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RESUMO

Ferreira, K. de S. Toxicidade de Sedimentos Superficiais de Reservatorios Paulistas:
Uma Abordagem Espacial com uso de Danio rerio 2022. 135 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Ambientais) — Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sorocaba, UNESP -
Universidade Estadual Paulista, Sorocaba, 2022.

Os reservatorios do Estado de S&o Paulo estdo cercados por grandes centros urbanos,
empreendimentos agricolas e industriais, sofrendo a influéncia destas atividades, como a
poluicdo difusa, descarte de lixo solido e, principalmente, o despejo de esgoto in natura.
A aplicagdo de sulfato de cobre é uma pratica comum em alguns desses reservatorios,
para o controle de floragdes algais. Os sedimentos acumulam compostos e contaminantes,
deste modo, sdo importantes na avaliagdo da qualidade dos corpos d’dgua. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade dos sedimentos, através de ensaios
ecotoxicoldgicos com o peixe Danio rerio, analises histopatoldgicas dos 6rgaos-alvo,
concentracdo de metais bioacumulados nos peixes e das andlises fisico-quimicas dos
sedimentos superficiais dos reservatorios Broa, Itupararanga, Guarapiranga e Rio Grande,
com o intuito de determinar o gradiente de qualidade para estes corpos hidricos. Nos
reservatorios foram tomadas amostras de sedimento em triplicata em trés zonas distintas,
fluvial, central e barragem, em trés pontos distintos de cada zona, totalizando 27 amostras.
Métodos analiticos padronizados foram utilizados para avaliagdo dos teores de matéria
organica, fracdes granulométricas e concentraces dos metais cddmio, chumbo, cobre,
cromo, niquel e zinco, determinacdo da bioacumulacdo dos metais e lesdes
histopatoldgicas de branquias, figado e rins. Os valores obtidos dos metais foram
comparados com o protocolo de qualidade de sedimento para protecdo da vida aquética.
Foram realizados ensaios cronicos de toxicidade com sedimentos dos quatro
reservatorios, em delineamento experimental com grupo controle e trés repeticdes para
cada ponto dos reservatorios. O cobre foi significativo para a mortalidade dos D. rerio,
as mortalidades ocorreram nas amostras proximas das barragens do Guarapiranga e Rio
Grande, enquanto nos reservatorios ltupararanga e Broa ndo ocorreram mortalidades. As
lesbes regressivas foram as mais observadas, em diferentes graus nos trés 6rgaos
analisados. Foram observadas alteracdes em lamelas primarias e secundarias, acimulos
de pigmentos em figado e rins. Foram encontradas concentracdes 100 vezes maior de
cobre do que o background do corpo hidrico, demonstrando que a gestdo influencia no
nivel de toxicidade dos sedimentos. Os resultados aqui apresentados poderdo subsidiar e
embasar tomadas de decisbes sobre o gerenciamento de areas com importancia
socioambiental.

Palavras-Chave: Reservatorios, toxicidade, Danio rerio, histopatologia, cobre, TEL e
PEL



ABSTRACT

Ferreira, K. de S. Toxicity of Surface Sediments of Paulistas Reservoirs: A Space
Approach with use of Danio rerio 2022. 135 p. These (Doctoral Degree in
Environmental Sciences) - Sorocaba Institute of Science and Technology, UNESP -
Séo Paulo State University, Sorocaba, 2022.

Reservoirs in the State of Sdo Paulo are surrounded by large urban areas, agricultural and
industrial enterprises, suffering the influence of these activities, such as, diffuse pollution,
solid waste disposal and, mainly, sewage disposal in natura. Copper sulfate application is
a common practice in some reservoirs, for algal bloom control. Sediments accumulate
compounds and contaminants, this sense, they are important in water body quality
assessment. This study was aimed to evaluate the sediment toxicity, through
ecotoxicological assays with Danio rerio (fish), histopathological analyses of target
organs, concentration of bioaccumulated metal in fish and, physical-chemical analyses on
the superficial sediment in Broa, Itupararanga, Guarapiranga and Rio Grande reservoirs,
in order to determine the quality gradient for these water bodies. Triplicate sediment
samples were taken in three different zones along the reservoirs, entrance, central and
dam, with three different sites in each zone, with a total of 27 sampling sites. Standard
analytical methods were used to evaluate organic matter content, granulometric fractions
and metal concentration (Cd, Cu, Cr, Ni, Pb, Zn), metal bioaccumulation and
histopathological injuries in gills, liver and kidneys. Metal values were compared to
sediment quality protocol for aquatic life protection. Toxicity chronical assays were
performed using the sediment collected in the four reservoirs, the experimental design
consisted of a control group and three repetitions for each sampling site. Copper was
significative for the survival of D. rerio, mortalities occurred with samples collected near
the dam in Guarapiranga and Rio Grande, meanwhile ltupararanga and Broa sediments
no mortalities were reported. Regressive injuries were the most spotted, in different
degrees in the three organs analyzed. Changes were observed in primary and secondary
lamellae, pigment accumulations in liver and kidneys. One-hundred-fold concentrations
higher than the background were found, demonstrating that the management influences
the toxicity level of sediments. Results presented here will supply the decision-making
process about the management of important socio-environmental areas.

Keywords: Reservoirs, toxicity, Danio rerio, histopathology, copper, TEL and PEL
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APRESENTACAO

Um dos principais problemas nos ambientes aquaticos continentais, tanto no
Brasil quanto no mundo, é a perda de qualidade das aguas, seja pela eutrofizacéo
acelerada ou entrada de poluentes nos corpos hidricos (Chang & Yu, 2020; Beghelli et
al., 2015). O sedimento é fundamental na dindmica do ambiente aquatico, e acaba
refletindo os multiplos usos do solo do entorno da bacia hidrografica (Miranda et al.,
2021; Tundisi, 2008).

O crescimento urbano e industrial das ultimas décadas no Estado de Séo Paulo
acarretou no comprometimento das aguas interiores, e a poluicdo das dguas é gerada
principalmente por efluentes domésticos e industriais, carga difusa urbana e agricola
(CETESB — Aguas, 2012). Reservatorios localizados em aglomerados urbanos e em
locais industrializados podem receber descargas de compostos organicos, metais e
nutrientes que prejudicam a qualidade da agua e ameacam a biota aquética (Carey &
Migliaccio, 2009; Nazeer et al., 2014; Medeiros et al, 2017).

O enriquecimento dos corpos hidricos pelo descarte de esgoto in natura propicia
floracGes de algas e crescimento exacerbado de macrofitas flutuantes, este processo de
eutrofizacdo demanda a grande utilizacdo de algicidas para a captacdo de aguas para o
abastecimento publico, particularmente em alguns reservatérios localizados no Estado de
Sao Paulo (Caleffi, 2000; Pompéo et al., 2013; Sao Paulo, 2016; O’Hare et al., 2018).

Deste modo, a aplicacdo dos algicidas sulfato de cobre e peroxido de hidrogénio
€ uma pratica recorrente em varios reservatorios empregados no abastecimento publico,
mesmo gue o cobre seja considerado altamente toxico para organismos ndo alvo, como
microcrustaceos, zoobentos e peixes (Oliveira-Filho et al., 2004; Sampaio et al., 2013;

Pompéo, 2017b; Leal et al., 2018).



Os sedimentos podem acumular compostos e remobilizar contaminantes, e
possuem fundamental importéncia na avaliacdo do nivel de qualidade do corpo hidrico.
O compartimento sedimento pode representar uma fonte potencial de contaminacéo para
0 meio aquatico comprometendo a biota, mas também os usos maltiplos do reservatorio
(Silva et al., 2014; Pompéo, 2017a; Riaz et al., 2021).

Além do cobre oriundo da gestdo, outros metais como chumbo, cadmio, niquel e
cromo sdo xenobidticos de importancia a satude pablica e ambiental. Eles entram no
ecossistema aquatico pelas atividades antropicas e, consecutivamente, acabam nos
organismos, resultando na bioacumulacdo e biomagnificacdo destes metais na cadeia
trofica (Kleinow et al.; 1987; Segura et al., 2006; Lellis et al.; 2019; Xu et al.; 2021).

Os bioensaios de toxicidade com amostras ambientais avaliam as respostas dos
organismos frente a possiveis poluentes (Fracacio et al., 2003). Segundo Ferraz et al.
(2012) ensaios ecotoxicologicos sdo ferramentas importantes na avaliacao da qualidade e
dos riscos ambientais em sistemas aquaticos visando a protecdo de toda a biota aquatica.

Ja a utilizacdo de peixes como modelo animal em bioensaios tem grande interesse
devido a preocupacdo com niveis elevados dos metais, que podem ter efeitos prejudiciais
a varios organismos através da bioacumulacdo (Voigt et al., 2016). Para isso, o peixe
Danio rerio mais conhecido por zebrafish ou paulistinha, apresenta caracteristicas que o
tornaram um modelo ideal em pesquisas e, também aliado a facilidade de manutencao,
baixo custo de obtencdo dos reprodutores, pouca necessidade de espaco, precocidade
reprodutiva e biologia conhecida (Hill et al., 2005). Nos ultimos anos, houve grande
aumento da utilizacdo do D. rerio em ensaios ecotoxicoldgicos, principalmente para o
biomonitoramento de agentes toxicos (Costa et al., 2008; Souza et al., 2020).

A utilizacdo de biomarcardores histologicos é uma ferramenta eficiente na

avaliacdo da qualidade de ecossistemas aquéticos (Pereira et al., 2014). As analises



histologicas de diferentes 6rgdos podem indicar respostas as condi¢cdes desfavoraveis. A
exposicdo prolongada dos organismos a baixas concentracdes de agentes toxicos nédo
provoca mortalidade, mas podera afetar a estrutura e a funcéo de 6rgéos (Fracacio et al.,
2003).

O figado, rins e brénquias sdo orgaos-alvo da intoxicacdo aguda por metais em
peixes, perturbando a integridade de mecanismos fisioldgicos e bioquimicos (Atli, 2020
Voigt et al., 2016). Em estudos de impacto ambiental, as branquias apresentam diversas
alteracdes patologicas indicativas da presenca de contaminantes no corpo hidrico devido
ao contato direto (Fracacio et al., 2003; Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994). O figado
participa do metabolismo animal promovendo a depuracdo do organismo. Em peixes
expostos cronicamente a contaminantes € comum observar alteracdes histopatoldgicas
neste 6rgdo (Rocha et al., 2010). Os rins sdo uns dos primeiros 6rgaos nos peixes a ser
afetado pela contaminacdo da agua, tém funcéo de osmorregulacdo de sais e excrecdo de
metabolitos e, além disso, também desempenham papel no sistema imune (Jordanova et
al., 2017; Tavares-Dias, 2022).

O monitoramento das aguas e dos sedimentos é imprescindivel para atingir
padrdes e manutencdo da qualidade, principalmente nos reservatérios de abastecimento
(Pompéo, 2017). Os relatdrios de qualidade da Cetesb (Companhia Ambiental do Estado
de S&o Paulo) contribuem para o conhecimento da problematica, porém nédo é o Unico
mecanismo para subsidiar a tomada de decisdes sobre o recurso.

Dessa forma, quatro reservatorios foram objetos deste estudo e os resultados

obtidos foram estruturados em quatro capitulos descritos a seguir:

Capitulo 1 — Vulnerabilidade a poluicdo de reservatdrios urbanos frente as
contribuicdes antropicas: Avalia a concentracdo de metais no sedimento superficial de

cada reservatorio e avalia a heterogeneidade espacial dos metais Cr, Cu, Ni, Pb e Zn. O



objetivo do estudo foi estabelecer as concentracfes para esses elementos nos reservatorios
estudados, e estabelecer se ocorre contribuicdo antropica, baseando-se no fator de
enriquecimento e no indice de carga poluidora, determinando também o risco ecoldgico

a biota.

Capitulo 2 — O uso do zebrafish para avaliacdo da toxicidade de sedimentos
contaminados por metais de reservatorios de agua doce: Estabelece o grau de
toxicidade pela exposicdo cronica dos metais presentes no sedimento ao modelo animal

Danio rerio, bem como caracterizacdo dos sedimentos dos reservatorios.

Capitulo 3 — Bioacumulacdo de metais toxicos em Danio rerio: avaliagdo
ecotoxicologica de reservatérios paulistas: Determinar o nivel de bioacumulagdo dos
metais toxicos cromo, cobre, niquel, chumbo e zinco presente nos sedimentos superficiais

dos reservatorios pelo peixe Danio rerio em decorréncia da exposigao cronica.

Capitulo 4 — Alteracdes histopatologicas em peixes como biomarcadores da
contaminacdo por metais em sedimentos: Caracterizar as lesdes histologicas em érgaos
alvo (branquia, figado e rim) no peixe Danio rerio pela exposicao cronica de sedimentos
superficiais dos reservatorios Guarapiranga e ltupararanga, correlacionando as

concentracdes de metais e a gestdo do recurso hidrico desenvolvida nestes reservatorios.

JUSTIFICATIVA

Devido a grande interferéncia antropogénica, o crescimento desorganizado e a
falta de investimentos no tratamento dos efluentes, acarretam na perda de qualidade dos
mananciais. Em busca da utilizagdo deste recurso, em alguns reservatorios do estado
aplicam-se algicidas para o controle de floracdo de algas, como o sulfato de cobre e 0
peroxido de hidrogénio. Embora as caracteristicas limnologicas e ecoldgicas desses

reservatorios sejam amplamente estudadas, pesquisas sobre os efeitos adversos nos



organismos causados pelo modo de gestdo em reservatorios tropicais, S80 muito escassas.
Deste modo, é necessario investigar a influéncia da contaminacdo do sedimento por
metais na ictiofauna.

Os sedimentos sao um reflexo dos usos multiplos dos corpos d’agua e acumulam
contaminantes e poluentes. O cobre aplicado se acumula no sedimento e na dependéncia
de sua concentracdo, torna-se potencialmente toxico a biota aquatica (Leal et al., 2017),
principalmente aos organismos benténicos ou com interacdo direta com o sedimento.
Deste modo, existe a necessidade em conhecer a real toxicidade dos sedimentos para a
biota, principalmente para o metal cobre, devido ao grande uso na captacdo de agua bruta
para tratamento para abastecimento publico (Biamont-Rojas et al., 2022).

Espera-se que os resultados gerados pela pesquisa venham a contribuir para um
melhor entendimento da biodisponibilidade de xenobi6ticos, compreender os efeitos da
exposicdo crbnica, bem como a caracterizacdo de risco ambiental desses importantes
reservatorios. O projeto visa desenvolver protocolos metodolégicos de analise de
qualidade ambiental, contaminacdo quimica, indices de qualidade da agua, grupos

biolégicos como bioindicadores e avaliagdo de risco ambiental.

OBJETIVOS

Este trabalho objetivou avaliar a toxicidade dos sedimentos, através de ensaios
ecotoxicoldgicos com o organismo-teste Danio rerio e os danos histolégicos oriundo da
exposicdo, para determinar o gradiente de qualidade comparando os valores de referéncia
de qualidade TEL - Threshold Effect Levels e PEL - Probable Effect Levels, com énfase

ao metal cobre.

Objetivos especificos
1. Determinar os efeitos cronicos causados pela exposicdo dos organismos com

sedimento;



2. Determinar as concentragdes dos metais cobre, cromo, chumbo, niquel e zinco
bioacumulados nos peixes;

3. Determinar as concentracGes dos metais toxicos presentes nos sedimentos superficiais
dos reservatorios;

4. Caracterizar as principais lesdes histologicas nas branquias, figado e rins oriundas da

exposicdo cronica de sedimentos superficiais.
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VULNERABILIDADE A POLUICAO DE RESERVATORIOS URBANOS
FRENTE AS CONTRIBUICOES ANTROPICAS

Resumo: Os reservatdrios sao infraestruturas essenciais para o desenvolvimento humano,
ao mesmo tempo desempenham um papel importante para os ecossistemas locais. Esses
ambientes estdo sob constante ameaca, diante das contribuigdes antrépicas no seu
entorno, é fundamental compreender os diversos fendmenos que ocorrem nestes
ambientes. No presente estudo, visou-se quantificar as concentragdes de cobre, cromo,
niquel, chumbo e zinco (ICP-OES) em amostras de sedimentos superficiais dos
reservatorios subtropicais: Broa, Guarapiranga, Itupararanga e Rio Grande (S&o Paulo -
Brasil). Exploramos a distribuicdo espacial de metais nas trés zonas tedricas dos
reservatorios (fluvial, transicdo e lacustre) e identificamos as areas e reservatorios que
necessitam mais esforcos para o controle da contaminacdo. Foram calculados o fator de
contaminacdo, o indice de poluicdo e o risco ecoldgico. Os resultados foram comparados
também com o nivel de efeito limiar (TEL) e o nivel de efeito provavel (PEL). A Analise
de Componentes Principais mostrou correlacdo entre o reservatério Rio Grande com 0s
metais, seguido pelo reservatério Guarapiranga, Itupararanga e o mais integro o Broa. As
concentragcOes de metais em alguns pontos especificos apresentaram niveis preocupantes
de contaminacdo, especialmente o Cu o que constata a importancia do estabelecimento
de sistemas de monitoramento do sedimento para uma boa gestdo e protecdo do
manancial.

Palavras-chave: Agua doce. Metais. Heterogeneidade espacial. Monitoramento. Gest&o
de reservatorios. Risco ecoldgico.

Abstract: Reservoirs are essential infrastructures for human development, at the same
time they play an important role for local ecosystems. These environments are under a
constant threat, due to anthropic contributions around them, a key factor is to understand
the different phenomena happening in these places. This study intended to quantify
copper, chromium, nickel, lead and zinc concentrations (ICP-OES) in superficial
sediments of subtropical reservoirs: Broa, Guarapiranga, Itupararanga and Rio Grande
(Séo Paulo - Brazil). We explored the spatial distribution of metals in the three theorical
zones of reservoirs (riverine, transition and lacustrine) and there were identified areas and
reservoirs which need more efforts for pollution control. Contamination Factor, Pollution
Index and Ecological Risk were calculated. Results were compared to Threshold Effect
Level (TEL) and Probable Effect Level (PEL). Principal Component Analysis showed
that Rio Grande is the most impacted reservoir followed by Guarapiranga, Itupararanga
and the least impacted Broa. Metal concentrations in some specific sampling sites
presented concerning pollution levels, especially Cu which states the importance to
establish sediment monitoring systems for a suitable management and protection.

Keywords: Fresh water; Metals; Spatial heterogeneity; Monitoring; Reservoir
management; Ecological risk.



1. INTRODUCAO

Os sistemas de abastecimento de agua sdo infraestruturas complexas compostas
por elementos que vao desde a captacdo de 4gua nos mananciais até a rede de distribuicéo.
Dentre 0s componentes, 0s reservatorios possuem papel particularmente significativo
para o funcionamento do sistema (Sonobe et al., 2019). Os reservatorios sdéo unidades
cuja operacdo apresenta grande importancia socioeconbémica e ambiental, e sdo
indispensaveis para a manutengédo e o desenvolvimento da populagdo. Os impactos sobre
0s reservatorios podem acarretar crises de disponibilidade hidrica e ameacas ecoldgicas,
trazendo prejuizos a satde publica e ao ambiente (Voérdsmarty et al., 2010).

Os ambientes aquaticos tém sido contaminados por diversos subprodutos
antropicos, onde destacam-se os efluentes domésticos ou industriais e a lixiviagdo de
agroguimicos. Esses contaminantes podem alcancar diversos compartimentos terrestres
(Pereira & Ebecken, 2009) e aquéticos, podendo causar efeitos tdxicos na biota. Entre 0s
poluentes, os metais sdo os de maior preocupacdo, pois podem acumular na cadeia
alimentar, formar compostos complexos nocivos que afetam criticamente diferentes
funcBes bioldgicas e, quando dispostos em reservatdrios de abastecimento de agua,
podem ser extremamente prejudiciais (Paul et al., 2016; Proshad et al., 2018). Esses
eventos ocorrem, pois, 0s metais ndo podem ser degradados por processos naturais e
persistem no solo e nos sedimentos, de onde séo liberados gradualmente aos corpos de
agua (Paul & Sinha, 2015). Por esta razdo, a poluicdo dos sedimentos é considerada por
muitas agéncias reguladoras como um dos principais riscos para o ambiente aquatico,
além disso, muitos organismos passam a maior parte de seu ciclo de vida vivendo neste

compartimento (Sadiq & Alam, 1992).

Os processos naturais contribuem para a ocorréncia de metais na agua ou em
sedimentos. Contudo, os lancamentos de efluentes, as atividades industriais e agricolas
no entorno dos reservatorios sdo responsaveis por intensificar a sua presenca (Bing et al.,
2013), o que desencadeia uma série de preocupac¢des ambientais. Metais como cobre (Cu),
cromo (Cr), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn), em determinadas concentraces,
apresentam propriedades cancerigenas, mutagénicas, teratogénicas, capacidade de
bioacumulacédo e biomagnificacdo e efeitos toxicos a biota, podendo inclusive acarretar
morte (Griffitt et al., 2008; Mwinyihija, 2011; Consalter et al., 2019; Schiller et al., 2019).
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Em reservatdrios de regides subtropicais e, principalmente, em paises em
desenvolvimento, sdo relativamente escassos os dados de monitoramento que avaliem
estes sistemas como um todo, podendo ser citados os trabalhos de: Leal et al. (2018);
Frascareli et al. (2018); Cardoso-Silva et al. (2021). Desta maneira, para compreendermos
a dindmica destes elementos e contribuir com o entendimento do conhecimento em
regides subtropicais é importante investigarmos a distribuicdo espacial, os niveis de

contaminacg&o e o risco ecoldgico associado a estes potenciais contaminantes.

Dentro do contexto apresentado, o presente estudo avaliou os sedimentos
superficiais de trés reservatorios subtropicais no intuito de: 1) estabelecer o nivel de
contaminac&o e poluicdo, o risco ecoldgico e o potencial ecotoxicoldgico de metais (Cu,
Cr, Ni, Pb e Zn) por meio da aplicacdo de indices e valores guia de qualidade do
sedimento; 2) explorar a distribuicdo espacial de metais nos sedimentos superficiais nas
trés zonas tedricas dos reservatorios (fluvial, transi¢do e lacustre) (Kimmel et al., 1990);
e 3) estabelecer as areas e reservatorios que necessitam maiores esforcos para o controle

da contaminacéo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Areas de estudo

Os quatro reservatorios estudados estdo localizados no estado de Sdo Paulo
(Figura 1), na regido Sudeste Brasileira, com clima subtropical - Cwa (classificacdo de
Koppen) (Alvares et al., 2013). O reservatério do Rio Grande é uma infraestrutura de usos
maltiplos, que faz parte do Complexo Billings, o maior corpo d'agua acumulado na
Regido Metropolitana da cidade de Séo Paulo (Mariani & Pompéo, 2008). O Rio Grande
estd na altitude de 746 m, com uma area de 7,4 Kmz2 e a profundidade média de 5,5 m
(Lamparelli et al., 2014). Em virtude da sua localizacdo proximo a grandes centros

urbanos, esta sob constante presséo antropica.

O Reservatorio Guarapiranga esta localizado na regido sul da cidade de S&o Paulo,
a uma altitude de 742 m, possui profundidade média de 6 metros e maxima de 13 m
(Pompéo et al., 2013). O reservatorio alcanca sete cidades da regido metropolitana de Sdo
Paulo e é o segundo em capacidade de producgéo de agua, ficando apenas atras do Sistema
Cantareira (Sobrinho et al., 2017), o que atribui grande importancia a essa estrutura na

medida em que ela é fundamental para a populacdo atendida. Contudo, nas ultimas
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avaliacOes de qualidade do reservatorio, os resultados apontaram piora na qualidade da
agua nos pontos analisados (Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo [CETESB],
2018).

O reservatorio de Itupararanga esta localizado no curso do Rio Sorocaba e
pertence a Bacia Hidrografica do Alto Sorocaba, uma das sub-bacias que compdem a
Bacia do Sorocaba Médio Tieté. O reservatdrio possui uma area de drenagem de 936.5
km2 com 26 km de canal principal e uma vazdo méaxima de 39.12 m3.s’, com volume de
286 milhdes de m3, com profundidade maxima de 21 m, e profundidade média de 7,8 m
(Rosa et al., 2015; Frascareli et al., 2022a). Com a criacéo da Area de Protecio Ambiental
(APA) de Itupararanga em 2003 (S&o Paulo, 2003), pretendia-se proteger o entorno do
reservatorio, que possui fragmentos florestais e € responsavel por grande parte da
biodiversidade local (Beu et al., 2011). Entretanto, as areas proximas ao reservatorio vém
sendo comprometidas ao longo do tempo com ocupacédo ilegal e uso do solo para
atividades agricolas e com o despejo de esgoto doméstico e industrial, provenientes das
cidades proximas (Beu et al., 2011; Valente, 2011), o que prejudica a qualidade do

manancial e acelera a degradacédo do entorno, afetando a qualidade da agua.

O reservatorio Lobo, também conhecido como Broa, era parte da Usina
Hidrelétrica (UHE) Carlos Botelho, localizado no municipio de Itirapina/SP, inserido na
bacia hidrografica Tieté-Jacaré (Periotto & Tundisi, 2013; Campregher & Martins, 2017).
Este reservatorio é considerado raso, com profundidade média de 3 m, com 6,8 km? de
espelho d’agua, o reservatorio esta inserido na APA Corumbatai (Tundisi et al, 2004;
Corvalan & Garcia, 2011). Os principais usos do Broa estdo a geracdo de energia elétrica,
recreacdo e 0 turismo, estas atividades estdo ocasionando um processo de degradacao

quimica acelerada nas Gltimas décadas (Anjinho et al., 2020; Sanchez et al., 2018).
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Figura 1. Mapa do estado de S&o Paulo, incluindo as cidades de Itirapina, S&o Paulo e Sorocaba, onde estdo localizados
0s reservatorios Broa, Rio Grande, Guarapiranga e ltupararanga e os respectivos pontos de amostragem, indicados por
pontos pretos. Em destaque estéo representadas as zonas de 1 a 3 (zona 1: entrada, pontos 1 a 3: listras; zona 2: central,
pontos 4 a 6: pontilhado; e zona 3: barragem, pontos 7 a 9: quadriculado). Fonte: Autoria propria

2.2. Coleta e amostragem

Em cada reservatorio, foram tomadas amostras de sedimento em trés zonas. Uma
zona de coleta estava localizada na regido fluvial do reservatorio (entrada - P1 a P3), outra
na porcao de transicdo (central - P4 a P6) e a uUltima estacdo préximo a zona lética
(barragem - P7 a P9) (Figura 1). Em cada uma dessas zonas predefinidas, foram tomadas
amostras em trés pontos (Tabelas 3 a 6), totalizando 27 amostras por reservatério, as
coordenadas geograficas estdo na tabela Al (anexo). As coletas foram realizadas entre
marc¢o e agosto de 2019 (periodo de estiagem), para minimizar alteracdes no fluxo dos

sedimentos em decorréncia de chuvas e operacdo do reservatorio.

