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RESUMO

A qualidade da agua é uma das maiores preocupacdes em escala global por ser um
parametro vital para a manutencao dos ecossistemas e de grande impactona area
da Saude Coletiva.A avalicao toxicoldgica da agua é importante na determinacao da
sua qualidade e, neste cenario, os bioensaios sao eficientes no estudo dos efeitos
de substancias, sendo o zebrafish um modelo animal de uso crescente neste tipo de
ensaio por suas caracteristicas favoraveis ao manejo laboratorial e alta similaridade
com o genoma humano. No contexto anunciado, o estado de Alagoas carece de
estudos de avaliacdo de toxicidade de suas aguas e,assim,o presente trabalhotem
como objetivo a avaliagao toxicologica e da qualidade da agua de corpos superficiais
locais(Rio Pratagy e Barragem do Catolé) usados como fontespara captacédo e
distribuicdo de agua, através de ensaios fisico-quimicos, microbiolégicos e
ensaiosde exposicdoin vivobaseados em videomonitoramento comportamental —
usando peixes zebrafish adultos —,para identificacdo, quantificacdo e avaliacdo
datoxicidade de contaminantes. Os resultados obtidos nas analises de pH, turbidez,
cor aparente, salinidade, sélidos dissolvidos, dureza, condutividade, aménia, nitrito,
nitrato, metais, cloro residual, sulfato, oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de
oxigénio, demanda quimica de oxigénio e coliformesapontaram que as amostras
brutas obtidas das duas fontes selecionadas apresentam parametros em
discordancia com a legislacdo vigente, sendo sua qualidade classificada entre
“‘Ruim” e“Razoavel”, através do calculo do IQA. Nos ensaios de GC-MS/MS para
identificacdo e quantificacdo deagentescontaminantes quimicos nao foram
detectadas contaminagdes por pesticidas, no entanto a analise por ICP-MS revelou
a presenca de metais potencialmente toxicosnas amostras de agua bruta e tratada
de ambas as fontes.Os bioensaios com zebrafish revelaram que aguas contendo as
substancias identificadas sao capazes de provocar alteracées neuroldgicasin vivo,
afetando diretamente o comportamento dos peixes expostos(p<0,05), o que sinaliza
anecessidade da realizacdo de estudos toxicolégicos mais aprofundados e
periddicos para garantir a seguranca da populagdo abastecida e o controle de
possiveis danos ambientais.



Palavras-chave:Bioensaio. Poluentes quimicos. Andlise de &gua. Zebrafish.
Avaliagao de toxicidade.

ABSTRACT

Water quality is currently a major concern on a global scale and considered as a vital
parameter for the maintenance of ecosystems, in addition to its great impact in terms
of Public Health.Toxicological evaluation of water is important in water quality
studies. Bioassays are an efficient way of assessing the impact of substances on
biological systems and, in this context, zebrafish is a well-established animal model
for toxicological assessments. Surface waters of the State of Alagoas lack toxicity
evaluation studies. Thus, the present study aims to evaluate the water quality of
surface bodies (Pratagy River and Catolé Dam) used as source for catchment,
processing and distribution in the Water System of the Alagoas Metropolitan Region,
through physical-chemical and microbiological tests for identification and
quantification of contaminants, as well as in vivo exposure assays for neutoxicity
assessmentthrough a videomonitoring based technique. Analysis of pH, turbidity,
apparent color, salinity, dissolved solids, hardness, conductivity, ammonia, nitrite,
nitrate, metals, residual chlorine, sulfate, dissolved oxygen, biochemical oxygen
demand (BOD), chemical oxygen demand (COD) indicated that the raw water
samples obtained from the two selected sources of water demonstrate parameters in
disagreement with Brazilian legislation. No traces of pesticides were detected ingas
chromatography mass spectrometry (GC-MS) analysis, however,inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) analysis revealed the presence of potentially
toxic metals in both types of water, raw and treated.Our zebrafish bioassays revealed
that waters containing the identified substances are capable of inducing neurological
alterationsin vivo, directly affecting the behavior of exposed fish (p<0.05),which
indicates the needof conducting periodic toxicological studies to ensure its safety to
the population served and the control of possible environmental damage.



Keywords: Bioassay. Chemical pollutants. Water analysis. Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

Frente ao crescimento da populacdo global, das mudancgas climaticas e das
atividades antropicas, ou seja, aquelas decorrentes de acdes humanas, o controle
da qualidade da agua e a sua disponibilidade sdo dois dos principais desafios
enfrentados na atualidade, em escala global e local, principalmente tendo-se em
vista o objetivo de alcancgar desenvolvimento humano aliado com a preservacéao do
meio ambiente (KERSKI, 2014). A 4gua é o principal recurso natural e dele depende
a manutencao da vida na Terra (UNESCO, 2016).

Dada a crescente producdo de poluentes, principalmente em paises em
desenvolvimento, como é o caso do Brasil, os corpos de agua superficiais, como rios
e lagos, vém sofrendo contaminag¢des que impactam diretamente na sua qualidade e
seguranca de uso. Estas aguas superficiais mostram-se vulneraveis a contaminacao
por estarem mais expostas, se comparadas com aguas subterrdneas, e pela
tendéncia natural dos aglomerados humanos concentrarem-se nas suas
proximidades, sendo a agua um recurso precioso para o desenvolvimento das

cidades e essencial para a manutencao dos ecossistemas(PARRIS, 2011).

Na regido metropolitana de Maceid, diversas fontes de agua doce séao
exploradas para dar suporte ao comércio, industria, agricultura, pecuaria e ao
abastecimento domiciliar (ELIS; BARROSO; KIANG, 2004). Entre os corpos de agua
doce superficiais, destacam-se a Bacia do Pratagy, a partir de onde é feito o
abastecimento dos bairros situados na parte baixa da capital, e o Sistema Catolé,

que abastece a maior porcao de bairros da parte alta da cidade.

A bacia citada é composta principalmente pelo Rio Pratagy e seus efluentes,
enquanto que o sistema Catoléé baseado basicamente na agua contida na chamada
Barragem do Catolé e no riacho de mesmo nome.Apesar de ambos 0s corpos de
agua situarem-se em Areas de Protecdo Ambiental - APA permanentes, o que se
verifica na realidade local € uma grande pressao urbana contra a APA Catolé, por

sua proximidade com os bairros Santos Dummont e Ferndo Velho, e desmatamento
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da mata ciliar para atividades agricolas e agropecuarias no curso do Rio Pratagy
(CASAL, 2015).

Diversas espécies quimicas provenientes das atividades humanas sao
prejudiciais para o ecossistema e para a saude da populagdo, podendo causar
intoxicacbes agudas ou crbnicas, a depender das caracteristicas quimicas dessas
substancias, das suas concentragbes no meio, do tempo em que 0S organismos
vivos estdo expostos e da biologia destes organismos(PERRON et al., 2010); sendo
assim, a avaliacdo constante da qualidade dos recursos naturais disponiveis, seja
por parte de 6rgdos reguladores ou em estudos independentes, torna-se algo

imprescindivel.

Dentre as contaminacdes aquaticas de ordem quimica em geral, os agentes
toxicos de deteccdo mais comum sdao metais, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, produtos agroquimicos e farmacéuticos; advindos principalmente de
efluentes industriais e domésticos, da queima de combustiveis fésseis, da agricultura
e do lixo urbano(BOXALL et al., 2012; PARRIS, 2011).

Dentre os variados modelos animais disponiveis para avaliagdo de toxicidade
de substancias, os peixes da espécie Daniorerio (conhecidos como zebrafish) tém
tido destaque crescente devido as suas caracteristicas biol6gicas favoraveis ao uso
laboratorial, como desenvolvimento rapido e tecidos transparentes, além do baixo
custo de manutencao(SIPES; PADILLA; KNUDSEN, 2011).

Desta forma, analisesde amostras de agua de corpos superficiaispossibilitam a
identificacdo de possiveis agentes que podem prejudicar a biodiversidade local, ao
passo que estudos toxicoldgicos das fontes de agua que abastecem as cidades sao
de relevancia vital para garantir a manuteng¢do do seu uso por parte da populacéo,
com a garantia de que esta nado ir4 causar danos a saude dos seus usuarios, além
de embasar a adocdo de medidas corretivas e estimular reforco nos esforgos
adotados pelos 6rgdaos competentes para protecao destes corpos d’agua e de seus

territérios circundantes.

Neste contexto, até o presente momento, nenhum registro foi identificado na
literatura especializada de estudo cientifico voltado para a avaliagao toxicolégica dos



14

efeitos in vivo de contaminantes presentes nas aguas superficiais do estado de

Alagoas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a qualidade e a seguranca das aguas de corpos superficiais na regiao

metropolita de Maceid, através de bioensaios usando o modelo animal zebrafish.

2.2 Objetivos Especificos

» Analisar os aspectos fisico-quimicos e microbiolégicos da agua;
« Calcular o indice de Qualidade de Agua (IQA) das fontes selecionadas;

» Analisara presenca de pesticidas emetais pesados nas amostras e quantifica-
los;

 Avaliar in vivo a toxicidade potencial das amostras,em termos

comportamentais, utilizando bioensaios com zebrafish.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Caracterizacao da area em estudo

O Rio Pratagy e a Barragem do catolé sdo corpos agua doce superficiais quese
localizam em APAs situadas na Regidao Metropolitana de Maceid, estado de
Alagoas, Regiao Nordeste do Brasil; compreendendo, mais especificamente,

territérios dos municipios de Macei6, Messias e Rio Largo (Figura 1).

Figura 1-Localizacao geografica da area em estudo. a) APA Catolé e Fernao Velho e b)
APA Pratagy.

MURICI
]

540 MIGUEL 005 CAMPO

Nk
N |

OTEIRO

Fonte: Adaptado de SEPLANDE, 2014.

A morfologia do terreno onde se localizam os corpos d’agua de interesse é
basicamente dividida em duas unidades (Figura 2a): os tabuleiros costeiros, que
podem alcancar de 20 a 30 metros de altitude, e a planicie litoranea, onde ficam os
bairros da chamada “parte baixa” da capital alagoana(ELIS; BARROSO; KIANG,
2004).
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A Barragem do catolé situa-se na regiao composta por tabuleiros e atende aos
bairros da mesma area, enquanto que o Rio Pratagy atravessa as duas unidades
geomorfoldgicas, desaguando nas proximidades do Bairro de Riacho Doce, em
Macei6. Através do sistema de captacado, tratamento e distribuicdo da CASAL, as
aguas deste rio, juntamente com as captadas de pocos profundos, abastecem a
parte litordnea da capital, além dos bairros Jacintinho e Feitosa.

O clima do local, que interfere diretamente na reserva hidrica e vazao dos
corpos d’agua em estudo, é do tipo Tropical e seu subtipo varia entre Umido e
subumido umido(Figura 2b), tendo como estacao chuvosa o periodo de maio a julho.
A regiao apresenta baixa amplitude térmica, com altas temperaturas ao longo de
todo 0 ano(SANTOS et al., 2000).

Quanto aos aspectos sociais e econémicosrelacionados com a area em estudo,
observa-se que 0s municipios componentes da regidao metropolitana apresentam a
maior densidade demografica do estado(Figura 2c). Embora o municipio de Maceio,
onde esta localizada a maior parte dos territérios das APAs em estudo, exiba uma
taxa de coleta de lixo de que varia entre 95% e 100%, 0s municipios de Messias e
Rio Largo possuem deficiéncia no que diz respeito a coleta domiciliar (SEPLANDE,
2014).

Para os mananciais da regido, um fator de risco importante a ser considerado é
o cultivo extensivo da cana-de-agucar, especialmente no entorno da APA Pratagy.
Em Messias, onde nasce o Rio Pratagy, 60% a 80% do territério municipal é

ocupado por lavouras de cana, como pode ser visto na figura 2d.

Figura 2 —a. Geomorfologia de Alagoas; b.Tipos Climaticos; c. Densidade demografica
(2014); d. % de area ocupada por cana-de-acucar (2013).

Tipos Climaticos
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3.1.1. APA do Catolé e Fernao Velho

Segundo o Instituto do Meio Ambiente de Alagoas — IMA/AL(2015), a APA do
Catolé e Fernao Velho(Figura 3a), onde localiza-se a barragem do Catolé(Figura 3c),
foi criada com o objetivo de preservar a area e controlar a ocupacao deste territério,
tendo em vista a proximidade dos bairros circunvizinhos (Figura 3b). Trata-se de
uma area de conservacao Estadual de uso sustentavel, com area total de 3.817
hectares (38,17 km?2), distribuidos entre os municipios de Satuba, Santa Luzia do
Norte, Coqueiro Seco e Maceié (SEPLANDE, 2014).

