cdo da exposicdo a polui¢do genotdxica, bem como dos
efeitos dessa poluicdo no ambiente e nos organismos gque estdo em contato direto ou indireto
como esses poluentes (Klobucar et al. 2012; kern et al. 2015).

Dentre os bioensaios utilizados, o teste de Allium cepa se destaca como eficiente
ferramenta para estudos de biomonitoramento genético ambiental. Este teste € um ensaio
genetico facil e rapido para elucidar efeitos citotoxicos e genotoxicos de dgua poluida e outras
substancias quimicas na mitose e na estrutura dos cromossomos em células meristematicas de
A. cepa (Leme e Marin-Morales 2008; Radi¢ et al. 2009; Sousa et al. 2013; Teerarak et al.
2009). A extensa proliferagdo e diferenciagdo celular nos meristemas apicais podem ser
correlacionadas diretamente com a taxa de crescimento da raiz em A. cepa. Assim, 0 IM e 0
TR avaliados nesse tipo de estudo podem ser usados para determinar a taxa de crescimento da
raiz e assim avaliar a citotoxicidade dos poluentes quimicos presentes no ambiente aquatico
(Yildiz et al. 2009). Em adicdo, esse bioensaio detecta também microndcleos (MN) e
alterracGes cromossdmicas no fuso mitético quando suas células meristematicas sdo expostas
a contaminantes quimicos ambientais (Leme e Marin-Morales 2009; Masood e Malik 2013).

O estudo utilizando o sistema-teste A. cepa, avaliou amostras de agua superficiais do
rio Guaribas, detectando efeitos citotdxicos e mutagénicos para os pontos dentro (P2 a P4) e
depois (P5) da cidade de Picos-PI para os 02 periodos analisados (chuvoso e seco/2014)
(tabela 2).

No teste de A. cepa, resultados de estudos macroscopicos (TR) e microscopicos (IM)
sdo relacionados entre si e geralmente um da suporte ao outro (Akinboro e Bakare 2007).
Portanto, a inibicdo de crescimento da raiz pelas amostras de &gua com a influéncia da cidade
de Picos pode ser explicada devido os inferiores IM estatisticamente observados (p < 0.05)
em comparagdo ao CN e P1. Assim, a citotoxicidade desses pontos foi evidente no estudo,
principalmente para os TE de 72 e 168 horas. IM tem sido utilizado para medir o nivel de
efeitos tOxicos que 0s contaminantes quimicos presentes nas amostras de dgua tém sobre a
diviséo celular (Yildiz et al. 2009). A inducéo de valores mais baixos de 1M observados pelas
amostras de agua em pontos dentro e depois da cidade sugere a inibi¢do da divisdo celular nas
células meristematicas apicais de A. cepa, apoiando os resultados da avaliagdo macroscopica

sobre a redugéo do crescimento da raiz (TR).
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O efeito genotdxico significativo observado, no presente trabalho, foi a presenca de
micronucleos, c-metafases, quebras cromossdmicas, pontes cromossdmicas, anafases com
multipolaridades, perdas de cromossomos inteiros e outras alteragfes cromossomicas (AC)
também ligadas a problemas no fuso mitdtico (Figura 2). A mutagenicidade dos pontos
contaminados foi estatisticamente significante para os trés TE analisados nos periodos de
chuva e seca na regido, caracterizando assim, a presenca de mutagénicos nos efluentes
domesticos da cidade Picos o ano todo, bioacumulando-se no rio Guaribas, ja que o ambiente
aquético estudado, na maior parte do ano, apresenta-se com vazdo extremamente reduzida e
provavelmente, com pouco poder de biodegradacdo. Resultados semelhantes foram discutidos
em outros trabalhos como de Akinboro et al. (2011); Athanésio et al. (2014); Disman et al.
(2014). Tabet et al. (2015), utilizando o mesmo bioensaio em diferentes ambientes aquaticos.