A coleta das amostras nos reservatorios seguiu o fluxo de agua, sendo amostradas
inicialmente na porc¢éo de entrada do corpo hidrico, seguida da porcao central de transi¢cao
e por ultimo da zona da barragem do reservatdrio (Kimmel et al, 1990). As esta¢Ges foram
determinadas segundo coletas prévias realizadas pelo grupo de estudo anteriormente a
este estudo. (Leal et al., 2018; Mariani & Pompéo, 2008; Pompéo et al., 2013; Frascareli
et al., 2018; Vicentin et al., 2018; Cardoso-Silva et al., 2021).
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Todas as estaces de amostragem foram georreferenciadas (GPS, modelo Garmin
Montana 600, com datum WGS-84), a coleta do sedimento superficial foi realizada com
o auxilio de amostrador de fundo tipo “Lenz”, de 225 cm?, versdo modificada do modelo
Ekman-Birge (Leal et al., 2018). Foram utilizados apenas os primeiros 10 cm de
sedimento, para isto foi utilizado o “fatiador” do amostrador. As amostras foram
acondicionadas em frascos de plésticos de 2000 mL e transportadas sob refrigeracao,
entre 4 + 2 °C (Agéncia Nacional das Aguas [ANA], 2011), ja no Laboratério de
Limnologia da Universidade de Sao Paulo, foram mantidas em refrigeradores e no escuro

por no maximo 30 dias.

O mais brevemente possivel, normalmente no dia seguinte da coleta, 200 g do
sedimento foram secos a 60 °C. Ap0s a secagem, as amostras foram trituradas em gral de
vidro e, passadas por uma peneira de 2 mm. Foi pesado 1 g de sedimento triturado para
determinacdo dos metais por espectrometria de emissdo Optica com plasma (ICP-OES)
(modelo Agilent Technologies 700), seguindo o protocolo 3050B da United States
Environmental Protection Agency (USEPA, 2010) e os resultados foram expressos em
mg.kg? de peso seco de sedimento. Os teores encontrados para os metais foram
comparados a valores de referéncia regionais, a legislacdo local, a valores guia de
qualidade de sedimento e submetidos a célculos de contaminacgdo, poluicdo e risco
ecoldgico conforme descrito a seguir.

2.3 Classificacéo do uso do solo

Produtos de nivel 2A adquiridos pelo Sentinel 2A foram empregados para analise
de uso do solo, obtidos do banco de dados SciHub da Agéncia Espacial Europeia (ESA,
2022). As imagens GUA e ITU foram adquiridas em 1° de maio de 2022, enquanto a do
RG empregou imagens adquiridas em 7 de margo de 2022, ja para 0 BR, as imagens foram
adquiridas em 1° de setembro de 2022, ambas durante a Orbita Relativa 138. Essas
imagens tém 10 m de resolucdo espacial. Primeiramente, foi criada uma imagem RGB
natural para os trés casos, em seguida, o algoritmo de classificacéo foi treinado com areas
previamente conhecidas tomadas em campo. As figuras 2, 3, 4 e 5 mostram 0s mapas da
classificagdo do uso do solo dos reservatorios. Foi empregado o método de classifica¢do
de Méxima Verossimilhanca, que é uma ferramenta supervisionada, observando as

seguintes categorias: Floresta, Agua, Urbano, Solo Exposto e Pastagem.
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Figura 2. Mapa de classificacdo do uso do solo na bacia inclusiva do reservatério Broa. As formas de classificacdo do
uso do solo foram definidas proporcionalmente ao longo da obtengdo das imagens por sensoriamento remoto. Fonte:
Autoria propria.
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Figura 3. Mapa de classificagdo do uso do solo na bacia inclusiva do reservatorio Guarapiranga. As formas de
classificacéo do uso do solo foram definidas proporcionalmente ao longo da obtencéo das imagens por sensoriamento

remoto. Fonte: Autoria propria.
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2.3. Analise de dados
2.3.1. Fator de contaminagao
Diversos indices podem ser empregados para a avaliacdo da poluicdo em

ambientes aquaticos, e alguns dos mais comumente utilizados sdo baseados na

comparacao entre as concentragdes medidas e os valores de background de metais. Os
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valores de background sdo valores que refletem as condicGes geologicas e hidroldgicas
regionais do ambiente que esta sendo investigado, assim, é evidente que, para calcular de
forma apropriada os indices que fazem uso desse pardmetro, € preciso usar um conjunto
de dados com caracteristicas geoquimicas proximas ao desse ambiente (Yan et al., 2020).
No presente trabalho foram utilizados os valores de referéncia regional (VRR) propostos
por Nascimento & Mozeto (2008), para a regido do Alto Tieté, regido hidrogréfica dos
reservatorios Guarapiranga e Rio Grande, ja para os reservatorios ltupararanga e Broa,

regido do Médio Tieté, os VRR utilizados foram propostos por Cardoso-Silva (2021).

O fator de contaminacéo (FC) foi calculado para cada elemento, visando proceder
com a comparagdo entre os niveis estimados nos sedimentos examinados com os VRR.

Para este célculo foi aplicada a seguinte equacéo (1):

FC=Me am/Me bg

Onde:
Meam = concentracdo do metal ha amostra dos sedimentos;
Meyg = valor de referéncia da concentrag¢do natural do metal na regiéo.

Neste trabalho, quatro categorias para FC foram consideradas para interpretacéo
do indice de FC: FC < 1 = Baixa; 1 < FC <3 = Contaminagdo moderada; 3 <FC <6 =
Contaminacao consideravel; e FC > 6 = Contaminacdo muito alta (Hakanson, 1980).

2.3.2. Indice do grau de polui¢&o

O indice do grau de poluigdo (PLI— Pollution Load Index) dos sedimentos fornece
de maneira simples o incremento de metais nos sedimentos por intervencao antrdpica (Xu
etal., 2014). Para este parametro, a classificacdo é feita de forma simplificada em presente
(> 1) e ausente (< 1). O PLI foi avaliado através do calculo da somatoria dos fatores de
contaminacdo (FC) de cada metal analisado com base na férmula proposta por Tomlinson
etal. (1980) (2):

PLI="VFC1xFC2 xFC3... XFCn

Onde:
n = namero de metais analisados;
FC = fator de contaminag&o.
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2.3.3. Indice de risco ecoldgico

O Ecological Risk Index (RI) € um indice proposto por Hakanson (1980), utilizado
para medir a intensidade do risco ecologico de sedimentos contaminados com metais,
utilizando como base a toxicidade dos metais analisados. O calculo desse indice é feito

através de duas equacdes, sdo elas (3):

Eri:FC >(Tri
RI=ZEy
Onde:
FC = fator de contaminacdo da amostra;

E. = mondmio do potencial fator de risco para cada metal,
T. = € o coeficiente de toxicidade do metal.

Os coeficientes de toxicidade aplicados foram de Cu=Pb=Ni=5, Cr=2, Zn=1. O
resultado é dado em uma escala de diferentes intensidades de risco: Rl < 150 = haixo, 150
< Rl < 300 = moderado, 300 < RI < 600 = consideravel e Rl > 600 = muito alto.

2.3.4. Critérios Guias da Qualidade de Sedimentos

Os valores orientadores para as diretrizes de qualidade de sedimentos utilizados
foram baseados nas Diretrizes Canadenses de Qualidade de Sedimentos, oriundo do
Protocolo de Qualidade dos Sedimentos e para a Protecdo da Vida Aquatica (Canadian
Council of Ministers of the Environment [CCME], 2001). Os valores de nivel de efeito
limiar (TEL - Threshold Effect Level) e de nivel de efeito provavel (PEL - Probable Effect
Level) sdo dois valores criticos aplicados para diretrizes de qualidade de sedimentos,
visando estabelecer uma margem segura para a protecdo do ecossistema bentbnico, de
atividades de pesca e para qualidade da agua de superficie (Di Toro, 2013; Kwok et al.,
2014).

Os valores abaixo de TEL representam as concentragdes onde a possibilidade do
efeito toxico € descartada, pois raramente ocorrem, enquanto os valores de PEL
representam as concentra¢fes acima das quais a toxicidade € esperada para 0s organismos
aquaticos (Deckere et al., 2011). Assim, estes valores de TEL e PEL podem ser
empregados como um modelo para prever efeitos toxicos da presenca de metais no
sedimento (Simpson & Batley, 2007). Os 6rgdos ambientais regionais e a legislacdo

brasileira (Resolugdo CONAMA n° 454) utilizam os critérios da CCME na avaliacdo dos

18



sedimentos dos corpos hidricos em conjunto com outros indices (Brasil, 2012; Ferreira et
al., 2021).

Para avaliar a toxicidade potencial dos metais presentes nos sedimentos, suas
concentracdes foram comparadas com os valores de TEL, PEL e VRR (Tabela 1). Para
esta comparacdo, foram adotados os critérios definidos por Leal et al. (2018). Estes
autores definiram cinco classes de qualidade: “6tima”, “boa”, “regular”, “ruim” e
“péssima” (Tabela 2).

Tabela 1. Critérios Guia de Qualidade do Sedimentos (ISQG) e valores de efeito provavel (PEL), efeito linear (TEL)

e valores de referéncia regional (VRR) para os reservatorios Guarapiranga, Itupararanga e Rio Grande, para analise dos
metais cobre (Cu); cromo (Cr); Niquel (Ni); chumbo (Pb) e zinco (Zn).

1SQG Metal
Mg.kg* Cu Cr Ni Pb Zn
TEL 357 37,3 18 35 123
PEL 197 90 36 913 315
VRR (GUA e RG) 18 36 23 61 82
VRR (ITU) 192 32,7 87 258 408
VRR (BR) 322 246 115 129 411

Fonte: Autoria propria.

Tabela 2. Classificagdo de qualidade do sedimento (CQS) em relacdo a anélise de presenca dos metais cobre (Cu);
cromo (Cr); Niquel (Ni); chumbo (Pb) e zinco (Zn). O sistema de cores de classificacdo foi definido de acordo com os
valores de probabilidade de efeito (PEL), efeito linear (TEL) e valores de referéncia regional (VRR).

cQs

Metal
REGULAR RUIM

> TEL <PEL | PEL —10x PEL

Classificagdo
Fonte: Autoria propria.

2.4. Analise estatistica

O coeficiente de variacao da concentracdo dos metais foi calculado para auxiliar
na comparagdo do grau de variabilidade do elemento, dentro dos diferentes pontos
amostrados, também auxiliando na observacdo da existéncia de heterogeneidade espacial

na distribuicdo dos metais no reservatorio (Pompéo et al., 2013).

As analises estatisticas de diagrama de caixa (ou Boxplot) foram realizadas no
software GraphPad Prism versdo 9.4.1. Também foram calculados valores minimos,
valores maximos, media e desvio-padrédo. Para a analise e a compreensdo das associagdes
entre as variaveis: pontos de coleta e fatores de contaminac&o, foi realizada uma analise
de PCA (Principal Component Analysis) utilizando o software PAST 3.0 (Hammer et al.,

2001), com uso de row — color / symbol e filled region, por reservatorio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso e ocupacdo do solo nos reservatorios Guarapiranga e Rio Grande podem
influenciar no nivel de toxicidade, em decorréncia da alta densidade urbana no entorno
dos corpos hidricos, e isso acarreta uma maior entrada de nutrientes, que culminam no
crescimento sem controle do fitoplancton e, para 0 manejo destes organismos, é utilizado
em demasia o algicida CuSO4. De acordo com Cunha et al (2018), o uso do solo pode
influenciar a qualidade da &gua, bem como os aspectos quantitativos/qualitativos do
fitoplancton nos ecossistemas aquaticos, em decorréncia da relacdo de nitrogénio e

fésforo.

Em relacdo ao reservatorio ltupararanga, a cobertura do solo é em maioria
composta por floresta, por estar em area de prote¢cdo ambiental. Martins et al. (2021)
evidenciam que existe uma ocupacédo desordenada do solo no entorno do reservatorio, e
ocorre uma flutuacdo na populacdo em decorréncia de casas de veraneio. O tipo de
ocupacdo tem a capacidade de estabelecer uma relagdo com as concentracfes dos metais
presentes no sedimento, e tal fenémeno foi observado por Frascareli et al. (2022b) no
Itupararanga. No reservatorio Broa os principais usos do solo desta bacia sdo a
agricultura, silvicultura, mineracdo de areia e pecuaria, também ha impactos de dejetos

humanos derivados de fontes ndo pontuais (Tundisi et al., 2013).

Nas Tabelas 3 a 6 estdo apresentados os valores das concentracdes de metais
encontradas nas amostras de sedimentos dos reservatorios estudados, juntamente com as
respectivas caracteristicas estatisticas e valores de referéncia regional e os critérios de
toxicidade (Tabela 2) aplicados por Leal et al. (2018).
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Tabela 3. Concentragdes de cobre (Cu); cromo (Cr); Niguel (Ni); chumbo (Pb) e zinco (Zn) (mg.kg*) nos sedimentos
do Reservatdrio Broa, desvio padrdo, coeficiente de variagdo, valores de referéncia regional (VRR).

Cu Cr Ni Pb Zn
Pontos amostrados mg kgL

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9
Desvio-padrio 2,05 2,53 0,91 1,03 4,22
Coeficiente de variagdo (%) 18,1 17 17,3 13,2 22,8
Valor minimo 10,49 8,70 3,58 6,18 13,85
Valor maximo 16,48 16,67 6,49 9,26 26,51

Concentragéo media  [ASIBON AN 18127 1) L1780 848
322 246 115 129 411

VRR '

Fonte: Autoria propria.

Tabela 4. Concentragtes de cobre (Cu); cromo (Cr); Niguel (Ni); chumbo (Pb) e zinco (Zn) (mg.kg*) nos sedimentos
do Reservatdrio Guarapiranga, desvio padrdo, coeficiente de variagdo, valores de referéncia regional (VRR).

Cu Cr Ni Pb Zn
Pontos amostrados mg kg™
P1 | 134,19
P2 | 150,97
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9 141,65
Desvio-padrao 1932,42 5,64 4,67 7,60 19,53
Coeficiente de variagio (%) 128 13 36 29 16
Valor minimo 20,85 33,23 9,45 16,10 86,94

Valor maximo 52,44 18,32 39,52 150,97
Concentragdo média 44 54 | 123,85
VRR 18 36 23 61 82

6137,95

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 5. Concentraces de cobre (Cu); cromo (Cr); Niquel (Ni); chumbo (Pb) e zinco (Zn) (mg.kg*) nos sedimentos
do Reservatdrio Itupararanga, desvio padrdo, coeficiente de variac8o, valores de referéncia regional (VRR).

Cu Cr Ni Pb Zn
Pontos amostrados mg kg™
P1
P2
Ps
P4
P5
Po
P7
Pg
Po
Desvio-padréo 5,84 3,12 2,77 2,85 5,19
Coeficiente de variagdo (%) 214 6,5 16,2 11,9 8,7
Valor minimo 20,32 4452 1290 18,34 51,05

Valor maximo 3753 5419 2051 27,14 6757

Concentragéo média | |

VRR 19,2 32,7 8,7 25,8 40,8

Fonte: Autoria propria.

Tabela 6. Concentragdes de cobre (Cu); cromo (Cr); Niguel (Ni); chumbo (Pb) e zinco (Zn) (mg.kg*) nos sedimentos
do Reservatdrio Rio Grande, desvio padrdo, coeficiente de variagdo, valores de referéncia regional (VRR).

Cu Cr Ni Pb Zn
Pontos amostrados mg kg .
P1 43,90 69,88 257,62
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9 46,80 24,77
Desvio-padréo 2373,98 2,21 2,80 11,49 57,88
Coeficiente de variagao (%) 65,1 49 28 13,7 38,8
Valor minimo 500,77 41,02 16,61 33,07 101,91
Valor maximo 6640,19 47,69 24,77 69,88 257,62
Concentragéo média
VRR 18 36 23 61 82

Fonte: Autoria propria.

O padrdo de distribuicdo dos metais se mostrou variavel ao longo dos pontos, com
destaque para o Cu nos reservatorios Rio Grande e Guarapiranga, com elevadas
amplitudes, refletindo nos maiores valores de coeficiente de variacdo (CV) (Tabela 1).
As concentragdes de metais apresentaram a seguinte ordem, da maior para a menor

concentracdo determinada: Cu > Zn > Cr > Pb > Ni para o reservatorio Rio Grande e
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Guarapiranga, e Zn > Cr > Cu > Pb > Ni nas amostras no reservatorio Itupararanga e o
Broa. Ao analisar as concentracdes de metais em amostras de sedimentos, deve-se notar
que essas concentracdes se referem ao acumulo e a exposicao a longo prazo, enquanto
concentracdes em amostras de agua séo geralmente indicativas de contaminacéo recente
(Baldantoni et al., 2005).

Para mostrar graficamente as variag0es dos dados referentes aos metais, as zonas
amostradas e os reservatorios foram construidos Boxplots. Nos graficos séo exibidos 0s
valores minimos, quartil inferior, mediana, quartil superior e valores maximos cada um
dos metais analisados conforme a Figura 6 (A a E). Foi adicionada uma linha indicadora
sempre que as concentraces observadas estiveram proximas aos valores de referéncia
regionais, ndo sendo possivel observar a linha quando os teores se apresentaram muito
superiores. Os teores de Cu nos quatros reservatorios tenderam a ser maiores na area da
barragem, isto porque é area de maior aplicacdo de sulfato de cobre nos reservatorios Rio
Grande e Guarapiranga. Outro fator que pode explicar este padréo é a presenca de maior
porcentagem de sedimentos de granulacdo < 63um, importante fase complexadora de
metais (Chapman et al, 1999).

Os maiores teores de Ni, em Itupararanga e Zn em Guarapiranga e Rio Grande, na
zona fluvial, podem estar associados a entrada dos afluentes que percorrem as zonas
urbanas das bacias hidrograficas destes reservatérios. O gradiente de Pb no reservatério
Guarapiranga pode estar associado a uma maior proximidade da area da barragem ao
centro urbano, onde a deposicdo atmosférica deste elemento poderia ser maior pelo

grande trafego de carros na regiao.
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Figura 6. Representacdo grafica da concentracdo dos metais nos reservatorios Broa, Guarapiranga, ltupararanga e Rio
Grande, respectivamente, de acordo com suas zonas de coleta (1 a 3). Os boxplots permitem visualizar a presenca de
outliers dos niveis de metais encontrados. Sendo A: cobre (Cu); B: cromo (Cr); C: chumbo (Pb); D: Niquel (Ni) e E:

zinco (Zn).
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Ainda com base nas tabelas 3 a 6, considerando as concentracfes médias de cada
metal observamos que no Rio Grande, todos os elementos apresentaram valores acima do
permitido pela legislacdo nacional vigente (Brasil, 2012), o reservatorio Guarapiranga
apresentou em conformidade para o chumbo, niquel e zinco; enquanto no ltupararanga, o
cromo foi o Unico elemento que se excedendo os limites estabelecidos na resolugédo
CONAMA, sendo o Cu o elemento de maior destaque, com concentragéo > 100 x o limite
estabelecido e cerca de 200 vezes o0 VRR. Este padrdo também foi observado por Mariani
e Pompéo (2008), Frascareli et al. (2018) e Cardoso-Silva et al. (2021).

No reservatdrio Broa, Cervi et al. (2017) analisaram os metais Cu, Ni, Pb e Zn nos
sedimentos do Broa e, obtiveram valores médios de 77,64 mg.kg?, 24,22 mg.kg?, 50,60
mg.kg? e 104,11 mg.kg™? respectivamente, também os autores analisaram o risco para
estes metais, para o Cu, o risco baixo ou nulo, enquanto para o Ni e Pb, o risco foi baixo
a moderado, e para 0 zinco, o0 risco é moderado a alto. Neste trabalho obtivemos
concentragOes até seis vezes menores, essa diferenca pode estar relacionada ao método
de andlise de extracdo acida e do modo de como o metal estd incorporado ao
aluminosilicato.

Estudo realizado no reservatério Rio Grande em 2008, analisou a presenca de
metais e obteve valores de concentragcdes acima dos encontrados na presente pesquisa,
exceto para 0 Cu e Zn (Mariani & Pompéo, 2008), indicando tendéncia de reducgéo da
contaminacdo por metais no sedimento. No reservatorio ltupararanga, em contrapartida,
os teores de Cu mostram-se em ascensdo, ja que em 2015 a média obtida foi de 14,56
mg.kg? (Rosa et al. 2015). O incremento de cobre, mesmo que baixo, pode ocasionar em
alterac@es cronicas a biota no sedimento, Ahmed et al. (2020) relataram que o incremento
da concentracdo de Cu no sedimento pode induzir tolerancia na microbiota, onde isso
pode acarretar na perda da diversidade ou de comprometimento funcGes biologicas. Em
contraste, o reservatério Broa apresentou todos os metais analisados abaixo do VRR,
sugerindo que os efeitos adversos a biota sejam improvaveis se comparados ao CQS, tal
constatacdo também foi observada por Vicentin (2019) e Cardoso-Silva et al. (2021).

Para investigar a distribuicdo espacial e a relagdo entre os metais e 0s pontos
amostrados, foi aplicada a técnica estatistica multivariada de analise de componentes
principais (ACP) (Figura 7).
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Figura 7. Analise de componentes principais (ACP) de amostras de metais dos reservatorios Broa (roxo), Guarapiranga
(vermelho), ltupararanga (azul) e Rio Grande (verde) de acordo com os pontos de coleta (P1 a P9). O grafico de ACP
mostra a separacdo entre os locais de coleta de amostragem, através dos componentes 1 e 2, correlacionando as trés
zonas de amostragem do estudo com as concentragdes de metais presentes nestes locais. Fonte: Autoria propria.

Na anélise de ACP, os componentes 1 e 2 explicam cerca de 79% dos dados, sendo
60,4% e 18,6%, respectivamente. O componente principal 1 foi influenciado
principalmente pela presenca de Ni (0,52) e Cr (0,48). O componente 2 foi positivamente
influenciado por Zn (0,46) e Pb (0,70). A andlise demonstra graficamente a correlacdo
entre a presenca de Cu e 0s pontos proximos a zona de captacdo de agua nos reservatorios
Guarapiranga (Gua 7, 8 e 9) e Rio Grande (RG 7, 8 e 9), onde existe a aplicacdo de
CuSO..

Os pontos da zona de transicdo e da barragem mostraram-se mais propensos ao
Cu, Ni, Pb e Zn, enquanto que as entradas dos reservatorios sofrem menos influéncias
dos metais analisados, portanto é observado que hé heterogeneidade das concentragdes
dos metais ao longo dos reservatorios. Franklin et al. (2016) ao analisarem perfis de
sedimentos no reservatorio Rio Grande observaram discreto enriquecimento antropico
para as concentracGes de Pb. Além do mais, 0s pontos da entrada dos reservatérios (P1 a
P3) ficam proximos a uma via expressa de alto trafego, e o Pb é um elemento presente
em combustiveis automotivos, sendo liberado durante o processo de queima (Rosca et al.,
2018; Kaydan et al., 2019), podendo contaminar ambientes préximos.

No reservatorio ltupararanga, a ACP apontou maior presenca de Cr na zona de
transicdo e barragem do reservatério. Tal padréo de heteroespacialidade da concentracédo

de Cr, também foi observado por Rosa et al. (2015) nas aguas do ltupararanga, com
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menores concentracbes na entrada do reservatorio e aumento a jusante, onde a
concentragdo maxima observada de 0,669 mg.L™1. As maiores concentragdes de Cr nestas
porgBes do reservatorio podem estar associadas a presenca de atividade agricolas na
regido (Simonetti et al., 2019).

A ACP aponta a diferenciacdo entre os reservatérios estudados. Também aponta
a relacdo de cada um (pelos valores estatisticos gerados) com os pardmetros avaliados.
Broa se apresentou como 0 menos impactado entre 0s quatro, seguido do ltupararanga,
Guarapiranga e depois do Rio Grande. No entanto, 0 Guarapiranga possui uma regido
menos impactada e outra com maiores concentracbes de metais, provavelmente
decorrente do procedimento adotado para as constantes aplicagdes de sulfato de cobre. O
Broa e Itupararanga ndo passam por aplicacdes de CuSO4 enquanto Rio Grande e
Guarapiranga tem aplicacdes sistematicas do algicida desde o final da década de 1970
(Pompéo et al., 2013), mas no Rio Grande as aplicacdes ocorrem em praticamente todo o
reservatorio, enquanto no Guarapiranga, as aplicagdes ocorrem da regido intermediaria
em direcdo a barragem, com a parte alta preservada das aplicacoes.

Ao calcular o FC, o reservatério Rio Grande se mostrou com baixa contaminagédo
para Ni e Pb, com contaminacdo moderada para Cr e Zn e contamina¢do muito alta para
Cu, apresentando valor muito superior ao limite. No Reservatdrio Itupararanga, o nivel
de contaminacdo se manteve entre baixo apenas para o Pb, e moderado para os demais
metais. No reservatorio Guarapiranga, o Cu apresentou contaminacdo muito alta,
enquanto Ni e Pb apresentou baixa contaminacdo. O Unico reservatério que ndo houve

contaminagédo por metais foi o Broa (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados do fator de contaminagédo (FC) dos metais cobre (Cu); cromo (Cr); Niquel (Ni); chumbo (Pb) e
zinco (Zn) nos quatro reservatorios analisados: Broa, Guarapiranga, Itupararanga e Rio Grande.

Broa Guarapiranga Itupararanga Rio Grande
Metal Cu Cr Ni Pb Zn|[Cu Cr Ni Pb Zn | Cu Cr Ni Pb Zn|[Cu Cr Ni Pb Zn
FC 0,43 0,60 0,60 056 045(84,0 1,24 056 042 151 (142 145 196 0,92 145|202 1,23 0,89 0,67 1,82

Fonte: Autoria propria.