O principal rio a atravessar a unidade € o Mundau, mas verificam-se outros
cursos d’dgua com grande importancia hidrica, como o rio Satuba, além de diversos
riachos, como o Carrapatinho e o Matroé. Ainda de acordo com o IMA/AL (2015), a
APA guarda um importante remanescente de Mata Atlantica, que circunda o
manancial Catolé-Cardoso, responsavel pelo abastecimento de 20% da capital. Os
ecossistemas presentes nesta reserva variam de floresta ombréfita ao
mangue(SEPLANDE, 2014).
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Segundo o ato de criagcdo da APA Catolé e Ferndo Velho, a delimitacdo da
area (Figura 3a) é dada da seguinte maneira:

O Ponto 0 serd o Monumento Rodoviario, situado no centro do canteiro do
cruzamentoBR 316 e BR 104. Segue em diregéo Nordeste, pelo eixo da BR
104, até oentroncamento com a Rodovia de acesso a Usina Utinga Leéo,
Ponto 1, no Tabuleiro doPinto, que d& acesso a Usina Central Utinga Le&o.
Seguindo pelo eixo desta Rodovia nadirecdo Oeste, até o cruzamento com
a estrada vicinal. Ponto 1, que da acesso aFazenda Pinto, a propriedade do
Sr. Gregory Smith, tangenciando a extremidade Lestedo Campo de Pouso
da MANAL (Manutencado Alagoana de Aeronautica) na direcdo Sul,até
encontrar o Ponto 3, localizado no encontro dessa estrada com a Linha
deTransmissao (Subestacdo Tabuleiro do Martins, no Clima Bom). Segue
acompanhandoa Linha de Transmissdo acima mencionada, na dire¢do
Sudeste, até encontrar o Ponto4, no cruzamento dessa Linha de
Transmissdo com a Linha Diviséria dos Municipios deMaceié e Satuba,
seguindo por esta em diregcdo Sudoeste, até encontrar o Ponto 5,situado no
encontro da Linha Divisoria dos Municipios de Macei6 e Satuba,
nasmargens do Rio Satuba. Dai segue em direcdo Sudeste, pela Linha
Diviséria dosMunicipios de Maceié e Santa Luzia do Norte, contigua ao Rio
Satuba, até o Ponto 6,localizado no encontro da Linha Diviséria dos
Municipios de Macei6 e Satuba, com arede de alta tensdo proxima a
Industria Profertil, até o Ponto 7, localizado no encontrodesta rede de alta
tensdo, com a estrada de acesso a Santa Luzia do Norte, daiseguindo na
direcdo Sudeste, em linha reta, até encontrar o Ponto 8, localizado
noencontro da estrada Santa Luzia do Norte/Coqueiro Seco com a Linha
Divisoria dessesdois Municipios; dai seguindo em dire¢éo Leste, em linha
reta, pela Lagoa Mundal, atéencontrar o Ponto 9, identificado pelo
Reservatorio da CASAL RS, localizado no bairroda Ché de Bebedouro, em
frente ao Centro Comunitario Elia Porto Lages. Deste ponto,segue em linha
reta na diregdo Noroeste, pelo eixo da Estrada de Santa Amélia, até oPonto
10, localizado no trevo de acesso a Fernao Velho e Tabuleiro do Martins,
naaltura do conjunto Residencial Colina dos Eucaliptos, seguindo para a
direita, nadirecao Nordeste, até o Ponto 11 localizado no cruzamento da
estrada de acesso aFerndo Velho com a Linha de Transmissao
(Subestagéo do Pinheiro e Subestacao deRio Largo). Dai, seguindo a Linha
de Transmissdo, na direcdo Noroeste, até o Ponto12, localizado no
cruzamento desta Linha de Transmissdo com a Rodovia BR 316, na Ladeira
do Catolé e, finalmente, seguindo o eixo desta Rodovia, na direcao
Nordeste,até encontrar o Ponto 13/Ponto 0 no Monumento Rodoviario,
situado no centro decanteiro do cruzamento BR 316 e BR 104. (ALAGOAS,
1992, p. 1-2)
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Figura 3— a.Disposicao dos corpos hidricos dentro da APA Catolé e Fernao Velho; b.
Foto de satélite mostrando a proximidade com os bairros vizinhos e areas de
desmatamento dentro da APA; c. Foto aérea da Barragem do Catolé.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE; OLIVEIRA; SANTOS, 2009 (a); BATINGA et al, 2010 (b) e
VERDE, 2010 (c).

Apesar das acoes promovidas pelos 6rgaos de protecao ao Meio Ambiente e
da presenca do Batalhdo de Policia Ambiental no local, a degradagcdo por acao
antropica na APA Catolé e Ferndo Velho encontra-se em niveis alarmantes.Diversos

problemas ambientais — ja documentados na literatura ou veiculados na midia
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através de noticias — pdem em risco osrecursos naturais da regido. Sao exemplos
de impactos negativos observados na area:flagrantes de desmatamento, queimadas
eocupacao irregular do terreno (BATINGA et al, 2010; VERDE, 2010). Diversas
noticias sao disponibilizadas no endereco eletrénico do Instituto do meio Ambiente
de Alagoas sobre tais acdes prejudiciais observadas na APA em questao.

Quanto ao desenvolvimento urbano nos entornos da APA e seus consequentes
problemas socioambientais, o0 que se verifica na localidade ndo € a apenas a
pressdo da populacdo local sobre area, mas também da prépria maquina de
administragdao publica, que deveria zelar pela protecdo do ecossistema. Como
exemplo, Verde (2010) cita o desmatamento da mata, autorizado pela Prefeitura de
Maceid, para passagem de tubulacées referentes ao sistema de drenagem do Bairro
Santos Dumont. O correspondente a uma area de 1 km de comprimento por 30
metros de largura de mata nativa desta APA foi derrubada durante a realizacao da

obra supracitada.

Ainda, de acordo com noticias veiculadas pela prefeitura de Maceio
(MACEIO.AL.GOV.BR, 2017), verifica-se a existéncia de uma usina de produgéo de
asfalto de dentro da APA Catolé e Ferndo Velho, a qual € responsavel pela
producdo do asfalto usado na pavimentagao e reparos de vias da capital alagoana.
As misturas asfalticas em geral incluem em sua composicao quimica substancias
conhecidamente toxicas, como benzenos, naftalenos, e metais pesados como
niquel(CARDENAS; FONSECA, 2009). Os efluentes da producédo de asfalto podem
contaminar o solo e chegar aos corpos d’agua da regidao através das chuvas, como
ja foi sinalizado por Batinga et al (2010), durante um levantamento dos riscos
ambientais presentes nesta area de conservacdo; além de que o0s vapores
produzidos pelo aquecimento das misturas asfélticas podem espalhar

hidrocarbonetos téxicos por grandes distancias, através do ar e do vento.

3.1.2 APA Pratagy

Com objetivos semelhantes ao da APA Catolé e Fernao Velho, mas com foco
especial na protecdo dos recursos hidricos, a Area de Protecdo Ambiental

Permanente do Pratagy (APA Pratagy, figura 4)foi criada em 1998 e tem uma area
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de 13369,5 hectares, com terras situadas entre os municipios de Messias, Rio Largo

e Maceid (IMA-AL, 2015); abrangendo toda a Bacia Hidrografica do Pratagy (Figura

5a)- considerada como o maior manancial de abastecimento da capital do estado de
Alagoas, com area de drenagem de 194,5 km2 (SEMARH, 2019).

A delimitacdo oficial da area de conservagcao foi instituida pelo decreto

37.589/98, como determinado no seu artigo 2°:

Para os fins previstos neste Decreto, sera considerado como APA DO
PRATAGY, toda a extensao da Bacia Hidrografica do Rio Pratagy, uma area
aproximada de 13.369,50 ha, delimitada pelo seu divisor de aguas cuja
delimitagdo realizada em 1993 através do Diagnostico Fisico
Conservacionista da Bacia Hidrografica do Rio Pratagy, publicado pelo
Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, através do Projeto
IMA/GTZ, além de uma faixa de restricdo de uso e ocupacao no entorno do
divisor de aguas com largura de 1.000m. (ALAGOAS, 1998, p. 1)

Figura 4 — Area de abrangéncia da APA Pratagy/Bacia hidrografica do Pratagy.
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A vegetacdo remanescente predominante na APA Pratagy é a de floresta

ombrdfita,

tipica de regides de Mata Atlantica, e encontra-se preservada

principalmente nas areas de encostas (KAWAKUBO et al, 2005). O nome da
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unidade conservacao é uma referéncia ao seu principal rio, o Pratagy (Figuras 5b e
5c). Este rio possui nascente na zona rural do municipio de Messias e foz no bairro
de Riacho Doce, em Maceio, percorrendo a distancia aproximada de 32 km. Seu
principal afluente é o rio Messias, mais conhecido localmente pelo nhome de Rio do
Meio (IMA, 2015).

Figura 5 —a. Representacao esquematica do curso do rio Pratagy; b. Fotografia de
trecho do Rio Pratagy, capturada durante as coletas in situ.
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Fonte: SILVA et al, 2005 (a); o autor (b).

Dada a criacdo relativamente recente da unidade de conservagéo, a presencga
de varias propriedades particulares no local e as poucas agdes visando a sua
preservacao no periodo anterior a sua formalizacao, a area que compreende a APA
Pratagy apresenta-se em um estagio de deterioracdo muito avancado. Conforme
pode ser visto na figura 5, apenas 16,5% da area da Bacia do Pratagy apresenta
cobertura por mata remanescente original. Dentre as a¢des antropicas prejudiciais, o
principal problema verificado na area € a grande extensao de terras sendo utilizada
para atividades agropecuarias, em especial para o cultivo da cana (KAWAKUBO et
al, 2005).

A ocupacao urbana acontece predominantemente na regido do Bairro do
Benedito Bentes, na Capital. Sendo reconhecida comoarea de renda mais baixa, por
problemas sanitarios e crescimento desordenado, a regido nas proximidades do
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bairro do Benedito Bentes — onde fica localizada a estagdo Pratagy de tratamento de
agua da CASAL - sofre, também, pelo lancamento irregular de esgoto e problemas

na coleta de lixo, além do desmatamento irregular para a comercializacao de lenha.

Figura 6 -Mapeamento recente do uso do solo na Bacia do Pratagy, demonstrando a
extensao de acoes antrépicas na area.
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3.2. Qualidade da agua

3.2.1 Parametros e padrdes fisico-quimicos

Um estudo sobre qualidade da agua depende de qual € a finalidade de uso
deste recurso e baseia-se na avaliacdo de caracteristica quimicas, fisicas e
biolégicas de amostras, diante de padroes previamente definidos, e varia de acordo
com a localidade onde o estudo é conduzido — especialmente no que diz respeito a
legislagdo local e disponibilidade de recursos destinados para esta finalidade
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(KERSKI, 2017). Quando o objetivo é a analise de agua potavel, esses estudos tém
grande relevancia no desenvolvimento de politicas publicas e grande impacto em

termos de saude coletiva.

As analises fisico-quimicas preliminares aos bioensaios fornecem informacoées
importantes sobre as caracteristicas das amostras que serao testadas, como quais
classes de substancias estdo presentes nas amostras, quais parametros encontram-
se fora dos padrdes desejaveis e a extensdo desses desvios. Tais informacdes séo
vantajosas no delineamento dos ensaios de toxicidade posteriores, pois permite a
selecdo do modelo animal, o seu estagio de desenvolvimento e os tipos de testes
mais adequados para avaliar os efeitos téxicos que podem ser causados pelas
substancias detectadas. Além da influéncia sobre o designdos bioensaios, 0s
resultados de analisesfisico-quimicas e microbiolégicas auxiliam na interpretacéo
dos resultadosobtidos apds a etapa de exposicaoin vivo, pois é possivel associar
determinado efeito observado nos bioensaios com os efeitos tdxicos tedricos
esperados, previamente descritos na literatura, decorrentes de exposicdo aos
contaminantes presentes nas amostras (NEALE et al, 2017).

Quanto aos parametros fisicos e quimicos considerados na analise da
qualidade amostras de agua,os fatores basicos analisados sao cor, temperatura,
sé6lidos dissolvidos, condutividade, dureza, pH, turbidez, salinidade, oxigénio
dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio, demanda quimica de oxigénio,
compostos nitrogenados, sulfatos, ferro e cloro (ANA, 2018).Além destes, pode-se
incluir a quantificacdo e deteccado de outras classes de substancias determinadas
em funcdo da realidade socioambiental do local em estudo ou por suspeitas de
contaminacao por fontes especificas.

Como um dos mais simples paradmetros avaliados, a temperatura exerce
influéncia direta sobre a dissolugcao de substancias na agua e influencia o clico de
vida natural das espécies que nela habitam, especialmente no tocante a reproducao
de peixes. Embora a agua na sua forma mais pura se apresente de forma incolor, a
cor da agua proveniente do meio ambiente é um reflexo da variedade e
concentragdes das substancias nela dissolvidas. Matéria organica dissolvida pode
impactar no escurecimento da agua, enquanto compostos ferrosos podem acarretar

no seu amarelamento, por exemplo.O Ministério da Salude estabelece o valor
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maximo permitido para cor aparente como sendo de 15 uH (ANA, 2018; CETESB,
2014; FUNASA, 2013).

Os solidos dissolvidos totais (SDT) presentes na agua incluem todas as
substancias que eventualmente passam a fazer parte da sua composicao,
especialmente pelo processo de lixiviacdo — dissolucdo e incorporacdo dos
constituintes do solo. No Brasil, a quantidade de até 100 mg/L de SDT € permitida
para aguas classificadas como potaveis. As substancias dissolvidas na agua
impactam na sua condutividade, dureza e turbidez.Os ions presentes na agua
determinam a sua capacidade de conduzir corrente elétrica e, desta forma, a
condutividade é um bom parametro para avaliacdo da mineralizacdo da agua. lons
alcalino-terrosos, como célcio e manganés, e cations, como ferro e zinco, sao
responsaveis pela dureza da agua, que € expressa na forma da quantidade
equivalente de CaCO3 e cujo valor maximo permitido em aguas potaveis é de até
500 mg/L; enquanto que a turbidez reflete a quantidade de sélidos presente na agua.
A turbidez impacta na transparéncia e no valor estético da agua, sendo este um
parametro especialmente importante na etapa de floculagdo, durante o tratamento
da agua. O valor de até 5,0 Unidades de Turbidez (UT) é aceito para portabilidade
(CETESB, 2011; FUNASA, 2013).

Além de ser um fator ligado diretamente com as funcdes fisioldgicas 6timas dos
organismos aquaticos, o pH é extremamente importante nos processos de
tratamento pois dele dependem as etapas de floculacao e coagulagéo, refletindo,
ainda, no processo de reducao da carga microbiana da agua.Um valor de pH situado
entre 6,0 e 9,5 € o recomendado pelo Ministério da Saude para agua potavel. Em
laboratério, o PH pode ser determinado por métodos colorimétricos ou, com maior
precisao, por potenciometria (ANA, 2018; FUNASA, 2013).

O oxigénio de dissolvido na agua é essencial para a manutengédo das fungdes
fisiolégicas dos seres vivos que nela habitam. A quantidade de O, dissolvido pode
aumentar em funcao da fotossintese de plantas aquaticas, ou reduzir, nos casos de
eutrofizacdo e aumento de temperatura. O consumo do oxigénio disponivel na agua
para que haja a oxidacdo da matéria organica dissolvida nela € avaliado pelos
ensaios de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e a Demanda Quimica de

Oxigénio (DQO), que refletem, respectivamente, a oxidagdo bioquimica natural —
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realizada por seres vivos, como bactérias —, e a oxidacdo quimica desses
compostos organicos — como a promovida por acidos, por exemplo(ANA, 2018;
CETESB, 2011; FUNASA, 2013).

Alguns nutrientes dissolvidos também sdo importantes indicadores da
qualidade da agua. Esses nutrientes, como fésforo e nitrogénio, podem ser
carregados para agua por processos lixiviadores ou pela contaminacédo por esgoto
doméstico/efluentes industriais, que costumam apresentar grandes concentracdes

desses compostos, e por fertilizantes agricolas (FUNASA, 2013).