Os danos que conduzem as alteragbes cromossdmicas, como pontes
nucleoplasmaticas, c-mitoses, anafase multipolar, dentre outras, sdo consideradas decorrentes
de acdo tipicamente genotdxica do ambiente. O aparecimento de MN ¢é derivado de acéo
clastogénica de um dado composto quimico presente no rio Guaribas ou do sinergismo de
potenciais compostos genotdxicos presentes, sendo considerado uma alteracdo indicadora de
mutagenicidade. Marco et al. (2010) avaliaram a citotoxicidade e mutagenicidade de amostras
de agua do acgude de Lucreia, localizado também na regido Nordeste do Brasil. Os resultados
mostraram-se semelhantes aos encontrados para o rio Guaribas com efeitos citotdxicos e
mutagénicos durante o ano todo independente do periodo do ano. Esse trabalho juntamente
com os trabalhos de Bianchi et al. (2011); Manzano et al. (2015), utilizando o teste de Allium
cepa, relacionaram os efeitos citotdxicos e mutagénicos encontrados em ambientes aquaticos
com a presenca de metais pesados liberados por efluentes domésticos, agricolas e industriais.

O aumento dos niveis de metais em ambientes aquaticos causados por efluentes
industriais e domésticos é um dos principais indicadores de contaminacdo quimica (Manzano
et al. 2015). Os metais pesados analisados no estudo, como Zn, Cr, Cu e Al apresentaram
valores acima dos permitidos pelo CONAMA (357/2005) para pontos dentro e depois da
cidade (tabela 4), sendo alguns deles correlacionados positivamente para os danos citotdxicos
e genotdxicos encontrados no teste de Allium cepa. Trabalhos como Beyersmann e Hartwig
(2008), Klauck et al. (2013), Siddiqu et al. (2011) e Turkoglu (2007) observaram alteragfes
cromossémicas provocados pela presenca de metais pesados como Zn, Cr, Cu, e Al de forma
isolada ou em associagéo presentes em aguas poluidas.

ConcentragOes elevadas de Cu inibem o indice mitdtico de A. cepa e causam

alteracOes interfasicas, como a presenca anormal de material cromossémico condensado



74

dentro de aglomerados de heterocromatina (Fiskesjo 1988). O Cr juntamente com o Zn
residuais, advindo de efluentes industriais ou domeésticos induzem efeito mutagénico nas
celulas meristematicas radiculares de A. cepa, constatado pela alta freqliéncia de anomalias
cromossomicas, células com aderéncia entre cromossomos, micronucleos, células
multinucleadas, quebras cromossémicas e cromatidicas, pontes intracromossémicas e
fragmentos cromossémicos (Matsumoto e Marin-Morales 2004; Matsumoto et al. 2006).

Ja o Al, que melhor respondeu ao modelo de regressdo, € o terceiro metal mais
abundante da crosta terrrestre (Achary, et al. 2008). E um metal altamente citotoxico para as
plantas (Pejchar et al. 2002), tendo como a mais importante conseqiiéncia fisioldgica a
interrupcdo do crescimento da raiz das plantas e a mudanca na morfologia radicular
(Dovgalyuk et al. 2003; Achary et al. 2008). Voutsinas et al. (1997) sugerem que 0
citoesqueleto seja a estrutura alvo do Al, pois este metal tem acdo sobre a polimerizacdo das
tubulinas e, consequentemente, na formacdo do fuso mitdtico, explicando assim, as AC
encontradas no presente trabalho.

Vérias alteracdes celulares foram relatadas para A. cepa, apds exposi¢cdo ao Al, sendo
esse metal relacionado com a interferéncia na cinética de divisdo celular, promovendo
aderéncia cromossémica e fragmentacdo nuclear (Panda et al. 2014), quebras cromossémicas
e formacdo de MN (Misik et al. 2014) e efeitos citotoxicos, c-metafase, anafases multipolares
e cromossomos soltos (Dovgaliuk et al. 2001). Assim, a presenca de elementos metalicos em
amostras de agua poluidas do rio Guaribas, nos pontos dentro e depois da cidade, pode ser um
dos fatores que aumentaram o dano genético nas células vegetais, justificando assim a
presenca de alteracdes celulares no ciclo celular de Allium cepa e os efeitos citotoxicos e
mutagénicos encontrados.

Nas Ultimas décadas, muitos pesquisadores tém utilizado peixes como um modelo
genético para monitorar poluentes e contaminantes toxicos em ambientes aquaticos (Hoshina
et al. 2008). De acordo com Cavas e Ergene-Gozukara (2005), a espécie Oreochromis
niloticus (tildpia) € um excelente sistema-teste para ensaios laboratoriais, sendo
frequentemente utilizadas para a investigacdo da toxicidade de substancias contaminantes de
ecossistemas aquaticos. Esta espécie é comumente encontrada em estuarios de todo o mundo,
sendo reconhecida pela sua sensibilidade em responder, rapidamente, as alteracfes ambientais
(Jha 2004).