A avaliacdo do PLI resultou em indice de poluicdo presente no Rio Grande de
3,06, no Guarapiranga de 2,06 e no Itupararanga de 1,40, e considerado ausente no Broa
de 0,50. Estes resultados corroboram com o RI dos quatros reservatorios, considerado
muito alto no Rio Grande de 1023,97, mas consideravel no Guarapiranga de 429,01 e

baixo para o Itupararanga de 25,88 e para o Broa 9,11.
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O uso dos valores-guia TEL e PEL indicou uma maior contribuicdo antropica na
concentragéo total de Cu no Rio Grande, sendo a qualidade do sedimento classificada
como péssima (Tabela 5). O Unico elemento neste reservatorio classificado com qualidade
Otima, foi para o Ni, enquanto o restante foi enquadrado na classificacdo regular. Um
cenério bastante diferente foi observado para o Itupararanga, onde seu o sedimento foi
classificado com qualidade étima para Ni, Pb e Zn e, de qualidade boa para Cu (Tabela
3). Em relacdo ao Guarapiranga, as concentracbes dos metais se engquadram nas
classificacOes regular para Cr, ruim para Cu e boa e 6tima para o restante dos elementos
(Tabela 4). Mesmo utilizando critérios de avaliagdo diferentes, valores de TEL, PEL e de
background, ambos indicaram a mesma dire¢do, com resultados complementares e
condizentes.

Dentre as concentracdes encontradas no presente trabalho, ressaltamos
especialmente as de Cu, com indices considerados potencialmente toxicos. Nas analises
feitas em todas as amostras do Rio Grande, os valores de Cu eram t&o altos que ao calcular
os indices, esses valores eram capazes de mover as médias em direcdo a niveis toxicos,
mesmo quando os outros metais estavam dentro de limites considerados seguros.

Concentrac6es de Cu entre 46 e 60 mg.kg+ podem provocar graves perturbacoes e
reducdo de comunidades microbianas do sedimento (Sutcliffe et al., 2018; Yang et al.,
2018). Neste trabalho, ha estacfes de coleta com cerca de 150 vezes esses valores
(Guarapiranga e Rio Grande). Considerando a importancia e o papel desenvolvido pelas
comunidades bentonicas, essas alteracdes podem trazer consequéncias para toda a
estrutura e funcionamento do ecossistema (Sutcliffe et al., 2019). Concentra¢Oes
superiores a 13 mg.kg™ de Cu no sedimento, também oferecem ameagca as comunidades
de macroinvertebrados, podendo ser bioacumulado e, nesse caso, provocar efeitos
adversos a esses organismos (Beghelli et al., 2016). A bioacumulacdo de Cu também foi
observada em peixes (Xia et al., 2019).

A vulnerabilidade a poluicdo de reservatorios urbanos frente as contribuicdes
antropicas deve ser acompanhada de perto para evitar maiores prejuizos, incluindo a perda
da qualidade desses ambientes. O monitoramento constante pode guiar o0 gerenciamento
hidrico para reduzir ou mitigar tais problemas. Os indices escolhidos aqui, mostraram-se
adequados para analisar os reservatorios escolhidos bem como outros ambientes
semelhantes, principalmente, pois foram consideradas as identidades quimicas

especificas, como background geoldgico da bacia hidrogréafica e das influéncias de fontes
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antropogénicas. Os resultados obtidos podem ser utilizados para guiar sistemas de

gerenciamento hidrico.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foi analisada a distribuicdo espacial, fontes e riscos ecoldgicos de
metais, como o Cr, Cu, Ni, Pb e Zn, em sedimentos superficiais de quatro reservatorios
de abastecimento publico no estado de So Paulo, Brasil. Os resultados demonstram que
0 Reservatdrio Rio Grande esta em ndo conformidade com o VRR e os indices de
qualidade do sedimento para os metais Cu e Zn em relacdo a concentracdo média. Além
disso, as concentracdes de Cu apresentaram valores 100 vezes acima do estabelecido pela
legislacdo local, fruto do programa de manejo da qualidade da &gua, com constantes
aplicacdes de sulfato de cobre para o controle do crescimento fitoplanctonico. Em geral,
0 Reservatorio Broa e ltupararanga se mostrou em conformidade com a mesma
normativa, com indice de poluicdo ausente ou baixo e risco ecolégico baixo em ambos.
J& o Reservatorio Guarapiranga, apresentou concentragdes médias em nao conformidades
para 0s metais cobre, cromo e zinco, assim como observado no Rio Grande, 0 manejo
realizado com sulfato de cobre, contribui para niveis até 172 vezes acima da normativa
para o elemento Cu.

Com base nos dados apresentados, é possivel definir uma ordem de impacto
sofrido pelos reservatérios analisados, a saber, Rio Grande > Guarapiranga > Itupararanga
> Broa, sendo crucial uma atencao especial para as areas das barragens, onde hd aumento
da concentracdo dos metais. E devido a aplicacdo do algicida no GUA e RG as
concentracdes podem ser extremamente tdxicas dependendo de outros fatores, como o
pH, M.O e condicdes para especiacao.

A contaminagdo por metais nos sedimentos provenientes de atividades
humanas persiste no meio ambiente e podem representar perigo ndo apenas para a biota
bentbnica, mas também para toda a comunidade aquatica, ja que os metais nos sedimentos
podem ser liberados na coluna d’adgua. Dai a importancia do estudo de sedimentos,
principalmente em reservatérios, que podem impactar diretamente na saude publica.
Assim, 0 monitoramento de sedimentos € crucial para uma gestdo publica adequada e
protecdo do manancial eficaz. Para entender o real risco a biota e complementar aos
achados deste estudo, sugere-se a realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos para que seja
comprovada a toxicidade dos elementos colocados em evidéncia aqui, e assim, definir as

areas prioritérias para futuras investigagoes.
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A utilizacdo de diferentes indices para avaliar o risco potencial de metais no
sedimento mostrou-se eficiente e deve ser utilizada em conjunto com o sistema de
monitoramento de gestdo de reservatorios. Essa metodologia pode evidenciar mudangas
dentro da bacia hidrogréafica e, assim, modificar o plano de gestdo dos recursos para
salvaguardar os diferentes usos do recurso hidrico. Portanto, os resultados podem
subsidiar medidas de controle e gestdo em trechos especificos dos reservatorios

estudados, com foco nas fontes poluidoras mais relevantes.

MATERIAL SUPLEMENTAR (anexo)

Na Tabela 1A estdo apresentadas as coordenadas geograficas dos pontos de coleta dos
reservatorios Broa, Guarapiranga, Itupararanga e Rio Grande.

Tabela 1A: Coordenadas Geograficas dos pontos de coleta dos reservatérios Broa, Guarapiranga,
Itupararanga e Rio Grande.

Pcénto Reservatorio
Co|gta Broa Guarapiranga Itupararanga Rio Grande
p1 22°12°57°S 23°46°06°°S 23°37°08”S 23°43°54°S
47°52°51°W 46°46°45°W 47°15°08"W 46°26°09°W
P2 22°12°41”°S 23°45°59°S 23°36°56”S 23°43°41°S
4795247 W 46°46°45°W 47°15°35"W 46°26°22°W
P3 22°12°28”°S 23°45°53”’S 23°36°52”S 23°43°49°S
47°52°47°W 46°46°36°W 47°16°01"W 46°26°38°W
P4 22°11°36”°S 23°44°33”°S 23°35°53”S 23°45°14°S
47°53°15°W 46°45°20°W 47°16°51”W 46°28°12°W
Coordenadas P5 22°11°36”°S 23°44°40°°S 23°36°04”S 23°45°29°S
Geograficas 47°53°19”°W 46°44°41°W 47°17°19°W 46°28°54°W
P6 22°11°30°S 23°44°26”°S 23°36°22”S 23°45°36°S
47°53°27°W 46°43°53°W 47°17°46”W 46°29°11°W
p7 22°10°38”°S 23°40°32°°S 23°37°55”S 23°46°05°S
47°53°57°W 46°43°28°W 47°22°55"W 46°30°30°W
P8 22°10°33°S 23°40°53”°S 23°37°30”S 23°46°01°S
47°54°0°W 46°43°41°W 47°23°46”W 46°30°56°W
P9 22°10°22°S 23°41°39’°S 23°37°09”S 23°46°07°S
47°54°09°W 46°43°38°W 47°2321"W 46°31°28°W

Fonte: Autoria propria.
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O USO DO ZEBRAFISH PARA AVALIACAO DA TOXICIDADE DE
SEDIMENTOS CONTAMINADOS POR METAIS DE RESERVATORIOS DE
AGUA DOCE

Resumo: As atividades antropicas vém impactando os ambientes aquéticos, e 0s
reservatorios ndo estdo salvaguardados do declinio da qualidade das aguas e dos
sedimentos. Os compostos se acumulam nos sedimentos e, deste modo, sdo importantes
na avaliacdo dos corpos hidricos. O objetivo deste estudo foi verificar os niveis de
toxicidade dos sedimentos superficiais empregando como organismo teste o peixe Danio
rerio. Foram coletados sedimentos em quatro reservatorios paulistas (Lobo-Broa — BR,
Guarapiranga — GUA, ltupararanga — ITU e Rio Grande - RG) em trés zonas (fluvial,
transicdo e lacustre). No sedimento foram analisados os metais Cu, Cr, Ni, Pb e Zn,
fracdes granulométricas e os teores de matéria organica. O ensaio com D. rerio durou 21
dias em aquérios de 2L, contendo ¥ de sedimento e ¥ de agua, em triplicata com 8 peixes
por aquario. Sedimentos com maiores concentracdes de Cu apresentaram toxicidade,
particularmente nas amostras proximas das barragens do GUA e RG, enquanto no ITU
ndo ocorreram mortalidades. A ACP mostrou que o reservatorio RG é o mais impactado,
enquanto o GUA apresenta pelo menos dois compartimentos distintos, um pouco
impactado e outro altamente impactado com metais, enquanto o ITU se apresenta mais
homogéneo espacialmente e o Broa o mais integro entre os reservatorios analisados. As
concentracdes de metais em alguns pontos especificos apresentaram niveis preocupantes
de contaminacdo, especialmente para o Cu, que demonstra a importancia do
monitoramento do sedimento para protecdo dos mananciais e repensar o emprego de
CuSO. como algicida em RG e no GUA.

Palavras-chave: Toxicidade cronica; Metais; Sedimento; Danio rerio; Reservatorio.

Abstract: Anthropic activities have impacted aquatic environments, and reservoirs are
not safe from water and sediment quality decay. Compounds are accumulated in sediment
ad, in this sense, are important when evaluating water bodies. This study was aimed to
verify the toxicity levels of superficial sediments employing a test organism, Danio rerio
(fish). Sediment was collected from four reservoirs in the State of Sdo Paulo (Lobo-Broa
— BR, Guarapiranga — GUA, Itupararanga — ITU and Rio Grande — RG) in three zones
(riverine, transition and lacustrine). Metals were analyzed Cu, Cr, Ni, Pb and Zn,
granulometric fractions and organic matter content. The assay with D. rerio lasted 21
days in 2 L aquariums, containing ¥ of sediment and %, of water, in triplicate, using 8
fish per aquarium. Sediment with higher concentrations of Cu showed toxicity,
particularly in the samples collected near the dam in GUA and RG, meanwhile in ITU
there were no mortalities. The Principal Component Analysis (PCA) showed that RG is
the most impacted, while GUA presents at least two different compartments, a low
impacted and other highly impacted by metals, in the other hand, ITU is the most
homogeneous in terms of spatial analysis and BR is the least impacted. Metal
concentrations in some specific sites showed alarming levels of pollution, specially for
Cu, which enhances the importance of a sediment monitoring system to protect these
water bodies and rethink about the CuSOg as an algicide in RG and GUA.

Keywords: Chronic toxicity; Metals; Sediments; Danio rerio; Water Reservoir.

INTRODUCAO
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As atividades humanas representam uma ameagca significativa a qualidade dos
corpos hidricos, tornando a manutencdo da qualidade da agua um dos maiores desafios
da atualidade. A poluicdo quimica no ambiente aquatico € um problema sério e em
expansdo, que ocorre, principalmente, por conta da utilizacdo excessiva de agroquimicos
na agricultura, do crescimento populacional desordenado e pelo desenvolvimento
industrial (Ustaoglu et al., 2020; Velusamy et al., 2021).

Entre os poluentes cuja presenca é mais significativa nos ecossistemas aquaticos,
0S metais se destacam por permanecerem grande tempo no ambiente e pela capacidade
de biocumulagéo na biota (Kijowska-Strugata et al., 2020; Magalhées et al., 2015). O
manejo do reservatdrio pode contribuir para a maior presenca dos metais nos sedimentos,
principalmente pelo uso do cobre, como algicida. O sulfato de cobre pentahidratado é
muito empregado no Brasil, para o controle dos organismos fotossintetizantes (Sousa et
al., 2019). Reservatérios como Guarapiranga, onde ha aplicacdes sistematicas por mais
de 40 anos, apresentam os teores de cobre no sedimento em niveis altos, potencialmente
toxicos para biota, da mesma forma como ocorre no braco do Rio Grande da Billings
(Leal et al., 2018; Mariani & Pompéo, 2008). Na busca de compreender como estes
contaminantes se comportam no ambiente, 0s ensaios de toxicidade em conjunto com as
andlises fisico-quimicas sdo utilizados na avaliacdo da qualidade do sedimento, e séo
ferramentas fundamentais para avaliar o potencial toxico dos sedimentos para organismos
aquaticos (Carvalho et al., 2006; Campagna et al., 2008a). Ensaios realizados com
perifiton por Sousa et al. (2019) demonstram que altas concentra¢es de cobre alteram a
distribuicdo de organismos, até mesmo afetando nas estratégias de competicdo entre os
grupos. A contaminacdo de peixes por metais toxicos é relatada ha mais de 30 anos em
reservatorios paulistas. Rocha; Pereira e Padua (1985) quantificaram cobre e outros
metais nas aguas e peixes do complexo Billings, que engloba o reservatério Rio Grande,
e foi observado que nas guas a concentragdo era de 0,010 mg.L, e nos peixes chegavam
a0,62 mg.g™.

Os sedimentos sdo determinantes para a dindmica aquatica, funcionam como um
sumidouro de contaminantes e nutrientes, o que os tornam um reflexo das atividades
antropicas do entorno da bacia hidrografica (Manfrin et al., 2018; Cervi & Poleto, 2018).
Contudo, o sedimento também pode, eventualmente, remobilizar as substancias retidas
para a coluna d’agua (Cardoso et al., 2019; Ammar et al., 2015), sendo, portanto,

indispensavel uma analise detalhada desses compartimentos.
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Os peixes sdo organismos representativos para a comunidade aquatica, por
ocuparem o maior nivel tréfico, e sdo excelentes sentinelas por reagirem com
sensibilidade as mudancas ambientais, permitindo avaliar diferentes biomarcadores
metabolicos (Lemos et al., 2007; Baudou et al., 2020). A utilizacdo destes organismos em
bioensaios tem grande interesse devido a preocupacdo com niveis elevados dos metais,
que podem ter efeitos prejudiciais a varios organismos através da bioacumulagdo (Costa
et al., 2008; Voigt et al., 2015; Morado et al., 2017).

Considerando o continuo uso de pesticidas como o sulfato de cobre em
reservatorios brasileiros, em particular na Regido Metropolitana de S&o Paulo (Pompéo
& Moschini-Carlos, 2020), somando as entradas de esgoto doméstico e industriais sem
tratamento adequado em reservatérios destinados ao abastecimento publico, e os efeitos
de longo prazo observados na biota em razdo do contato com metais, o objetivo principal
deste estudo foi verificar os niveis de toxicidade dos sedimentos superficiais de alguns
reservatorios, empregando o peixe Danio rerio. Ao investigar as respostas dessa espécie,
pretende-se recolher evidéncias para proceder com a classificacdo do perfil toxico dos
sedimentos e discutir o impacto do controle do crescimento fitoplanctdnico na qualidade

do sedimento.

MATERIAIS E METODO

Todos os procedimentos realizados no estudo envolvendo animais seguiram os
principios éticos na experimentagdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-IBUSP)
sob 0 numero 334/2018.

Areas de estudo

Os quatro reservatérios estudados neste trabalho estdo localizados na regido
Sudeste do Brasil (Figura 1). As coordenadas geogréficas das estagdes de coleta estdo no

material suplementar (Tabela 2A).

Os reservatorios Rio Grande (RG) e Guarapiranga (GUA) estdo localizados na
regido do Alto Tieté, entre o sul do municipio de Sdo Paulo e a Regido Metropolitana.

Ambos os reservatdrios sao altamente impactados, principalmente pela ocupagéo do solo
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no entorno dos mananciais, além do de receberem esgotos sem tratamento, impactando
significativamente a qualidade de suas &guas e sedimentos (CETESB, 2018; Mariani &
Pompéo, 2008; Oliver & Ribeiro, 2014).

O reservatorio de Itupararanga (ITU) esta localizado no Meédio Tieté, na bacia do
Alto Sorocaba, dentro da Area de Protecdo Ambiental (APA) na regido metropolitana de
Sorocaba (Martins et al., 2021; S&o Paulo, 2003). Mesmo inserido em uma APA, locais
proximos do reservatorio apresentam ocupacées ilegais e uso do solo para atividades
agricolas e de silvicultura. Seus tributarios recebem o despejo de esgoto doméstico e
industrial, provenientes das cidades proximas, o que prejudica a qualidade do manancial
e acelera a degradacdo do entorno, acarretando a perda de qualidade da dgua (Beu et al.,
2011; Martins et al., 2021; Valente, 2011; Simonetti et al., 2019).

A usina hidrelétrica Carlos Botelho, também conhecida como reservatorio Lobo-
Broa estd na regido do Tieté-Jacaré, entre as cidades de Itirapina e Brotas (Pompéo;
Moschini-Carlos, 2022). O Broa é reservatério de uso multiplo, é considerado um dos
reservatorios mais estudados do pais, devido a proximidade de centros de pesquisa
(Gugliotti, 2007). O uso do solo na bacia do principal afluente do Broa é a agricola e
pecudria, com intenso despejo ndo pontual de residuos de fertilizantes e agrotdxicos, além

de metais oriundos da mineracdo de areia (Schenemann et al., 2021).
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Figura 1. Mapa do estado de S&o Paulo, incluindo as cidades de Itirapina, Sdo Paulo e Sorocaba, onde
estdo localizados os reservatdrios Broa, Guarapiranga, Rio Grande e ltupararanga respectivamente, com as
respectivas estacfes de amostragem, indicados por pontos pretos. Em destaque estéo representadas as zonas
de 1 a 3 (zona 1: entrada: listras; zona 2: central: pontilhado; e zona 3: barragem: quadriculado). Fonte:
Autoria propria.

Coleta e amostragem

Neste trabalho, todos os procedimentos e critérios usados foram os mesmos para
0s quatros reservatorios. Cada reservatorio foi dividido em trés porcbes, sendo uma
porcdo a regiao fluvial do reservatério (E1 a E3), outra por¢éo na regido central (C1 a C3)
e a Ultima porcdo na zona da barragem (B1 a B3) (Figura 1). As coletas foram realizadas
no ano de 2019, e em cada porg¢édo foram tomadas amostras em trés estacdes de coletas, e
em cada estacdo de coleta foram tomadas trés amostras, totalizando 27 amostras por

reservatorio.

Todas as estacOes foram georreferenciadas (GPS, modelo Garmin Montana 600,
com datum WGS-84) e a coleta do sedimento superficial foi realizada com o auxilio de
amostrador de fundo tipo “Lenz”, de 5L, versdo modificada do modelo Ekman-Birge
(Leal et al.,, 2018). Foram amostrados os sedimentos superficiais (até 10 cm de
profundidade), para isto, foi utilizado o “fatiador” do amostrador. As amostras foram

acondicionadas em frascos de plasticos de 2000 mL e transportadas sob refrigeracao,
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entre 4 = 2°C, e no Laboratério de Limnologia da Universidade de S&o Paulo, foram
mantidas em refrigeradores (4°C no escuro) até a montagem dos ensaios, ndo
ultrapassando 30 dias da coleta (ANA, 2011).

Caracterizacdo do sedimento

Para andlises de metais e matéria organica, foram retiradas aliquotas de 200 g do
sedimento e, secos a 60°C por um periodo de 6 dias. Apds a secagem, as amostras foram
trituradas em gral de vidro e, passadas por uma peneira de 2 mm. Foi pesado 1 g de
sedimento triturado para determinacdo dos metais por espectrometria de emissdo optica
com plasma — ICP-AES (modelo Agilent Technologies 700), seguindo o protocolo 3050B
da agéncia ambiental estadunidense — USEPA (2010) e os resultados foram expressos em
mg.kg* de peso seco de sedimento.

Para a granulometria, ndo se utilizou de trituracdo, evitando a fragmentacéo dos
grdos. Foi utilizado o pré-processamento proposto por Suguio (1973) com adaptacdes, 0
sedimento foi disposto em fina camada sobre pléastico filme durante a secagem. Aliquotas
secas de 10g de sedimento foram pesadas e mantidas em béqueres com solucdo de
peréxido de hidrogénio (Synth, Brasil) (H202, 10%, v/v) para remoc¢do da matéria
organica, aquecendo-se a 80°C até cessamento da reacdo. Em seguida, as amostras foram
colocadas na estufa a 105°C para a eliminagdo da agua, e posteriormente acondicionadas
em dissecadores até o resfriamento, entdo foram pesadas para a determinacdo das
porcentagens das fracdes granulométricas. As fracdes foram determinadas com jogo de
tamises (2,0; 1,0; 0,5; 0,32 mm) e separados por areia grossa, areia fina e fracéo silte e
argila (Carmo e Silva, 2012; Lima et al., 2019).

Para determinacgdo da matéria organica, foram retiradas outras aliquotas de 0,5 ¢
de sedimento seco, acondicionadas em cadinhos de porcelana, calcinagdo ocorreu em
forno mufla por 4 horas a 550°C (Heiri et al., 2001). Posteriormente, o conjunto (cadinho
+ residuos) foi acondicionado em dessecador e, pesado depois de estabilizado a
temperatura ambiente. O teor de matéria organica foi determinado em razdo da perda de
massa do residuo incinerado menos a massa inicial de sedimento com a tara do cadinho

(Cruz et al., 2014), conforme a formula:
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MO (%) = (P - (T - C) x 100)/P

Onde: P = peso da amostra inicial (g)
C = tara do cadinho (g)
T = peso da cinza + cadinho (g)

Manutencéo dos organismos-teste

Os peixes D. rerio (zebrafish) foram mantidos segundo a Normativa NBR 15088
(ABNT 2016b). Os peixes permaneceram em quarentena de 1 més antes do inicio dos
ensaios, em aquarios de 60 litros (40-48 mg.L de CaCOs, pH 6,5-7,3 e temperatura 26
+ 1 °C), mantendo a proporcéo de até 3 peixes por litro, em fotoperiodo (12h claro/ 12h
escuro). Parametros como nitrato, nitrito e amonia foram verificados com kit de teste
(Labcon®). A alimentacdo foi oferecida trés vezes ao dia (ragdo comercial Tetramim®
com 97% de proteina bruta, fornecida ao inicio da manhg, inicio da tarde e final da tarde)
de maneira até a saciedade (Campagna et al, 2008a; Fracacio et al, 2009). Foram
realizados ensaios de sensibilidade para avaliar os lotes antes do ensaio com sedimentos
seguindo a metodologia de Shiogiri et al. (2017), informac6es no material suplementar
(Tabela 1A e Figura 1A).

No dia do ensaio, foram separados grupos com 8 espécimes de D. rerio para iniciar
0s ensaios. Os grupos eram formados de maneira aleatéria, mas manteve uma proporgédo

entre machos e fémeas nos grupos amostrais (Novaes et al., 2018).

Ensaio de toxicidade com sedimentos

Para cada estacdo de coleta no reservatdrio, foi feita uma homogeneizacdo dos
sedimentos, de maneira igualitaria entre as réplicas por estacdo, de forma a compor uma
amostra mais expressiva do cenario do reservatorio. Para o controle foi utilizado
sedimento artificial, areia de aquarismo, calcinada por 1 hora a 500° C. A agua utilizada
nos ensaios foi a mesma que era utilizada no cultivo, fornecida pelo abastecimento
publico, desclorada por forte aeracdo durante 48h.

O sistema (agua e sedimento) ficou em aeragdo constante e 0S aquarios
permaneceram sem organismos por sete dias para estabilizacdo dos parametros pH,
oxigénio dissolvido, temperatura e turbidez. Apds o periodo de estabilizagdo, os
parametros foram apurados com uma sonda multiparametros (Akso AK88).
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Os aquérios ficaram dispostos aleatoriamente sobre a bancada, com a
estabilizagdo do pH, inseriu-se 8 peixes por réplicas dos diferentes tratamentos (n=24). O
ensaio semi-estatico para determinar a toxicidade cronica dos sedimentos aos organismos
durou 21 dias (ABNT, 2016a; ABNT, 2016b, Novaes et al., 2018). Os testes cronicos
com amostras de sedimento foram realizados com triplicatas, sob condicGes de
temperatura entre 25°C £ 2°C e fotoperiodo de 12 horas. O sistema de ensaio foi montado
em aquérios de 2L, compostos de 1/4 de sedimento e 3/4 de agua (ABNT, 2013). Os
peixes foram alimentados durante o ensaio duas vezes ao dia até a saciedade. Para
manutencdo da qualidade de agua, trocas parciais de 1/3 do volume de agua foram
realizadas a cada 3 dias. A letalidade foi verificada e registrada a cada 12h e os
organismos mortos foram retirados e congelados.

No final do experimento, os parametros da dgua foram obtidos para comparacéo.
Os peixes nao foram alimentados no dltimo dia, para que ndo ocorresse revolvimento do
sedimento pelos peixes na busca pelo alimento, o que poderia, eventualmente, alterar a
turbidez dos aquarios.

Para avaliar o nivel de toxicidade dos sedimentos dos diferentes pontos amostrais,
seguiu-se a metodologia proposta por Prater e Anderson (1977) modificada. Esse método
de avaliacdo semiquantitativa é baseado em uma matriz que classifica as faixas de
toxicidade em categorias de acordo com as taxas de mortalidade obtidas. Aqui, utilizamos
4 categorias e as classificamos em cores de acordo com 0s niveis como se segue: 0-10%
sem toxicidade (verde), 11-30% baixa toxicidade (amarelo); 31-50% toxicidade média

(laranja); e 51-100% alta toxicidade (vermelho) (Figura 2).

Toxicidade

v

11-30% 31-50%
Mortalidade ——

Figura 2: Classificacdo semiquantitativa da toxicidade dos sedimentos em relacdo & mortalidade dos
organismos expostos. Fonte: Autoria propria.
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Analises estatisticas

Para obtengdo das CL50;48h KCI foi estimada utilizando o software Trimmed
Spearman Karber (Hamilton et al. 1977) para exposi¢do dos D. rerio.

Os resultados de mortalidade da exposi¢éo aos sedimentos dos diferentes pontos
foram comparados com o controle, através do teste estatistico de analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Dunnett, sob nivel de significancia de 5%, para verificar

se ocorriam diferencas significativas entre os locais.

