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RESUMO

SILVA, Nirlane Cristiane, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018.
Efeitos associados a micropoluentes de preocupacao emergente em corpo hidrico

de um municipio de médio porte. Orientadora: Ann Honor Mounteer. Coorientadora:
Déborah Neide de Magalhaes.

A contaminagdo dos recursos hidricos decorrente de uma série de compostos
contaminantes de preocupacdo emergente tornou-se um grande perigo para a saide
humana e animal nos dltimos anos. Esses compostos sdo substancias biologicamente
ativas, dentro dos quais se destacam os desreguladores enddcrinos e os antibidticos.
Podem atingir diversas matrizes ambientais, principalmente como consequéncia do
lancamento de esgoto, e desencadear efeitos adversos aos organismos expostos a
concentracdes traco. Como forma de identificar a presenca e os efeitos proporcionados
por esses contaminantes no ambiente, ensaios bioldgicos, andlises quimicas e
tecnologias de biologia molecular tém se mostrado ferramentas promissoras na
determina¢do desses compostos principalmente em corpos hidricos. Tendo em vista as
crescentes preocupagdes proporcionadas pela poluicdo no comprometimento do
ambiente e da biota aqudtica ressaltadas em inimeros trabalhos cientificos, esse estudo
objetivou avaliar o impacto do langamento de esgotos in natura associado a
contaminantes de preocupacdo emergente em dgua e sedimento do corpo hidrico a
montante ¢ a jusante do centro urbano de um municipio de médio porte. Indices
numéricos foram empregados para avaliar a qualidade da 4gua para usos multiplos
(abastecimento e protecdo da vida aqudtica) do corpo hidrico em amostras coletadas
mensalmente de janeiro a agosto de 2017. A presenca de atividade estrogénica foi
avaliada utilizando o ensaio YES (Yeast Estrogen Screen) e a composi¢c@o bacteriana e a
presenca de genes que conferem resisténcia a antibidticos foram acessadas por
metagendmica nas amostras de dgua e sedimento. Os ensaios biologicos YES, foram
complementados pela anélise cromatogréfica para identificar compostos estrogénicos. A
toxicidade cronica das amostras foi avaliada em ensaios de curta duracdo com a
microalga Raphidocelis subcapitata para a d4gua e com o cladécero Ceriodaphnia dubia
para o sedimento. Os resultados permitiram constatar a deterioracdo da qualidade da
dgua ap0s passar pela cidade e a péssima qualidade para a protecdo da vida aquadtica,
tanto antes quanto apds o centro urbano. Estrogenicidade foi observada nas amostras

coletadas a jusante do centro urbano em todos os meses de coleta, com concentragao

Xiv



mdxima em equivalentes de 17-B-estradiol (EQ-E;) de 31,5 ng/L, e a montante em
apenas um més de coleta, com concentragdo de EQ-E; igual a 0,28 ng/L. Foi possivel
identificar a presenca dos micropoluentes 4-octilfenol, 4-nonilfenol, bisfenol-A e 17-3-
estradiol nas amostras de dgua a jusante e 17-a-etinilestradiol a montante do centro
urbano. Genes de resisténcia a antibidticos foram verificados em todas as amostras
coletadas. Os ensaios ecotoxicoldgicos ndo correlacionaram com a presenca de
contaminantes de preocupacdo emergente verificados nas amostras de dgua e sedimento
pelos ensaios bioldgicos, andlise cromatografica e de biologia molecular. A combinagdo
de ensaios bioldgicos com anélises cromatogrifica e molecular mostrou que a polui¢do
do corpo hidrico devido a presenca de micropoluentes pode oferecer riscos ao
ecossistema aquatico e a saide humana, bem como a falta de prote¢ao adequada de um

dos mananciais de abastecimento da cidade.
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ABSTRACT

SILVA, Nirlane Cristiane, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2018. Effects
associated of micropollutants of emerging concern in a water body from a mid-
sized city. Adviser: Ann Honor Mounteer. Co-adviser: Déborah Neide de Magalhaes.