O teste de microndcleo (MN) nas células sanguineas desse bioindicador € um método
sensivel para varias substancias genotdxicos, monstrando boa correlacdo com os resultados

obtidos em células humanas (Linde-Arias et al. 2008). No mesmo teste, observam-se as
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alteracdes nucleares (AN), como os nucleos notched, lobed e blebbed, os quais varios estudos
tém descrito a presenca dessas anormalidades em células de peixes expostos a substancias
genotoxicas (Cavas e Ergene-Gozukara 2003). Em geral, estas alterages sdo consideradas
indicadores de dano genotdxico e, portanto, podem complementar os resultados de
genotoxicidade de compostos quimicos, juntamente com a presenca de MN e apoptose
(Monteiro et al. 2011).

O bioensaio genotoxico com os eritroctios de O. Niloticus, no estudo, apresentou
citotoxicidade e mutagenicidade das amostras de &gua do rio Guaribas para pontos dentro e
depois da cidade de Picos, com valores estatisticamente significativos de MN, apoptose e AN
quando comparados com o controle e em alguns momentos para o P1 em pelo menos um TE
analisado (tabela 2 e 3). Estudos como os de Erbe et al. (2011); Duarte et al. (2012); Klobucar
et al. (2010); Marcon et al. (2010) e Oliva et al. (2012), utilizando-se da técnica de MN e AN
em peixes, detectaram relacdes entre danos genéticos encontrados nos eritrocitos desse animal
com a presenca de metais pesados no ambiente aquatico estudado.

Os efeitos toxicos do Cu foram diagnosticados para varios organismos aquaticos
(Franklin et al. 2002), inclusive os peixes (Arkhipchuk e Garanko, 2005; Manzl et al., 2003).
Rau et al. (2004) demonstraram que células de peixes sao mais sensiveis ao Cu que células de
mamiferos, dados estes corroborados pelos estudos realizados por Arkhipchuk e Garanko
(2005), em eritrécitos de Carassius auratus gibelio, que mostraram um aumento do indice de
micronlcleo e AN, apds exposicdo ao Cu, exibindo assim a mutagenicidade desse metal
quando exposto as células animais em ambiente aquético.

No estudo, os valores de Cr variaram de 0,04 a 0,07 mg/L para pontos dentro e depois
da cidade de Picos. Zhu et al. (2004) encontraram resultados positivos em eritrocitos de
Cyprinus carpio expostos a concentracdes de cromo hexavalente, variando entre 0,001 a 0,1
mg/L. De acordo com Matsumoto et al. (2006), as concentracfes de cromo total de 0,01 mg/L
foram capazes de promover um aumento nos indices de eritrécitos micronucleados e AN em
O. niloticus. O Cr pode danificar o DNA de vérias maneiras, incluindo rupturas de filamentos
duplos (DSBs) que geram aberracdes cromossémicas, formacdo de micronlcleos, troca de
cromatide irmds, formacdo de adutos de DNA e alteracbes na replicacgio do DNA e
transcricdo (Peng et al. 2015).

A exposicdo ao Al conduz a efeitos toxicos para celulas animais. A maioria dos
estudos sobre o potencial genotoxico e citotoxicos de aluminio foi realizado in vitro e em
culturas de células (Lima et al. 2008). Tem sido demonstrado que o Al induz micronucleos e

aberragcOes cromossdmicas (Ternjej et al. 2010). Pereira et al. (2013) evidenciam uma elevada
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toxicidade induzida pelo aluminio em culturas de células de peixe e indica a importancia da
avaliacdo de genotoxicidade em organismos vivos em agua contaminada por esse metal.

A presenga associada desses metais pesados dentro da célula, também, provocam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Chakraborty et al. 2009), sendo 0s mesmos
responsaveis por varios tipos de fragmentacdo do DNA e morte celular (Gémez-Mendikute e
Cajaraville 2003). No estudo, foram encontradas médias estatisticamente significantes para
morte celular (apoptose) nos pontos P3, P4 (periodo chuvoso) e P3, P4 e P5 (periodo seco)
(tabela 03), com células evidenciando nucleos fragmentados e vacuolados, células em
cariolise e citoplasma vacuolado (figura 3E-I). Células em apoptose encontradas, no estudo,
podem estar relacionadas com o aumento da producdo de ROS dentro da célula, como
também pelo desenvolvimento, por parte dos eritrécitos, de mecanismos adaptativos de
tolerancia ao estresse causado pelos metais pesados em sinergismo com outros produtos
guimicos potencialmente genotoxicos, que promovem, assim, um aumento na taxa de células
mortas para manter as condic@es fisioldgicas normais do organimo (Mersch et al. 1996).