Com relacdo aos parametros dos sedimentos, foi utilizada a analise de
componentes principais (ACP) para verificar qual ou quais metais influenciaram na
sobrevivéncia dos organismos. Para tais andlises foi utilizado o software PAST 3.0
(Hammer et al. 2001).

RESULTADOS

No presente trabalho, avaliamos a resposta toxica da exposicdo cronica de
sedimentos superficiais de reservatérios em D. rerio. Os resultados foram analisados

isoladamente e combinados em diferentes abordagens.

Sedimentos: Metais, MO e Granulometria

A tabela 1 apresenta um cenario das profundidades dos pontos de coleta,
juntamente com os valores das concentracdes dos metais cobre (Cu), cromo (Cr), niquel
(Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn), teores de matéria organica e fracGes granulométricas
encontradas nas amostras de sedimentos dos reservatorios estudados. Os limites de
deteccédo (LD) obtidos para os metais foram 0,168; 0,065; 0,168; 0,319 e 0,744 mg.kg™*
respectivamente. Enquanto os limites de quantificacdo (LQ) observados para os metais
foram 0,841; 0,328; 0,840; 1,595 e 3,724 mg.kg™ respectivamente.
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Tabela 1: Caracterizagdo das amostras de sedimento dos reservatérios Broa (BR), Guarapiranga (GUA),
Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG) de acordo com a profundidade (Prof) dos pontos de coleta,
concentragdo dos metais cobre (Cu), cromo (Cr), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn), fracdes
granulométricas: Areia grossa (AG), Areia fina (AF), Silte e argila (SA) e teores de matéria organica (MO)
dos sedimentos dos reservatdrios (incluindo X: média, DP: desvio-padrdo, Min: valores minimos e Max:
valores maximos).

P(:]); Metal mg.kg? Granulometria (%) (I\SI/S
Local Cu Cr Ni Pb Zn AG AF SA
X 468 13,80 14,86 5,27 780 1848 0,00 222 61,21 37,13
DP 255 200 252 088 1,01 415 000 463 887 7,78
oR Max 9,10 16,64 17,47 6,66 937 2746 0,00 14,00 7280 5284
Min 140 979 7,75 3,35 560 1351 0,00 0,00 41,80 2454
X 6.76 15124 4454 1287 2582 123.85 346 2059 6289 20.93
DP 3.15 216051 6.31 3.14 849 2183 6.23 13.15 1716 5.90
cuA Max 114 613795 5244 1832 39.52 141.65 2150 5890 85.60 39.76
Min 33 2085 3323 945 1610 8694 000 290 2490 1381
X 1092 27,28 4729 17,08 2387 59,04 0,37 18,74 7516 16,83
DP 5.27 5.84 3.12 2.77 2.85 519 138 795 1152 2.62
" Max 18.1 3753 5419 1937 1834 51.05 6.10 29.00 106.6 21.17
Min 54 2032 4463 1290 2714 6757 000 201 591 10.78
X 8.21 3642.84 4416 2040 41.03 149.11 0.00 3.04 80.93 20.96
DP 329 237398 221 280 1149 57.88 0.00 4.61 1586 241
RG Max 12.2 6640.19 47.69 2477 69.88 257.62 0.00 1850 99.40 25.45
Min 41 500.77 4102 1661 33.07 10191 0.00 040 790 16.36

Fonte: Autoria propria.

Ensaio com sedimentos

Com relacéo aos ensaios de toxicidade cronica, a sobrevivéncia foi observada para

o sedimento de cada reservatorio esta demonstrada na figura 4. Nos reservatorios GUA e

RG ocorreram mortalidade nas por¢des centrais e barragens.
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Figura 4: Sobrevivéncia dos ensaios de toxicidade cronica dos sedimentos dos reservatérios Broa (BR),
Guarapiranga (GUA), Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG) em triplicata para o peixe Danio rerio (n=24).
E: entrada; C: central e B: barragem. Fonte: Autoria propria.

A Tabela 2 demonstra o nivel de toxicidade do sedimento de forma crbnica para
0S quatros reservatorios, e se apresentou em grande parte baixa ou sem toxicidade, com
excecdo dos pontos proximos da barragem no reservatério Guarapiranga que
apresentaram alta toxicidade.

Tabela 2: Toxicidade dos sedimentos dos reservatérios Broa (BR), Guarapiranga (GUA), Itupararanga
(ITU) e Rio Grande (RG) para o peixe Danio rerio (n=24). Porcentagem: 0-10 sem toxicidade (verde), 11-
30 - baixa toxicidade (amarelo); 31-50 - toxicidade média (laranja); e 51-100 - alta toxicidade (vermelho).
E: entrada; C: central e B: barragem.

Faixa de Toxicidade
Tratamento Controle El E2 E3 C1 Cc2 C3 Bl B2 B3

Reservatoério

Re 200N O0NEa 167

Fonte: Autoria propria.

Os parametros fisico-quimicos pH, oxigénio dissolvido, temperatura e turbidez
iniciais e finais dos ensaios estdo disponiveis no material suplementar (Tabela 3A).

Andlise estatistica

A andlise Dunnett (p<0,01) que os pontos B3 da GUA e RG se diferenciaram do

grupo controle. A mortalidade nos pontos préximos da barragem pode estar associada ao
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modo de gestdo destes dois reservatorios, Pompéo et al. (2013) e Leal et al. (2018)
apontam que a aplicacdo sistematica de algicidas, principalmente o sulfato de cobre,

aumentam os niveis de toxicidade potencial para biota ndo alvo.

Os resultados da analise de componentes principais (ACP) (Figura 5) mostraram
que os parametros analisados se agruparam de forma distinta os reservatérios Broa e Rio
Grande, enquanto os reservatorios ltupararanga e o Guarapiranga apresentaram
caracteristicas de transicdo. A componente 1 explicou 56,7% da variabilidade dos dados

e em conjunto com o eixo 2, explicam 82,1%.

A componente 1 foi influenciada positivamente principalmente pelos metais Cr
(0,92), Cu (0,74), Ni (0,91), Pb (0,96) e 0 Zn (0,90). Enquanto o MO (-0,85) apresentou
posicionamento negativo em relacdo a componente 1. A componente 2 foi influenciada
pelos teores de areia grossa (0,96), areia fina (0,73) e silte e argila (0,71), ndo ocorreu
influéncia negativa na componente 2 significativas. Foi possivel observar a ACP a divisao
dos 4 reservatdrios, o reservatorio BR teve maior relacdo com a sobrevivéncia dos peixes,
0 reservatorio Guarapiranga se apresentou mais compartimentado, entrada do reservatorio
com menor influéncia de metais e maior influéncia da matéria organica, enquanto a
barragem com grande influéncia das fracdes de areia, 0s metais Zn e Cr. O reservatdrio
Rio Grande foi o mais impactado, sendo influenciado pelos teores de Pb, Cu e Ni. O

reservatorio Itupararanga foi influenciado pela fracéo silte e argila na zona lética.

S&A
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N Reservatorio Miipararanga B O . B3
* 102
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0.8 B1
: B> 2] RGE1
C ) .
= B3 Pb Reservatério Rio Grande
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T T r T TS T : T
48 py ‘c2 3.2 24 1,6 0.8 £3 1.6 24
s &
2 C3 08 F3 c1
<
a - ‘Bl
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§ 1.6 . B2
2. B3
£ C
= AF
-2.44
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Figura 5. Andlise de componentes principais (ACP) de amostras de metais dos reservatorios Broa (roxo),
Guarapiranga (vermelho), Itupararanga (azul) e Rio Grande (verde), de acordo com os pontos de coleta (E:
entrada; C: central e B: barragem). O grafico de ACP mostra a separacdo entre os locais de coleta de
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amostragem, através dos componentes 1 e 2, correlacionando os reservatérios com as concentragdes de
metais, sobrevivéncia dos peixes, teores de matéria organica e fragdes granulométricas. Fonte: Autoria
propria.

DISCUSSAO

Com relacdo a caracterizacdo dos sedimentos dos reservatorios estudados, a
composicao foi predominantemente organica nos quatro corpos hidricos (Tabela 1), por
apresentarem teores acima de 10% (Esteves, 2011). Os reservatorios BR, GUA e RG
apresentaram teores elevados de MO, acima de 20%, enquanto ITU apresentou
porcentagens mais baixas, quando comparados aos outros reservatorios, em torno de
16%. Esta MO pode estar associada as entrada de material aldctone, oriundos da
lixiviacdo e drenagem das areas urbanas e rurais proximas desses sistemas, 0 esgoto
lancado sem tratamento diretamente nos corpos hidricos, € outra possivel fonte de MO
(Cardoso-Silva et al., 2018; Frascareli et al., 2018; Leithold et al., 2017).

E importante ressaltar que peixes com grande interacdo com o fundo do
reservatorio, como os detritivoros, podem ter maior propensado para assimilar substancias
presentes no sedimento (Voigth et al., 2015, Weber et al., 2013). Durante os ensaios foi
observado o comportamento de forrageamento do sedimento logo apds a alimentacdo dos
D. rerio. Tal comportamento pode contribuir para um maior contato dos peixes com 0s

metais presentes no sedimento (Garnero et al., 2018).

O tipo de manejo aplicado nos reservatdrios estudados se mostrou um fator que
influencia na sobrevivéncia dos peixes. As maiores taxas de mortalidade foram
observadas nos pontos préximos das barragens dos reservatorios GUA e RG (Tabela 2).
Este resultado foi relacionado as altas concentracdes de cobre observados nessas por¢oes
dos reservatorios. Nenhuma mortalidade foi observada durante os testes com amostras de
sedimento dos reservatorios BR e ITU. Assim, concluimos que os sedimentos de
reservatorios com aplicagédo do sulfato de cobre podem contribuir com a maior toxicidade
potencial, refletindo em mortalidade dos peixes. O cobre em excesso produz radicais
livres, que sdo toxicos para as células e se tornam toxicos para organismos em ambientes
com elevadas concentracdes (Tavares-Dias, 2021). Outro fator que influencia no processo
de biodisponibilidade do Cu ¢é a formacéo de precipitado insoltvel pela adsor¢éo junto a
fracdo organica do sedimento (van Hullebusch et al., 2003). Entdo, quanto maiores 0s

indices de matéria organica e de Cu, maiores as chances de haver a formacdo desse
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complexo, que aumenta a toxicidade do sedimento e, eventualmente, poderd ser

ressuspendido na coluna d’agua.

O D. rerio apresenta alta sensibilidade ao CuSO4, em ensaios realizados por
Tavares-Dias (2021), a faixa de concentragdo entre 0,07 a 0,88 mg.L™ se mostrou txica.
O cobre pode apresentar diferentes niveis de toxicidade, a depender da dureza e do pH da
agua (van Hullebusch et al., 2003). Além disso, outro fator que modula esta toxicidade é
que 0s organismos podem ser mais sensiveis ou tolerantes ao CuSOa4de acordo com a fase

de vida quando expostos (Ferreira et al., 2021; Campagna et al., 2008b).

A andlise de PCA corroborou com as informacdes levantadas, demonstrando que
0 reservatorio BR se apresenta mais integro em relacdo aos outros reservatorios
estudados, mesmo apresentando as maiores concentragcdes de MO, Pompéo & Moschini-
Carlos (2022) evidenciaram que nos ultimos 20 anos, sugerem que O processo de
eutrofizacdo do Broa vem se agravado praticamente todo o reservatério. O reservatorio
BR ficou posicionado do lado oposto ao reservatério RG (Figura 5). O reservatorio 1TU
se mostrou 0 mais homogéneo, mesmo apresentando concentragdes de Cr nos sedimentos
nos pontos da entrada do corpo hidrico, onde a presenca deste metal também foi
observada por Simonetti et al. (2019). A entrada de metais neste reservatério ocorre pelo
uso e ocupacdo do solo do entorno da bacia hidrogréfica e pela drenagem de areas
agricolas (Mizael et al., 2020; Martins et al., 2021).

O reservatério GUA se apresentou compartimentado para a concentracdes de
metais, fracdes granulométricas e teores de matéria organica. A entrada do reservatorio
apresentou menores concentragcdes de metais e maior proporc¢éo de areia grossa e baixos
teores de matéria organica nos sedimentos, enquanto nos pontos mais préximos da
barragem, a maior presenca de metais, maior porcentagem de silte e argila e de MO. Esta
heterogeneidade espacial também foi observada por Pompéo et al. (2013), onde a GUA
apresentou dois grandes compartimentos bem distintos, sendo a porcao de entrada menos
impactada, e outra demonstrando altos indicios de interferéncia antropica, do centro do
corpo hidrico até a barragem. Aqui, mais uma vez, estes incrementos de metais sdo

oriundos do tipo de gestdo empregada no reservatério (Leal et al., 2018).

Dentre os reservatérios estudados, 0 RG se mostrou 0 mais impactado, com as
concentracdes de metais toxicos mais elevadas. Entretanto, Silva et al. (2017) analisou 0s
metais no RG, e obtiveram valores de concentracdo acima dos encontrados na presente

pesquisa, exceto para o Cu, indicando tendéncia de reducéo da contaminagdo por metais
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no sedimento. A concentracdo de Cu vem aumentando ao longo dos anos neste corpo
hidrico, isso ocorre pela aplicagdo continua de algicidas no intuito de controlar o
desenvolvimento de algal (Moschini-Carlos et al., 2010; Peduto et al., 2020). Mesmo
apresentando maiores concentracfes de cobre em relacdo aos indices apresentados no
GUA, isso nédo se refletiu em maior mortalidade dos peixes zebra. Isto pode ser por
influéncia da maior proporcdo das fragBes de silteargilosa neste reservatorio. O
predominio de fracBes argilosas foi relatado por Franklin et al. (2011), variando entre
18,3 a 68,8% em diferentes pontos do RG. Fra¢cdes menores que 63 pm, como da argila,

é favoravel a complexacdo de metais nos sedimentos (Pompéo et al., 2013).

Os metais toxicos podem ter diferentes fontes no ambiente aquatico, podendo ser
naturais, de origem geogénica e litogénica ou antropogénicas (Ali et al., 2019). Metais
como chumbo, niquel e cddmio tem grande relevancia em investiga¢es ambientais, tanto
pela ecologia quanto pela saude publica, estes metais sdo xenobidticos, que possuem a
capacidade de bioacumular e biomagnificar ao longo da cadeia trofica (Kahlon et al.,
2018). Desta maneira, ao se estudar reservatérios, especial atencdo deve ser dada ao
monitoramento de fatores que influenciam a qualidade da agua, ja que frequentemente,
os sedimentos acabam funcionando como local de armazenamento de substancias
quimicas oriundas de atividades urbanas (Gurgel et al., 2016; Paul et al., 2016; Proshad
etal., 2018).

A utilizacdo de peixes como ferramenta para avaliar a qualidade de sedimentos
superficiais é eficiente. Pois aqui, 0s zebras se mostraram excelentes organismos para
avaliar a toxicidade de sedimentos, foram sensiveis a maior presenca de metais, com

destaque para o cobre.

Para investigacOes futuras, recomendamos que sejam feitas avaliacOes
combinadas com outros endpoints, principalmente, os gerados por concentracdes
subletais, como as lesdes histoldgicas, bioacumulagdo em 6rgaos alvo e tecidos ou mesmo
alteracdes bioquimicas e génicas podem demonstrar alteracdes que podem afetar a
populacéo e até mesmo a nivel de comunidade (Jabeen et al., 2018; Voigt et al., 2015;
Clements e Rohr, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem a necessidade de mudancas no

programa de monitoramento da qualidade da agua e do sedimento. H& que privilegiar
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medidas mais protetivas, que visem a restauracdo das condi¢cGes ambientais dos
reservatorios e que favorecam a qualidade da agua e do sedimento, principalmente em
RG e GUA, mais impactados pelas constantes aplica¢fes de sulfato de cobre. O BR é 0
mais integro em comparacao aos outros reservatorios, isso se deu principalmente em
relacdo as concentracGes dos metais. Ja para ITU, os estudos sugerem que seu sedimento
estd menos comprometido, quando comparado com RG e GUA, o que indica a
necessidade de outra estratégia de monitoramento e manejo, visando principalmente
preservar a sua qualidade da agua e do sedimento, na tentativa de impedir que siga 0s
passos de RG e GUA, através da ampliacdo da rede de esgoto e planejamento do uso e
ocupacdo do solo. Manter a qualidade destes importantes mananciais do estado de S&o
Paulo é também uma ferramenta para a promocdo da qualidade de vida, da saude publica

e de protecdo dos ecossistemas locais.

A utilizacdo de ensaios ecotoxicologicos para avaliacdo da toxicidade de
sedimentos mostrou-se satisfatoria. De acordo com a taxa de mortalidade, foi possivel

estabelecer uma classificacdo semiquantitativa do perfil toxico das zonas amostradas.
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Material suplementar
Validacdo dos ensaios e carta controle

Na semana anterior aos ensaios com os sedimentos, foi realizado um ensaio de
sensibilidade de lote, para elaboracdo da carta-controle de sensibilidade ao cloreto de
potassio (KCI) (Synth, Brasil). Os ensaios de toxicidade aguda de 48h de duracao foram
realizados em aquarios de 2L em duplicata, com 4 organismos por concentracdo, com 8
tratamentos (7 concentracdes de KCI e controle), as concentragcdes foram de 0,20, 0,30,
0,45,0,67,1,0,1,5ede 3,0 g.L-%.

A carta-controle foi elaborada com os resultados das concentracdes letais a 50%
dos organismos (CL50), calculou-se a média dos valores correspondentes a dois desvios-
padrdo superior e inferior a média, assim estabelecendo um limite de aceitabilidade dos
dados de *+ 2S da média (Zagatto & Bertoletti 2014).

Foi demonstrado que lotes de peixes introduzidos ao plantel apresentaram niveis
de sensibilidade dentro dos padr@es aceitaveis, de acordo com a carta-controle elaborada
para o Danio rerio (Tabela 1A e Figura 1A). O coeficiente de variacdo (CV) dos ensaios

foi 13,79%, demonstrando a homogeneidade dos lotes.

Tabela 1A: Concentragdo letal 50% (CL50;48h) dos ensaios de sensibilidade ao cloreto de potassio (KCI),
com limite superior, limite inferior e desvio padréo do cloreto de potassio para o peixe Danio rerio (n=4).
DP: desvio padrdo. Limites superior e inferior: Média CL50;48h + 2x DP.

CL50 KCI (g.L%)

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Meédia = DP
CL50; 48h 1,22 141 111 141 163 161 167 141 161 1,45+ 0,20
Limite Superior 1,85
Limite Inferior 1,05

Fonte: Autoria propria.
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Figura 1A: Carta - Controle da sensibilidade do peixe Danio rerio a substancia de referéncia cloreto de
potéssio para nove ensaios, com os limites superior e inferior (linha tracejada) e concentragéo letal mediana
(linha continua). Fonte: Autoria propria.

Localizacéo e parametros

Tabela 2A: Coordenadas geograficas dos pontos de coleta, dos sedimentos dos reservatérios Broa (BR),
Guarapiranga (GUA), Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG). E: entrada/fluvial; C: central/transicéo e B:

barragem/lético.

Ponto

de

coleta

Broa

Reservatério

Guarapiranga

Itupararanga

Rio Grande

El
E2
E3
C1
c2
C3
Bl
B2
B3

Coordenadas
Geograficas

22°12°57’S 47°52°51°W

22°12°417°S 47°52°47°W

22012°28°S 47°52°47°"W

22°11°367’S 47°53°15”"W

22°11°367’S 47°53°19”°W

22°11°30”’S 47°53°27°W

22°10°38’S 47°53°57"W

22°10°33’ S 47°54°0”°W

22°10°22°S 47°54°09""W

23°46°067°S 46°46°45°W

23°45°59°S 46°46°45°W

23°45°537°S 46°46°36°W

23°44°33°S 46°45°20°W

23°44°40°S 46°44°41°W

23°44°267°S 46°43°53°W

23°40°327°S 46°43°28°W

23°40°537°S 46°43°41°W

23°41°397°S 46°43°38°W

23°37°08”S 47°15°08”"W

23°36°56”S 47°15°35"W

23°36°52”S 47°16°01"W

23°35°53”S 47°16°51”W

23°36°04”S 47°17°19"W

23°36°227S 47°17°46"W

23°37°55”S 47°22°55”"W

23°37°307S 47°23°46"W

23°37°09”S 47°23°21”"W

23°43°547°S 46°26°09°W

23°43°417°S 46°26°22°°W

23°43°497°S 46°26°38"W

23°45°147°S 46°28°12°W

23°45°297°S 46°28°54*°W

23°45°367°S 46°29°11""W

23°46°05°S 46°30°30°"W

23°46°017°S 46°30°56"W

23°46°07°°S 46°31°28°W

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 3A: Parametros fisico-quimicos pH, oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade iniciais e finais dos ensaios com sedimentos dos reservatérios Broa (BR),
Guarapiranga (GUA), ltupararanga (ITU) e Rio Grande (RG). E: entrada/fluvial; C: central/transicdo e B: barragem/Iético. (Continua...)

. Tratamento
Reservatdrio Parametro
Controle E1l E2 E3 C1
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L™Y) 6,97 + 0,06 7,32+0,53 6,77 £ 0,06 6,5+2,0 6,77 £ 0,06 5,01 +0,08 6,6 £0,1 5,26 + 0,21 6,23+ 0,38 4,62 +1,03
Temp. (°C) 24,8 + 0,06 24,17 £ 0,40 24,5+0,36 24,2 +0,59 24,5+0,36 24,2 + 0,64 24,5 +0,42 24,1+ 0,46 24,6 +0,35 243+0,51
pH 7,32+£0,08 7,32+0,53 7,25+0,37 6,50+2,0 7,38+0,22 5,01+£0,08 7,36 £0,25 5,26 + 0,21 7,12 +0,52 4,62 +1,03
Condut. (uS/cm) 397,7 £ 36,1 549,7 + 76 359,3+145 446,3 +22,2 356,3+ 12,6 457,3+14,4 348,3+ 11,2 4497 £17,7 497 £ 15,1 684 + 51,1
BR N Cc2 C3 B1 B2 B3
Parametro — - . N . - . - . .
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L™) 6,80 + 0,35 6,70 £ 0,26 7,05+0,07 6,80 £ 0,30 6,57 £ 0,12 6,73+0,21 6,83 + 0,06 6,57 £ 0,40 6,67 £ 0,15 6,90 + 0,26
Temp. (°C) 24,5+0,23 24,9+0,29 24,5+0,29 25,0+0,26 24,7 +0,40 25,2+0,36 24,8 +0,10 25,0+0,20 24,8 + 0,06 25,1+0,30
pH 6,49 £ 0,10 6,97 + 0,48 7,16 +£0,04 6,70+ 0,21 7,23+0,06 6,60 £ 0,17 7,13+£0,01 6,56 £ 0,06 7,28 £0,26 6,24 + 0,10
Condut. (uS/cm) 91,9+222 455,7 £ 36,9 138,7 +10,3 252,0+ 15,7 150,6 + 16,1 261,7 +4,73 143,6 £23,3 270,7 £ 5,51 122,8 + 25,2 249,7 £ 12,7
- A Tratamento
Reservatorio Parametro
Controle E1l E2 E3 C1
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L™Y) 6,80+ 0,35 6,70+ 0,26 7,05+0,07 6,80+ 0,30 6,57+ 0,12 6,73+0,21 6,83 £ 0,06 6,57 £ 0,40 6,67 £0,15 6,90 + 0,26
Temp. (°C) 24,5+0,23 24,9+0,29 24,5+0,29 25,0+0,26 24,7 +£0,40 25,2+0,36 24,8 +0,10 25,0+0,20 24,8 + 0,06 25,1+0,30
pH 6,49 £ 0,10 6,97 + 0,48 7,16 £ 0,04 6,70+ 0,21 7,23+0,06 6,60 £ 0,17 7,13+£0,01 6,56 £ 0,06 7,28 £0,26 6,24+ 0,10
Condut. (uS/cm) 91,9+222 455,7 £ 36,9 138,7 +10,3 252,0+ 15,7 150,6 + 16,1 261,7+4,73 143,6 £23,3 270,7 £ 5,51 122,8 + 25,2 249,7 £+ 12,7
GUA R Cc2 C3 B1 B2 B3
Parametro — - — - — - — - — -
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L™) 6,63 + 0,68 5,37+0,12 7,03+0,75 6,2+0,26 7,07 £0,59 4,37 £0,25 6,53 + 0,92 3,97 £ 0,42 7,40+0,17 3,37 10,25
Temp. (°C) 25,5+0,52 259+0,15 25,4+0,75 25,8+0,36 25,2+0,67 25,9+0,25 25,8 £0,90 26,77 £0,35 25,47 £0,83 26,5+0,21
pH 6,59+0,18 5,58 + 0,02 5,55+ 0,36 4,50 £0,25 5,58+0,34 5,74 +£0,12 5,44 £ 0,23 5,46 £ 0,42 5,74+0,21 4,30+0,33
Condut. (uS/cm) 298 £ 8,7 514,3+42 474 +54 624 £ 21,7 404,3 + 83,5 514,7 £8,4 478 £19,5 523 + 48,5 646,7 + 95,8 661,7 + 48,6
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Tabela 3A: Parametros fisico-quimicos pH, oxigénio dissolvido, temperatura e turbidez iniciais e finais dos ensaios com sedimentos dos reservatorios Broa (BR), Guarapiranga
(GUA), Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG). E: entrada/fluvial; C: central/transicéo e B: barragem/lético. (Fim.)