Como ultimo parametro, a quantificacéo de cloro é feita devido ao seu uso na
desinfecao da agua nos sistemas de tratamento tradicionais, através da aplicacao de
produtos quimicos como hipoclorito de calcio, hipoclorito de sédio e cloro gasoso. Os
cloretos presentes na agua podem conferir sabor desagradavel e, quando ingeridos,
causar um efeito laxativo. Como os sistemas de tratamento convencionais néo
removem cloretos, entdo é necessaria a realizacdo de processos de deionizacao ou
evaporacao quando se deseja reduzir ou eliminar a sua presenca. A analise do cloro
residual livre, que pode ser feita por colorimetriaou métodos titulométricos, é
essencial na avaliacao do processo de tratamento e da quantidade de produtos
quimicos que estao sendo usadas; dessa forma, o Ministério da Salude recomenda
que a sua concentracao esteja entre 0,2 mg/L e 2,0 mg/L em todas as etapas do
processo de tratamento, até a sua chegada ao consumidor final (ANA, 2018;
CETESB, 2014; FUNASA, 2013).

3.2.2Padrbes microbiolégicos

A agua pode passar a ser veiculo de transmissdao de doengas quando
contaminada por microrganismos patogénicos, como é o caso, por exemplo,das
bactérias Yersinia enterocolitica e Salmonella sp. — causadoras de gastroenterites e
da febre tifoide. Desta forma, a andlise microbiolégica da aguaé necessaria para
avaliacdo de sua qualidade e seguranca deuso (FUNASA, 2013). Em
monitoramentos de rotina sado realizadas quantificagdes de microrganismos

indicadores de contaminacao fecal, pois estes indicam o risco de presenca de
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microrganismos enteropatogénicos nas amostras. Além da exigéncia legal da
realizacdo de analises microbioldgicas de rotina, andlises microbiolégicas sao
executadas especialmente em casos de surto de doencas potencialmente
veiculadas pelo contato com agua e em estudos de vigilancia epidemioldgica
(CETESB, 2011).

A agua potavel deve, necessariamente, nao conter microrganismos
patogénicos. Os indicadores de contaminacdo fecal de agua mais comumente
avaliados sao os coliformes, tendo a bactéria Escherichia coli como a representante
mais conhecida deste grupo de microrganismos. De acordo com a Fundacao
Nacional de Saude (2013), os coliformes sdo bacilos gram-negativos, em forma de
bastonetes, aerébios ou anaerdbiosfacultativos, que fermentam a lactose a 35-37°C
e produzem &cido, gas e aldeido, além de serem oxidase-negativos e ndo formarem
esporos. A quantificacdo de coliformes na agua pode ser feita na totalidade desta
classe, incluindo espécies dos géneros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e
Enterobacter;, apenas da fracdo de microrganismos termotolerantes, que sao
exclusivamente de origem fecal; ou ainda fazendo unicamente a contagem de E.
coli, que é considerada uma bactéria de 6tima especificidade como indicadora de

contaminacgao fecal.

Coliformes tém uma vida (til na agua mais longa que a de outros
microrganismos patogénicos intestinais por serem menos exigentes do ponto de
vista nutricional e sua identificacdo e quantificacdo é relativamente pratica e
econbmica. Existem diversas técnicas padronizadas para tal finalidade; as que séo
adotadas pelos 6rgaos de controle brasileiros, como a ANVISA, sdo baseadas no
manual Standard Methods for theExaminationofWaterandWastewater da American
Public Health Association (APHA) e publicacbes da American Water Works
Association (AWWA) e WaterEnvironmentFederation;sendo a determinacdo da
quantidade de microrganismos feita normalmente na forma de NuUmero Mais
Provavel — NMP (FUNASA, 2013).

Além de contaminacao fecal, analises microbiol6gicas de agua sao usadas na
avaliacao da eficacia de processos de tratamento — que normalmente visam a

reducdo da carga microbiana da agua— e na avaliagdo da disponibilidade de
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nutrientes essenciais ao crescimento bacteriano, especialmente pela contagem de
bactérias heterotroficas aerdbicas (CETESB, 2011).

3.2.3 Regulamentacao legal eindice de Qualidade da &gua - IQA

No Brasil, 0 6rgao responsavel pela regulagdo, monitoramento e planejamento
do uso dos recursos hidricos é a Agéncia Nacional das Aguas (ANA), sendo criada
com a incumbéncia de fazer cumprir os objetivos e diretrizes da chamada “Lei das
Aguas do Brasil”, a lei n® 9.433 de 1997 (ANA, 2018).

Esta agéncia gere a Rede Nacional de Monitoramento de Qualidade da Agua
(RNQA), na qual os estados que realizam o monitoramento da qualidade das suas
aguas compartilham os dados obtidos através do Sistema Nacional de Informacgdes
sobre Recursos Hidricos. Dentre os diversos indicadores adotados pela ANA para
avaliacdo da qualidade das &guas, o indice de Qualidade das Aguas (IQA) é
considerado o principal; sendo este calculado a partir de diversos parametros fisico-
quimicos e microbioldégicos observados nas amostras de agua analisadas (ANA,
2018; CETESB, 2014).

A determinacao do IQA depende da avaliacdo de nove parametros: oxigénio
dissolvido, coliformes fecais, pH, demanda bioquimica de oxigénio, temperatura,
nitrogénio total, fésforo total, turbidez e soélidos dissolvidos totais. O método de
célculo encontra-se detalhado na metodologia e a interpretacdo dos resultados
obtidos pode ser feita segundo o quadro abaixo (Quadro 1), disponivel no endereco

eletronico da ANA.

Quadro 1 - Faixas de IQA por estado e Interpretacao referente.

Faixas de IQA utilizadas nos estados:
Avaliacao da

AL, MG, MT, PR, RJ, | BA, CE, ES, GO, MS, | 9qualidade da agua
RN, RS PB, PE, SP
91-100 80-100 Otima
71-90 52-79 Boa
51-70 37-51 Razoavel
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26-50 20-36 Ruim

0-25 0-19 Péssima

Fonte: ANA, 2018.

Resumidamente, a relevancia dos parametros envolvidos no IQA, de acordo
com a CETESBE (2014), da-se pelo fato de queo oxigénio dissolvido é essencial
para manutencao dos organismos que vivem na agua e pode indicar indiretamente
eutrofizacdo; os coliformes fecais indicam contaminacao de origem fecal e presenca
de microrganismos com potencial para transmissdo de doencas; o pH influencia
indiretamente a solubilidade de nutrientes no meio aquatico e, diretamente, a
fisiologia dos organismos; a demanda bioquimica de oxigénio indica a quantidade de
oxigénio necessaria para que bactérias oxidem a matéria organica dissolvida na
agua; a temperatura possui grande influéncia sobre os demais parametros fisicos da
agua, como a viscosidade, e também sobre a reproducdo de peixes; o nitrogénio
total reflete a toxicidade dos compostos nitrogenados presentes e da suporte ao
crescimento microrganismos, por ser um nutriente essencial; o fésforo total é um
macronutriente e participa do processo de eutrofizacdo da agua; a turbidez reflete
aspectos como erosdao das margens e contaminacdo por esgotos; os soélidos
dissolvidos alteram sabor da agua, reduzem a penetracao de luz e prejudicam a vida

aquatica.

Segundo dados disponiveis no mapa interativo digital que lista as estagdes de
monitoramento de qualidade de agua em operacdo, que alimentam o Sistema
Nacional de Informagcdes sobre Recursos Hidricos (SNIRH, 2018), a regido
metropolitana de Alagoas possui apenas 20 estacdes em operacdo, cobrindo 5
corpos d’agua (oito situadas no entorno da Lagoa Mundau, uma no Rio Mundad,
uma no Rio Paraiba do Meio, oito no entorno da Lagoa Manguaba e duas na Zona
dos canais/Boca da Barra). Levando em consideracdo a quantidade de corpos
d’agua superficiais em Alagoas, em comparacdo com o numero e distribuicao das
estacbes de monitoramento em operacao, fica evidente a escassez de dados sobre

a qualidade das aguas do estado.

As bases legais para o controle de qualidade de agua superficial sao
principalmente as resolu¢des do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) e
do Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH); jA& no tocante ao
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monitoramento da qualidade de aguas destinadas para o consumo humano e
potabilidade, a regulacao € feita pela portaria do Ministério da Saude n® 2.914, de 12
de dezembro de 2011.

Neste ambito, a Agéncia Nacional das Aguasesclarece que a Resolugdo
CONAMA n® 357/2005 dispoe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢cbes e padrdes de
lancamento de efluentes, e da outras providéncias; a Resolucado CONAMA n°
397/2008 altera o art. 34 da Resolugio CONAMA 357/2005 e que
a Resolucado CNRH n? 91/2008 estabelece os procedimentos gerais para o
enquadramento dos corpos d’agua superficiais e subterraneos(ANA, 2018).

No tocante aos contaminantes presentes em agua, a portaria de consolidacao
n® 5/2017 do Ministério da Saude, em seu anexo XX, tabela 7, traz a lista de
substancias quimicas orgéanicas e inorganicas que representam risco a saude e
cujas concentracoes devem ser avaliadas para a potabilidade, como também os
seus valores maximos permitidos.Alguns metais encontram-se entre as substancias
qguimicas inorganicas citadas na lista, enquanto que os pesticidas de uso mais
comum no pais estdo listados entre as substancias organicas constantesnesse

anexo.

3.3 Avaliacao toxicoldgica da agua

Os milhares de produtos quimicos em uso atualmente, sendo muitos deles
téxicos, eventualmente acabam misturados com agua e indo parar no meio ambiente
através dos efluentes, sejam eles domésticos, industriais, agricolas, etc. Estes
efluentes rotineiramente sdo despejados a céu aberto ou, mesmo quando
destinados aos sistemas de esgoto, acabam chegando aos rios, lagos e mares,
muitas vezes sem passarem por nenhum processo prévio de tratamento(BOXALL et
al., 2012).

As substancias quimicas presentes nestas misturas complexas, quando em
contato com organismos vivos — sejam eles vegetais ou animais, incluindo os seres

humanos —, podem ser absorvidas e causar danos aos organismos expostos. A
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extensdo do dano vai depender das caracteristicas quimicas das substancias, das
suas concentracdes, do modo de absorcao, da quantidade absorvida, do tempo em
que os organismos ficaram expostos e, também, das caracteristicas fisiolégicas dos
seres afetados (PERRON et al., 2010). Além disso, os efeitos téxicos podem dar-se

de forma aguda ou crénica, em fung¢édo do tempo de exposicdo aos xenobidticos.

Entre as substancias téxicas comumente identificadas em estudos de
contaminacao ambiental, os metais, especialmente os chamados metais pesados
(alguns metais sdo considerados como essenciais, nas concentracdes adequadas),
estdo presentes em diversificados produtos de uso humano, em especial
componentes eletroeletrénicos. Metais aparecem também na composicdo de
agroquimicos, em rejeitos de mineracao e diversas outras fontes. Estes, quando
ionizados, s&o altamente soluveis (GUO; KANG; FENG, 2017).

A maioria dos metais € capaz de acumular-se em tecidos de animais e plantas
— processo conhecido como bioacumulagdo (CHEN; ZHU; WILKINSON, 2010).
Quando nao-essenciais ou em concentracdo maior que a necessaria, dentro dos
organismos vivos, sdo capazes de interferir na fisiologia e causar os mais diversos
danos, que vao desde prejuizos ao sistema nervoso, até o cancer. O chumbo, por
exemplo, apresenta toxicidade neurolégica, hematoldgica e renal para humanos em
contragdes que vdo de 10 a 40 pg/dL™ no plasma, de acordo com a agéncia
americana Agency for ToxicSubstancesandDisease Registry— ATSDR (ATSDR,
2015).Dificuldades prévias na analise de substancias com pouca solubilidade em
agua, como é o caso dos metais precipitaveis, foram descritas previamente na
realizacdo de bioensaios (SCHREIBER et al., 2008).

A agricultura e pecuaria ainda sdo a base econémica de muitas regides. Neste
contexto e em fungdo da proximidade de muitos corpos d’agua superficiais com
lavouras, outra importante classe de contaminantes tdxicos de agua € a de
praguicidas. Os pesticidas, em sua génese, sdao produzidos com o objetivo de
causar a morte de organismos indesejaveis, portanto capazes de causar grandes
danos quando introduzidos indevidamente em ecossistemas. Adentram as grandes
massas d’agua através do vento, das chuvas e de efluentes rurais contaminados

(LEHMANN et al., 2018). Alguns pesticidas, como € o caso dos organoclorados,
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sdo, em especial, de grande risco ecoldgico por sua longa persisténcia no ambiente
enqguanto contaminantes (HU et al., 2014).

No estudo da presenca de substancias quimicas téxicas no meio ambiente,
analises fisico-quimicas sdo importantes na elucidacao da identidade do agente
contaminante, além da determinacdo de suas concentracées, embora ndo sejam
suficientes para determinar se uma substancia eventualmente detectada nas
amostras ambientais é capaz de causar danos aos organismos presentes no local
de onde a amostra foi coletada (SCHAFER et al., 2013). Para esta finalidade,
ensaios de exposicdo, simulando o que ocorreria ho meio ambiente, séo
executados. Estes sdo os chamados bioensaios de exposicdo para avaliacdo
toxicolégica (ABBAS et al., 2018).

A utilizacdo de amostras reconstituidas em laboratério, feitas contendo as
mesmas concentragcdes de componentes detectadas previamente em amostras
ambientais, € uma opcao para contornar os problemas observados na testagem de
matrizes complexas como sdo as de origem ambiental, porém ha estudos que
demonstram discrepancias significantes entre os efeitos toxicos de amostras de
campo e as versdes reconstituidas dasmesmas, possivelmente devido a presenca
de compostos quimicos nao identificados nas amostras coletadas no campo
(MICHIELS et al., 2017), o que demonstra a importancia de uma caracterizagao
quimica adequada das amostras para uma melhor compreenséo dos efeitos toxicos

observados nos bioensaios.

Uma grande gama de espécies de bactérias, invertebrados e vertebrados
podem ser utilizadas em bioensaios como bioindicadores — organismos capazes de
demonstrar os efeitos causados pelas substancias téxicas presentes no meio
ambiente ou em amostras de origem ambiental —, seja através de ensaios
ecotoxicoldgicos realizados em laboratério, ou mesmo em atividades de
biomonitoramento executadas no proprio local de exposicao, que geram dados mais
fidedignos das condicoes daquele ambiente (LI et al., 2018; TUIKKA et al., 2011;
ZITOVA et al., 2009).

Apesar do modelo vertebrado para ensaios de toxicidade mais comum ainda

ser 0 camundongo/rato, seu uso tem decaido progressivamente, enquanto que o0s
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peixes da espécie Daniorerio(Figura 7), conhecidos como zebrafish, tém tido
destaque crescente neste tipo de bioensaio (SIPES; PADILLA; KNUDSEN, 2011).