Além de estudos genotoxicoldgicos com metais pesados em ambientes aquaticos,
outra preocupacdo marcante para 0 genoma dos organismos e a qualidade da &gua é a
presenca de floracbes de espécies de cianobactérias produtoras de toxinas potencialmente
mutagénicas e cancerigenas (Humpage et al. 2000). No estudo, nenhuma espécie apresentou
valores de densidade acima dos valores limites permitidos pelas leis brasileiras, porém
observou-se a presenca preocupante de cianobactérias potenciais produtoras de cianotoxinas
genotoxicas, como Oscillatoria sp, Aphanizomenon sp, Synechocystis aquatilis,
Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon sp e Planktothrix agardhii, em pontos com
influéncia direta da cidade.

As espécies Oscillatoria sp, Aphanizomenon sp e Synechocystis aquatilis sdo
potenciais produtoras de microcistinas (MCs). As MCs sdo um dos grupos de cianotoxinas
mais estudados com relacdo a sua atividade genotdxica (Zegura et al. 2011). Da Silva et al.
(2011), observaram a presenca de MN, fragmentacdo de DNA e morte celular em eritrocitos
de Oreochromis niloticus quando expostos a extratos de cianobactérias contendo diferentes
concentragdes de microcistinas. J& Chen et al. (2011) avaliaram os efeitos genotoxicos de
MCs em células vegetais, observando fragmentacdo de DNA por RAPD quando exposto a
esse tipo de toxina.

As espécies Cylindrospermopsis raciborskii e Aphanizomenon sp, produtoras de
Cilindrospermopsina (CYN), foram encontradas nos pontos dentro e apos a cidade, em pelo

menos um periodo analisado, e a espécie Planktothrix agardhii, potencial produtora de



77

Anatoxinas (Antx), foi encontrada em um dos pontos dentro da cidade, no periodo de seca.
Sieroslawska (2013), avaliando a mutagenicidade dessas duas cianotoxinas, observou que,
em sinergismo, as mesmas tem a capacidade de causar mutagdes em linhagens de bactérias
utilizando o teste Ames.

O fato da baixa densidade de algumas espécies pode estar relacionado com o periodo
do ano de amostragem, pois algumas espécies de cianobactérias possuem suas floracdes no
inicio do periodo chuvoso, sendo que o estudo foi desenvolvido no meio do periodo chuvoso
e na seca. Além disso, normalmente as condi¢cdes ambientais (concentragdes de nutrientes,
estratificacdo e temperatura) vao determinar o momento da intensidade dessas floracdes
(Chellapa e Costa 2003), 0 que ndo, necessariamente, foi observado.

A presenca de espécies potencialmente téxicas no rio pode propiciar a liberagdo de
cianotoxinas genotdxicas no local, criando assim um ambiente genotoxicoldgico, formado
pela mistura de metais pesados, cianotoxinas e outros contaminantes quimicos, liberados pela
acdo antropogénica da cidade ndo estudados. Os PHAs (hidrocarbonetos Aromaticos e
Policiclicos) e os compostos organoclorados, apesar de ndo estudados e quantificados no
estudo, sdo normalmente liberados e frequentes em ambientes aquaticos que sofrem com
acOes antropogénicas oriundas de efluentes industriais, agricolas e domésticos, como
exemplificado para a cidade de Picos. Assim, esses compostos comprovadamente genotdxicos
podem também esta influenciando os efeitos citotoxicos e mutagénicos observados para as
amostras de agua estudadas (Di Giorgio et al. 2011; Mai et al. 2013; Manzano et al. 2015).