L. . Tratamento
Reservatdrio Parametro
Controle El E2 E3 C1
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L?) 6,8+0,0 6,3+0,17 6,7+0,1 58+0,3 6,5+0,21 52+0,2 6,7 +0,29 59+0,1 6,3+0,4 59+0,1
Temp. (°C) 23,3+0,31 24,1+0,15 23,2+0,17 24,1+0,17 23,3+0,32 242+0,1 235+0,17 24,1 +0,06 23,3+0,11 24+0,2
pH 7,58+ 0,07 7,4+0,29 6,96 + 0,05 6,47 + 0,11 6,85+ 0,11 6,37 + 0,06 6,77 £ 0,04 6,27 £ 0,01 6,53+ 0,07 6,19+ 0,07
Condut. (uS/cm) 490+7,9 343,7+£225 380+6,1 268,7+6,4 368,3 + 3,2 258,7+8,1 351,7+4,2 257 £8,7 357 +£8,7 252,7+9,7
ITU . Cc2 C3 B1 B2 B3
Parametro — - — . — - — - — -
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L?) 6,6 + 0,06 6,0+ 0,15 6,5+0,17 5,8+0,26 6,4+0,21 59+0,21 71+0.2 6+0,17 6,9 + 0,06 59+0,25
Temp. (°C) 23,4+0,38 24 +0,17 23,6+0,3 24+0,11 23,6+0,3 242+0,1 24 +0,51 24,4 +0,15 23,7+0,26 242 +0,1
pH 6,90 + 0,68 6,42 + 0,02 6,57 £ 0,09 6,49 +£0,01 7,06 +0,3 6,37 £ 0,03 7,13+0,07 6,38 + 0,06 6,96 + 0,06 6,38 + 0,01
Condut. (uS/cm) 343,7+3,1 24534 354+79 2447+ 7 345+ 3,6 2493+5 339178 251,3+55 333,7+5,1 240,325
. R Tratamento
Reservatdrio Parametro
Controle El E2 E3 C1l
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L?) 6,97 £ 0,06 7,32+0,53 6,77 £ 0,06 6,5+2,0 6,77 £ 0,06 5,01+0,08 6,6 £0,1 5,26 +0,21 6,23 +0,38 4,62 +1,03
Temp. (°C) 24,8 + 0,06 24,17 + 0,40 245+0,36 24,2 +0,59 245+0,36 24,2 +0,64 245+0,42 24,1 +0,46 24,6 +0,35 243+0,51
pH 7,32+0,08 7,32+0,53 7,25+0,37 6,50+2,0 7,38+0,22 5,01+0,08 7,36+ 0,25 5,26 + 0,21 7,12+0,52 4,62 +1,03
Condut. (uS/cm) 397,7 + 36,1 549,7 + 76 359,3+ 14,5 446,3 £ 22,2 356,3+ 12,6 457,3+14,4 348,3+ 11,2 449,7£17,7 497 £15,1 684 + 51,1
RG . Cc2 C3 B1 B2 B3
Parametro — . — - — - — - - -
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
OD (mg.L?) 6,7+0,1 4,11 +£0,16 6,6 £0,1 439+0,1 6,2+0,1 4,12 + 0,06 6,5+0,1 4,15+0,43 6,7+0,2 3,95+0,2
Temp. (°C) 24,5+0,26 24,3+ 1,02 24,8 +0,35 24,1 +0,58 24,8 +0,40 24,2 + 0,67 24,7+0,23 24 +0,53 24,8+0,4 24,1 +0,55
pH 6,89 £ 0,26 411+0,16 7,16 + 0,36 4,39 +£0,08 7,2+0,26 4,1+0,06 7,15+0,26 4,15+0,43 6,99+ 0,48 3,95+0,19
Condut. (uS/cm) 4147+ 3,2 651+ 13,1 416 £ 20,2 653,7 + 23,6 411,7+£9,1 664,3+9,9 419,7+20,4 680,7 + 12,7 458,3+21,8 714,3+ 35,8

Fonte: Autoria propria.
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BIOACUMULACAO DE METAIS TOXICOS EM DANIO RERIO: AVALIACAO
ECOTOXICOLOGICA DE SEDIMENTOS DE RESERVATORIOS
SUBTROPICAIS

RESUMO: No presente estudo, visou-se quantificar as concentragcdes dos metais cobre,
chumbo, cromo, niquel e zinco em sedimentos superficiais em trés zonas de quatro
reservatorios subtropicais (Sdo Paulo- Brasil), bem como a bioacumulagéo destes metais
pela exposicdo crbnica destes sedimentos ao peixe Danio rerio. Os metais foram
quantificados por espectrometria dptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)
e, foram calculadas as concentragdes de metais nos sedimentos e nos tecidos dos peixes,
a fim de verificar as relacfes entre a concentracdo do metal no sedimento e a absor¢édo
dos metais pelos organismos. Os niveis de metais nos sedimentos seguiram a tendéncia
de Cu>Zn>Cr>Pb>Ni e nos peixes, 0s metais seguiram a tendéncia de
Zn>Cu>Ni>Cr>Pb. A anélise estatistica anova com o teste de Tukey apontou diferencas
significativas na concentracdo dos metais entre os reservatorios. Por fim, existe a relagcdo
entre a concentracdo do metais nos sedimentos e nos tecidos observados atraves o fator
de bioacumulacdo (FBA), principalmente o Cu nos reservatorios Guarapiranga e Rio
Grande que recebem aplicacdes do algicida sulfato de cobre. O Zn apresentou 0s maiores
valores de FBA nos peixes. Os peixes sdo bioindicadores valiosos para a avaliacdo de
metais nos sedimentos, com grande importancia, pois sdo recursos alimentares e podem
transferir aos contaminantes ao longo da cadeia tréfica.

Palavras-chave: Bioensaios. Metais. Sedimento. Bioacumulacdo. Gestdo de

reservatorios. Danio rerio.

ABSTRACT: This study was intended to quantify metal concentrations copper,
chromium, nickel, lead and zinc in superficial sediments for three zones in four
subtropical reservoirs (Sdo Paulo - Brazil), as well as these metals bioaccumulation
through chronic exposure of sediment to Danio rerio. Metals were quantified by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) and, metal
concentrations were calculated in sediment and the metal absorption by the organisms.
Metal levels followed the trend Cu>Zn>Cr>Pb>Ni and in fish, metals followed the trend
Zn>Cu>Ni>Cr>Pb. Statistical analysis anova with Tukey’s test suggested significative
differences in metal concentration within the reservoirs. Finally, there is a relation
between metal concentration and tissues observed through bioaccumulation factor (BAF),
mainly Cu in Guarapiranga and Rio Grande reservoirs which receive copper sulfate
applications to control algal blooms. Zn showed the highest values the BAF in fish. Fish
are valuable bio-indicators for metal assessment in sediment, with a major importance,
since they are food resources and being able to transfer the pollutants along the food
chain.

Keywords: Bioassay. Metals. Sediment. Bioaccumulation. Reservoir management.

Danio rerio.

1. Introducéo
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Reservatorios sdo estruturas artificiais, pela retencdo de corpos d’agua por
barramentos, estas estruturas atendem diversas necessidades da sociedade, incluindo o
abastecimento publico (Tundisi e Matsumura-Tundisi, 2008). A disponibilidade de dgua
de qualidade, dentro de limites seguros, é essencial para a saude publica e a manutencéo
da biota dos reservatdrios. Porém, as diferentes atividades antropicas e o langcamento
frequente de diversos poluentes nos ecossistemas aquaticos, provocam a degradacao
acelerada desses ambientes, modificando os parametros da qualidade das &guas e dos
sedimentos, em decorréncia da entrada de contaminantes, que pode ocorrer por lixiviagdo
ou por descarte de esgotos (Bashir et al., 2020; Brack et al., 2018; Hafner et al., 2015).

Os sedimentos sdo a matriz ambiental que testemunham as atividades do entorno
do reservatdrio, principalmente, pelo transporte e depoésito, sdo considerados sumidouro
de metais e matéria organica, e 0 monitoramento desta matriz é de grande valia, para
entender os processos de acumulacéo e biodisponibilizacdo de metais (Mizael et al., 2020;
Frémion et al., 2016; Pompéo et al., 2013). A contaminagdo por metais pode provocar
uma série de respostas bioldgicas, a depender do metal, da sua concentracdo e das

caracteristicas fisico-quimicas do ambiente em que se encontram (Griffitt et al., 2008).

Analises fisico-quimicas dos sedimentos podem caracterizar a mistura complexa
desta matriz, mas, ndo respondem de forma completa como a biota ird interagir com os
contaminantes (Silva et al., 2015). A associa¢do com bioensaios demonstraram como 0s
organismos respondem a exposicdo de xenobioticos. Entretanto, se 0s ensaios sdo
desassociados das analises quimicas, ndo ha como compreender os efeitos e respostas dos
organismos aos contaminantes (Costa et al., 2008). A utilizagio de peixes, principalmente
do zebrafish, em bioensaios com sedimentos podem ser uma boa alternativa, para avaliar
processos de bioacumulacdo e as respostas fisiologicas em diferentes niveis de
complexidade, além de fornecer alertas de modo precoce dos riscos que sedimentos com
metais podem causar a vida aquatica e os seres humanos (Chen et al., 2020; Hollert &
Keiter, 2015).

Os efeitos de metais em peixes sdo bem conhecidos (Shaw; Al-Bairuty; Handy,
2012), porém os efeitos de bioacumulacdo da mistura de metais em peixes sdo pouco
descritos. A avalia¢do da qualidade do ambiente utilizando o zebrafish é uma alternativa
acessivel, viavel e através da utilizacdo de diferentes biomarcadores, é possivel obter
resultados capazes de ampliar o conhecimento sobre os efeitos ecotoxicologicos (Aradjo
& Malafaia, 2021; Saiki et al., 2021).
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Dentro do contexto apresentado, o presente estudo quantificou as concentracfes
dos metais toxicos cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn) em
sedimentos superficiais em diferentes pontos dos reservatorios Lobo-Broa, Guarapiranga,
Itupararanga e Rio Grande, localizados no estado de Sdo Paulo. Também foi avaliada a
toxicidade dos sedimentos ao peixe Danio rerio, bem com a bioacumulacdo dos metais e

o fator de bioacumulag&o em decorréncia da exposigéo cronica.

2. Material e métodos

Todos os procedimentos realizados que envolveram animais seguiram 0S
principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-
IBUSP) sob o nimero 334/2018.

2.1. Caracterizacdo da area

Os reservatdrios escolhidos neste estudo estdo inseridos em bacias do Rio Tieté,
sendo dois na regido no Alto (Regido Metropolitana) e dois no Médio (Tieté-Sorocaba e
Tieté-Jacaré) (Figura 1). Os quatro reservatérios tém como clima o subtropical Umido
(CWA), com estacbes bem definidas, periodo chuvoso entre outubro a marco (verdo) e
periodo de seca, entre abril a setembro (inverno) (Beghelli et al., 2016; Sanchez et al.,
2018; Oliver & Ribeiro, 2016).

O Reservatorio Broa foi construido em 1936, com o propoésito de funcionar como
reservatorio da Usina Hidrelétrica Carlos Botelho e, esté localizado no Centro-Oeste do
Estado de S&o Paulo, entre os municipios de Brotas e ltirapina (Brasil), mais
especificamente a 22° 15° S e 47°49° W a uma altitude de 770 m, com um espelho d’agua
6 km?, com comprimento maximo de 8 km, largura média de 0,9 km profundidade
maxima de 12 m (Campregher; Martins, 2017; Cervi et al., 2017; Pereira; Petrere-Jr;
Ribeiro-Filho, 2008). O Broa é um reservatorio de usos multiplos, os levantamentos
limnoldgicos foram iniciados na década de 1970, e este estudos evidenciam o incremento
do estado tréfico em decorréncia dos langamentos de efluentes domésticos néo tratados,
ele também passa por um processo acelerado de degradacdo quimica, que vem
acarretando na contaminagéo por metais nos sedimentos (Mizael et al., 2020; Anjinho et
al., 2020; Sanchez et al., 2018; Campregher; Martins, 2017; Cervi et al., 2017).
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O reservatério ltupararanga € utilizado para diversos fins, incluindo geracéo de
energia, a vegetacdo predominantemente no entorno é de floresta semidecidual, porém,
grande parte da vegetacdo foi suprimida para dar lugar a agricultura e silvicultura
(Beghelli et al., 2016). Nesse reservatorio, as principais fontes de poluicdo sdo os
lancamentos de esgoto domésticos e industriais, além da entrada de agrotoxicos e
nutrientes por escoamento superficial em decorréncia da ocupacdo solo ao longo das
margens do reservatorio (Taniwaki et al. 2013, Martins et al., 2021). Esse reservatorio
tem importancia fundamental na regulacdo do regime hidraulico do Rio Sorocaba e no
abastecimento publico da regido, atendendo aproximadamente um milhdo de pessoas nos

municipios de Ibitna, Sorocaba, Votorantim e Mairinque (Pedrazzi et al., 2013).

O reservatério Guarapiranga esta em uma area densamente habitada, sendo o
segundo maior sistema de abastecimento da regido metropolitana, que produzindo 14 mil
litros de agua por segundo e abastece mais de 5 milhGes de pessoas nas zonas Sul e
Sudoeste da cidade de S&o Paulo (Oliver & Ribeiro, 2016; Miyazaki; Venturi, 2022). O
reservatorio possui area de 36,18 km? com volume total de agua de 253 x 10°m? e
profundidade média de 7 m (Mozeto et al., 2001). Na crise hidrica ocorrida na regido
sudeste iniciada em 2013, o sistema passou a produzir aproximadamente 50 m3.s? em
2015 (Bonotto et al., 2022). A degradacdo da qualidade da agua vem se intensificando
nas ultimas décadas, ocorrendo em todo o reservatorio, embora em diferentes
intensidades, isso ocorre pelo saneamento basico deficitario na regido (Semensatto et al.,
2021).

O Braco do Rio Grande faz parte do Complexo Billings, sendo um dos principais
corpos hidricos formadores do complexo, o reservatério esta localizado na regido
metropolitana de Sdo Paulo, em uma &rea urbana altamente populosa com cerca de 14
milhdes de pessoas, a sua area abrange 7,4 km? na altitude de 746 m, o volume é de 116
x106 m3, com profundidade média de 5,5 m (Wengrat; Bicudo, 2011; Conserva et al.,
2020). O Rio Grande tem como principal uso a captacdo para abastecimento e, para
manter a qualidade das &4guas, o Rio Grande foi isolado do restante da Billings na década
de 80 (Sao Paulo, 2010). Entretanto, o corpo hidrico ainda recebe grandes quantidades de
esgoto ndo tratado residenciais dos rios formadores, além da ocupacdo irregular no

entorno do reservatorio, que tem grande influéncia no processo de eutrofizacdo, isto
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culminou em aplicagdes de algicidas a muitas décadas (Cardoso et al., 2014; Peduto et al.
2020).
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Figura 1. Mapa do estado de S&o Paulo, incluindo as cidades de Itirapina, Sdo Paulo e Sorocaba, onde
estdo localizados os reservatdrios Broa, Itupararanga, Guarapiranga e Rio Grande com as respectivas
estagcBes de amostragem. Em destaque estdo representadas as zonas de 1 a 3 (zona 1: entrada: azul médio;
zona 2: central: azul claro; e zona 3: barragem: verde). Fonte: Autoria propria.
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2.2. Coleta das amostras

A coleta das amostras foi realizada no periodo de estiagem de 2019, em diferentes
pontos dos reservatorios. A escolha inicial dos pontos seguiu os locais propostos por
Vicentin et al. (2018) para o Broa (BR), Leal et al., (2018) para o Guarapiranga (GUA),
Frascareli et al. (2015) para o Itupararanga (ITU) e Mariani & Pompéo (2013) para o Rio
Grande (RG). Foram estabelecidas trés diferentes zonas, fluvial (entrada do reservatorio
- P1 a P3), intermediaria (porgéo central, P4 a P6), e lacustre (zona de barragem - P7 a
P9) para a amostragem. Nestas estacOes, foram amostrados trés pontos diferentes em
triplicata por reservatorio (3n=27). Todas as estacbes de amostragem foram

georreferenciadas (GPS, modelo Garmin Montana 600, com datum WGS-84).

A amostragem foi realizada com o auxilio de draga de fundo tipo Ekman-Birge
(Leal et al., 2018). Foram utilizados apenas a camada superficial do sedimento (£10cm).
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As amostras foram acondicionadas em frascos de polipropileno de 2L, armazenadas e
transportadas sob refrigeracdo, entre 4 £ 2°C (ANA, 2011), no Laboratorio de Limnologia
do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo - USP.

2.3. Analise de metais, matéria organica e granulometria

Para quantificagdo de metais, as amostras de sedimento foram secas em estufa a
60°C. Ap0s a secagem, ocorreu a trituracdo em gral de vidro e, peneiradas em malha de
2 mm. Apds a homogeneizacéo, 1 g de sedimento triturado foi utilizado na determinacgéo
dos metais por espectrometria de emissdo Optica por plasma acoplado indutivamente —
ICP-OES (modelo Agilent Technologies 700) seguindo o protocolo 3050B da USEPA
(2010), os resultados dos metais foram expressos em mg.kg™ de peso de sedimento seco.

As fragdes granulométricas foram determinadas pela metodologia proposta por
Suguio (1973). Ja para a determinacdo da matéria organica (MO), foi utilizada a diferenca
em percentual do sedimento seco e homogeneizado, ap6s incineracdo a 550°C por 4 horas
em mufla seguindo a metodologia de Heiri et al. (2001).

2.4. Manutengdo dos organismos-teste

Os peixes D. rerio (zebrafish) foram mantidos em condicdes laboratoriais
controladas segundo a Normativa NBR 15088 (ABNT 2016b). A alimentacdo foi
oferecida trés vezes ao dia (racdo comercial com 97% de proteina bruta) até a saciedade
(Campagna et al, 2008; Fracécio et al, 2009).

Os grupos foram compostos por 8 peixes de maneira aleatéria, mas tentou-se
manter uma proporc¢do entre machos e fémeas nos grupos (Novaes et al., 2018). Ensaios
de sensibilidade com cloreto de potassio (KCI) foram realizados para avaliar a
sensibilidade do lote de organismos.

2.5. Ensaio de toxicidade com sedimentos

Foram realizados ensaios de exposicéo cronica de 21 dias, utilizando trés réplicas,
seguindo a metodologia da normativa NBR 15499 (ABNT, 2016a), com amostras de
sedimento de diferente pontos dos quatro reservatorios, sob condi¢fes de temperatura
entre 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. Os aquérios de exposicao foram
de 2L, compostos de 1/4 de sedimento e 3/4 de 4gua do abastecimento publico declorada,
com dureza entre 40 a 48 mg/L de carbonato de calcio (CaCOz) e pH de 6,8 a 7,4 (ABNT,

66



2013). Para cada estacdo de coleta no reservatorio, foi feito uma mistura com o0s
sedimentos, aproximadamente 166g de cada réplica por estacdo, com a finalidade de
compor uma amostra mais expressiva do cenario real do reservatdrio. Para o controle, foi
utilizado o substrato areia de aquarismo, apos calcinacdo por 1 hora a 500° C.

O sistema (agua e sedimento) ficou sob aeracdo constante sem 0s peixes por sete
dias, isto para a estabilizagdo dos parametros pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
turbidez. Apos este periodo, os parametros foram verificados com sonda multiparametros
(Akso, modelo AK88).

Os aquérios ficaram dispostos aleatoriamente sobre a bancada, com a
estabilizacdo do pH, os grupos de peixes foram inseridos em cada réplica dos diferentes
tratamentos (n=24). A alimentacdo foi fornecida aos peixes duas vezes ao dia até a
saciedade, durante todo o ensaio. Para manutencdo da qualidade de &gua, trocas parciais
de 1/3 do volume de &gua foram realizadas a cada 72 horas. A letalidade foi verificada e
registrada a cada 12h e os organismos mortos eram retirados e congelados a -20°C.

No final do experimento, os parametros da dgua foram obtidos para comparacéo.
N&o houve alimentacdo no ultimo dia, para que ndo ocorresse revolvimento do sedimento
pelos peixes na busca pelo alimento, o que poderia, eventualmente, alterar a turbidez dos

aquarios.
2.6. Analise de bioacumulacéo

Para anéalises dos metais presentes nos peixes, foi utilizado a metodologia descrita
por Voigt et al. (2015) com modificaces, os peixes foram anestesiados com agua e gelo,
com temperatura abaixo de 2°C, e apés 10 minutos de tombamento, a eutanasia era
realizada com seccdo medular. Os peixes foram armazenados em freezer a -20°C até o
momento do processo de digestdo dos tecidos. Devido ao tamanho diminuto dos peixes,
todo o peixe foi utilizado, ndo apenas os 6rgaos para a analise.

A digestéo dos tecidos seguiu a metodologia proposta por Meche et al. (2010) com
adaptac0es, a secagem dos peixes ocorreu em estufa a 60°C por 4 dias, posteriormente,
foram macerados. Para a digestdo foi realizada no micro-ondas MARS 5 (CEM,
Matthews, NC) utilizou-se 0,5g da amostra de cada tratamento em duplicata, em tubos de
teflon com 10 mL de 4cido nitrico (HNO3) (Merck®, Alemanha), a rampa de aquecimento
ocorreu até 180°C por 5 minutos, a digestdo a 180°C por 10 minutos e o resfriamento por

5 minutos. As amostras foram filtradas com papel filtro (Whatman® 42mm) e transferidas
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para baldes volumétricos, avolumadas a 25 mL com &gua ultrapura e armazenadas em
refrigeracdo a 4°C até a leitura dos metais. A leitura ocorreu por espectrometria dptica
por plasma acoplado indutivamente — ICP-OES (modelo Agilent Technologies 700).

O Fator de Bioacumulacdo (FBA) € utilizado para determinar a tendéncia de um
determinado elemento se acumular a partir do alimento ou sedimento, onde foi calculado
usando a razdo da concentracdo do metal encontrado no tecido do peixe (Mtec) e a
concentragdo do metal encontrado no sedimento (Msed), expresso em microgramas por

grama (Lau et al. 1998), conforme a formula.

FBA= MTec/Msed

Onde: MTec = massa do tecido (ug)
Msed = concentracdo do metal no sedimento (g)

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados por técnicas da estatistica descritiva e multivariadas
através do software GraphPad Prism 9.4.1. Para o FBA, foi analisado inicialmente com
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade, em seguida, foi realizada uma andlise de
variancia (Anova) com o teste de Tukey. Para os conjuntos de dados que ndo seguiram a
distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico Dunn’s, para identificar as
diferencas entre as amostras. As analises que apresentaram o valor de p inferior a 0,05
(5%) foi considerada significante e R com valor proximo ou igual a 1, foram considerados
com forte correlagdo. Os metais com valores abaixo do limite de detecgéo (LD) ndo foram

incluidos nas analises.
3. Resultados e discussao

Sedimentos: Metais, MO e Granulometria

A tabela 1 apresenta as médias e 0s desvios-padrdo dos parametros dos sedimentos
amostrados nos quatro reservatorios estudados, como profundidades, as concentragdes de
cobre, cromo, chumbo, niquel e zinco, teores de matéria organica e fragdes
granulométricas.

Tabela 1. Caracterizacdo média com desvio-padrdo das amostras de sedimento dos reservatérios Broa

(BR), Guarapiranga (GUA), Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG) de acordo com a profundidade (Prof),
concentracdo dos metal cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn), fracGes
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granulométricas: Areia grossa (AG), Areia fina (AF), Silte e argila (SA) e teores de matéria organica (MO)
dos sedimentos do reservatorio.

Sedimentos
Parimetros Reservatdrio
BR GUA ITU RG
Profundidade (m) 4,68+2,55 6,76+3,15 10,9245,57 8,21+3,29
Matéria Organica (%) 37,13+7,78 20,93+5,90 16,83+2,62 20,96+2,41
Cr 14,86+3,12 44,54+6,31 47,29+3,12 44,16+2,21
Cu 13,80+2,55 1512,40+2160,51 27,2845,84 3642,84+2373,98
Metais (mg.kg™?) Ni 5,27+0,91 12,87+3,14 17,08+2,77 20,40+2,80
Pb 7,80+1,03 25,82+8,49 23,87+2,85 41,03+11,49
Zn 18,48+4,22 123,85+21,83 59,04+5,19 149,11+11,49
Areia grossa 0 3,46+6,23 0,37+1,38 0
Granulometria (%) Avreia Fina 2,22+4,62 20,59+13,15 18,74+7,95 3,04+4,61
Silte e Argila ~ 61,21+8,87 80,93+15,86 75,16+11,52 80,93+15,86

Fonte: Autoria propria.

As concentragdes de MO observadas neste trabalho foram acima de 13,17%,
chegando até 52,84%, evidenciando a entrada de MO al6ctone nos reservatorios. Esteves
(2011) comenta que em ecossistemas lacustres tropicais com produtividade muito elevada
ou com grande entrada de MO aléctone, os sedimentos apresentam teores de MO acima
de 10% do peso seco. As maiores concentragdes de MO deste trabalho foram observadas
no Lobo-Broa, isso pode evidenciar um processo de degradacdo acelerado. Mizael et al.
(2020) analisaram os sedimentos na barragem do Broa, 0s autores determinaram que a
principal fracdo foi a silte-argila, com concentragfes de MO >20%. Dados de
concentragfes de fdsforo dissolvido e niveis de clorofila a vem aumentando
gradativamente desde a década de 1970, demonstrando o aporte de esgotos no corpo
hidrico (Sanches; Matsubar; Gaeta-Espindola, 2018). Os metais podem ser ligar a MO
por sor¢do de troca, complexacdo ou quelacdo, limitando a mobilidade dos metais, que é
condicionada por suas propriedades e grau de transformacéo (Baran et al., 2019).

Observa-se na tabela 1 que os sedimentos sdo constituidos, principalmente, pelas
fracOes silteargilosas, sendo a maior parte do tamanho dos grdos dos sedimentos nos
reservatorios, entre 38 a 92%, seguida por areia fina. Isso se deve principalmente a
distribuicdo de sedimentos, que sdo dependes dos pardmetros morfométricos do
reservatorio, outro fator é que a distribuigdo espacial de sedimentos em um reservatério
ndo é uniforme, e na direcdo a barragem, os sedimentos sdo geralmente de granulacao
fina e litologicamente uniforme (Sojka et al., 2018). A granulometria do sedimento

diminuiu em pontos mais distantes da barragem da hidrelétrica, indicando que a
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velocidade do curso d'agua e o tempo de residéncia alteram o sedimento (Cabral et al.,
2021). O sedimento atua como sumidouro de metais, a caracterizacdo dos parametros do
sedimento pode influenciar a biodisponibilidade dos metais para a biota (Zhang et al.,
2014), e por isso, é fundamental a sua caracterizacdo para compreensdao do processo de

deposicdo dos metais ao longo do reservatorio.

Os quatro reservatorios sofrem influéncias antropicas nos entornos das bacias
hidrograficas, como mineracdo de areia no Broa e ltupararanga (Smith et al., 2019;
Campregher & Martins, 2016) e a ocupacdo irregular de moradias nas bacias do
Guarapiranga e Rio Grande (Jorge, 2020; Capobianco & Whately, 2002). Outro elemento
que influencia a qualidade dos sedimentos € a utilizacdo de produtos quimicos no manejo
dos corpos hidricos. Os dois reservatorios da Regido Metropolitana de Sdo Paulo,
apresentam concentracfes elevadas de Cu nos sedimentos. O RG apresenta com
concentracdes acima de 4515,35 mg de Cu por quilo de sedimento, isso em decorréncia
da aplicacdo de sulfato de cobre (CuSQas), utilizado para o controle do crescimento de
cianobactérias e algas (Biamont-Rojas et al., 2022). No GUA, a realidade néo é diferente
do RG, Leal et al. (2018) obtiveram concentrag@es de até 3011.99 mg.kg™ de Cu.