O zebrafish € um peixe tropical, de agua doce, que apresenta genoma
sequenciado e alta taxa de similaridade genética com humanos; ciclo de vida
relativamente rapido — o que permite a realizacdo de estudos nas mais diversas
etapas de desenvolvimento em um menor periodo de tempo, quando comparado a
outros modelos —; fecundagéo externa, que implica em maior facilidade no manejo
reproducao dos animais; producdo de uma grande quantidade de individuos em um
unico cruzamento; embrides, larvas e érgaos transparentes — o que facilita a
visualizagdo dos resultados e dispensa a utilizacdo de equipamentos mais
complexos —; além de reconhecimento internacional no campo cientifico como
modelo de testes. As carateristicas favordveis deste modelo animal implicam
também emmenores custos (SIPES; PADILLA; KNUDSEN, 2011).

Figura 7 — Fotografia de peixes da espécie Daniorerio, o zebrafish.

Fonte:O autor.

Internacionalmente, a técnica mais utilizada para avaliagdo toxicolégica de
agua usando o modelo zebrafish tem sido o Fishembryoacutetoxicity (FET) test,
padronizado desde o ano de 2013 pelaOrganizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdémico — OECD; que usa embrides da espécie Daniorerio
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(zebrafish) para avaliacdo de toxicidade na fase embriol6gica de desenvolvimento
deste peixe (OECD, 2013), embora diversas outras metodologias de analise sejam
possiveis. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA também
possui protocolos padronizados de teste de toxicidade usando a mesma espécie na
analise de agua (ABNT, 2016).

Entre os efeitos toxicos, as alteragdes neuroldégicas sao as primeiras
manifestadas em caso de exposicdo a agentes téxicos, sendo precedentes aos
danos fisiolégicos e teciduais, podendo ser verificadas mesmo em baixas
concentracdes do agente téxico, através dos seus reflexos sobre o comportamento
dos animais expostos. Diversos testes de avaliacdo de aspectos neuroldgicos
executados historicamente com camundongos/ratos — como agressividade,
ansiedade e memoria— ja foram adaptados para serem realizados usando-se
omodelo zebrafish (RESENDE; SOCCOL, 2015).

Em bioensaios que avaliam a influéncia de contaminantes quimicos téxicos
presentes em sistemas aquaticos sobre a atividade neurol6gica-comportamental de
peixes, 0 estudo do comportamento de nado é um ponto chave, pois tem impacto
direto sobre a interacdo social, reproducdo e capacidade de evitar e fugir de
predadores; sendo estes aspectos comportamentais extremamente importantes do
ponto de vista ecolégico (CHAULET, 2018). Fatores como aceleracao, velocidade
média e distancia percorrida sdo considerados na avaliagdo da capacidade
locomotora de peixes (MARTINEZ; VIANA; FARIA, 2011).
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4. METODOLOGIA

As analises fisico-quimicas e microbiologicas foram realizadas junto ao
Laboratério do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA/AL), sob geréncia do Sr.
Manoel Messias dos Santos, em decorréncia de parceria técnico-cientifica entre este
o6rgao estadual e o Laboratério de Toxicologia do Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas, sob coordenagdo dos Professores doutores Maria Aline Barros
Fidelis de Moura e José Rui Machado Reys, da Universidade Federal de Alagoas.

4.1. Coleta

A coleta de agua em éareas de protegcdo ambiental foi autorizada pelo érgao
responsavel por estas reservas, o IMA/AL, através do oficio de anuéncia n® 05/2018
(Anexo 1).As coletas foram realizadas na segunda metade do més de novembro do
ano de 2018. As coordenadas do ponto de coleta no Rio Pratagy foram 9°31'45.23",
35°41'25.06", enquanto que na barragem do Catolé as coordenadas foram
9°56'07.44”, 35°.79'64.46".

As amostras ambientais de agua superficial foram coletas de trés pontos de
amostragem situados nas proximidades das estacoes de captacdo da CASAL, em
garrafdes plasticos de 2 litros fornecidos pelo IMA/AL e transportados em sequéncia,
protegidos da luz, em caixa térmica, diretamente para o Laboratério de Estudos
Ambientais deste instituto, para as analises fisico-quimicas preliminares.O kit

utilizado para coleta e transporte € mostrado na figura 8.
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Figura 8 — Fotografia do kit para coleta e transporte cedido pelo IMA/AL.

Fonte:O autor.

As coletas de agua tratada foram realizadas a partir de torneiras localizadas em
areas publicas e em residéncias, com autorizagdo por escrito dos proprietarios
(modelo em anexo), quando advindas de propriedades privadas. Na parte alta da
cidade, as amostras de agua cloradas foram obtidas na Praca Colina dos Eucaliptos
(Bairro de Santa Amélia, localizacdo: 9°.58’61.16”, 35°.77°60.70”) e, na parte baixa
da cidade, em uma residéncia localizada no Largo Sdo Pedro (Bairro da Levada,
localiza¢ao:9°35°37.0”, 35°45’12.0). O acondicionamento e transporte foi feito da

mesma maneira que as amostras ambientais.

No caso das 4guas tratadas, os pontos de coleta foram definidos
aleatoriamente dentro da area de abrangéncia de cada subsistema de
tratamento/distribuicdo de agua de interesse, apenas com a exigéncia que as
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torneiras fossem ligadas diretamente ao sistema de distribuicdo da capital, sem o
intermédio de passagem por reservatorios privados, como caixas d’agua domésticas.

As amostras para analise microbioldgica foram coletadas em frascos de vidro
(capacidade de 125 mL)autoclavados, envoltos em protecdo contra luminosidade
(papel aluminio), contendo duas gotas (0,1 mL) de uma solucdo a 10% do agente
conservante tiossulfato de sodio. O transporte foi feito em caixa térmica e 0 semeio e
encubacdo deu-se no mesmo dia. No caso das amostras cloradas para fins
microbiolégicos, as torneiras foram limpas com solucdo de hipoclorito sodico
100mg/L antes do preenchimento dos frascos e a amostrafoi colhida ap6s 2 minutos

de fluxo d’agua.

Amostras para analise de contaminantes potencialmente tdxicos foram
armazenadas em frascos estéreis de plastico de 500 mL e congeladas em freezer de
temperatura ajustavel (Consul®, modelo CHB53EB) a -20°C para conservar as suas
caracteristicas originais até as analises posteriores. O transporte foi feito através de
aviao, em caixas de isopor seladas, até os laboratérios parceiros localizados na
regidao Sudeste. As amostras utilizadas na analise por ICP-MS foram previamente
filtradas e acidificadas com 2 mL de solugéo de acido nitrico a 1%.

Todas as coletas foram feitas manualmente, portando os Equipamentos de

Protecao Individual adequados.

4.2Andlise Fisico-quimica preliminar

4.2.1Condutividade elétrica, salinidadepotencial de hidrogénio (pH), oxigénio

dissolvido (OD) e temperatura

A determinagdo da condutividade, salinidade, pH e OD foi realizada por
potenciometria. A andlise foi realizada a temperatura de 25 °C, com medidor
multiparametro(pH, condutividade,  salinidade, oxigénio  dissolvido e

temperatura)CDS107da marca Omega®. Antes da medicdo utilizou-se as solugdes-



38

padrao fornecidas juntamente com o aparelho (solucao de KCI, 1413 uS/cm a 25 °C)
para calibrar o eletrodo.

Incialmente, um pequeno volume da amostra foi acondicionado em um béquer
limpo, entdo a sonda (sensor) foi mergulhada na amostra e o resultado observado
no visor do aparelho. Antes e apds a medicao os eletrodos foram limpos com agua
deionizada.

O resultado da condutividade foi expresso em microsiemens por centimetro
(us/cm); a salinidade foi expressa em porcentagem (%) de sais dissolvidos na
amostra, enquanto que o oxigénio dissolvido foi expresso na forma de mg/L de O,. A

temperatura foi expressa na escala Celsius.

4.2.2 Turbidez

Utilizou-se Turbidimetro kr2000 da marca Akrom® que possui umdiodo
emissor de infravermelho (850 nm) e um detector de fotodiodo de silicio. O resultado
foi expresso em unidades de turbidez (UT).

A calibracdo foi feita previamente com padrdo fornecido junto com o
aparelho. Uma pequena porcdo da amostra foi acondicionada em cubeta de vidro,
até o limite indicado na mesma. A cubeta foi colocada no interior da camara escura

do aparelho para leitura.

4.2.3 Solidos Dissolvidos Totais (SDT)

A amostra foi homogeneizada e mediu-se 100 mL com o auxilio de uma
pipeta volumétrica. Em seguida, este volume passou um sistema de filtracdo a
vacuo, através de um filtro de fibra de vidro.

O filtrado foi transferido para uma capsula de porcelana seca e previamente
pesada, entdo procedeu-se a evaporacdo da amostra em estufa (105 °C) por uma
hora. Ap6s a evaporacado e resfriamento natural da cépsula, pesou-se novamente
em balanca analitica a mesma. Por fim, foi calculada a diferenca do peso da capsula
usando-se os valores obtidos antes e depois da evaporagcdo da amostra, entdo o
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valor obtido foi usado para calculo da concentragdo dos sdélidos dissolvido

incialmente na amostra, sendo expressa em mg/L.

4.2.4Cor aparente

A determinag&o da cor foi realizada através do método de determinacao por
disco comparador colorimétrico, onde a amostra é colocada em uma cubeta e sua
cor é comparada com a de discos de vidro que sao previamente calibrados com as
cores da escala Platino-Cobalto. O resultado foi expresso em unidades Hazen (H),
que é representada por 1 mg de platina em 1 litro de agua, na forma de cloroplatina
de cobalto a 1 ppm de platina.

4.2 5Dureza total

Realizada através de titulometria. Incialmente, 100 mL da amostra foram
acondicionadas em um Erlenmyer de 250 mL, entao adicionou-se 2 mL de hidréxido
de sédio 1 mol/L (NaOH), com pipeta graduada. Agitou-se e entao foi adicionado 0,2
g do indicador murexida, que deixa a solugédo résea. Nesse ponto € feita a titulacdo
com solucédo de EDTA 0,01 M, agitando-se continuamente até o surgimento da cor
purpura — ponto final da titulacdo. O volume deEDTA gasto foi anotado e, em
seguida, foi feito o seguinte calculo:

volume gasto de EDTA x fc x 1000
mL da amostra

Dureza de Ca?* em mg/L de CaCO,= x 0,4008

Onde fc representa o fator de correcao da solugdao de NaOH.

4.2.6Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

Teste realizado de acordo com a Norma Técnica Interna n? 03 da SABESP,
de 1997 (esquematizada no Anexo 3), pelo método “DBO sem semente”, onde é
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medido o oxigénio dissolvido na amostra ao inicio do teste e ao final do tempo de
incubacao, e posteriormente € realizado o calculo da DBO.

O calculo de DBO é feito de acordo com a féormula:

OD/-ODf
DBO (mg Oo/L) =—
p

Onde p é a fracao volumétrica decimal da amostra — calculada como volume (mL) de
amostra introduzido no frasco para DBO, dividido pelo volume total (mL) do frasco
para DBO.

4.2.7Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Ensaio executado de acordo com a Norma Técnica Interna n? 04 da SABESP
(1997), através do método “B” de determinacao de DQB, que ¢é indicado para aguas

brutas em geral, com auséncia de poluicao elevada por esgoto.

Um agente oxidante forte em excesso, o dicromato de potassio, foi usado
para oxidar a matéria organica presente na amostra, em condi¢cdes acidas, de
acordo com a seguinte reacao geral:
a+8c 2n

> H.,O + 2¢cCr®, onde ¢ = 3t

Wi

CoH.Op + cCr072 + 8cHSnCO +

(o)l V)

Ao fim da reacdo, uma titulagao (pelo sulfato ferroso amoniacal) foi feita para
determinar a quantidade de dicromato ndo consumida e, por fim, foi calculado o
DQO pela féormula:

(A - B) x M x 8000
Vv

DQO (mg O2/L) =

Mais detalhes sobre o procedimentoestao disponiveis em anexo (Anexo 4) ou

consultando-se diretamente a referéncia citada.
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4.2 .8Nitrogénio amoniacal total

A andlise de nitrogénio na forma amoniacal presente na amostra foi realizada
através de destilacao seguida de titulagdo, com pequenas adaptacdes (descritas
abaixo) da metodologia padronizada pela EMBRAPA para andlise de compostos
nitrogenados em agua e solo (Silva, 2010).

Adicionou-se a amostra 25mL de solucdo tampédo de borato (9,5 g de
tetraborato de sodio e 176 mL de hidroxido de sédio 0,1 mol/L em baldo de 2 litros
completado com agua destilada), depois o pH foi ajustado para 9,5 usando-
sesolucao dehidroxido de sodio 0,1 mol/L.

A amostra preparada foi, entdo, transferida para um frasco Kjeldahl, para
destilacdo, que foi executada conforme o determinado na metodologia supracitada
da EMBRAPA.

Apbs a destilacao, o destilado foi titulado contra a solugdo de Acido Sulfurico
0,01 mol/L. O ponto final da titulagao foi considerado como o ponto de pH igualao pH
da solucao padrao de acido bérico preparada como20 g de acido bérico e 10 mL de
indicador misto para 1 litro de agua.

A concentragao de nitrogénio amoniacal na amostra foi dada pela férmula:

volume A x 280
volumedeamostra

mgN-NH3z/L =

Onde “Volume A’corresponde ao volume de &acido sulfurico 0,01 mol/L gasto na

titulacao.

4.2 9Ferro Total

Ensaio executado de acordo com a Norma Técnica Interna n? 10 da SABESP
(2001), usando o método de determinacéao através da 1,10-Fenantrolina.

Inicialmente foi preparada uma curva de calibragdo usando-se uma solucao

padrao de ferro, entdo as amostras foramacidificadas com &acido cloridrico para
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solubilizar o ferro e tratadas com 1,10-Fenantrolina, que forma complexos vermelho-

alaranjados com o ferro, de acordo com a equagao abaixo:

4Fe®* + 2NH,OH—-4Fe?* + N,O + H,O + 4H*

Apéds a formacao da cor, foi feita leitura em espectrofotébmetro a 510 nm. O
calculo final da concentragao de ferro seguiu a formula: mg Fe/L = (A — B) x F (onde
A = leitura da amostra em absorbancia; B = leitura do branco em absorbéancia; F =
fator da curva de calibracdo). Detalhes do procedimento, como concentracdes dos
reagentes e preparo da curva de calibracdo, encontram-se na metodologia

detalhada em anexo (Anexo 5).

4.2 10Cloreto

O teste seguiu o protocolo padronizado pela ABNT (1997), naNBR 13797/97,
optando-se pelo método “Nitrato de Mercurio 11", que é indicado para amostras com
um baixo teor de cloreto esperado (concentragbes menores que 100mg CI-/L). A

metodologia completa encontra em anexo (Anexo6).