Contaminants of emerging concern in surface waters have become a serious human and
animal health hazard in recent years. Endocrine disruptors and antibiotics are among the
most worrisome of these biologically active compounds. They can spread to various
environmental compartments, mainly through sewage discharge to receiving waters, and
unleash adverse effects in exposed organisms at trace levels. Biological assays,
chemical analyses and molecular biology techniques have been shown to be promising
tools for identification of the environmental effects caused by these compounds,
especially in aquatic ecosystems. Given the growing concern regarding the presence of
micropollutants in surface waters reported in innumerous recent studies, the objective of
this study was to compare and evaluate effects associated with contaminants of
emerging concern in a water body, upstream from a municipal water treatment station
and downstream from the point of raw sewage discharge in a mid-sized Brazilian city.
Numerical indices were employed to evaluate water quality for multiple uses (water
supply and protection of aquatic wildlife) in samples collected monthly from January to
August, 2017. Estrogenic activity was quantified by the yeast estrogen screen (YES)
and the presence of antibiotic resistance genes (ARG) and bacteria (ARB) were detected
through metagenomic analysis of water column and sediment samples. YES results
were complemented by chromatography to identify estrogenic compounds. Chronic
toxicity was evaluated in short-term tests using the green algae Raphidocelis
subcapitata for water samples and the cladoceran Ceriodaphnia dubia for sediment
samples. Results showed water quality was deteriorated after passage through the city
and was improper for protection of aquatic wildlife both upstream and downstream of
the urban area. Estrogenicity was detected in all water samples collected downstream,
with a maximum concentration of 31.5 ng/L. 17-B-estradiol equivalents (E2-Eq). Only
one monthly sample collected upstream showed estrogenicity of 0.28 ng/L E2-Eq.
Micropollutants detected downstream from the sewage discharge point included 4-
octylphenol, 4-nonylphenol, bisphenol-A and 17-B-estradiol, while upstream only 17-0-
ethinyl estradiol was found. ARGs were found in all water and sediment samples

collected, both upstream and downstream of the urban center. Ecotoxicological results
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did not correlate with the presence of contaminants of emerging concern detected
through YES, chromatography or molecular biology. The combination of biological
assays with chromatographic and molecular analysis has shown that pollution of the
water body due to the presence of micropollutants can pose risks to the aquatic
ecosystem and human health as well as the lack of adequate protection of one of the

city's two drinking water sources.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo dos recursos hidricos ao longo dos anos tornou-se uma das principais
ameacas para o ecossistema aqudtico e para a populacdo em geral. Dentre as vdrias
fontes de contaminantes, destacam-se, atualmente, os contaminantes de preocupacdo
emergente (CPE). Essas substancias de origem antrépica ou natural compreendem as
classes dos farmacos, pesticidas, surfactantes, produtos de cuidado pessoal e hormdnios
que entram no ambiente por meio de fontes pontuais e difusas. A presenca desses
compostos, ja existentes no ambiente ha anos, tem recebido grande atencdo nos dias
atuais devido a capacidade de serem biologicamente ativos mesmo em concentracdes
traco.

Alguns estudos que investigaram a presenca e as possiveis implicacdes
decorrentes da exposicao aos CPE apontam as estacdes de tratamento de esgoto como a
fonte mais relevante de contamina¢do dos cursos d’ adgua, devido a baixa eficiéncia na
eliminacdo dessas substincias por processos convencionais de tratamento (CRISTALE
et al., 2013; JIANG; ZHOU; SHARMA, 2013; ESTEBAN et al., 2014; JASINSKA et
al., 2015; MAIER et al, 2015; KONIG et al., 2017; LAUNAY; DITTMER;
STEINMETZ, 2016; ZHA et al., 2017). Essa situacdo se torna mais grave no Brasil,
onde o saneamento bdsico € precério e as dguas residudrias sem tratamento prévio sao,
frequentemente, descartadas no meio ambiente.

Dentre os CPE que oferecem elevado perigo ao ecossistema aqudtico e a saide
humana, destacam-se os desreguladores enddcrinos, capazes de causar modificagdes no
funcionamento do sistema enddcrino, e os antibidticos, que podem selecionar no
ambiente microrganismos resistentes. Entretanto, no Brasil ainda s@o incipientes os
trabalhos que relatam a atividade estrogé€nica, resisténcia aos antimicrobianos e os
efeitos toxicos provocados por essas substidncias em ambientes como &dguas e
sedimentos de corpos hidricos receptores de esgoto.