Este crescimento exacerbado € em decorréncia da entrada de esgotos domésticos
e industriais sem tratamento nos reservatdrios. Oliver & Ribeiro (2016) alertam que as
mudancas climéaticas também propiciam blooms algais com maior frequéncia,

principalmente de cianobactérias, no periodo de alta precipitacdo e temperatura.

Além do Cu, outros metais chamam atencdo pelas concentracdes observadas nos
reservatorios GUA, ITU e RG. O Cr, Pb e Zn em pelo menos um dos reservatorios ficaram
acima das concentragdes com potencial téxico a biota, quando comparados com 0s
valores guia de qualidade de sedimento propostos pela CCME (2001). Concentragdes
acima de 35,7 mg.kg™ de Cu, 37,3 mg.kg* de Cr, 18 mg.kg de Ni, 35 mg.kg™ de Pb e
123 mg.kg™ de Zn a toxicidade é incerta ou provavel. Ferreira et al. (2021) avaliaram
temporalmente a toxicidade tedrica destes metais nos reservatorios GUA e RG. Os autores
observaram que as concentragGes eram classificadas como boa para Pb (< 61 mg.kg™?) e
Zn (< 123 mg.kg™), enquanto para o Cr foi classificado como regular (< 90 mg.kg™?) ou
ruim (< 900 mg.kg™?). Isso demonstra que ha riscos aos organismos aquaticos nestes

reservatorios pela exposicao cronica aos metais.
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Foram observadas diferencas significativas (p< 0,05) quando foram comparadas
as médias dos metais, com exce¢des do Cu no ITU x BR, parao Crno GUAXRG e 0 Pb
para GUA x ITU. A andlise dos sedimentos apontou um gradiente de concentracdo dos
metais na ordem de Cu>Zn>Cr>Pb>Ni globalmente. Quando comparamos 0s
reservatorios individualmente, o cendrio muda, nos reservatérios BR e ITU o gradiente é
Zn>Cr> Cu>Ni>Pb e Zn>Cr>Cu>Pb>Ni respectivamente. No GUA e RG o gradiente foi
determinado principalmente pela aplicagao de algicidas.

Ensaio com sedimentos

Os lotes utilizados nos ensaios mantiveram a sensibilidade dentro do esperado.
Com relacéo aos ensaios de toxicidade cronica, ndo foram observadas mortalidades nos
diferentes pontos dos reservatorios BR e ITU nos 21 dias de exposicdo aos
sedimentos. Mortalidades ocorreram nos pontos da zona de transicdo e léntica dos
reservatorios GUA e RG, sendo observada em maior quantidade nas proximidades da
barragem, com frequéncias de 66,7% e 25% de mortalidade respectivamente. A
mortalidade observada pode estar associada a gestdo quimica realizada nos reservatorios
do Alto-Tieté. Nestes reservatérios ocorrem aplicacGes sistematicas de peroxido de
hidrogénio (H202) e CuSO4 a mais de quarenta anos, em decorréncia da alta eutrofizagao
nestes locais (Leal et al., 2018; Biamont-Rojas, 2022). Quando é avaliado apenas a
exposicdo ao Cu, o efeito toxico observado por Farhangi e Jafaryan (2019) em peixes das
espécies Cyprinus carpio e Rutilus rutilus, em 96h de exposicdo (toxicidade aguda),

concentragOes maiores que 0.40 mg.L* causam mortalidade em 100% dos organismos.

Os peixes apresentaram comportamento mais agitado no primeiro dia de ensaio,
mas posteriormente, ndo houve observacdes de tais comportamentos nos reservatorios
BR e ITU. Sedimentos com concentracdo moderada de metais podem induzir
comportamentos alterados no nado dos D. rerio, Hafner et al. (2015) relataram que 0s
peixes nadaram mais devagar e ficaram parados perto do fundo do recipiente teste, porém
no dia seguinte, 0s peixes se recuperaram e ndo apresentaram diferencas em relagéo aos

peixes de controle.

Durante 0s ensaios, 0s peixes expostos aos sedimentos dos pontos da barragem do
GUA e do RG tiveram alteragdes de comportamento, o nado foi mais letargico e com
batimento opercular aumentado, em comparagdo aos outros pontos amostrados e aos

outros reservatorios. Alteracdo no comportamento também foram relatadas em
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oligoquetas Lumbriculus variegatus por O'Gara et al., (2004) e em crustaceos do género
Macrobrachium por Lodhi et al. (2006). Os autores descrevem alteracOes
comportamentais de fuga e na natacdo, também relatam que a exposicéo crénica ao Cu
nos sedimentos causa alteragdes morfoldgicas nestes organismos, limitando o escape de
predadores. A exposi¢do cronica de organismos aquaticos tem um risco de aumento deste
metal e de outros ao longo da cadeia trofica, alteragbes no comportamento podem
aumentar a predacdo destes organismos, assim favorecendo a bioacumulagdo e

biomagnificacdo de metais.

Analise de bioacumulacgédo
A tabela 2 apresenta as concentragdes médias dos metais obtidas nos tecidos dos

peixes expostos aos sedimentos dos reservatorios.
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Tabela 2. Concentrag@es médias do metal cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn)
presentes nos tecidos dos peixes expostos ao sedimento do reservatério Broa (BR), Guarapiranga (GUA),
Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG). *LD: limite de deteccéo.

Peixe
Reservatorio Ponto de Metai-s (o g")
coleta Cu Cr Ni Pb Zn

controle 4,30 1,62 1,28 0,55 352,36

P1 4,10 1,56 1,67 1,43 393,41

P2 4,07 1,50 3,32 1,72 470,47

P3 3,84 1,57 1,41 1,33 389,58

BR P4 4,05 1,65 1,57 1,85 455,36
P5 3,90 1,72 1,65 1,14 506,98

P6 3,38 1,62 1,23 0,55 379,95

pP7 3,73 1,59 1,31 2,05 439,30

P8 3,77 1,92 1,22 0,92 481,63

P9 5,47 1,82 1,67 1,37 505,60

Controle 8,40 1,74 3,33 4,11 623,73

P1 6,86 2,49 5,25 <LD 542,10

P2 8,86 2,00 1,62 <LD 592,74

P3 6,43 2,62 1,66 <LD 514,95

GUA P4 6,25 1,39 <LD <LD 630,51
P5 1161 161 <LD <LD 615,81

P6 26,61 2,09 <LD <LD 749,04

P7 35,77 1,56 <LD <LD 616,89

P8 47251 1,98 3,06 <LD 791,80

P9 222139 2,03 3,67 <LD 915,83

controle 3,61 0,94 0,77 <LD 243,66

P1 3,54 1,28 0,76 <LD 255,84

P2 3,45 1,15 1,01 <LD 228,90

P3 4,18 1,27 1,79 <LD 285,23

ITU P4 3,52 1,24 1,35 <LD 246,77
P5 3,09 1,02 1,08 <LD 294,33

P6 3,37 1,43 1,05 <LD 236,97

pP7 3,42 1,16 1,38 <LD 285,22

P8 3,44 1,34 1,29 <LD 261,48

P9 326 0,98 0,90 <LD 212,50

controle 4,42 1,10 1,47 <LD 311,11

P1 4,70 1,61 2,30 <LD 320,09

P2 6,29 1,18 1,31 <LD 352,75

P3 7,91 1,10 1,30 <LD 363,69

P4 30,28 1,40 1,72 <LD 440,95

RG P5 7166 1,48 2,13 <LD 486,27
P6 208,12 1,67 9,03 <LD 454,93

P7 21,60 0,99 1,21 <LD 394,52

P8 40,52 1,18 1,50 <LD 418,66

P9 159,55 1,63 1,87 <LD 523,17

Fonte: Autoria propria.

As concentracdes médias de Cu nos peixes variaram muito entre 0s pontos
analisados no GUA e RG. As concentragcbes médias de Cu observadas neste trabalho
foram no BR 4,06 pg.gt, no ITU 3,49 pg.g%, na GUA 280,47 pg.g™te no RG 55,51 pg.g-
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! Meche et al. (2010) quantificaram metais nos peixes do Rio Piracicaba, onde

observaram concentracdes médias de Cu de 980 pg.g™ nos tecidos, e algumas espécies,
como a piranha (Serrasalmus spilopleura) apresentaram concentracfes quatro vezes
maior, de 4180 pg.gt. Os autores ainda relatam que a drenagem do solo do entorno do
rio no inicio do periodo de chuva contribui para o aumento dos niveis de metais nos

peixes.

Outro fator que favorece a bioacumulacdo de metais pelos peixes é por meio da
alimentacdo, VandKhanghah et al. (2021) verificaram a transferéncia de Cu pela cadeia
trofica, os autores utilizaram o crustdceo Artemia franciscana eclodidas em diferentes
concentracgdes de Cu, entre 0 a 40 mg.L™, posteriormente, foram fornecidas aos peixes
das espécies Danio rerio e Astronotus ocellatus (Oscar). Foi observado o0 aumento de Cu
nos figados das duas espécies, além de alteracfes histopatoldgicas e enzimaticas. O risco
de transferéncia na cadeia trofica € alarmante, organismos topo de cadeia como 0s
humanos podem se expor via alimentacdo e dessedentacdo (Fernadndez-Luquefio et al.,
2013; Kumar et al., 2020a).

O metal que apresentou a maior concentracdo em todos os reservatérios foi 0 Zn,
além da grande variacdo entre o0s reservatorios, exceto no ITU, com concentracdes no BR
437,46 pg.g?, no ITU 255,09 pg.g?, na GUA 659,34 ug.gte no RG 406,61 pg.gt. O Zn
foi o Gnico metal que apresentou alta significancia entre as concentracdes no sedimento
e nos peixes (p< 0,001). Voigh et al. (2015) analisaram o0s metais em diferentes tecidos
em espécimes de acaras (Geophagus brasiliensis) do reservatorio de Alagados. Os autores
relatam que as concentrag@es obtidas de Zn foram de 81.44+11.75 ug.g™ e nas branquias
de 23.04+6.60 pg.gt. O Zn é um oligoelemento essencial as fungdes fisioldgicas, sendo
um dos mais importantes para 0s animais, incluindo os peixes, age como promotor na
sintese de proteinas e fatores de transcricdo, porém o excesso causa estresse oxidativo,
levando a ruptura do mecanismo de defesa antioxidante através das alteracdes das

enzimas como a catalase (Kumar et al., 2020b; Rajkumar et al., 2022).

Com relacéo a determinacdo do Pb, ndo foi possivel quantificar em trés dos quatro
reservatorios, isso pode ter ocorrido devido ao tamanho da amostra e a curva analitica
utilizada para calibragdo do equipamento. As concentracOes obtidas foram abaixo do
limite de deteccdo, além do fato que a exposicao cronica de curta duragdo também pode
outro fator para a baixa concentracdo. Boleji et al. (2021) quantificaram o Pb em plantas

da espécie Scirpus californicus (Totora) de duas lagoas no Peru. Os autores quantificaram
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este metal nos sedimentos 35,56 até 59,52 mg.kg?, também determinaram a sua
bioacumulagdo na vegetacdo, o FBA foi de 0.2 x1073 pg.g™* até 0.7 x10 pg.g* de Pb.
Eles ressaltam que o Pb tem tendéncia de aumentar a concentragdo no sedimento
dependendo das atividades no entorno da area, porém nas plantas, isso nao foi observado,
pois 0s organismos podem ter se adaptado a estas circunstancias ao longo dos anos, por
isso ndo apresentarem concentracgdes altas. Singh et al. (2014) quantificaram o Pb na &gua,
sedimento e em peixes. Os autores encontraram valores mais altos nos peixes do que na
agua, quando observados o FBA foram entre 1,7 pg.kg™ a 2,5 pg.kg™. Eles apontam que
isso ocorre devido a esgoto e outros efluentes domésticos e a via principal para este metal

ter maior concentracdo nos peixes € por meio do fitoplancton.

A tabela 3 apresenta os resultados do fator de bioacumulacdo (FBA), relacdo entre
0s metais do sedimento e as concentracdes nos tecidos dos peixes. Comparado aos outros

metais, 0 Unico metal que apresentou diferencas significativas foi o Zn (p < 0,0001).
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Tabela 3: Fatores de bioacumulagéo (FBA) dos metais cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), chumbo (Pb)
e zinco (Zn) presentes nos tecidos dos peixes expostos ao sedimento do reservatério Broa (BR),

Guarapiranga (GUA), Itupararanga (ITU) e Rio Grande (RG). *ND: N&o determinado.

FBA
Ponto Metais (Ug.g™h)
Reservatério  de
coleta Cu Cr Ni Pb Zn
P1 390,53 178,82 466,30 230,97 22400,15
P2 260,59 90,23 510,65 224,58 17747,01
P3 23315 94,72 218,10 172,34 16291,43
P4 309,84 110,38 309,78 241,11 29765,71
BR P5 326,06 111,69 360,54 16595 36609,65
P6 288,30 119,64 257,47 76,37 26162,56
P7 25521 9578 239,69 221,39 23706,03
P8 249,01 11853 220,08 101,15 26114,28
P9 361,91 120,67 30557 160,03 28529,87
P1 32881 5262 50823 ND 403982
P2 364,17 42,14 17143 ND  3926,19
P3 27496 5577 166,17 ND 345584
P4 3058 4191 ND ND 725228
GUA P5 2816 3505 ND ND 533259
P6 3823 3986 ND ND 641798
P7 1529 3525 ND ND 608853
P8 12591 4135 16676 ND 668691
P9 36191 5801 22949 ND 646541
P1 109,38 28,10 5331 ND 3786,36
P2 11284 2486 7377 ND 385741
P3 111,29 23736 13888 ND 558724
P4 11921 2558 77,08 ND 462800
ITU P5 110,20 2097 5717 ND 515008
P6 139,41 32,10 59,03 ND  4230,89
P7 15399 2377 6708 ND 451647
P8 16561 30,07 6829 ND 423112
P9 160,55 22,00 4629 ND 342740
PL 747 3676 13708 ND 124250
P2 1256 2811 7869 ND 166846
P3 792 2465 7260 ND 182922
P4 705 3283 8056 ND 336549
RG P5 17,82 31,08 9649 ND 415046
P6 4988 36,72 42663 ND  4092,18
P7 402 2415 6040 ND 387126
P8 658 2731 6559 ND 403215
P9 2403 3474 7533 ND 479663

Fonte: Autoria propria.
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Né&o foi possivel determinar o FBA do Pb nos peixes expostos aos sedimentos dos
reservatorios GUA, ITU e RG. Baixas concentracfes de Pb na agua ja séo perigosas para
a vida aquética, Olayinka-Olagunju et al. (2021) ndo conseguiram detectar o Pb em peixes
pelagicos, mas foi detectado em uma espécie bentdnica, em baixa concentracéo (0,003
ppm). Latif et al. (2022) analisaram a bioacumulacdo de Pb em peixes, os autores
observaram que os 6rgdos que mais bioacumulam sdo branquias, figado e intestino
respectivamente, enquanto a musculatura é o tecido que menos apresenta o metal. O
levantamento de bioacumulacéo € importante pois 0s humanos podem consumir peixes
contaminados, e podem correr o risco de bioacumular metais toxicos, ocasionando efeitos

perigosos na saude.

O FBA para o Ni, apresentou valores médios de 320,91 pg.g*no BR, 138,01 pg.g°
! para 0 GUA, 71,21 pg.gtno ITU e 121,49 pg.g* no RG. Os valores obtidos neste
trabalho foram pelo menos 12x maior dos que os FBA observados por Voigt et al. (2015),
onde os autores obtiveram valores de FBA maiores em branquias e figado, com valores
entre 5,96 pg.gta 11,84 ug.g* respectivamente. Eles ainda reforcam que o figado tem
maior afinidade de bioacumular metais do que o muasculo segundo os resultados do BAF.
J& em ambientes com maior dinamismo como em rios, as concentracdes médias de Ni
obtidas nos tecidos foram um pouco maiores nas branquias do que no figado, como

observadas por Carmo et al. (2011).

Como observado na tabela 3, os maiores fatores obtidos foram
Zn>Cu>Ni>Cr>Pb. O Cu apresentou um gradiente de até 390,53 pg.g™ e o Zn chegou a
36609,65 pg.g?t no reservatério BR. Os FBA determinados neste trabalho foram no
minimo 10x superiores os fatores determinados por Rubalingeswari et al. (2021), que
obtiveram concentragfes 2,51 pg.g* de Cu e 1,32 pg.g de Zn. Os autores relatam que o
Cu é lipofilico, pode ser facilmente ligado aos tecidos gordurosos dos peixes, embora o
peixe possa eliminar o metal para o ambiente circundante, enquanto o Zn, tem uma maior
presenca nas branquias, sendo considerada o melhor tecido marcador para o acimulo

deste metal.

Em decorréncia do tamanho diminuto ndo foi possivel determinar as
concentracgdes e 0s respectivos FBA por tecido, mesmo assim, os resultados demonstram
a eficiéncia da utilizacdo do D. rerio como modelo para avaliacdo de metais em

sedimentos. Outro fator que é preciso verificar € a sazonalidade, pelo fato que os

77



reservatorios estudados podem apresentar diferencas nas concentragcdes dos metais em
entre as estagdes seca e chuvosa, por decorréncia da drenagem do solo. Yehia e Sebaee
(2016) determinaram o FBA em diferentes tecidos de O.niloticus e C.anguillaris
sazonalmente. Os autores observam que existe diferencas dos FBA entre érgdos e com

incremento dos valores durante a primavera e verao.

No contexto atual, é fundamental a avaliagdo de outros contaminantes nos
sedimentos, a sinergia entre diferentes compostos pode potencializar o efeito toxico nos
organismos aquaticos. Araujo e Malafaia (2021) utilizaram D. rerio para evidenciar a
transferéncia de microplasticos ao longo da cadeia tréfica. Estes contaminantes
emergentes podem ser disseminadores de metais toxicos pelo ambiente aquatico, em
decorréncia do processo de adsorcdo. Metais presentes nos sedimentos podem ser
incorporados pelos microplasticos e, isto ocasiona em risco adicional a biota, podendo
deixar os metais mais biodisponiveis aos organismos (Queiroz et al., 2022). A
compreensdo dos processos de transformacdo e de comportamento dos metais no
ambiente aquatico € essencial para protecdo da saude publica, e contaminantes “cavalos
de Troia” como os microplasticos, podem aumentar a quantidade de metais toxicos

ingeridos para a populacdo por meio do consumo de peixes.

4. Considerac0es Finais

Estudos sobre bioacumulacdo de metais toxicos em peixes sdo excelentes
ferramentas para entender a dindmica destes elementos nos corpos hidricos. E necessario
abordagens multidisciplinares e holisticas para compreensdo dos metais nos sedimentos.
Os bioensaios com Danio rerio se mostraram uma boa alternativa para avaliar os
sedimentos em condicdes laboratoriais. Para estudos futuros, é necessario a
implementacdo de testes de fuga ao sedimento, pois eles poderiam apontar se o
comportamento observado neste estudo esta relacionado com as cargas poluidoras desse

compartimento.

E necessario repensar o modo de gestdo do recurso hidrico no Estado de S&o
Paulo, pois como observado neste trabalho os peixes expostos a sedimentos com maiores
concentracdes de cobre apresentaram aumentos significativos em seus tecidos. O
monitoramento regular de metais em peixes deve ser realizado para evitar a concentracao

aos seres humanos através de cadeia alimentar.
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Com base nos dados apresentados, é possivel sugerir um ranqueamento entre 0s
reservatorios, com base no comprometimento da qualidade do sedimento, em decorréncia
da presenca de metais. O Rio Grande e Guarapiranga apresentaram concentragdes
elevadas de cobre, o ltupararanga para 0 cromo, enquanto as menores concentragdes
foram observadas no Broa. E crucial uma atencéo especial para as areas das barragens,
onde h& aumento da concentracdo dos metais. E devido a aplica¢do do algicida no GUA
e RG as concentragdes podem ser extremamente toxicas dependendo de outros fatores,

como o pH, M.O e condicGes para especiacao.

Por fim, é necessario ampliar o saneamento basico nas areas dos mananciais € a
fiscalizacdo da ocupacéo e uso do solo, para impedir e prevenir a degradacao do recurso

hidrico, em niveis que acarretem o impedimento dos usos multiplos dos reservatorios.
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HISTOPATOLOGIA DE ORGAOS-ALVO DE METAIS COMO
BIOMARCADOR DE TOXICIDADE DA EXPOSICAO DE SEDIMENTOS
SUPERFICIAIS

Resumo: A degradacdo da qualidade das aguas e sedimentos dos reservatérios € um
problema grave que afeta diretamente a biota aquéatica. O estudo teve como objetivo
investigar a toxicidade de metais em sedimentos por meio da analise histopatoldgica de
branquias, figado e rins de peixes D. rerio. A exposi¢do durou 21 dias em aquarios com
sedimentos das zonas fluvial, intermediaria e barragem nos reservatorios Guarapiranga e
Itupararanga, no Estado de S&o Paulo. Foram quantificados os metais nos sedimentos e
nos peixes. As analise de metais demostram que cobre esta em nivel elevado, enquanto o
zinco em nivel regular para o Guarapiranga, ja no ltupararanga, o cromo esta em nivel
regular nos sedimentos. A principal zona no com maior concentracdo de metais no
Guarapiranga é a barragem com concentragdes de 4076,75+1919,78 mg.kg™* de cobre. As
lesBes histopatoldgicas nos trés érgdos sdo regressivas degenerativas de baixa intensidade
e consideradas subletais, mas na zona da barragem do Guarapiranga houve mortalidade
de 14 peixes durante a exposicdo. Lesdes regressivas estruturais das lamelas foram as
mais observadas nas branquias; depdsito de pigmentos e goticulas hialinas associadas a
degeneracdo hepatocelular foram diagnosticadas no figado, com minimo de 18% dos
organismos expostos na Guarapiranga e 25% no ltupararanga. Nos rins, goticulas hialinas
intracitoplasmaticas ocorreram no minimo em 36% do ensaio do Guarapiranga e 8,3% no
Itupararanga. Os resultados mostrados e analisados reforcam que atividades antrépicas e
de gestdo de reservatorios precisam ser periodicamente revisadas e constantemente
biomonitoradas, inclusive com a utilizacdo de biomarcador de exposicdo de organismos
as amostras ambientais com metais, como analise histopatoldgicas de tecidos de peixes.

Palavras-chave: Histopatalogia; Biomarcador; Metais toxicos; Sedimento; Bioensaio;
Danio rerio.

Abstract: Water quality and sediment degradation in reservoirs is the major concern
because it affects directly the aquatic biota. This study was aimed to assess metal toxicity
in sediment through light microscopy histopathological analysis in gills, liver and kidney
tissues of Danio rerio. The exposure lasted 21 days in aquariums with sediment from the
entrance, central and dam zones from Guarapiranga (GUA) and Itupararanga (ITU)
reservoirs, in the State of Sdo Paulo. Metals were quantified in sediment and fish. Metal
analyses demonstrated that copper values were high, while zinc content was regular in
GUA, in the case of ITU, chromium was in a regular level in sediment. The main zone in
GUA is the dam with concentrations of 4,076.75+1,919.78 mg.kg™ of copper.
Histopathological injuries in the three organs are low-intensity degenerative regressive
and considered sublethal, but in GUA dam zone 14 fish died during the exposure.
Structural regressive injuries in lamellae were the most observed in gills, pigment
deposits and hyaline droplets associated to hepatocellular degeneration were diagnosed,
with a minimal of 18% of organisms exposed in GUA and 25% in ITU. In kidneys,
intracytoplasmic hyaline droplets occurred in a minimal of 36% cases in GUA and 8.3%
in ITU. Results reinforce the idea that human activities and reservoir management need
to be periodically revised and constantly biominitored, including the use of a exposure
biomarker of organisms to environmental samples with metals, such as histopathological
analysis of fish tissues.
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Keywords: Histopathology; Biomarker; Toxic Metals; Sediment; Bioassays; Danio
rerio.

INTRODUCAO

Os reservatorios do Estado de Sdo Paulo vém passando ao longo dos anos por
processos de degradacdo na qualidade das aguas e dos sedimentos e a continua
degradacdo ambiental em bacias hidrograficas com intensa ocupacéo antropica de seus
arredores altera significativamente a qualidade dos corpos d'adgua predominantemente
para abastecimento publico (Oliver & Ribeiro, 2016; Cardoso-Silva et al., 2021; Ferreira
et al., 2021). O crescimento desordenado das cidades fez com que as areas de mananciais
fossem ocupadas, o que favorece a emissdo direta e indireta de esgoto domiciliar ndo
tratado, colaborando para o processo de eutrofizacdo de corpos hidricos, além disso, a
lixiviagdo do solo possibilita 0 carreamento e consequente exposicdo de substancias
toxicas para os reservatorios (Leme et al, 2018; Reis; Moreira, 2021). A essa situacdo de
poluicdo dos recursos hidricos utilizados no abastecimento publico, se soma a utilizacdo
de algicidas em grande escala como o sulfato de cobre e o peroxido de hidrogénio
(Biamont-Rojas et al, 2022; Reis; Capelo-Neto, 2022). O resultado das atividades
antropicas nos reservatorios é determinante para 0 aumento de metais toxicos, como

chumbo, cadmio, cobre e zinco, no sedimento e na coluna d’agua.

O sedimento é um compartimento fundamental em ambientes aquaticos e atua
como sumidouro de poluentes ambientais (Saiki et al., 2021). Em decorréncia a sua
natureza complexa e suas propriedades geoquimicas, que podem afetar a
biodisponibilidade e a toxicidade de metais, fatores como pH, concentracdo de matéria
organica e granulometria podem adicionalmente interferir neste processo (Zhang et al.,
2014). Para avaliar a magnitude e a natureza destes fatores estressores sob a qualidade do
sedimento, é necessario levantamentos que integrem dados quimicos, biol6gicos e
ecotoxicologicos para a melhor compreensdo da relacdo causa-efeito (Saraiva et al.,
2009). Neste sentido, a avaliacdo da matriz do sedimento pode ser utilizada para estimar
o0 risco da contaminacdo na biota aquatica e das popula¢Ges humanas, que fazem uso

destes corpos hidricos.

O monitoramento ambiental de ecossistemas aquaticos pode ser baseado no uso

de bioindicadores, como 0s peixes. Tais bioindicadores podem ser espécies de peixes
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diferentes e de variados habitos alimentares que habitam o corpo hidrico, ou serem peixes
experimentais, como o Danio rerio (zebrafish). As principais vantagens do uso de animais
de experimentacdo se baseiam na facilidade de amostragem, longevidade e tamanho
adequado dos espécimes para analises e o fato de serem conhecidos diferentes
biomarcadores de respostas, tais como a andlise histopatologica de tecidos de peixes
(Djikanovic et al., 2018, Tolussi et al., 2018; Carvalho; Fernandes, 2019). Para avaliar os
efeitos de contaminantes em diferentes niveis de organizacdo, uma abordagem
multivariada de biomarcadores é recomendada e esperada (Escalante-Rojas et al., 2021).
Assim, o uso da histopatologia de tecidos de peixes se apresenta como uma alternativa

eficaz.