Portanto, organismos expostos a esse tipo de ambiente vdo apresentar em pequena ou
maior escalar problemas na divisdo celular, mutacdes génicas e/ou cromossdmicas a nivel
celular, além da possibilidade de prejuizos a sua reproducdo e consequentemente do seu
sucesso no ambiente (Farmer e Sing 2008; Leme e Marin-Morales 2009). Assim, 0s
organismos utilizados na pesquisa (Allium cepa e O. niloticus) mostraram-se como
biondicadores sensiveis aos mutagénicos liberados pela acdo antropogénica da cidade de
Picos, evidenciado pelos efeitos citotdxicos e mutagénicos apresentados em amostras de agua

com influéncia da cidade.
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3.5 CONCLUSAO

Assim, pelos resultados da avaliacdo genética nos bioindicadores utilizados, da
presenca de metais e de cianobactérias, observou-se que as amostras de &gua dos pontos
dentro e depois da cidade de Picos possuem uma baixa qualidade devido a presenca de
diferentes metais pesados acima dos valores permitidos e uma significativa atividade
citotoxica e mutagénica. Esses pontos apresentam uma degradacdo ambiental certamente
ocasionada pela acdo antropogénica da cidade. Portanto, se fazem necessarios estudos
adicionais para determinar a presenca de outros mutagénicos liberados por essa acdo nesse
ambiente aquatico bem como estudos de parametros fisicos e quimicos para conceituar
melhor a qualidade do recurso hidrico tdo importante para o abastecimento, lazer e atividades
agricolas na regido.
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lImo.

Prof. Dr. HORACIO FERREIRA JULIO JUNIOR.
Departamento: Biologia/ CCN/ UFPI.

Senhor Pesquisador,

Em reunido na presente data (19 de Dezembro de 2014), a Comissao de Etica
e Experimentacdo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal
do Piauf, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacéo animal, sob o nimero 108/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Biomonitoramento das aguas da Bacia hidrografica do Rio
Guaribas (Picos- PI/BRASIL) por meio de testes de toxicidade em sistema
teste animal e vegetal”, sob a sua responsabilidade. Informamos que este
projeto tem Periodo de Vigéncia de Janeiro/2015 a Dezembro/2015, e serao
usados 42 Peixes (Machos e Fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatorio final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

arndaoinen

7/
Prof®’Ivdte L. de Mendorza
Comité de Etica em Experimentagao Animat-UFPI
Cocrdenadora

85



87

4 CONCLUSOES GERAIS

As principais fontes de poluicdo foram os efluentes domésticos e agricolas, mostrando,
assim, como o rio vem sofrendo, nos ultimos dois anos, forte pressao antropica em locais dentro
e depois da cidade de Picos. Nesse sentido, o indice de qualidade da agua do rio foi considerado
como ruim para locais com forte influéncia da cidade de Picos, e esse fato foi corroborado nas
analises estatisticas, 0 que demonstra que essas técnicas sdo ferramentas Uteis e importantes
para estudos de monitoramento ambiental.

Algumas variaveis fisicas e quimicas (oxigénio dissolvido, turbidez, cor, demanda
bioquimica de oxigénio e fosforo total) e alguns metais (cloro, zinco, cobre, cromo e aluminio)
apresentaram valores acima dos permitidos pelo CONAMA (Resolucdo 357/2005), o que
caracteriza o ambiente aquético poluido. Ademais, elevados valores de fésforo total apontam
eutrofizacdo artificial no ambiente aquético estudado.

Essa acdo antropica proporcionou, ainda, a liberacdo na dgua de compostos quimicos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos, tais como metais pesados (Zn, Cu, Cr e Al). Os
mesmos foram responsaveis, juntamente com outros potenciais mutagénicos presentes no
ambiente, porém ndo quantificados, por alteracdes cromossdémicas, problemas no fuso mitético,
morte celular (apoptose) e alteragdes nucleares em células meristematicas de Allium cepa e O.
niloticus. Assim, 0s bioensaios, biomarcadores genéticos e bioindicadores utilizados no estudo
mostraram-se eficientes e Uteis para 0 monitoramento biol6gico do rio.

Portanto, o rio Guaribas apresenta-se, independente do periodo, como um ambiente
aquatico poluido, com eutrofizacdo artificial no seu trajeto dentro da cidade de Picos, e
continua com essa degradacdo ambiental apds a cidade. Além disso, a acdo humana, presente o
ano todo, faz com que a &gua superficial do rio cause danos genéticos aos organismos que
vivem nesse ambiente, podendo afetar a salde humana. Nesse caso, se faz necessario o
monitoramento constante no ambiente estudado, além de intervencbes governamentais para
melhorar a qualidade do rio Guaribas, j& que 0 mesmo tem sua importancia historica e

econdmica para o estado piauiense.