Diante dessa realidade, a qualidade das d4guas superficiais sofre graves
alteracdes, uma vez que os micropoluentes ndo sdo monitorados rotineiramente e
estudos ecotoxicoldgicos ainda sdo limitados no pais. Dessa forma, pouco se sabe sobre
a presenca dos CPE em corpos hidricos no Brasil, o que contribui para o aumento de
danos ecoldgicos com risco de toxicidade a curto e longo prazo e, eventualmente, de

surgimento de doengas.



Métodos quimicos analiticos tém sido bastante empregados para identificar e
quantificar a presenca de CPE em amostras ambientais. No entanto, esses métodos se
mostram insuficientes na determinacdo dos efeitos bioldgicos provocados pela
exposi¢do a esses compostos. Quando aliado aos métodos analiticos, a utilizacdo de
bioensaios permite constatar a atividade bioldgica resultante da presenca dos CPE.
Assim, além dos pardmetros fisicos, quimicos e microbiolégicos convencionalmente
mensurados para avaliar e calcular indices de qualidade da 4gua torna-se necessdrio o
uso de bioensaios e tecnologias de biologia molecular para determinar a presenca de
estrogenicidade, resisténcia microbiana e efeitos toxicos provocados por esses
contaminantes em ambientes aquaticos.

O Ribeirdo Sdao Bartolomeu se encontra inteiramente no municipio de Vigosa-
MG. Serve como manancial de captacdo para duas estacOes de tratamento de dgua e
recebe o lancamento de esgotos ndo tratados ao longo do seu trajeto, provenientes de
atividades pecudrias, do campus da Universidade Federal de Vigosa, de residéncias,
comércios, hospitais e indudstrias, além de outras fontes poluidoras. Apds passar pela
area urbana, desdgua no Rio Turvo Sujo. Sabe-se que o langamento de esgotos contribui
para a deterioracdo da qualidade da dgua e é considerada a principal fonte de
contaminac¢@o por CPE no ambiente aquatico.

Apesar de ser alvo de intensa contaminagdo, o Ribeirdo Sdo Bartolomeu e o Rio
Turvo Sujo ainda ndo foram estudados com relagdo a presenca de CPE, o que serviu de
motivacdo para o desenvolvimento dessa pesquisa. Assim, o presente trabalho foi
realizado para comparar a qualidade da dgua superficial e dos sedimentos do Ribeirdao
Sao Bartolomeu e Rio Turvo Sujo, localizados a montante e a jusante, respectivamente,
do centro urbano do municipio de Vigosa, no que tange a efeitos associados a presenca

de CPE: atividade estrogénica, resisténcia a antimicrobianos e toxicidade.



2. HIPOTESE

Esgotos langados in natura no corpo hidrico que passa pelo centro urbano do
municipio de Vigosa — MG levam a efeitos associados a presenga de contaminantes de
preocupacido emergente, como desregulacdo enddcrina, alteracdo da diversidade e da
abundancia de genes de resisténcia a antibidticos e toxicidade cronica, que ndo sao

detectados em manancial localizado a montante da cidade.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar 1mpactos do lancamento de esgotos in natura associados a
contaminantes de preocupacdo emergente sobre a qualidade da 4gua e sedimento no
Ribeirdo Sao Bartolomeu localizado a montante e Rio Turvo Sujo a jusante do centro

urbano do municipio de Vigosa — MG.

3.2. Objetivos especificos

— Comparar a qualidade da dgua do corpo hidrico, a montante e a jusante do
centro urbano, sob o ponto de vista fisico, quimico e microbioldgico por
meio de indices numéricos.

— Avaliar a presenca e identificar compostos desreguladores enddcrinos no
corpo hidrico e sedimento, a montante e a jusante do centro urbano.

— Identificar e comparar a presenca de genes de resisténcia a antibidticos no
corpo hidrico e no sedimento, a montante e a jusante do centro urbano.

— Avaliar a presenca de toxicidade cronica no corpo hidrico e sedimento, a

montante e a jusante do centro urbano.