Ao final, segundo a metodologia anteriormente citada, a concentracdo de

(Va- Vb) xNxfcx 35450
mL da amostra

cloretos na amostra é dada pelo seguinte calculo:mg CI-/L =

Onde Va é o volume (mL) de solugéo de nitrato de mercurio gastos para titular a
amostra; Vb € o volume (mL) de solugcédo de nitrato de mercurio gastos para titular
prova em branco; N representa a normalidade da solucao de nitrato; fc é fator de

correcao do nitrato de mercurio.

4.2 11Sulfato

A determinacéao de sulfatos foi feita precipitando-se o sulfato, em presenca de

HCI, a sulfato de bario, pela adicao de cloreto de bario a solucao.

Posteriormente o precipitado foi filtrado em um cadinho de porcelana
previamente tarado, e, em seguida, aquecido a altas temperaturas (>100°C) em
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estufa para secagem. Apds resfriamento, o cadinho foi novamente pesado e, por
diferenca de peso, calculou-se a massa de sulfato presente na amostra. Calculo
utilizado:

(p2-pl1)x411,6
volume de amostra

mg SO47%/L =

4.3. Analise microbioldgica

Realizadas no Laboratério de Estudos Ambientais do Instituto do Meio
Ambiente de Alagoas (IMA/AL),a quantificacdo de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e E. coli foi feita através da técnica de Fermentacdo em Tubos
Multiplos, cujo resultado é expresso na forma de Numero Mais Provavel NMP/100
mL, conforme preconizado pela legislacao especifica e de acordo com o Ministério
da Saude (FUNASA, 2013).

Na analise de coliformes totais, incialmente foi realizado um teste presuntivo,
para determinar se havia presenca ou nao de coliformes, e, confirmada a presenca,
um teste confirmatério foi realizado através da inoculagdo, com auxilio de alca de

platina previamente flambada, em meio verde brilhante.

De 15 tubos de ensaio, em cinco deles foi colocado caldo lactosado de
concentracdo dupla e, nos demais, caldo lactosado de concentracdo simples. Nos
primeiros cinco tubos foram inoculados, com pipeta esterilizada, 10 mL da amostra
(diluigéo 1:1); em cincodos tubos com caldo de concentragédo simples foi inoculado 1
mL da amostra (diluicdo 1:10) e nos ultimos cinco tubos com caldo da mesma
concentragao foi inoculado 0,1 mL da amostra (diluigdo 1:100).

Apbs as inoculacbes, os tubos foram agitados para que ocorresse a
homogeneizacao do seu conteudo e, em seguida, eles foram incubados a 35° + 0,5°
C durante 24/48 horas em estufa. Ao final do tempo determinado, os tubos onde
houve formacao de gas foram considerados positivos e encaminhados para o teste

confirmatério, onde passavam por nova incubacéao idéntica em estufa.

A anédlise de coliformes termotolerantes deu-se de maneira semelhante aos

coliformes totais, com a diferenca de que o meio de inoculagéo utilizado foi o meio
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EC, mais especifico para coliformes termotolerantes, e temperatura de incubagéo
em estufa mais elevada, em torno de 44°C. Quando a E. coli o semeio foi
realizadoneste mesmo meio, sendo a sua diferenciagao feita através da observagao
de fluorescéncia azul sob lampada ultravioleta, no comprimento de onda 365 nm.

A determinacdo do NMP foi dada pela combinacdo de tubos positivos obtida
no ensaio, que é confrontada com a tabela referéncia da disponivel no anexo 7,
onde cada combinacdo de tubos possivel é associada a um respectivo NMP.
Detalhes sobre a preparacao dos caldos utilizados podem ser encontrados na

referéncia citada.

4.4.Determinacéo do indice de Qualidade da Agua- IQA

Sendo considerado o principal indicador de qualidade de agua utilizado no pais
(CETESB, 2014), a metodologia adotada para célculo do indice de Qualidade da
Agua - IQA seguiu o proposto pela Agéncia Nacional das Aguas (2018):

O célculo do IQA é feito por meio do produtério ponderado dos nove
parametros, segundo a seguinte férmula:

Qa= 14
i= 1

Onde:IQA = indice de Qualidade das Aguas, um nimero entre 0 e 100;qi =
qualidade do i-ésimo parametro. Produtério: Um nimero entre 0 e 100,
obtido do respectivo grafico de qualidade, em funcado de sua concentracao
ou medida (resultado da analise);wi = peso correspondente ao i-ésimo
parametro fixado em funcao da sua importancia para a conformacéao global
da qualidade, isto é, um nimero entre 0 e 1, de forma que:

i=1
Sendo no ndmero de parametros que entram no calculo do IQA. (ANA,
2018)

Na qual, inicialmente foi realizado o calculo ponderadodos parametros
individuais e posteriormente os valores obtidos foram aplicados na férmula do IQA.

Os pesos (w) adotados para cada parametro encontram-se expressos no quadro 2,
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enquanto queo “Anexo 8” traz os graficos com as médias de cada parametro, para a

atribuicdo dos respectivos valores de qualidade (q).

Quadro 2 - Pesos atribuidos aos parametros usados na somatoria do IQA.

PARAMETRO DE QUALIDADE PESO (w)
Oxigénio dissolvido 0,17
Coliformes termotolerantes 0,15
Potencial hidrogeniénico - pH 0,12
Demanda Bioquimica de Oxigénio - DBO 0,1
Temperatura da agua 0,1
Nitrogénio total 0,1
Fosforo total 0,1
Turbidez 0,08
Residuo total 0,08
Total: 1

Fonte: ANA, 2018.

4.5ldentificacao e quantificacao de micropoluentes téxicos

4.5.1 Metais e ions inorganicos
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A andlise de contaminacao por substancias quimicas inorganicas foi executada
no Laboratério de Mutagénese in vitro e in vivo, do Departamento de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo, por meio de cooperacao com

o mestre em Biologia Vegetal Edvar Junior Roncetti Coelho.

O ensaio para andlise de metais e outros ions inorganicos seguiu metodologia
proposta porBeck, Franks e Bruland(2002), através da técnica de Espectrometria de
Massa com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS).Os agentes quimicos
selecionados para andlise foram arsénio, chumbo, cadmio, mercurio, aluminio,
titanio, estanho, tungsténio, cromo, zinco, ferro, cobalto, manganés, niquel, cobre e

silicio.

A tabela seguinte sumariza os parametros experimentais adotados neste

ensaio.

Tabela 1 — Parametros adotados na analise por ICP-MS.

Instrumento

Finnigan MAT - Element ICP-MS

Camara de spray

Nebulizador

Poténcia incidente

Cones

Fluxo de plasma

Fluxo de géas auxiliar

Fluxo de gas nebulizador

Fluxo de nebulizacdo da amostra
Autosampler

Coluna

Resina quelante
Coluna com amostra

Glass ExpansionCinnibar
Glass ExpansionCinikal
1250 W

Nickel, Spectron Inc.

131 min™

0,751 min™

0,85-0,951 min™

1,0 ml min™

CETAC ASX-100

Toyopearl AF-Chelate-650 M
Global FIA (MC-ICNM)

Fonte:Adaptado de BECK; FRANKS; BRULAND, 2002 para o ensaio.
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4 5.2 Pesticidas

A determinagdo de contaminacao por pesticidas foi executada no Laborat6rio
de Toxicologia, do Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana
da Fundagdao Oswaldo Cruz — CESTEH/FIOCRUZ/RJ, com laudos técnicos das

analises emitidos pelo setor executor.

A determinacao e quantificacao de pesticidas foi feita de acordo a metodologia
estabelecida porBenfenati et al (1990), através da técnica de Cromatografia Gasosa
acoplada a detector de Espectrometria de Massa (GC-MS/MS). O procedimento é
iniciado com uma extracdo em fase sdlida realizada em coluna C18 (15 mm de
didmetropor 15 cm de comprimento), onde 0os compostos organicos sao eluidos com

diclorometano. Em seguida, o extrato é injetado no equipamento de GC-MS/MS.

Os compostos orgéanicos de atividade pesticida selecionados para analise
englobam as substancias preconizadas pelo Ministério da Saude na portaria de
consolidacdo 05/2017 (Quadro 3), além dos outros pesticidas, de uso menos
difundido, listados a seguir:acefato, acetamiprida, acetoclor,ametrin, azinfos-metil,
azoxistrobin, bifentrina, aletrin, boscalid, captan, carboxin, etil-carfentrazona,
cifenotrina, ciflutrina, cipermetrina, ciproconazol, clorfenvinfos, clorotalonil,
deltametrin, diazinon, diclorvos, dicofol, difenoconazol, dimetoato, disulfoton,
epoxiconazol, esfenvalerato, etion, etofenprox, fenitrotion, fenotrin, fenpropatrin,
danitol, fention, fentoato, fenvalerato, fipronil, flutriafol, folpet, imidan, clordano,
heptacloro, hexaclorobenzeno, imiprotrina, cresoxim, lactofen, cialotrin, malaoxon,
malation, metamidofos, metamitron, metidation, metoxicloro, metribuzin, mirex,
monoclotofos, oxifluoreno, paraoxon, PCB, hexaclorobife, heptaclorobife,
triclorobifeno,  tetraclorobifeno, pentacloroanisol, picoxstrobin, piraclotrobin,
pirimetanil,  pirimifosmetil, piriproxifen, procimidona, profenofos, propanil,

tebuconazol, terbufos, tetraconazol, nonaclor, triazofos, trifenilfosfato e trifloxistrobin.

A lista dos pesticidas analisados que sao preconizados pelo Ministério da
Saude encontra-se no quadro a seguir, juntamente com os limites de deteccdo e
quantificacao verificados para cada analito. O limite de detec¢do para os demais
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pesticidas selecionados para analise foi de 0,2 ug.L™" e o limite de quantificagdo para
os mesmos foi de 0,5ug.L™.

Quadro 2 — Relacao de pesticidas preconizados pelo Ministério da Saude e seus
limites de deteccao e quantificacao para o ensaio realizado.

Limite de Limite de
Pesticida Deteccao Quantificacao
(Hg/L) (Hg/L)
Alacloro 0,07 0,3
Aldrin + Dieldrin 0,2 0,5
Atrazina 0,04 0,2
Clordano 0,003 0,05
Clorpirifos 0,07 0,3
Endossulfan 0,2 0,5
Endrin 0,2 0,5
gama-HCH 0,006 0,03
Metolacloro 0,2 0,5
Metil Paration 0,04 0,2
DDT Total (DDT+DDE+DDD) 0,002 0,01
Pendimetalina 0,03 0,1
Permetrina 0,04 0,2
Simazina 0,08 0,4
Trifluralina 0,2 0,5
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4.6Bioensaios com zebrafish para avaliacao de toxidade in vivo

Os ensaios usando o modelo animalzebrafish(Daniorerio) foram aprovados
pelo Comité de Etica sobre o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Alagoas, através do parecer registrado sob o nimero 72/2017 e com certificado de
autorizacao (Anexo 2) emitido em 27 de fevereiro de 2018, com vigéncia até 30 de
agosto de 2019.

A toxidade avaliada nos ensaios foi do tipo aguda, na modalidade
neurolégica/comportamental, optando-se pela adocao de peixes no estado adultode

desenvolvimento, com aproximadamente 3 meses de idade cada.

A realizagdo dos bioensaios foi realizadano laboratério de Imunologia da
Unidade Laboratorial de Analises Clinicas - ULAC do Hospital Universitario Professor
Alberto Antunes — HUPAA/UFAL,que dispbe de sistema de filtracdo de agua e
controle de ar, ambos necessarios a realizacdo dos ensaios. O Laboratério de
Imunologiaé coordenado pelo Farmacéutico Orlando Ronaldy da Silva Santos, autor
desta dissertacao. A Unidade de Laboratoérios (ULAC) a qual pertence o Laboratério
de Imunologia estava, no periodo de execug¢dao dos ensaios, sob responsabilidade
técnica geral do Farmacéutico Esp. Péricles Melo e Silva.

No periodo anterior aos bioensaios (10 dias de aclimatacéo), os peixes foram
mantidos nas seguintes condi¢des: aquario de vidro de 5 litros;alimentacao realizada
duas vezes ao dia, sendo as 08:00e as 16:00 horas, composta de ragdo seca
(Racado JBLNovo Bits); em agua tratada proveniente de equipamento deionizador,
com controle do pH realizado com o kit Nutratec TampaoPh 7,0 100g Buffer
Tamponador para aquario doce; controle da amdniatéxica feito com o kit Teste Alcon
Aménia Téxica Doce; lotacdo maxima de20 peixes por 5 litros do aquério; aeracao
da agua promovida por compressor, de vazao controlada, ligado a um sistema de
filtracdomecanica, constituido por filtro de material esponjoso acoplado a uma coluna
decarvao ativado (material adsorvente); controle de temperatura por condicionador
de ar regulado para 25 °C.
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O ensaio de exposicdo foi baseado na metodologia de analise por
videomonitoramento conduzida por Riehl et al (2011), com modificacées

especificadas abaixo.

Foram usados tanques de plastico fosco de 2 litros para os grupos controle e
teste, tendo em vista que o reflexo dos aquarios de vidro é prejudicial na analise
posterior das imagens pelo software selecionado. Estes tanques foram preenchidos
até a sua metade (1 litro) com a solucao controle (agua deionizada) ou solugao teste
(amostra ambiental). Apéds transferidos para os tanques de plastico com auxilio de
uma rede, os peixes ficaram em repouso por 30 min para aclimatacdo ao novo
ambiente aquatico e recuperacdo do stress induzido pela transferéncia, antes do
acionamento da camera.Os registros de imagem foram realizados nos momentos de
0, 6, 12 e 24 horas apds a exposicao. Os animais ndo foram alimentados durante os

testes.

Por conta da limitacdo imposta pelo CEUA quanto ao nimero de animais a ser
utilizado neste estudo (10 machos e 10 fémeas), o nfoi reduzido para 5 animais no
grupo controle negativo e 5 no grupo de expostos, sendo avaliada apenas a toxidade
in vivo da fonte de agua identificada como tendo o menor IQA — a barragem do
Catolé—, de acordo com numero de espécimes disponiveis. A distribuicdo de machos
e fémeas entre os grupos foi aleatéria. Os testes foram realizados em triplicata, com
tempo de cerca de 24 horas de pausa entre as observagdes independentes,
totalizando o uso de 20 animais (3x5 de expostos + 1x5 do controle).