Os metais toxicos podem entrar no corpo do peixe diretamente da agua e do
sedimento, através das branquias, pele e por meio da ingestdo de particulas misturadas ao
alimento (Ali; Khan, 2018). A toxicidade de um determinado poluente é resultado de uma
série de eventos no organismo exposto, depende do modo de acdo e exposicdo dos toxicos
e da sua estrutura molecular, bem como dos mecanismos bioquimicos de resposta dos
organismos utilizados (Salgado et al., 2021). E desta maneira, a analise histopatologica
de Orgdos alvos de metabolizacdo e acumulacdo de metais é considerada como
biomarcador robusto, que permite a observacdo de sinais precoces de doencas e de lesdo
em células, tecidos ou 6rgdos (Reddy; Rawat, 2013). Orgdos de contato primario com
agentes toxicos, como as branquias, 6rgaos de sintese, biotransformacao e excre¢cao como
figado e rins devem ser avaliados em investigacGes de ecotoxicidade ambiental (Zheng et
al., 2016; Xu et al., 2021; Abe et al., 2019).

Alteracdes histopatologicas em peixes é uma forma de diagnosticar rapidamente
os efeitos de contaminantes, especialmente os agentes crénicos (Bernet et al., 1999).
Desta forma, os ensaios cronicos ecotoxicoldgicos envolvendo organismos vertebrados
sdo ferramentas alternativas para avaliar os efeitos toxicos dos metais em sedimento para
organismos nao-alvo, como o0s peixes e, a avaliacdo histopatoldgica em conjunto a
bioacumulagdo podem contribuir para o entendimento da dinamica destes elementos no
ambiente aquético. Dentro do contexto apresentado, o estudo avaliou as alteracOes
histopatoldgicas em brénquias, figado e rins de zebrafish em decorréncia da exposicao
crbnica aos sedimentos superficiais de dois reservatorios subtropicais de Sdo Paulo, com
os objetivos de: 1) analisar e caracterizar as lesdes nos 6rgdos-alvo; 2) comparar as lesdes

em funcéo ao nivel de concentracdo dos metais cromo, cobre, niquel, chumbo e zinco em
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diferentes locais de amostragem; 3) verificar se a gestdo quimica do corpo hidrico, com
uso de sulfato de cobre, influencia no aparecimento e grau de severidade das lesdes em
tecidos de peixes, como o zebrafish.

MATERIAIS E METODO

Os procedimentos que envolveram animais, seguiram 0s principios éticos na
experimentacdo animal orientados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e diretrizes metodoldgicas preconizas no ARRIVE 2.0 (Percie du Sert et al.,
2020). Este projeto esta registrado sob o nimero 334/2018 do Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-IBUSP).

Areas de estudo

A bacia do Reservatorio Guarapiranga (Figura 1) abrange area de 639 km? em
cinco municipios da regido metropolitana de Sdo Paulo e esta inserida na Reserva da
Biosfera do Cinturdo Verde do Municipio de Sdo Paulo (Brito et al., 2018). O reservatorio
Guarapiranga (GUA) é uma sub-bacia do Rio Tieté na parte alta, na altitude de 742 m,
com profundidade média de 6 m e volume de 194 m?, em uma éarea de 34 km? de espelho
d’agua (Leal et al., 2018). O GUA é altamente eutrofizado em decorréncia dos impactos
negativos persistentes das atividades humanas ao seu redor, ha historico de mdaltiplas
floragdes de cianobactérias e como forma de controle destas floracdes é aplicado
diariamente os algicidas sulfato de cobre e perdxido de hidrogénio (Pompéo et al, 2017;
Pierangeli et al., 2022)

O reservatério Itupararanga (Figura 1) esta localizado em regido urbanizada da
bacia do Alto Sorocaba no Estado de Séo Paulo, trata também de uma sub-bacia do Rio
Tieté, e esta inserido na regido metropolitana de Sorocaba, que possui grande importancia
social e econémica no estado de Séo Paulo (Frascareli et al., 2015). O Itupararanga (ITU)
foi construido para multiplos propoésitos de uso, por exemplo, abastecimento publico de
agua para quase 1 milhdo de pessoas e geracdo de energia elétrica que apresenta
distribuicdo privada (Barbosa et al., 2021). O ITU esta na altitude de 849 m, o canal
principal do reservatério tem 26 km de extensdo e a profundidade média é de 7,8 m,
chegando a 21 m e com volume de 286 m® (Machado et al., 2022; Cardoso-Silva et al.,
2021).
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Fig. 1. Mapa do estado de Séo Paulo, incluindo as cidades de S&o Paulo e Sorocaba, onde estdo localizados
0s reservatérios Guarapiranga e ltupararanga com as respectivas estacdes de amostragem, indicados por
pontos pretos. Em destaque estdo representadas as zonas de 1 a 3 (zona 1: fluvial: listras; zona 2:

intermedidria: pontilhado; e zona 3: lacustre: quadriculado). Fonte: Autoria propria.
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Coleta e amostragem

Foram adotados 0s mesmos procedimentos e critérios para os dois reservatorios.
Cada reservatorio foi dividido em trés por¢des subdivididas em trés pontos amostrais,
sendo uma porcdo a regiao fluvial do reservatorio, outra porcdo intermediaria na zona
central e a Gltima na por¢do lI6tica, zona da barragem (Figura 1). As coletas foram
realizadas no ano de 2019, a coleta foi realizada em triplicata, totalizando assim 27

amostras por reservatorio.

As estacdes de coleta foram georreferenciadas (GPS, modelo Garmin Montana
600, com datum WGS-84) e o sedimento superficial foi coletado com o auxilio de
amostrador de fundo tipo “Lenz”, de 5 L, versdo modificada do modelo Ekman-Birge
(Leal et al., 2018). Foram amostrados os sedimentos superficiais (até 10 cm de
profundidade), para isto, foi utilizado o “fatiador” do amostrador. As amostras foram

acondicionadas em frascos de plésticos de 2000 mL e transportadas sob refrigeracao,
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entre 4 + 2°C, e no Laboratdrio de Limnologia, campus capital da Universidade de S&o
Paulo, foram mantidas em refrigeradores (4°C no escuro) até a montagem dos ensaios
(ANA, 2011).

Caracterizacdo dos metais

Para os sedimentos, aliquotas de 200 g do sedimento foram retiradas e, secas a
60°C por 6 dias. Posteriormente, as amostras foram trituradas em gral de vidro e, passadas
por uma peneira de 2 mm. Foi pesado 1 g de sedimento triturado, que foi digerido por
acido nitrico, peréxido de hidrogénio e &cido cloridrico (Merck®, Alemanha) seguindo o
protocolo 3050B (USEPA, 2010). A determinacdo dos metais foi em espectrémetro de
emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente — ICP-OES (modelo Agilent
Technologies 700), e os resultados foram expressos em mg.kg? de peso seco de

sedimento.

Os resultados obtidos foram comparados com os valores guia de qualidade de
sedimentos (VGQS) oriundos das Diretrizes Canadenses de Qualidade de Sedimentos
(CCME, 2001). Estes valores foram baseados em testes toxicologicos agudos e cronicos
e os valores variaram onde os efeitos adversos a biota podem ser limiar ou improvavel
(TEL, threshold effect level) e provavel (PEL, probable effect level), os valores entre
intermediarios PEL e TEL os efeitos sdo incertos (Pompéo et al., 2013). Os valores
também foram comparados com o valor de referéncia regional (VRR) propostos por
Nascimento & Mozeto (2008) para 0 GUA e por Cardoso-Silva e colaboradores (2021)
parao ITU.

Manutencéo dos organismos-teste

Os peixes D. rerio (zebrafish) foram mantidos segundo a normativa NBR 15088
(ABNT 2016b). Os peixes permaneceram em quarentena de 1 més antes do inicio dos
ensaios, em aquarios de 60 litros (4048 mg.L* de CaCOs, pH 6,5-7,3 e temperatura
26x1°C), mantendo a proporcdo de até trés peixes por litro, em fotoperiodo (12h claro/
12h escuro). A alimentacio foi oferecida trés vezes ao dia (ragdo comercial Tetramim®
com 97% de proteina bruta, fornecida ao inicio da manha, inicio da tarde e final da tarde)
de forma ate a saciedade (Campagna et al, 2008; Fracéacio et al, 2009). No dia do ensaio,
foram separados grupos com oito D. rerio para iniciar 0s ensaios de maneira aleatoria,

mas manteve uma proporc¢do entre machos e fémeas (Novaes et al., 2018).
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Ensaio de toxicidade com sedimentos

Para cada estacdo de coleta no reservatorio, foi realizada homogeneizagdo dos
sedimentos, de maneira igualitaria entre as réplicas por estacdo, de forma a compor uma
amostra mais expressiva do cenario do reservatorio. Para o controle foi utilizado
sedimento artificial, areia de aquarismo, calcinada por 1 hora a 500° C.

Os aquarios experimentais ficaram em aeracdo constante, permanecendo sem
organismos por sete dias para estabilizacdo dos pardmetros pH, oxigénio dissolvido,
temperatura e turbidez. Apds o periodo de estabilizacdo, os pardmetros foram apurados
com uma sonda multiparametros (Akso AK88).

Os aquarios foram dispostos aleatoriamente sobre a bancada, com a estabilizacao
do pH, foram introduzidos oito peixes por réplicas dos diferentes tratamentos (n=24). O
ensaio semi-estatico para determinar a toxicidade cronica dos sedimentos aos organismos
durou 21 dias (ABNT, 2016a; ABNT, 2016b, Novaes et al., 2018). Os testes cronicos
com amostras de sedimento foram realizados com triplicatas, sob condicGes de
temperatura entre 25°C £ 2°C e fotoperiodo de 12 horas. O sistema de ensaio foi montado
em aquarios de 2L, compostos de 1/4 de sedimento e 3/4 de agua (ABNT, 2013). Os
peixes foram alimentados durante o ensaio duas vezes ao dia até a saciedade. Para
manutencdo da qualidade de agua, trocas parciais de 1/3 do volume de agua foram
realizadas a cada 3 dias. A letalidade foi verificada e registrada a cada 12h e os
organismos mortos foram retirados e formalizados ou congelados, dependendo da anélise.

No final do experimento, os parametros da dgua foram obtidos para comparacéo.
Os peixes nao foram alimentados no ultimo dia, para que ndo ocorresse revolvimento do
sedimento pelos peixes na busca pelo alimento, o que poderia, eventualmente, alterar a

turbidez dos aquarios.
Analise de metais nos peixes

Os metais nos tecidos foram determinados segundo a metodologia de Meche et al.
(2010) com adaptag0es, pelo tamanho diminuto dos peixes, foi utilizado todo o organismo
e ndo apenas o0s 6rgdos. As amostras foram secas em estufa a 60 °C por 96h e, apds este
periodo foram macerados. A digestdo ocorreu em microondas MARS 5 (CEM, Matthews,
NC) e para tanto foi utilizado 0,5 g da amostra de cada tratamento em duplicata, em tubos
de teflon com 10 mL de acido nitrico (HNOs) (Merck®, Alemanha), com programa de
digestéo de peixes do equipamento. As amostras foram filtradas e avolumadas a 25 mL
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com agua ultrapura em baldes volumétricos. A leitura ocorreu por espectrometria de
emissdo dptica com plasma — ICP-OES (modelo Agilent Technologies 700), os resultados
foram expressos em pg.gt. As amostras para quantificacdo de metais foram armazenadas

em geladeira a 4°C até o dia da leitura.
Eutanésia dos organismos e fixacdo para histologia

Para a histologia, os peixes zebras foram dessensibilizados com auxilio de solugéo
de 50 mg de eugenol em 1 litro de agua (Kristen et al., 2021). Com a verificagdo da
sedacdo profunda, os peixes eram eutanasiados pela permanéncia na solucao por mais de
10 minutos. Posteriormente, era seccionada a porcdo posterior da nadadeira caudal do

corpo dos peixes.

Os D. rerio foram fixados em solugdo Bouin por 72 horas seguidas por solugédo de

formol 10% tamponado por até 7 dias, segundo Moore et al. (2002).

Os tecidos fixados foram desidratados com etanol em concentracdes entre 70% a
100%, apo6s foram infiltrados em xilol e, embebidos em parafina. Finalizado o
processamento, os tecidos foram emblocados ¢ cortados com 3um de espessura e corados
com hematoxilina e eosina (HE). Quando necessario, foram usadas coloracdes especificas
como Perls, Rodamina e Acido Periédico de Schiff (PAS).

Anélise histopatoldgicas

A andlise das laminas foi realizada em microscopio de luz, Eclipse NiU, (Nikon®,
Japao) com camera digital DSU3 acoplada nos aumentos de 40x, 100x, 200x, 400x e
600x. As analises foram conduzidas por dois observadores, que desconheciam a

identificacdo dos animais e do grupo de experimentagéo.

A analise de 6rgédos, os calculo e analise dos indices de alteragdes histopatologicas
foram adaptados de Bernet et al. (1999). As alteragdes microscépicas foram classificadas
em cinco padrdes de reacdo (rp): circulatorio, degenerativo ou regressivo, inflamatério,
proliferativo, neoplésico e, para este estudo, um sexto padrao relacionado a infestacédo
parasitaria foi incluido, mas, apenas com carater qualitativo. Cada alteragéo teve um fator
de importancia variando de 0 a 3, associado a relevancia patoldgica. A extensdo da lesdo
variou também de 0 a 6. indices de lesdo foram calculados para cada 6rg&o avaliado, com

finalidade de padronizar os achados histopatoldgicos, e a comparagéo entre os individuos.
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Foi calculado o indice para cada 6rgdo (I-Org) e o indice total (I-Tot), para avaliar o
estado de saude dos organismos. O indice I-Tot foi obtido a partir da somatéria dos 1-Org
das brénquias, figado e rim.

A avaliacdo microscopica dos 6rgdos dos peixes que morreram durante o periodo
experimental ndo foi realizada em decorréncia da autélise. Nesta situacdo, foi atribuido o

grau méaximo de lesdo em todos os parametros.

Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de tabelas e foram consideradas a
frequéncia absoluta (n) e relativa para cada evento (%). A analise estatistica foi realizada
por meio do programa GraphPad Prism v. 9.4.1 para windows. O teste de Shapiro-Wilk
foi empregado para analisar a normalidade da distribuicdo dos dados. Para as variaveis
semiquantitativas e indices microscépicos obtidos da avaliacdo dos 6rgaos dos peixes, foi
utilizada a andlise de variancia (Anova one-way) e o teste ndo paramétrico Kruskall-

Wallis, seguido do pos teste de Dunn, sob nivel de significancia de p < 0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos as respostas teciduais em Danio rerio apds a exposicao
de 21 dias aos sedimentos superficiais dos reservatorios Guarapiranga e ltupararanga.
Foram quantificados os metais toxicos no sedimento e nos peixes, e as branquias, figado

e rins foram avaliados microscopicamente.

As concentracBes médias dos metais nos sedimentos nas trés porcbes dos

reservatorios estdo na tabela 1, conjuntamente com os seus desvios-padrao.
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Tabela 1. Concentracfes médias com desvio-padrdo dos metais cobre (Cu), cromo (Cr), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn) nas amostras de sedimento dos reservatdrios
Guarapiranga (GUA) e ltupararanga (ITU) nas diferentes zonas de coleta. *VGQS: valores guia de qualidade do sedimento; VRR: valor de referéncia regional.

Metais (mg.kg™?)

Reservatério GUA ITU VGQS

Estaces Fluvial Intermediario Barragem Fluvial Intermediario Barragem TEL PEL VRR VRR
(GUA) (ITY)

Cr 47,27+0,25 43,91+9,78 42,44+6,71 48,71+4,75 47,20+2,32 45,96+2,29 37.3 90 36 32,7

” Cu 22,85+1,80 437,60+246,69 4076,75+1919,78 33,48+3,62 27,25+2,75 21,10+0,99 35.7 197 18 19,2

§ Ni 9,72+0,38 11,99+1,89 15,84+2,54 13,5940,65 18,06+0,75 19,59+0,84 18 36 23 8,7

E Pb 18,10+2,20 24,00+2,59 35,3616,80 23,06+4,14 22,31+1,05 26,24+1,15 35 91.3 30 25,8

Zn 144,72+9,17 106,38+16,84 120,46+20,24 59,32+8,26 55,49+1,05 62,3240,73 123 315 82 40,8

Fonte: Autoria propria.
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A comparacdo das concentracdes de metais no sedimento entre 0s reservatorios
resultou em diferenca estatisticamente significante em relagdo ao Cu (p=0,0001),
enquanto os outros metais mostraram concentragdes similares (p>0,999). Entretanto,
quando comparamos com os valores de background (Tabela 1) propostos por Nascimento
e Mozeto (2008), as concentracdes de Cu detectadas estavam acima do VRR na zona
fluvial, ja para o Cr e Zn, as concentracdes estavam acima do VRR em todas as zonas.
Para o Pb, as concentragdes estavam acima do VRR apenas na barragem. No GUA as
zonas fluvial (entrada) e barragem (saida do reservatorio) mostraram que ha diferenca
significante em relacdo a concentracdo de metais como um todo (p<0,0001). Quando
comparados aos limites lineares e provaveis de toxicidade preconizados pelo CCME
(2001), o Unico metal acima de PEL foi o Cu nas zonas intermediaria e barragem. Em
vista os valores de TEL, os outros metais ficaram acima em pelo menos uma zona, com

excecao do Ni que ndo apresentou valores acima de TEL em nenhuma zona.

No ITU néo houve diferenca significativa (p>0,999) entre as concentracGes de
metais analisadas em relacdo as zonas de amostragem. Quando analisada as
concentracdes obtidas com 0 VRR (Tabela 1) proposto por Cardoso-Silva e colaboradores
(2021), as concentracdes de Cr, Cu, Ni e Zn ficaram acima do VRR em todas as zonas do
reservatorio. Enquanto o Pb, os valores ficaram acima do VRR apenas na area da
barragem. Quando analisado o potencial toxico a biota, nenhum dos metais teve
concentragdes que ficaram acima dos valores de PEL, mas os valores de Cr ficaram acima
em todas as zonas, enquanto o Ni, os valores ficaram acima nas zonas intermediaria e

barragem.

As concentragdes do Cu no sedimento foram estatisticamente diferentes
(p=0,0052) entre os reservatorios, sendo que a concentracdo média de Cu no GUA foi
aproximadamente 200x maior do que no ITU na regido da barragem (Tabela 1). Biamont-
Rojas e colaboradores (2022) quantificaram as concentracGes deste metal no 1TU, e
encontraram concentragdes entre 21,82 e 56,62 mg.kg?, ou seja, maior do que no Nosso
estudo. Enquanto no GUA, Leal e colaboradores (2018) obtiveram concentracdes de até
3011.99 mg.kg?, inferior ao detectado por nos. A elevada concentragdo de Cu no
sedimento do GUA pode ser associada a aplicacdo sistematica de sulfato de cobre

(CuS0.), diferentemente ao detectado no ITU.

A concentragdo de Cr também chama atengéo nesse estudo. O Cr esta acima do

valor TEL, mas abaixo do valor de PEL, ficando em um limiar de toxicidade incerta
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(CCME, 2001). Atualmente, este metal € um dos mais preocupantes do ponto de vista
ecotoxicoldgico, pois, dependendo do estado de oxidacéo, é citotoxico e bioacumula no
figado/hepatopéncreas de peixes (Velma et al., 2009), que podem ou ndo ser consumidos
pelos seres humanos e virem a ser toxicos. A presenca de Cr no sedimento possivelmente
estd associada aos residuos organicos metalicos de fontes agricolas decorrentes de

atividades antrépicos no entorno de ambos os reservatérios (Baggio; Horn, 2008).

Os reservatorios estdo sujeitos a efeitos hidrodindmicos, que propiciam a
concentracdo dos metais em maior quantidade na regido da barragem, por influéncia da
profundidade e da baixa velocidade do fluxo de agua (Zhu et al., 2019). Tal fenbmeno
ficou evidente nos dois reservatorios, uma vez que as concentracdes dos metais Pb e o Ni
formaram um gradiente de concentracao crescente conforme o fluxo de 4gua seguiu em
direcdo a barragem. Tal efeito ndo é reconhecido para 0 Cu e demais metais, uma vez que
a aplicacdo de sulfato de cobre ocorre especificamente por acdes antropicas apenas na
barragem de GUA.

As concentracdes médias e seus respectivos desvios-padrdo obtidas nos tecidos

dos peixes expostos aos sedimentos estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Concentracdes médias com desvio-padrdo dos metais cobre (Cu), cromo (Cr), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn) nas amostras nos tecidos dos peixes expostos
aos sedimentos em diferentes zonas dos reservatérios Guarapiranga (GUA) e Itupararanga (ITU) e grupos controles.

Metais (ug.g?)

Reservatorio GUA ITU
Estacdes Fluvial Intermediario Barragem Controle Fluvial Intermediario Barragem Controle
Cr 2,37+0,33 1,69+0,36 1,86+0,21 1,74+0,19 1,2310,07 1,2310,21 1,16+0,15 0,94+0,22
Cu 7,38+1,30 14,82+10,55 909,88+1156,59 8,40+0,17 3,72+0,40 3,33+0,22 3,37+0,10 3,61+0,69
Ni 2,84+2,08 ND 2,24+1,96 3,3310,86 1,19+0,54 1,16+0,16 1,19+0,25 0,77+0,54
Pb ND ND ND 4,11+2,91 ND ND ND ND
Zn 549,93+32,23 665,12+73,05 774,84+150,19 623,73+4,25 256,66+23,00 259,35+30,68 253,07+0,18 243,6614,25

*ND: ndo determinado. Fonte: Autoria propria.
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A deteccdo de metais nos zebrafish expostos por 21 dias aos sedimentos do GUA
mostrou que estes diferem para maior concentracdo de Cu e Zn em relagdo ao basal
detectado nos peixes do grupo controle e essa diferenca é estatisticamente diferente, cujos
valores de p foram <0,0298 e <0,0001, respectivamente. O mesmo ndo ocorreu no ITU,

em que as concentracfes dos metais analisados ndo diferiu entre os grupos.

Durante o0s ensaios, apenas no GUA ocorreu mortalidade dos peixes expostos em
38,9% (14/36) e apenas nos zebrafish expostos ao sedimento da zona da barragem. A
concentracdo média de Cu observada nos organismos da zona da barragem foi 108x maior
do que no controle (Tabela 2). Novaes e colaboradores (2018) expuseram cronicamente
peixes D. rerio a 9 pug.L* de Cu e verificaram leses histopatoldgicas nos figados
caracterizadas por vacuolizacdo hepatocelular devido ao acumulo de lipideos e
glicogénio, e este processo de degeneracao hepatocelular pode estar associada a disfuncéo
aguda hepética e comprometimento da homeostasia acarretando em morte aguda de parte
da populacdo exposta. Neste estudo de Novaes e colaboradores (2018), ndo foram
descritos dados da qualidade da agua, como pH. No nosso ensaio, o pH do aquério deste
grupo apresentou acentuada queda apds a introducdo dos peixes em decorréncia da
agitacdo do sedimento (inicial: 7,03 — final: 3,37), tal fato pode ter contribuido para
ocasionar o Obito destes espécimes, uma vez que sdo sabidamente sensiveis a queda
abrupta do pH da agua (Li et al., 2019). Por outro lado, a mortalidade e a observacédo de
degeneracdo vacuolar hepatocelular resultantes da exposicdo ao sedimento da zona da
barragem do GUA reproduzem os efeitos toxicos de elevada concentracdo de Cu, como
descrito previamente na literatura (Zheng et al, 2016; Novaes et al., 2018; Javed et al.,
2019). Tal fato, pode indicar importante efeito toxico da utilizacéo crénica de sulfato de

cobre nesta zona do corpo hidrico e sugerir reducdo deste uso em curto e médio prazo.

Muitos contaminantes afetam os processos fisioldgicos da biota aquatica, mas 0s
metais tém grande influéncia nos organismos (Machado et al., 2016). O Cu é um dos
metais essenciais para a homeostase e para as fungdes de varios processos biologicos em
peixes, este metal é frequentemente detectado em altas concentracBes em ambientes
aquaticos, principalmente em reservatérios com manejo quimico de organismos
fotossintetizantes (Kamunde & Wood, 2004; Pompéo et al., 2013). Apesar do Cu se ligar
fortemente a particulas em suspensédo e ao sedimento, alguns compostos de Cu ficam
sollveis e podem estar biodisponiveis para a biota ndo alvo (Rehman et al., 2019; Adams
et al., 2020).
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Além da mortalidade, outros efeitos podem ocorrer nos organismos expostos a
metais, como alteracbes comportamentais, enzimaticas e morfologicas (Kienle et al.,
2009; Silva et al., 2018; Singh; Saxena, 2020). Bioensaios realizados por Carvalho e
Fernandes (2019) avaliaram o efeito in vitro do Cu em diferentes pH e temperaturas no
sangue e figado de peixes curimbatas (Prochilodus lineatus) e mostraram alteracfes nas
enzimas hexoquinase, fosfofrutoquinase, piruvato quinase, lactato desidrogenase e
glicose-6-fosfato desidrogenase. Alteragcdes enzimaticas e estresse oxidativo provocadas
pelo CuSO4 podem acarretar alteragcdes morfoldgicas no figado e nos rim (Varanka et al.,
2001). Shaw e colaboradores (2012) relataram maiores concentra¢des de Cu em branquias
e figados de espécimes juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quando expostos
a concentragdes de CuSOs e nanoparticulas de Cu, sendo que as concentracdes em

branquias e em figado variaram ao longo da exposicao.

A figura 2 exemplifica as principais alterac@es histopatoldgicas dignosticadas nos
zebrafish controles. Dentre as alteragfes observadas em branquias, sem diferenca
estatistica entre os grupos controles (p=0,4166), este grupo exibiu: ruptura de células
pilares (GUA e ITU), formacdo de condrocistos decorrentes de condrodisplasia e
presenca de metacercarias de trematddeos digenéticos (GUA e ITU), aneurisma focal de
lamelas secundarias e foco de processo inflamatério agudo ou crénico (GUA). No figado,
foi diagnosticado degeneracdo vacuolar microgoticular difusa (GUA e ITU) e
trematodeos digenéticos (ITU), em que houve diferenca estatistica entre 0s grupos

controles (p=0,0008). No rim, sem diferenca estatistica ente os grupos controles
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(p=0,0504), alteracGes regressivas como depdsito de goticulas hialinas e de pigmentos

castanho claros em epitélio tubular (GUA e ITU).