4. CONTEXTUALIZACAO TEORICA

4.1. Avaliacao da qualidade da agua por meio de indices numéricos

O comprometimento da qualidade das dguas de rios e reservatdrios, muitas vezes
utilizados para o abastecimento publico, se deve a diversidade e quantidade excessiva
de poluentes lancados constantemente no meio ambiente e a falta de sistemas de coleta e
tratamento dos esgotos gerados pela populacgao.

Os valores da concentracdo de poluentes presentes nos corpos hidricos t€m
pouco significado para o publico, uma vez que a interpretacdo dos dados requer um
conhecimento técnico mais aprofundado (VON SPERLING, 2007). Com o intuito de
facilitar a comunicag@o com o publico, o Indice de Qualidade da Agua (IQA) € bastante
utilizado, uma vez que permite classificar a qualidade das dguas utilizando apenas um
unico valor (VON SPERLING, 2007). Esse indice busca avaliar a qualidade das dguas
visando o abastecimento publico e reflete os impactos decorrentes do langcamento de
esgotos domésticos nos cursos d’agua. Em Minas Gerais, o Instituto Mineiro de Gestao
das Aguas (IGAM) adotou o IQA no projeto Aguas de Minas, responsivel pelo
monitoramento das dguas superficiais de bacias hidrograficas em vérios pontos no
estado (IGAM, 2018).

O IQA compreende uma associacdo de nove parametros considerados os mais
relevantes na avaliagdo da qualidade da 4gua, os quais incluem Escherichia coli, pH,
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), nitrato, fésforo total, temperatura, turbidez,
sOlidos totais e oxigénio dissolvido (OD). Esses pardmetros foram estabelecidos pela
National Sanitation Foundation (NSF) dos Estados Unidos, por meio de uma pesquisa
que agregou a opinido de um grupo de especialistas da drea para o desenvolvimento do
indice.

Além do monitoramento da qualidade da dgua visando o abastecimento publico,
outro indice, conhecido como Indice de Protecdo da Vida Aquatica (IVA), € utilizado
pela Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), visando a protecdo da
fauna e flora aquaticas (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). O IVA é composto pelo
Indice de Varidveis Minimas para a Protecio da Vida Aquética (IPMCA) e Indice de
Estado Tréfico (IET).

Esses indices sdo capazes de caracterizar a qualidade da dgua com base na
presenca de contaminantes quimicos toxicos, efeitos ecotoxicoldgicos, grau de trofia, ou

N

seja, quanto a presenca de nutrientes e crescimento de algas e macrdfitas, além de
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apontar a deficiéncia de parametros essenciais a biota aquética como pH e OD, sendo
considerado um dos indices mais completos na avaliacdo de ambientes aquaticos
(BUCCI; DELGADO; DE OLIVEIRA, 2015; DUARTE-DOS-SANTOS et al., 2016).
Embora o uso desses indices seja extremamente eficiente na avaliacdo da
qualidade das dguas devido a contaminacdo provocada pelo langamento de esgotos,
como mostra o estudo realizado por Medeiros et al. (2017), o IQA nao foi estabelecido
para constatar a presenca de CPE nos cursos d’adgua, o que torna indispensavel a
aplicacdo de bioensaios e outras técnicas como métodos auxiliares na identificagao

desses compostos.

4.2. Contaminantes de preocupacio emergente

Nas ultimas décadas, o acelerado crescimento populacional e a urbanizagdo vém
contribuindo para o aumento de danos a saude publica e a0 meio ambiente. Tal fato é
consequéncia da situacdo precéria do saneamento basico no Brasil, que ainda dispde de
poucos centros urbanos com coleta e tratamento de esgotos antes do langcamento no
meio aqudtico. De acordo com dados publicados pelo Sistema Nacional de Informacdes
sobre Saneamento (SNIS), em 2016 apenas 44,9% da populacdo brasileira foi atendida
com o tratamento de esgoto (SNIS, 2016).