A analise das imagens obtidas foi realizada através do software de cédigo
aberto ToxTrac (RODRIGUES et al, 2018), que possui um robusto algoritmo de
trackingcapaz de identificar e acompanhar multiplos animais simultaneamente, e que
conta com andlise estatistica nativa e representacao grafica de resultados (detalhes
sobre o sistema de tracking e analise estatistica estdo descritos em RODRIGUES et
al, 2017). Os videos capturados no periodo pds-exposicao tiveram duracado de 6

minutos, conforme o estabelecido na metodologia referenciada anteriormente.

A camera utilizada para o videomonitoramento foi uma Samsung® NX200, que
conta com sensor APS-C CMOS de 20.3 MP, lente de 18-55mm e conexao wireless
para pareamento com o computador usado no processo analise das imagens. A
camera foi acoplada a um suporte simples de madeira que passa sobre 0s aquarios,
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numa altura de aproximadamente 45 cm, suficiente para captar simultaneamente em

video o grupo controle e o grupo-teste, como mostrado no esquema a seguir:
Figura 9 — Representacao esquematica do design adotado para ovideomonitoramento,

demonstrando adisposicao dos tanques que possibilitou a gravacao simultanea, em
video, do grupo exposto e do grupo controle, nos bioensaios.

Camera sem fio <=

A

| |~"="> Grupo exposto
————> Grupo controle negativo

Fonte. O autor.

4.7Tratamento estatistico

Os laudos emitidos pelo IMA/AL para as analises fisico-quimicas e
microbioldgicas preliminares contam com as faixas de linearidade respectivas a cada
ensaio, calculadas de acordo com os padroes estabelecidos na legislacao vigente
(RDC n? 166/2017 da ANVISA) para a validacdo de métodos analiticos.

As andlises de metais, pesticidas e os ensaios in vivo foram realizados em

triplicata, para garantir confiabilidade estatistica.

Os dados obtidos nos ensaios de exposicdo foram submetidos a teste de
normalidade (Shapiro-Wilk, para alfa=0,05) para definir qual modelo estatistico seria
usado. Confirmada a distribuicdo normal, a significAncia(P< 0,05) da diferencaentre
0s grupos controle e teste foi avaliada através do teste t, de Student. Os gréaficos de

distribuicdo normal encontram-se no anexo 9.

Os calculos de média, frequéncia e desvio padrao foram realizados com auxilio
do Microsoft Excel® (versdo 2016) e do programa de cddigo aberto ToxTrac (verséo
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3.1, 2018), ao passo que os testes de normalidade e significancia foram executados

através do software Prism® (verséo 8.1.1, 2018).

5 RESULTADOS

5.1 Analise Fisico-quimica preliminar

5.1.1 Barragem do Catolé

A andlise fisico-quimica preliminar permitiu inferir se as amostras de agua
analisadas atendem aos requisitos minimos exigidos pela Resolugdo do CONAMA
n® 357/2015 e Portaria 5/2017 do Ministério da Saude, conforme o tipo de amostra —
bruta ou potavel. Os resultados obtidos demonstram que a agua coletada da
barragem do Catolé ndo atende a todos os pré-requisitos para ser enquadrada no
tipo “Agua Doce de Classe 2”, estando a sua turbidez acima dos limites aceitaveis
definidos pelo CONAMA (até 100 UT). Os demais parametros encontram-se em

conformidade com o estabelecido nesta legislacao.

Tabela 2 —Resultados das analises fisico-quimicas preliminares referentes ao Catolé.
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Tipo da A A Expresso Linearidade
amostra Parametro Resultado Referéncia em (%)
BRUTA
pH 7,05 NE - 98
Turbidez 109,3 até 5,0 uT -
Salinidade 0,2 NE % 98
Condutividade 403,4 NE ps/cm -
oD 5,2 > 5,0 mg/L O, 100
DQO 41,76 NE mg/L O, 102
DBO 2 até 5,0 mg/L O, 100
N amoniacal Total 0,48 Ate 8,7 mg/L N -
TRATADA
pH 4,33 de 6,02 9,0 - 101
Turbidez < 0,01 até 5,0 uTt 100
Salinidade 0,1 NE % -
Cor aparente 8,61 até 15,0 uH 99
Dureza total 42,25 até 500,0 mg/L CaCO; 100
SDT 185 até 1000 mg/L -
Nitrato 4,18 até 10,0 mg/L N 97
Nitrito < 0,01 até 1,0 mg/L N 98
Cloro Residual Livre 1,95 de0,2a2,0 mg/LCl, -
Ferro Total 0,14 até 0,3 mg/L Fe 98
Sulfato 35,68 até 250,0 mg/L SO, 98

NE = Nao expresso na legislagao.

A agua proveniente do Catolé apresentou melhora na sua qualidade apéds
processo de tratamento, atendendo as especificagdes legais de potabilidade. No
entanto, o valor de pH obtido nas andlises estda em desacordo com a recomendacao
expressa na Portaria n® 518/2004 do Ministério da Saude, que preconiza que o pH
da agua usada para esta finalidade seja mantido entre 6,0 a 9,0 apds a etapa de

tratamento.

5.1.2 Rio Pratagy

Todos os parametrosavaliados nas amostras referentes ao Rio Pratagy, com
excecao da salinidade, foram considerados satisfatérios para o seu uso dentro da
classificacdo de “Aguas doces de Classe 2”, porém, devido ao percentual
relativamente elevado de sais na amostra, a sua classificacdo mais adequada é

como agua salobra, segundo a resolucao do CONAMA n® 357/2015.

Tabela 3 —Resultados das analises fisico-quimicas referentes ao Rio Pratagy.
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Tipo da Expresso Linearidade

amostra Parametro Resultado Referéncia em (%)
BRUTA

pH 7,61 NE - 98

Turbidez 4.3 até 5,0 uTt -
Salinidade 2,31 NE % 98

Condutividade 42,02 NE ps/cm -
oD 6,21 >5,0 mg/L O, 100
DQO 31,14 NE mg/L O, 102
DBO 2 até 5,0 mg/L O, 100

N amoniacal Total 0,48 Até 8,7 mg/L N -

TRATADA

pH 4,33 de 6,02 9,0 - 101
Turbidez < 0,01 até 5,0 uTt 100

Salinidade 0,1 NE Y% -
Cor aparente < 0,04 até 15,0 uH 99
Dureza total 58,74 até 500,0 mg/L CaCO; 100

SDT 144 até 1000 mg/L -
Nitrato 2,35 até 10,0 mg/L N 97
Nitrito < 0,01 até 1,0 mg/L N 98

Cloro Residual Livre < 0,01 de 0,2a2,0 mg/L Cl, -
Ferro Total 0,14 até 0,3 mg/L Fe 98
Sulfato 56,26 até 250,0 mg/L SO, 98

NE = Nao expresso na legislacao.
O processo de tratamento empregado pela CASAL foi eficiente em reduzir a

salinidade das &guas do Rio Pratagy, sendo estas, ao fim, adequadas para
abastecimento da populacdo e em acordo comos padrdées de potabilidade exigidos.
O seu pH, no entanto, esta abaixo do ideal para dguas em processo de distribuicao.

5.2 Analise microbiolégica

Quanto ao teor de coliformes, tanto as amostras de dguaem estado bruto do
Rio Pratagy como as da Barragem do Catolé atenderam aos padrdes de qualidade
do CONAMApara o uso que se destinam. O mesmo foi observado para as amostras

de aguas coletadas apods passagem pelo processo de tratamento.

Tabela 4 —Resultados das analises microbioldgicas referentes ao Catolé e ao Pratagy.

Tipo da Parametro Resultado Referéncia Expresso Llneaorldade
amostra em (%)
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Catolé Pratagy

BRUTA
Coliformes Até 1000 NMP/100
fecais 20 230 \MmP/mL mL 95
TRATADA
Collforme_s <001 <001 0 NMP/100 95
totais mL
E.coli <001 <0,01 0 NMnﬁf 00 95

O processo de tratamento executado pela CASAL foi extremamente bem-
sucedido na reducdo do numero de bactérias de origem fecal observado nas
amostras coletadas em estagio pré-tratamento, provenientes dos dois corpos d’agua

em estudo, tornando-as adequadas ao consumo humano e preparo de alimentos.

5.3 indice de Qualidade da Agua

Os valores obtidos de IQA final para as amostras de agua bruta provenientes
da Barragem do Catolé e do Rio Pratagy enquadram-se nas categorias “Razoavel”
e“Boa”, respectivamente, segundo a classificacdo adotada no estado de Sao Paulo,
onde localiza-se a CETESBE (2014), pioneira na ado¢ao de indices de qualidade.

No entanto, os padrdes de qualidade adotadosno estado de Alagoas sdo mais
rigidos (ANA, 2018), ficandoas duas fontes de agua classificadas apenas como de
qualidade “Ruim” e “Razoavel”, segundo a padronizacdo adotada localmente.

Tabela 5 —Resultados do calculo ponderado dos parametros de IQA e IQA final.

Fonte de agua bruta

Parametro IQA  Catolé Pratagy

IQA relativo
Oxigénio Dissolvido 63,8 82,5



Temperatura da Agua 92 92
Coliformes Termotolerantes 22,2 32,3
pH 92 92,3
Demanda Bioquimica de O, 81,4 81,4
Nitrato 34,5 47,7
Fésforo Total 97,4 72,6
Turbidez 5 86,9
Sdélidos totais 75,8 80,5
IQA Final 49,1 68,7

5.4 ldentificacao e quantificacao de contaminantes toxicos

5.4.1 Metais
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Com a excecao de ferro e estréncio, todos os demais metais de toxidade

relevante foram detectados nas amostras de ambos os corpos d’agua, antes e

depois do processo de tratamento, embora em baixas concentragées. O Silicio foi 0

elemento encontrado em maior concentracédo entre osidentificados nas amostras.

Em alguns casos o processo de tratamento e distribuicdo de agua nao apenas

foi ineficaz na reducdo da concentracdo desses micropoluentes, como também

acarretou no aumento de algumas espécies quimicas toxicas, como arsénio, cobre,

chumbo e zinco, nas aguas provenientes do Sistema Catolé, e cadmio, cobre,

mercurio, niquel, chumbo, silicio e zinco, nas aguas coletadas no Rio Pratagy. A

tabela 6 traz a relacdo de todos os ions analisados e as médias das suas dosagens

nas amostras.

Tabela 6 —Resultados da quantificacao de metais através da técnica de ICP-

MS.Quantidades expressas em mg/L.

Barragem do Catolé Rio Pratagy o
Metal Referéncia
Bruta Tratada Bruta Tratada

Ag 0,00595  0,00069  0,00204  0,00126 NE
Al 0,2004 0,0119 0,02593 0,1461 NE
As 0,00058 0,00189 0,00582 0,00092 Até 0,01
Cd 0,00035 0,00039 0,00025 0,00046 Até 0,005
Co 0,00007 0,00028 0,00042 0,00033 NE
Cr 0,00011 < L.D. < L.D. < L.D. Até 0,05
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Cu 0,00082 0,06654 0,00275 0,00582 Até 2,0
Fe < L.D. < L.D. < L.D. < L.D. NE
Hg 0,0009 0,0009 0,00088 0,00105 Até 0,001
Mn 0,0252 0,00199 0,00234 0,0333 NE
Ni 0,02897 0,00403 0,00054 0,00833 Até 0,07
Pb < L.D. 0,00082 0,00075 0,00138 Até 0,01
Sn < L.D. < L.D. < L.D. < L.D. NE
Si 4,9318 3,3056 0,73309 5,3606 NE
Ti 0,00143 < L.D. < L.D. < L.D. NE
Zn 0,21132 0,33862 0,06534 0,09219 NE

L.D. = Limite de deteccao (2x107 mg/L = 0,2 ng/L); NE = N&o expresso na legislacao.

Alguns dos metais que foram selecionados para este estudo de acordo com a
sua potencial toxidade encontravam-se em concentragdes tao baixas nas amostras
que nao foram capazes de serem identificados pelo equipamento de ICP-MS,
mesmo este apresentando alta sensibilidade, como foi 0 caso dos elementos ferro e
estroncio.Nenhum dos metais detectados, entre os que possuem limite toleravel
para potabilidade ja definido pelo MS, encontrava-se acima dos limites aceitaveis
para potabilidade.

5.4.1 Pesticidas

Os dados gerados pelo equipamento de ICP/MS na pesquisa de pesticidas que
estdo enquadradas na portaria 06/2017 do MS encontram-se na tabela a seguir,
enquanto que os resultados referentes aos demais pesticidas pesquisados podem
ser vistos em detalhes nos laudos emitidos pela FIOCRUZ/RJ, disponiveis no anexo
11.

Tabela 7 - Resultados da analise de pesticidas por GC-MS/MS.

Pesticida Catolé Pratagy Maximo Limite de
Bruta Tratada Bruta Tratada Permitido Deteccao
Alacloro <D <LD <LD <LD 20ugl" 0,07pg.L"

Aldrin + Dieldrin . |p <D <LD <LD 0,03pugl’ 02pgL"
Atrazina <D <LD <LD <LD  2ugl" 0,04 pg.L"
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Clordano <LD <LD <LD <LD 02pglL" 0,003pg.L"
Clorpirifés <D <LD <LD <LD 30ugL" 0,07 pg.L"
Endossulfan .| p <LD <LD <LD 20pglL' 02pg.L"
Endrin <LD <LD <LD <LD 06pgLl" 02pglL’
gama-HCH <D <D <LD <D 2pug.L" 0,006 ug.L"
Metolacloro <D <D <LD <LD 10ugl" 0,2pglL"
Metil Paration . |p <D <LD <LD 9pug.L" 0,04 pg.L”
DDT+DDE+DDD  .|p <LD <LD <LD 1ug.L" 0,002 pg.L"
Pendimetalina  .|p <LD <LD <LD  20ug.l" 0,03 pg.L"
Permetrina <LD <LD <LD <LD 20 ug.L" 0,04 pg.L!
Simazina <D <LD <LD <LD 0,03ugL" 0,08pg.L"
Trifluralina <LD <LD <LD <LD 2 ug.L” 0,2 pg.L™

L.D. = Limite de deteccéao

Apesar dos limites de detec¢ao extremamente baixos, ndo foram identificados
na analise tracos de nenhum dos pesticidas selecionados, indicando auséncia de

contaminagao por esses compostos quimicos nas amostras testadas.

5.5 Bioensaio com zebrafish

O algoritmo de ftrackinganimal por video contido nosoftware adotado,
juntamente com a programacao de parametros especificos realizada em fungéo do
design planejado para os bioensaios em questdo (Figura 10), permitiu uma correta
identificacdo e rastreio dos espécimes durante a execucao dos testes, como pode

ser visto na figura 11.