& R SRR A

~, A | >

Fig. 2: Fotomicrografias de tecidos de zebrafish. A- Branquias, condrocistos com metacercaria de
tremat6deos ao centro; distorcdo do eixo principal de branquias; B- Rim, goticulas hialinas diminutas no
citoplasma de células epiteliais tubulares proximais; C- Figado, espécime macho, vacuoliza¢do
hepatocelular decorrente de glicogénio; D- Figado, espécime fémea, vacuolizacéo hepatocelular decorrente
de glicogénio. HE, barra com aumento microscdpico. Fonte: Autoria propria.

As principais alteracfes microscopicas de branquias, figado e rins nos grupos

testes de GUA e ITU estdo exemplificadas na figura 3.
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Fig. 3: Fotomicrografias de tecidos de zebrafish, ensaio ecotoxicoldgico. A- Branquias, ruptura de células
pilares, fusdo de lamelas secundarias, hipertrofia de células interlamelares, condrocisto parasitario; B-
Branquias, ruptura de células pilares, dilatacdo vascular em lamelas secundarias, condrocisto parasitario;
C- Figado, espécime macho, degeneragdo vacuolar e goticulas hialinas hepatocelulares; D- Figado, hepatite
linfocitica focal, goticulas hialinas intracitoplasmaticas; E- Rim, depoésitos de pigmentos castanhos
intracitoplasmaticos em epitélio tubular proximal e intersticial; F- Rim, goticulas hilainas
intracitoplasmaticas em epitélio tubular proximal. HE, barra com aumento microscopico. Fonte: Autoria
propria.

As lesBes histopatologicas das branquias foram principalmente regressivas

degenerativas (rp 2) e progressivas (rp 3) caracterizadas respectivamente pela ruptura de
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células pilares e pelo processo de condrodisplasia com formacdo de condrocistos
parasitarios ao redor de metacercarias de trematodeos digenéticos associadas a
encurtamento das lamelas secundarias e fusdo lamelar; focos de aneurisma, hemorragia e
edema ocorreram em menor frequéncia (rp 1). Tais lesdes ocorreram em ambos 0s
reservatorios GUA e ITU, sendo que as zonas com maior intensidade de lesdes (maior
indice de lesdo por 6rgdo) foi na barragem com diferenca estatistica entre as zonas do
GUA (p<0,0001) e na zona fluvial de ITU com diferenca estatistica entre essa zona e a
intermediaria (p=0,0003) e a zona de barragem (p=0,0001). A Figura 4 apresenta a
distribuicdo destes resultados em relacdo ao padréo de resposta nos reservatorios GUA e

ITU, respectivamente.
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Fig. 4. Distribuicdo dos padrdes de resposta nos o6rgdos branquias, figado e rins dos D. rerio nos
reservatdrios Guarapiranga (GUA) e Itupararanga (ITU). *lorgbr — branquias; lorgf — figado; lorgr — rim.
Fonte: Autoria propria.

As principais lesbes diagnosticadas nas branquias foram regressivas ligadas a
presenca de parasitos, que ocasiona alteracdes estruturais de epitélio e de estroma (eixo)
e atrofia de lamelas secundarias nos dois reservatorios. Blazer e Gratzek (1985)
descreveram como metacercarias nas branquias de tretas e platis alteraram o eixo de
condrocitos, causando tortuosidade e fusGes nas lamelas primérias e, alteragdes no

epitélio das lamelas secundarias proximas, como fuséo.

As lesdes histopatologicas do figado foram principalmente degenerativas (padrdo

de resposta 2) caracterizadas por degeneracdo hepatocelular e depdsitos de goticulas
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hialinas (PAS positivas) e de pigmentos castanhos intracitoplasmaticos. Tais lesdes
ocorreram em ambos os reservatérios GUA e ITU, sendo que a zona com maior
intensidade de lesdes (maior indice de lesdo por 6rgédo) foi na barragem com diferenca
estatistica entre as zonas do GUA (p<0,0001). No ITU ndo houve diferenca estatistica
entre as zonas. No GUA foi diagnosticado hepatite aguda linfocitica focal em dois
zebrafish, sendo um da zona fluvial e outro da intermediéaria (figura 3D), na qual também
foram diagnosticados foco de necrose hepatocelular em dois peixes.

A Figura 5 apresenta a distribuicdo dos resultados de 10rg para cada Orgéao
analisado em relacdo ao padréo de resposta e as zonas nos reservatorios GUA e ITU,

respectivamente.
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Fig. 5. Distribuigdo dos indices dos 6rgaos (10rg) das branquias, figado e rins dos D. rerio segundo as
zonas de amostrais e 0s grupos controles dos reservatorios Guarapiranga (GUA) e ltupararanga (ITU).
Fonte: Autoria propria.

Camargo e Martinez (2007) analisaram as lesdes nos figados de curimbatas
expostos in situ em um ribeirdo urbano e diagnosticaram hepatdcitos hipertrofiados,
degeneracéo citoplasmatica e nuclear, agregados de melanomacréfagos e até mesmo um
caso de necrose focal em apenas 7 dias de exposi¢do. Novaes et al (2018) avaliaram 0s

figados de zebrafish expostos a concentracdes de Ni, onde foi relatado grande
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vacuolizacdo no parénguima com espacos entre os hepatdcitos, além de nucleos

picnoticos em hepatdcitos localizados na periferia da degeneracao vacuolar hepatocelular.

Os pigmentos castanhos nos hepatocitos ndo foram observados nos grupos
controles, mas ocorreu em todas as zonas dos dois reservatorios. Foi utilizada coloracéo
especifica rodamina para verificar se eram pigmentos de cobre, mas a coloracédo
especifica foi negativa. Thabet et al. (2019) relataram pigmentos, como hemossiderina,
nos hepatopancreas de Oreochromis niloticus (tilapias) expostos a sedimentos e aguas
com metais toxicos. Os autores também relataram que as principais alteraces hepaticas

foram regressivas, como degeneracéo hidrdpica e vacuolizacdo dos hepatdcitos.

As lesdes histopatoldgicas renais foram principalmente degenerativas (padréo de
resposta 2) caracterizadas por depositos de pigmentos castanhos e de goticulas hialinas
intracitoplasmaticas em epitélio tubular. Tais lesdes ocorreram em ambos 0s reservatorios
GUA e ITU, sendo que a zona com maior intensidade de lesGes (maior indice de lesdo
por 6rgdo) foi na barragem com diferenga estatistica entre as zonas do GUA (p<0,0001)
e no ITU as lesdes foram de menor intensidade que o grupo controle (Figura 5).

Naz et al. (2021) expuseram peixes da espécie Catla catla (carpa maior) a
diferentes contracbes de Cu, Cd e a mistura destes e relataram agregados de
melanomacrofagos, hipertrofia nuclear, lesdo glomerular, dilatacdo do lmen tubular e
necrose celular tubular, o que difere das alteracbes microscopicas descritas por nos.
Jordanova et al. (2017) analisaram os rins de peixes vardar chub (Squalius vardarensis)
de trés rios na Macedénia e relataram pigmentos de melanina, distribuidos por todo o
tecido hematopoiético renal. Os autores afirmaram que as maiores agregados de
pigmentos estavam nos peixes das areas com maior concentracdo de metais toxicos. Shah
et al. (2021) analisaram os rins de carpas capim (Ctenopharyngodon idella) expostas a
concentracdes letais de 15%, 50% e 85% de Pb, Cr e Cu em 24, 48, 72 e 96 h e
correlacionaram os efeitos das concentragcfes crescentes e o tempo de exposi¢cdo maior,
as lesdes foram tdbulos dilatados, vacuolizacdo do epitélio tubular e degeneragéo
hidropica epitelial tubular. Os autores afirmaram que as les6es celulares evoluiram para
degeneracéo hialina celular e presenca de granulos eosinofilicos intracitoplasmaticos. As
lesBes observadas no nosso ensaio diferem destes relatos, porém mostram que a exposicao
aos diferentes sedimentos ocasiona alteracdes similares renais e de baixa intensidade cuja

interpretagdo carece de significado até o0 momento.
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A tabela 3 apresenta as lesdes histopatoldgicas e sua frequéncia em porcentagem
de ocorréncias nos animais em branquias, figado e rim dos diferentes pontos de coletas
dos reservatorios Guarapiranga e ltupararanga.
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Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa de conferéncia de lesBes histopatol6gicas branquiais, hepéticas e renais em D. rerio expostos a sedimentos dos reservatorios
Guarapiranga (GUA) e Itupararanga (ITU). * peixes sem o sexo definido. Fonte: Autoria prépria.

GUA ITU
Lesoes Controle Fluvial Intermediario Barragem Controle Fluvial Intermediario Barragem
n=12 (%) n=36 (%) n=35 (%) n=22 (%) n=12 (%) n=36 (%) n=36 (%) n=36 (%)
Congestédo 0 7 (19,4) 9 (25,7) 4(18,2) 3(25) 7 (19,4) 6 (16,7) 9 (25)
Aneurisma 5(41,7) 9 (25) 8(22,8) 5 (22,7) 1(8,3) 6 (16,7) 4(11,1) 3(8,3)
Hemorragia 0 0 4(11,4) 0 0 1(2,8) 0 2 (5,6)
a Edema 0 0 0 0 2 (16,7) 1(2,8) 0 0
El Condrocistos 5(41,7) 19 (52,8) 25 (71,4) 8 (36,4) 9 (75) 31 (86,1) 30 (83,3) 25 (69,4)
& Parasito 5(41,7) 13 (36,1) 23 (65,7) 12 (54,5) 10 (83,4) 27 (75) 30 (83,3) 22 (61,1)
@ Ruptura de células pilares 12 (100) 25 (69,4) 28 (80) 22 (100) 3(25) 20 (55,6) 11 (30,6) 14 (38,9)
Inflamacéo aguda 5(41,7) 4(11,1) 0 1(4,5) 0 0 1(2,8) 0
Inflamagéo cronica 3(25) 8(22,2) 5(14,3) 2(9,0) 0 7(19,4) 0 0
Morte 0 0 0 14/36 (38,9) 0 0 0 0
n=12 n=36 n=36 n=22 n=12 n=36 n=36 n=36
Degeneragdo vacuolar 10(83,4) 31(86,1) 32(88,9) 17 (77,3) 11(91,7) 36 (100) 33(91,7) 31 (86,1)
Deposito de pigmento e goticulas hialinas 0 13 (36,1) 13 (36,1) 4(18,2) 0 9 (25) 15 (41,7) 12 (33,3)
° Congestédo 0 3(8,3) 0 0 0 0 0 0
g Hepatite aguda 0 1(2,8) 1(2,8) 0 0 0 0 0
Z Necrose 0 0 2 (5,6) 0 0 0 0 0
Granuloma 0 0 0 0 1(8,3) 0 0 0
Parasito 0 1(2,8) 0 0 3(25) 1(2,8) 6 (16,7) 2 (5,6)
Morte 0 0 0 14/36 (38,9) 0 0 0 0
n=12 n=36 n=35 n=22 n=12 n=36 n=36 n=36
Degeneracdo epitélio tubular 0 0 5(14,3) 0 0 0 0 0
Goticulas hialinas 5(41,7) 13 (36,1) 17 (48,6) 10 (45,5) 10(83,4) 16 (45,7) 4 (11,8) 3(8,3)
Deposito pigmento tubular 2 (16,7) 6 (16,7) 8 (22,8) 9 (40,9) 0 4 (11,4) 4(11,8) 5(13,9)
Depdsito pigmento glomérulo 0 0 0 0 0 0 1(2,9) 0
-;5; Deposito pigmento tecido hematopoiético 0 0 0 0 1(8,3) 2(57) 3(8,8) 1(2,9)
Necrose 0 0 1(2,9) 1(4,5) 0 0 0 0
Alteragdo estrutura tubular 0 0 0 0 0 0 0 1(2,9)
Edema intersticial 0 0 4(11,4) 1(4,5) 0 0 0 0
Morte 0 0 0 14/36 (38,9) 0 0 0 0
Proporgao entre sexo dos animais (F/M) 8/4 20/16 15/21 13/09 09/03 16/19 1* 17/18 1* 18/18
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Os ITots foram calculados considerando as lesdes de branquias, hepatocelulares
e renais e permitiram comparar o estado de satde dos zebrafish apds exposicéo de 21 dias
aos diferentes sedimentos. A tabela 4 apresenta os valores minimo, maximo, média,
desvio padréo e coeficiente de variacdo do indices de satde microscépicos (ITot) para
cada zona de cada reservatério. O ITot para o0 GUA foi 102,42 £ 230,32, enquanto no
ITU, o ITot médio foi 17,68 + 11,21. O célculo do ITot no GUA foi afetado pelos peixes
que morreram durante o ensaio. A Figura 6 apresenta a distribuicdo dos ITots obtidos.
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Fig. 6. Distribuicdo dos indices de satde microscépico (ITot) dos D. rerio segundo as zonas de amostrais
e 0s grupos controles dos reservatérios Guarapiranga (GUA) e Itupararanga (ITU). Fonte: Autoria prépria.

Tabela 4. Valores minimo, maximo, média com seu respectivo desvio padréo e coeficiente de variagdo do
indices de salde microscopicos (ITot) observadas nos animais expostos aos sedimentos das zonas de
amostrais e os grupos controles dos reservatorios Guarapiranga (GUA) e Itupararanga (ITU).

L. GUA ITU
Reservatorio
Controle Fluvial Intermediario Barragem  Controle Fluvial Intermediario Barragem
Média 22,50 24,19 14,03 13,19 1458 19,17 19,36 298,00
Desvio-padréo 13,47 12,50 8,91 6,98 15,08 14,86 16,45 351,54
Méximo 48 65 37 26 48 55 70 745
Minimo 6 7 4 0 4 0 2 1

Fonte: Autoria propria.
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O valor do ITot da zona da barragem do GUA mostra valores elevados em
comparacdo aos demais dados. As concentracdes de Cu e alteracBes antrdpicas nas
proximidades da barragem, como ocupacéo do solo, lixiviacdo do solo e langcamento de
esgoto domésticos contribuem para a qualidade e intensidade poluentes neste local.
Semensatto e colaboradores (2021) salientaram que o descarte de esgoto doméstico bruto
é a principal ameaca a qualidade do reservatério de GUA, porém néo € o Unico, a perda
de cobertura vegetal no entorno também afeta diretamente a qualidade e propicia a
lixiviacdo do solo. Tais fatores podem estar relacionados com a qualidade do sedimento

e consequente mortalidade de zebrafish ocorrida durante o ensaio toxicologico realizado.

A zona da barragem dos reservatdrios sdo areas mais sensiveis com relacdo aos
metais, e em locais com aplicagéo de algicidas como vista no GUA, as concentracfes
destes metais tendem a serem maiores do que no restante do reservatério. O
monitoramento frequente da qualidade da dgua é essencial para a saude publica e protecao
ambiental, estudos de biomonitoramento podem determinar areas vulneraveis que
necessitam de mais ac¢des (Passos et al., 2022), como mostrados aqui por nés a zona da
barragem. O aumento da densidade populacional em associacdo com as mudangas no uso
do solo pode influenciar a entrada de substancias quimicas que interferem na qualidade
da agua e consequentemente na qualidade do sedimento e na satde de peixes (Brito et al,
2018).

Os metais aqui analisados podem causar alteracdes teciduais por si s6 e analisados
isoladamente nos peixes, porém eles ndo sdo 0s Unicos elementos presentes nos
sedimentos dos corpos hidricos e a analise em conjunto é complexa e pouco factivel e
reproduzivel. No entanto, a observacdo do evento morte no ensaio conduzido por nos
aliado as demais alteracdes histopatoldgicas de baixa intensidade apresentadas podem
representar os danos teciduais que possivelmente ocorram em peixes expostos ou
mantidos em condicdes ambientais similares as reproduzidas por nés. Lopes-Doval et al.
(2017) estudaram nutrientes, pesticidas e poluentes emergentes na Guarapiranga, como
cocaina, atrazina e estradiol, e afirmaram que é necessario monitoramento constante neste
reservatorio, pois existem variaces em relacdo a presenca e concentragdo destas
substancias, ainda comentaram que a falta de saneamento e submoradias no entorno do
reservatorio contribuem para a degradacdo do reservatorio, o que pode ter sido

reproduzido nos ensaios com os diferentes sedimentos.
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A utilizacao de histopatologia para avaliar respostas subletais foi interessante e se
mostrou eficiente para apontar possiveis danos celulares, 6rgdo mais acometido, ambiente
com deterioracdo da qualidade dos corpos hidricos. No nosso ensaio, o figado e o rim
mostraram lesdes subletais de baixa intensidade, por serem 6rgdos depuradores. Atli
(2020) afirmou que os efeitos diretos do metal toxico podem desencadear diferentes
resposta, isso € devido a natureza de cada metal e como ele se comporta em diferentes
tecidos. O autor também salienta que a utilizacdo de biomarcadores de estresse oxidativo

pode definir melhor os efeitos direto dos metais nos tecidos.

Em suma, os resultados dos ensaios de ecotoxicidade crénicos demonstraram a
ocorréncia de efeitos toxicos de baixa intensidade em todas as zonas amostradas nos
diferentes tecidos analisados. A zona da barragem no GUA, que apresenta caracteristicas
de sedimento com maior concentracdo de Cu e Zn, foi a Gnica que ocosionou mortalidade

dos zebrafish, que foi a lesdo maxima possivel avaliada neste estudo.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de ensaios ecotoxicologicos com zebrafish para avaliagdo da
toxicidade de sedimentos dos reservatdrios mostrou ser adequada, satisfatoria e
possibilitou diagnosticar e caracterizar efeitos letais e teciduais subletais em branquias,
figado e rins. Os efeitos demonstrados mostraram que locais com alta interferéncia
antrdpica, como a utilizacdo de sulfato de cobre como algicida em locais de captacdo de
agua para o abastecimento humano, exibem maior intensidade de lesdes incluindo
letalidade dos organismos testes. Os resultados mostrados e analisados reforcam que
atividades antropicas e de gestdo de reservatdrios precisam ser periodicamente revisadas
e constantemente biomonitoradas, inclusive com a utilizacdo de biomarcador de
exposi¢do de organismos as amostras ambientais com metais, como a analise

histopatoldgicas de tecidos de peixes.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Em vista a todos os dados levantados neste documento, é notavel a necessidade
de mudancas no modo de manejo e da gestdo do recurso hidrico no Estado de Séo Paulo.
Todos 0s quatro reservatorios estudados apresentaram algum nivel de impacto
antropogénico, que tendem a aumentar, caso nao sejam tomadas decisdes que

salvaguardem a qualidade da dgua e do sedimento.

As analises dos sedimentos sugerem que 0s reservatorios Broa e Itupararanga
tenham menor impacto antropico, em relacdo aos reservatorios Guarapiranga e Rio
Grande, o que foi concluido por meio das analises dos metais e de exposicao cronica dos
sedimentos ao peixe zebra. Porém, o reservatorio ITU apresenta niveis de metais acima
do valor de referéncia regional, sugerindo que a drenagem e a lixiviagdo da zona urbana
e rural proxima deste corpo hidrico contribua para 0 aumento destes metais.

A entrada de esgotos e a lixiviacdo do solo no entorno dos corpos hidricos acarreta
a degradacdo do ecossistema aquatico, além disso, o0 uso e ocupacdo do solo influéncia
nas concentracbes de determinados metais, como observado no capitulo 1. A
concentracdo de matéria organica e particulas do sedimento < 63um podem determinar a
biodisponibilidade dos metais para 0s organismos.

O manejo quimico com sulfato de cobre nos reservatorios da RMSP precisa ser
repensado, e 0 mais breve possivel, pois 0s niveis de cobre estdo tdo elevados que
influenciam diretamente a qualidade e a sobrevivéncia da biota aquéatica. Deve ser
salientado, contudo, o reservatdrio Rio Grande também apresenta niveis preocupantes de
outros metais além do cobre. Apesar que a maior presenca ndo resultou em maior
mortalidade dos peixes.

As analises de componentes principais das analises de sedimentos demonstraram
uma divisdo entre o0s reservatérios em grau de toxicidade teodrica: Rio
Grande>Guarapiranga>Itupararanga>Broa. Enquanto para o0s ensaios, a ordem foi
diferente: Guarapiranga>Rio Grande>ltupararanga=Broa.

As avaliagcdes de TEL e PEL mostraram que impactos antropicos podem estar
afetando os sedimentos dos reservatorios estudados levando a concentragfes de alerta.
No entanto, esses resultados fornecem uma avaliagdo ambiental em escala internacional,
sendo necessario o desenvolvimento de indices nacionais, referente aos critérios sazonais

do pais, que sofrem pressdes ambientais diferentes de outros locais.
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Lesdes histologicas de oOrgaos-alvo de metais se mostrou uma excelente
ferramenta para avaliar os efeitos subcronicos da exposicdo a metais em sedimentos
superficiais.

A utilizacdo de organismos para avaliar a toxicidade de matrizes ambientais
podem auxiliar na tomada de decisao e a tracar objetivos que visem a recuperacao desses
ecossistemas aquaticos. Recomenda-se também que estudos futuros considerem o0s
ensaios de toxicidade associados com biomarcadores de resposta, conjuntamente com as

analises fisico-quimicas dos sedimentos.

PUBLICACOES ORIUNDAS DA TESE

Foram publicados um capitulo de livro e um artigo em periodico, que auxiliaram

a fundamentacdo tedrica desta tese.

Capitulo: A Ecotoxicologia Como Ferramenta Na Avaliagdo Dos Mananciais Da
Regido Metropolitana De S&o Paulo: Apresenta uma breve revisdo sobre 0s
reservatorios da RMSP e o historico sobre as areas de estudo, sob o olhar da gestédo e
manejo empregado realizados nos Reservatdrios Guarapiranga e Billings. Disponivel em:
ASPECTOS DA ECOTOXICIDADE EM AMBIENTES AQUATICOS. ORGS:
POMPEO, M.; MOSCHINI-CARLOS, V.; LOPEZ-DOVAL, J.C., cap. 12, p. 190-207.
link: http://ecologia.ib.usp.br/portal/ecotoxicidade/

Artigo: Metais nos Sedimentos em Reservatorios: H& Toxicidade Potencial?: Avalia
a toxicidade potencial dos sedimentos superficiais a biota através de indices de qualidade
de sedimentos e determinar a heterogeneidade espacial de metais (Cr, Cu, Cd, Hg, Pb e
Zn) nos testemunhos sedimentares em diferentes pontos do reservatorios Guarapiranga,
Brago do Rio Grande e Billings. O intuito do estudo foi investigar o historico da
acumulacdo, baseando-se no fator de enriquecimento. Disponivel em: PERIODICO
SOCIEDADE & NATUREZA (QUALIS A2, AREA: CIENCIAS AMBIENTAIS). DOI:
10.14393/SN-V33-2021-58794 Recebido: 11 janeiro, 2021; Aceito: 23 junho, 2021;

Publicado: 25 agosto, 2021. O anexo apresenta a capa do artigo.
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TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS

Resumo expandido

Sedimentos do Reservatorio Guarapiranga: Testemunho Do Manejo Do Recurso
Hidrico. Em: 712 Reunido Anual da SBPC;

Anélise de Metais no Sedimento do Reservatério Guarapiranga (SP). Em: IX
Encontro Nacional de Pds-Graduacao;

Concentracfes de Cobre nos Sedimentos do Reservatério Rio Grande/SP. Em:
XVI Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia;

Resumo simples

Ensaio De Toxicidade De Sedimentos Do Reservatério Guarapiranga Com
Peixes. Em: XXVI Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli (1° colocada -
prémio de melhor trabalho apresentado);

Concentragcbes De Metais Toxicos Nos Sedimentos Do Reservatorio
Guarapiranga. Em: 111 Seminario Conectando Peixes, Rios e Pessoas;

Ensaio De Toxicidade Com Danio rerio De Sedimentos Do Reservatorio
Itupararanga. Em: 111 Seminario Conectando Peixes, Rios e Pessoas;
Heterogeneidade Espacial De Arsénio Em Sedimentos Do Reservatorio

Itupararanga. Em: 1V Seminario Conectando Peixes, Rios e Pessoas;
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Anexo

A) Certificado de aprovacdo CEUA.

I ! SS pUriversHadedeSﬁoPaulo

3N Instituto
4 de Biociéncias

www.ib.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Toxicidade de sedimentos superficiais de
reservatérios paulistas: uma abordagem espacial”, registrada com o n2 334/2018, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo Luiz Martins Pompéo e com a participagio dos
colaboradores Karen de Souza Ferreira (UNESP) e Lilian Rose Marques de Sa (FMVZ/USP),
que envolve a produgdo, manutengio ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n2
6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais — CEUA do Instituto de Biociéncias da Universidade de S3o Paulo, em
reunido de 19 de margo de 2019.

Vigéncia da autorizagdo: 19/03/2019 a 30/03/2022

Finalidade: Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem: Peixe/Danio rerio (Zebrafish, paulistinha)

Ne de animais: 1.000 (M) e 1.000 (F) Idade: adulto Total: 2.000 animais

Origem: Distribuidor de peixes ornamentais R.R.P. Peixes, Sdo Paulo - SP.

OBS.: Qualquer intercorréncia ou alteracdo do projeto em andamento deverd ser
previamente autorizada pela Comiss@o de Etica no Uso de Animais — CEUA-IB.

/w//

Prof. Dr ro August arlos Magno Fernandes
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
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Metals in the Sediments of Reservoirs: Is
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Abstract

Metals are important recognized for their potentially toxic character to
communities. in addition to being bioaccumulative in some organisms.
In this work, the concentrations of cadmium. chromium, copper, lead,
mercury, and zinc in sediments from three sampling points in the
Billings. Guarapiranga. and Rio Grande reservoirs (Sao Paulo. Brazil)
between the years 2008 and 2017 were evaluated. Data were compared
to regional reference values, to local legislation, and to sediment
quality values: threshold effect level (TEL), probable effect level (PEL),
and Sediment Assessment Criteria (CQS). Billings reservoir sediment
samples had the highest number of metals with contents above the
reference values and above the PEL. There were high copper
concentrations in the Guarapiranga and the Rio Grande reservoirs
probably due to the management system currently in use. which is
based on Copper Sulphate Pentahydrate. The data analyzed here
indicate that the lack of regionalized indexes with background values
and toxicity criteria for sediment. specific for each of these reservoirs.
is a great problem for more accurate and predictive analysis. This
study shows that the current contamination levels of the reservoir
sediments are reducing the water.
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