Figura 10 — a. Definicao das zonas de tracking (arenas) e dos grupos teste e controle.
b. Programacao de cores e tamanhos para deteccao dos animais no video (controle
negativo,arena 1, sequéncia 1).
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Fonte. Print screensdo programa ToxTrac, executado no sistema operacional Windows 10.

Alteragdes neuroldgicas comportamentais foram observadas nos individuos
dos grupos de peixes expostos a agua da barragem do Catolé (P<0,05), quando
comparados com os individuos componentes do grupo controle negativo— que se
encontravam imersos em agua deionizada por sistema automatico de filtragem.Os
dados numéricos obtidos a partir do rastreio dos animais frame a frame e posterior
céalculo de média por grupobaseada no total de frames analisadosem cada video,
encontram-seevidenciados na tabela 7 e expressos graficamente nasfigurasii
(exceto 11a) e 12, as quais representam uma média dos dados gerados nas trés

execucoes do ensaio.

Tabela 8 — Valores médios obtidos para os parametros de motilidade analisados.

Tempo Grupo Grupo

Parametro Analisado (h) Controle  Teste
Velocidade média geral (mm/s) 0 71,16 384,97
(P =0,0003) 6 123,03 385,14
12 125,54 501,71
24 197,21 584,29
Aceleragdo média geral (mm/s?) 0 145,75 584,55
(P =0,0024) 6 283,02 987,34
12 282,53 1026,29
24 44389  1305,53
Taxa total de area explorada (%) 0 29,41 37,41
(P=0,1216) 6 39,22 53,09
12 45,10 53,70
24 57,16 61,19
Distancia média total percorrida (mm) 0 2683,94 3694,59
(P =0,0458) 6 3549,02 5439,05

12 4155,74 6337,59
24 6479,95 6728,04
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Figura 11 — Representacoes graficas da trajetéria dos animais durante o periodo de
rastreamento, geradas no programa ToxTrac. a. Trilhas de rastreamento obtidas apés
7 segundos do inicio do videomonitoramento, confirmando a eficacia da programacao
e a capacidade de tracking (controle negativo, arena 1, sequéncia 1). b.
Trilhas(sobrepostas) mostrando as trajetdrias percorridas até o fim dos ensaios pelos
individuos do grupo controle (arena 1, sequéncia 1-3). c. Trilhas (sobrepostas)
referentes aos grupos expostos, obtidas do inicio ao fim das trés exposicoes (arena
2).

Legenda: Cada cor é atribuida a um dos animais, conforme mostrado na figura 10b;

o retangulo em cor preta (em c.) representa a area de frackingdelimitada. = _
N&ao foram observadas mortes de peixes durante o periodo de exposi¢do e nem

posteriormente aos ensaios (0% de letalidade), caracterizando uma baixa toxicidade
aguda das amostras testadas. O mesmo foi verificado no grupo controle.

No entanto, os valores finais obtidos na analise dos videos capturados
apontam maior aceleracao média (P=0,0024), maior velocidade média(P=0,0003) e
maior distdncia média percorrida(P=0,0458) relativa aos individuos expostos a
mistura complexa de substancias presente nas amostras provenientes da fonte de
agua que apresentou o menor indice de qualidade durante os calculos do IQA;
indicando que a exposicao teve efeito direto sobre a atividade locomotora dos
animais. Apenas a area total explorada dentro dos tanques nao divergiu
significativamente (P = 0,1216) entre os grupos de animais expostos e o controle.Os
desfechos (endpoints) comportamentais avaliados comprovaram-se mais sensiveis

nas condicoes testadas que a mortalidade.

Através da andlise dos quadrantes mostrados na figura 12 é possivel perceber
graficamente a extensao da diferengca comportamental de mobilidade entre os peixes

expostos(arena 2, sequénciasde video 1-3) e os do grupo-controle(arena 1,
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sequéncia de video 1-3)dentro dos tanques contendo as amostras com substancias

potencialmente téxicas e a solug¢éo controle.

Figura 12 — Graficos de exploracao geradosatravés das médias de tempo de ocupacao
e circulacao dos 5 animais presentes em cada tanque, representando a média dos trés
ensaios.a. Area explorada pelos individuos do grupo controle. b. Area explorada pelos
individuos expostos a agua do Catolé.
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Legenda: Cores mais quentes indicam maior tempo de permanéncia no
quadrante e cores mais frias, menor tempo. Quadrantes sem cor nao foram
explorados pelos peixes durante o periodo analisado.
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Fonte. Print screens do programa ToxTrac, executado no sistema operacional
Windows 10.

6. DISCUSSAO

Os dados obtidos através da analise fisico-quimica preliminar e a quantificacao
de metais demonstram que as amostras testadas nao apresentavam grandes
desvios dos padrdes de qualidade exigidos e nem metais téxicos em altas
concentragdes, portanto uma baixa toxicidade tedrica era esperada para 0 momento
de avaliagdo dos seus efeitos in vivo. Considerando isto, a avaliacdo de efeitos
neuromotores nos espécimes expostos mostrou-se como sendo a modalidade de
ensaio de toxicidade mais apropriada para demonstrar os efeitos das substancias
presentes na mistura, devido sua sensibilidade e a possibilidade de verificacao
rapida de tais efeitos, 0 que nao seria possivel na eventual andlise de danos
teciduais, por exemplo, em face de agentes toxicantes em baixas concentracoes;
enquanto que a determinacao do IQA possibilitou a selecdo das amostras com
menores indices de qualidade para os posteriores bioensaios, sendo estas tratadas
como prioridade na testagemtoxicolégica devido ao seu maior potencial de causar

danos a saude de organismos vivos.
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Embora seja necessaria uma avaliagdo constante e sistematicadas aguas
provenientes de corpos superficiais — por conta da sua vulnerabilidade caracteristica

—, poucos estudos locais sobre a qualidade da agua foram identificados na literatura.

Carvalho (1998), em avaliacao da qualidade da agua do Rio Pratagy através do
IQA, realizou os caélculos atribuindo o maior peso (valor maximo = 1) para os
parametros coliformes fecais (NMP/100 ml) e o oxigénio dissolvido (OD). Em seu
estudo, ele determinou o IQA naquele ano com sendo 44 e classificou a qualidade
das aguas daquele rio como “Aceitavel”. O IQA aqui calculado encontra-se
relativamente proximo deste valor, enquadrado na mesma faixa qualitativa
(Aceitavel/Razoavel) de classificacdo de qualidade, de acordo com o padrdo usado
pela CETESB; enquanto que ambas os IQAs séo classificados como “Ruins” se

levada em consideracao as exigéncias de qualidade de agua adotadas em Alagoas.

Ja Ferreira e Nascimento (2018), analisando a qualidade da agua do Rio
Pratagy no ponto de coleta da CASAL, encontrou o resultado de IQA de 37,99 para
este local naquele momento, classificando a sua qualidade como “Regular’, de
acordo com a classificacdo da CETESB, o que condiz com o estudo apresentado
anteriormente etambém com os dados levantados nos ensaios descritos nesta
presente dissertagdo. Esta dupla identificou uma turbidez quase 5 vezes maior que
a observada por nds, o que impactou consideravelmente na reducado do valor
calculado de IQA pelos mesmos. Uma possivel justificativa para esta grande
variagdo na turbidez observada entre os dois estudos, no intervalo de apenas um
ano, pode estar ligada a sazonalidade de chuvas no local e o periodo de coleta das
amostras ao longo do ano, pois os valores de IQA apresentados demonstram as
condi¢bes da agua no momento exato da coleta.

A pouca variagdo nos valores de IQA observados em estudos que analisaram
as aguas do Rio Pratagy nos ultimos 20 anos indicam que, apesar de nao ter sido
verificada grande melhora na qualidade da agua deste corpo superficial, as acoes de
conservacao tém sido eficazes em conter o avango das ag¢des antropicas prejudiciais

sobre esta APA e seus recursos hidricos.

Pesquisas anteriores sobre a qualidade das dguas da Barragem do Catolé ou
do Riacho do Catolé/Aviagdo que envolvam os parametros adotados neste estudo
nao foram localizadas na literatura, limitando a analise retrospectiva do seu padrao
de qualidade ao estado atual, identificado nas nossas analises.
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Um estudo com design semelhante desenvolvido no estado de Alagoas,
envolvendo aguas represadas, foi realizado na barragem Balsamo, situada no
municipio de Palmeira dos Indios e usada em sistemas de irrigagdo do mesmo
municipio.Neste trabalho foi apontado que o IQA das aguas da barragem Balsamo,
distante cerca de 135 Km de Maceid, variou entre 48 e 58, conferindo a classificacao
de “Razoavel” (padrdo CETESB) para a qualidade média destas aguas (SANTOS,
M. M.; MEDEIRQOS, P. R. P.; ABREU, F. C. A., 2017). Resultado semelhante foi
observado nas nossas analises referentes a barragem do Catolé.

Tratando-se da avaliacdo de toxicidade de amostras de agua in vivo, estudos
recentes sugerem que o0 uso de amostras in natura, como as adotadas nesta
pesquisa, é mais apropriado para a predicdo de biodisponibilidade e que os efeitos
biolégicos dos contaminantes presentes seriam mais préximos dos efeitos
observados no ambiente de origem das amostras (BOEHLER et al., 2017).Neste
contexto, a polaridade quimica, solubilidade dos componentes presentes e do meio
em que estes estdo dissolvidos sao importantes fatores a considerar na realizacao
dos bioensaios. Porém, apesar de amostras contendo componentes de menor
solubilidade, como metais precipitaveis, apresentarem maior dificuldade nos ensaios
envolvendo exposicdes aquosas, Bergmann, Tanguay e Anderson (2017)
ressaltaram que é possivel melhorar a analise através do controle da concentracao
desses compostosno meio aquoso e que amostras com essas caracteristicas nao

inviabilizam a adog¢&o de bioensaios com zebrafish.

A presenca dos metais identificados nas amostras pode ser justificada através
de diversos fatores. Uma grande causa de contaminagao por este tipo de agente
quimico é o chorume produzido a partir do lixo doméstico e levado para 0s corpos
d’agua superficiais pela chuva. Ele € bem conhecido como poluente e é produzido
pela passagem de um liquido através de materiais, gerando uma solugdo complexa
que pode se infiltrar no solo e contaminar agua, levando consigo diversas
substancias possivelmente tdéxicas dissolvidas (DEGUCHI et al.,, 2007;
RODRIGUEZ-LIEBANA; MINGORANCE; PENA, 2014).

Na analise de chorume em contato com aguas de um rio, Zhou e colaboradores
encontraram alta toxidade em ensaios usando o modelo zebrafish, e, também,

relacéo direta entre as concentragdes de amostras em diversas diluicoes e os efeitos
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observados in vivo, sugerindo um efeito téxico dose-dependente para este tipo de
amostra CHUVA (ZHOU et al., 2017). Ao analisar a relacdo entre sazonalidade e
toxicidade de efluentes de industrias farmacéuticas, atraves amostras coletadas em
diferentes estacées do ano, Bielenet al (2017) também identificaram reducdo de
efeitos tdxicos relacionada com a diluicAo das amostras, 0 que demonstra a
relevancia da sazonalidade e pluviometria local sobre a concentracdo e consequente

toxicidade de contaminantes em amostras ambientais.

Com relacéo a alta salinidade de amostras referentes ao Pratagy, a analise de
toxicidade usando o modelo zebrafish ndo é a mais indicada, pois limitacoesde
bioensaios com este animalja foram identificadas nos casos de analise de agua com
alta concentragéo de sais, como agua marinha(FU et al., 2014; ZITOVA et al., 2009).
Fu et al (2014) ressaltaram que a alta salinidade deste tipo de amostra prejudicou a
viabilidade de embrides e Zitovaet al (2009) mencionaram uma queda na taxa
respiratéria dos peixes quando em testes de amostras de agua do mar. Esse
ultimogrupo citado sugeriu que o prejuizo verificado poderia se dar pelo fato de que
o zebrafish € um peixe de dgua doce, cuja fisiologia ndo é adaptadaa permanéncia
emmeios mais salinos. He et al (2017) sugeriram que, em alguns casos, a alta
salinidade da amostra pode ser mais téxica para este modelo que os demais

componentes presentes na mistura.

Sensibilidade € um aspecto crucial em ensaios de toxicidade in vivo. Na
avaliagdo de toxicidade de efluentes,Valitaloet al (2017) apontaram o modelo
zebrafish como tendo alta sensibilidade em todas as amostras testadas, mesmo nas
mais baixas concentracdes, como constatado aqui através da caraterizagao dos
contaminantes e posteriores ensaios de exposicdo. Na analise de toxicidade de
agua de rio usando a bactéria luminescente (luminous) Vibrioginghaiensis e
embrides de zebrafish como modelos, os embrides se mostraram mais sensiveis do
que as bactérias (ZHANG et al., 2015). Em bioensaios envolvendo os trés principais
estagios de desenvolvimento do zebrafish — embrido, larva e adulto —, os peixes
adultos se mostraram os menos sensiveis quando expostos aos mesmos tipos de
amostras que embrides e larvas (ZHOU et al., 2017), possivelmente devido ao fato
de que animais em estagio de desenvolvimento mais avancado apresentam
mecanismos fisiolégicos de defesa mais diversificados e eficientes contra os efeitos
téxicos de xenobibticos.
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Apesar de verificar-sena literatura que a mortalidade continua sendo o
endpointmais comumente avaliado em bioensaios com zebrafish, Bergmannet al
(2017), ao analisar extratos de agua de rio, apontaram a mortalidade como sendo
oendpoint menos sensivel entre 0os observados nos seus ensaios; enquanto que
Carlsson et al (2014) encontraram pigmentacdo e taxa cardiaca como endpoints
mais sensiveis nos seus testes de toxicidade de agua, indicando que os endpoints
mais sensiveis podem variar conforme o tipo de amostra analisada e sua
composicdo. Em bioensaios com amostras de diferentes efluentes, as alteragdes
fisiolégicas observadas em decorréncia da exposi¢cdo nao tiveram relacao direta com
os locais especificos de coleta das amostras, demonstrando uma resposta mais

geral ao estresse induzido pela exposicdo (VALITALO et al., 2017).

Embora o comportamento do animal seja afetado pela exposicdo a
constituintes tdxicos presentes nas amostras — muitos destes conhecidamente
neurotoxicos—e que testes comportamentais ja tenham sido adaptados para
execucao usando o zebrafish, com metodologias validadas (CHAMPAGNE et al.,
2010), poucos trabalhos recentes (ultimos 10 anos) disponiveis na literatura, com
metodologiavoltada para andlise toxicol6gica e avaliagdo da qualidade de agua de
origem ambiental usando esse peixe, abordam endpoints relacionados com
aspectos comportamentais. As publicacdes neste segmento tornam-se ainda mais
escassas quando a busca é restrita a analise de parametros comportamentais de
individuos expostosna avaliagdo da qualidade de aguas superficiais brasileiras. Um
dos poucos estudos encontrados que batem com tais caracteristicas foi conduzido
por um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande (Rio
Grande do Sul - Brasil), onde foi avaliada a memoaria de longo prazo dos peixes e foi
demonstrado que a exposicdo a amostras ambientais de agua induziu efeitos
aminésicosem individuos da espécie Daniorerio, o que indicaque ha um grande
leque de possibilidades no campo comportamental a ser melhor explorado neste tipo
de bioensaio.

Uma possibilidade interessante para aprofundamento futuro na compresséao
dos mecanismos envolvidos nos efeitos tdxicos decorrentes da exposicdo aos
agentes contaminantesidentificados nas aguas do Catolé e Pratagyé estimar a
ativacao do citocromo P450 1A (CYP1A) nos organismos expostos, através da
atividade de Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) (HE et al., 2017). Este citocromo
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€ conhecido por atuar na metabolizagdo de xenobio6ticos(KIM et al., 2013). Outra
técnica util que pode ser empregada é o PCR quantitativo em tempo real (qRT-
PCR), que é usado para entender a resposta desencadeada pela exposicao aos
agentes quimicos presentes nas amostras, através da analise da expressdo de
genes envolvidos em diversos mecanismos relacionados (PRADHAN et al., 2017). A
avaliacao da expressao génica nos peixes mostra-se vantajosa por sua relacdo com
alteracdes na funcdo celular e, consequentemente, na fisiologia do organismo;
também por sua relacdo direta com diversos problemas graves de saude
decorrentes da exposicdo aos metais pesados e pesticidas, como o céancer
(VALVERDE; ROJAS, 2009).

7 CONCLUSOES

Embora as aguas brutas dos corpos superficiais em estudo ndo atendam a
todos os requisitos de qualidade estabelecidos pela legislacdo para a finalidadeque
sao destinadas e seus IQAs tenham ficado nas faixas entre “Ruim” e “Regular”, o
processo de tratamento mostrou-se eficaz na adequacao dessas aguas aos padroes
exigidos para potabilidade pela legislacdo brasileira. No entanto, a presenca de
metais toxicos, incluindo alguns dos classificados como “pesados” — identificados em
baixas concentracdes em ambos os tipos de amostras, brutas e tratadas — revela
que o processo de tratamento adotado pouco influencia na quantidade
dessesmicropoluentes que chegaa etapa em que a agua é considerada como pronta
para utilizagdo humana, o que demonstra sua ineficiéncia nesse aspecto e reflete

em possivelrisco para a populacao abastecida.
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Os resultados provenientes dos ensaios de exposicao confirmam a importancia
dos bioensaios naavaliacdo toxicolégicas de agua e a adequacao, para esta
finalidade, do uso do modelo zebrafish, pois alteracbes no comportamento natural
dos peixes expostos puderam ser verificadas mesmo em concentracdes baixas dos
agentes toxicos (P<0.05), em comparacao ao grupocontrole. Os efeitos observados
in vivo servem de alerta para a necessidade de reforco nas medidas de protecao
ambiental das areas em estudo e de continuidade na avaliacdo da qualidade de
suas aguas, visando evitar a ocorréncia de prejuizos ao ecossistema local em longo

prazo.

Mais ensaios de ordem fisico-quimica, para identificacdo e quantificacao de
outros componentes téxicos nas amostras, e a aplicacdo de outras técnicas de
avaliacdo de toxicidade pos-exposicdo, como testesde embriotoxicidade e
genotoxicidade, fazem-se necessarios para uma melhor compreensao do impacto da
exposicdo em demais aspectos da fisiologia dos organismos expostos edos

mecanismos de toxicidade envolvidos nas alteracdes neuromotorasaqui observadas.
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ANEXOS

1-Autorizacao do IMA para realizacao de pesquisa em areas de protecdo ambiental.

Imn INSTITUTO DO MEIO AMBIENTE

Av. Major Cicero de Gées Monteiro, n® 2197, Mutange Macei6-AL CEP 57017-320
INSTITUTO 0O MEID AMBIENTE Fones: (082) 3315 — 1738/3315-1747/3315-1766/3315-1778 Fax: (082) 3315-1732
YA Site: www.ima.al.gov.br
ANUENCIA Anuéncia  para  realizagdo de
IMA/GEFUC: pesquisa cientifica em Unidades de N.° 05/2018 DATA: 01/12/2018

Conservagdo estaduais VALIDADE:

21/1272019

O Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas - IMA/AL, tendo

om vietn A ealiritarda Amn Cv Aulamcde Bamoaldis de Cilismn Comdmee AR o e in ol




2 —Autorizacdo do CEUA/UFAL para realizacao dos ensaios in vivo.

utal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
' { PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAQ E PESQUISA ( l
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Bioensaios ecotoxicolégicos em dguas
superficiais da regido metropolitana de Maceié destinadas para consumo humano, usando
Zebrafish (Danio rerio) como modelo animal” registrada com o n® 72/2017, sob a
responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Maria Aline Barros Fidelis de Moura, que
envolve a utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o

homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
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3 -Metodologia esquematizada de determinacao da DBO.,

NTS 003 : 1997 Norma Tecnica Interna SABESP

12.6 Representacdo esquematica do Procedimento

omogeneizar a amostra
e retirar uma pargio

para um bécher de 1000

mL

AcertaropH para 7.0
0.5, com sclugio de
H,S0, ouNaOH 1N

Se amostra confiver

cloro residual SIM —p  Adicionar Sulfite de Sodio

NAG
A 4




‘

Identificar ¢ frasco do branco, f

'

Identificar os frascos p
deles, através de pipetas volumétricas:

mais 2,0 mL de semente;

mais 3,0 mL de semente

1 & P5 & introduzir em cada um
-p1: 8,0 mL de solugio padrio glicose acido glutimico,

-p2: 6.0 mL de solugio padrio glicose acido glutamico,

|dentificar os frasco"s P e pc
& infroduzir em cada um deles,
através de pipeta
volumétricas:

P 2,0 mL de semente;

-p g 3.0 mL de semente.

Se a amostra
contiver compostos
nitrogenados

Adicionar 3,0 mg do reagente
\ inibidor de nitrificagio em
3M todos os frasces (f1, f2, £3, 4,
fo. p1. p2, ple, p2c)

NAC

L2 J

Completar todos os

Tampar todos os frascos

h 4

Tampar todos os frascos

Medir o OD inicial
completando o selo

frascos com dgua de
diluigio

Werificar as condigdes
de validade do teste

reatores (2) & homog B comespondents aos hidri :
retirando as bolhas de ar frascos larico com agua
deionizada
Caleular a DBO & medir o OD final Incuba-las durante §
anotar os resultados - comrespondente de cada  [df— dias a20 1°C, na

em planilhas
apropriadas

frasco auséncia de luz

4 —Metodologia esquematizada de determinacdo da DQO da SABESP (1997).

Norma lécnica Interna SABESP

NS 004 : 1997

13.2 Método B (DQO < 50 mg O, /L)

Misturar a amostra no

frasco dea colata

4

Separar 200 mL num
copo Griffin de 250 mL

Introduzir num baldo de
fundo chato de 500 mL,
com uma pipeta, 50 mL
da amostra
hoamogeanaizada.

v

Esfriar. Lavar o
condensadores caom
agua deionizada &
desconactar os balies.

-

Com agua delanizada,
lavar as paredeas do
balBes @ acrescantar
algumas golas da
solugdo indicadora dea
ferrain.

v

Com os conleddos dos baldes sob
Tl Tl T I

1= e =olireSey e =11l iates
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agua deionizada + 30
mL de solugio de acido
sulfarico/sulfato de prata.
Adicionar, com uma
pipeta, 50 mL de solucdo
de acido sulfurico/sulfato

de prata. Agitar ¢

Deixar esfriar e adicionar

algumas gotas de solugéo
indicadora de ferroin.

forma para a Pb,
substituindo a amostra
por agua deionizada. E

Proceder da mesma i

Titular com solugdo de sulfato
para o padrao, ferroso amoniacal 0,025M até
substituindo a amostra viragem de verde para marrom
por solugho padiso .dE avermelhado. Anotar o volume de
hriialate:datpota st titulante e calcular a Molaridade.
Conectar os balbes ao

sistema de refluxo
durante 2 horas.

Calcular a DQO e anotar os
resultados em planilhas
apropriadas

5— Determinacao de fero total pelo método da 1,10-fenantrolina.

Norma Tecnica SABESP
NTS 010

DETERHIHA'I;E'D DE FERRO TOTAL: METODO DA
1,10 FENANTROLINA
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6— Determinagéo de cloretos segundo a NBR 13797 (1997) da ABNT.

Cigm e we ormmels

|.-.H|-‘.r15w |NEH 13797

Agua - Determinagéo de cloretos -
Métodos titulométricos do nitrato
mercurico e do nitrato de prata

Bl o e

Fa Trame o= s, vl - 50 e

CF# s - Clesdl Pl

Bl e - U

T P p=in | an it

Fiw o peieiaio-dria

T, TEkawen Faddlooa do snsan
NV TEE R

G.'lEum:E‘F'r|:|=h:-u‘.:E{rE.':l'J oS
GEET - Comisnito da Estudo Espocinl Tampaordinia deso Ambinrdo
GE-DASE2 01 - Comsdo de Exstudn da Anidlises imamdnicos

RIEHE s T Vst T TR S R R R 1T TH T ey ey ey
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Tabela 1 — NMP. com limite de confianca de 95% para varias
combinagdes de resultados positivos quando 5 tubos sao
usados para cada dilui¢ao (10 mL, 1,0 mL e 0,1 mL)

Combinacio - Lumiies
¥ NMP/100 mL
de positivos Inferior LD
nierior Mpernor
0-0-0 <2 e _
0-0-1 2 1.0 10
0-1-0 2 1.0 10
0-2-0 4 1.0 13
1-0-0 2 1.0 i1
1-0-1 4 1.0 15
1-1-0 4 1.0 15
1-1-1 6 20 18
1-2-0 b 2.0 18
2-0-0 4 1.0 17
2-0-1 7 20 20
2-1-0 7 20 21
2-1-1 9 3.0 24
2-2-0 9 3.0 25
2-3-0 12 5.0 29
3-0-0 B 3.0 24
3-0-1 11 4.0 29
3-1-0 11 4.0 29
3-1-1 14 6.0 35
3-2-0 14 6.0 35
3-2-1 17 7.0 40
4-0-0 13 5.0 38
4-0-1 17 7.0 45
4-1-0 17 7.0 46
4-1-1 21 9.0 55
4-1-2 22 12 63
4-2-0 26 9.0 56
4-2-1 26 12 b5
4-3-0 27 12 67
4-3-1 33 15 77
4-4-0 34 16 80
5-0-0 23 9 86
5-0-1 30 10 110
5-0-2 40 20 140
. 510 30 10 120, ~
7 — Tabela referénciaida FUNASA/MS(2013) usada na determinacdo do NMP no
ensaio microbiolégica:!-2 60 30 180
3-2-0 50 20 170
5-2-1 70 30 210
5-2-2 o 40 250
5-3-0 80 30 250
53-3-1 110 40 300
5-3-2 140 60 360
5-3-3 170 80 410
5-4-0 130 50 390
5-4-1 170 70 480
5-4-2 220 100 560
5-4-3 280 120 690
5-4-4 350 160 820
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8- Graficos de médias para atribuicao dos valores de qualidade (q)usados no célculo

do IQA.
Coliformes fecals pH Demanda bioguimica de oxigénio
parai=1 parai=2 parai=3
104 100 100
94 wrellis ol wr Ol a0 we= 0,10
8 80 a0
T T0 7o
&0 &0 1]
| G50 G25p G150
40 40 40
ki b 3
H 20 20
10 10 10
'u1 0 4 1w W W “2 34 567891011 12 Dn 5 1015 2D 25 30 35 40 45 50
CF. iiddml pH. Unidades L0, mgil
Hoiz se CF.>10 g =10 Meota: s pH <20, qu = 20 Nota:se DBD: > 1.0, qu= 2.0
sepH > 150, g% 10
Hitrogénio total Fasforo total Temperatura



Fonte: ANA, 2018.
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9 — Gréaficos geradospelo programa Prism®através do teste de Shapiro-Wilk (para

alfa=0,05), mostrando a distribuigdo dos dados.
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10- Modelo do termo de consentimento para coleta em domicilio.

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA COLETA EM DOMICILIO
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Eu, , CPF n°
domiciliado(a) na residéncia n° da

, Situada no municipio de

Macei6é — AL, autorizo a coleta de amostras de agua de torneira de dentro da minha
residéncia para fins de pesquisa académica com a finalidade de avaliar a qualidade
da agua distribuida na capital alagoana, como parte do projeto BIOENSAIOS
ECOTOXICOLOGICOS EM  AGUAS SUPERFICIAIS DA REGIAO
METROPOLITANA DE MACEIO, USANDO ZEBRAFISH (Daniorerio) COMO
MODELO ANIMAL, vinculado ao PPGCF/ICF/UFAL.

Assinatura do morador

Maceio

__ /12018

11 — Laudos completos das analises de pesticidas por GC-MS/MS emitidos pela
FIOCRUZ/RJ.

Ministerio da Sadde

Fundacio Oswaldo Cruz

Escola Nacional de Sadde Poblica

Centro de Estudos da Satde do Trabalhador ¢ Ecologin Humana
Laboratdrio de Toxicologia

FIOCRLUZ
| Resultado de Analise
Tipo de Amosira. ] dpus +uring « filiro «solo
Identificacio da Amostra: PAO2 - ETA Cardoso-Catolé
Drata da Coleta: 17/07/2019 Data do recebimento: 22/07/2019 Data da andlise; 31072019

Municipio: Maceid/AL
IN" de Identificagio do Laboratdrio de Toxicolog/CESTEH: 2019/1166
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12 —Fotografias registrando o procedimento de coleta manual das amostras (Rio
Pratagy, Macei6/AL); a execucao dos ensaios microbioldgicos, através da técnica de
tubos multiplos (Laboratério de Estudos Ambientais, IMA/AL); o curso realizado para
aperfeicoamento no manejo e avaliagdo de toxicidade usando zebrafish (Laboratério
Especial de Toxinologia Aplicada — LETA, Instituto Butantan, SP) ea manutengéao
dos espécimes usados nos bioensaios (LabTox, ICF/UFAL).
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