O lancamento de esgotos nos corpos hidricos tem ocasionado a presenca de
contaminantes emergentes, proporcionando uma série de consequéncias negativas a
biota aqudtica e a satide humana, tornando-se uma questao de preocupacdo mundial. Os
contaminantes de preocupacdo emergente, também chamados micropoluentes, incluem
substancias de origem natural ou sintética, que vém sendo introduzidas no ambiente ha
muito tempo, mas por serem encontrados tipicamente em baixas concentracoes, tiveram
seus efeitos indesejdveis reconhecidos apenas nas ultimas décadas (MEFFE; DE
BUSTAMANTE, 2014).

Os micropoluentes compreendem as classes dos fairmacos, hormonios naturais e
sintéticos, produtos quimicos, industriais € de cuidado pessoal, como cosméticos,
desodorantes, fragrancias e filtro solar, entre outros (LUO et al., 2014). Esses
compostos apresentam capacidade de bioacumulagdo nos tecidos de animais e no
ambiente e podem ser detectados a baixas concentragdes, variando de micro a
nanogramas por litro (PENG et al., 2017).

Encontrados em diversas matrizes ambientais, os micropoluentes podem estar
presentes em aguas superficiais, subterraneas, lixiviado de aterro sanitdrio, efluentes
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industriais e hospitalares, dejetos de animais, esgotos domésticos, efluentes de estacoes
de tratamento e dgua potéavel (LI, 2014; OMAR et al., 2016; PLAHUTA et al., 2017;
SUN et al., 2016; ZHANG et al., 2017). As estacdoes de tratamento de esgoto
convencionais sdo insuficientes na eliminacdo de micropoluentes, uma vez que 0s
processos bioldgicos utilizados foram concebidos para remover poluentes orginicos
biodegraddveis, nutrientes e organismos patogénicos (AQUINO; BRANDT;
CHERNICHARO, 2013).

A liberagao continua de micropoluentes em corpos hidricos, também contribui
para o aumento da concentragdo dessas substancias no sedimento, ocasionando efeitos
adversos aos organismos presentes na coluna d’adgua assim como os de habitos
benténicos (PENG et al., 2017).

Bai et al. (2018) avaliaram a presenca de farmacos, produtos de cuidado pessoal,
pesticidas e hormonios, além de outros contaminantes emergentes em uma bacia
hidrografica impactada pela atividade antrépica nos Estados Unidos. Os pesquisadores
constataram a presen¢a de todos os contaminantes avaliados nas amostras de dgua. No
entanto, os farmacos apresentaram-se em maior concentracao, com uma média variando
de 10 a 25 ng/L. De acordo com os autores, o lancamento de dguas residudrias pode ser
considerado a principal fonte dos contaminantes na dgua. Além disso, a variacdo
sazonal também pode ter influenciado na diferenca de concentracdo entre os
contaminantes detectados.

Sodré et al. (2010) verificaram a presenca de micropoluentes na dgua para
consumo de um milhdo de pessoas na cidade de Campinas, Sdo Paulo, e detectaram
cafeina, bisfenol-A, colesterol e estigmasterol em todas as amostras coletadas,
prevalecendo na estagdo seca a presenca de hormonios naturais, como 17-B-estradiol e
estrona. Nesse mesmo trabalho, constatou-se no corpo d’agua, também usado para
descarte de esgotos domésticos, a presenca de todos os compostos citados
anteriormente, porém em concentracdes mais elevadas. Os resultados da pesquisa
indicaram uma forte associa¢ao entre a contamina¢ao por esgotos in natura € a presenca
de micropoluentes na 4gua no ponto de captacdo para abastecer a populacdo da cidade.

Embora seja constante a presenga desses contaminantes no meio ambiente, a
maioria ainda ndo € incluida em legislacdo vigente relacionada a qualidade da 4gua e
estudos relacionados a presenca desses micropoluentes emergentes no Brasil ainda sdo

pouco difundidos (MACHADO et al., 2016).



4.3. Desreguladores endécrinos

Dentre as classes de contaminantes de preocupacdo emergente, atualmente tem
se destacado os desreguladores enddcrinos, devido a sua capacidade de causar
alteracdes no sistema enddcrino. Os desreguladores enddcrinos sdo compostos
biologicamente ativos definidos como “agentes que interferem na sintese, secrecao,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonios naturais responsdveis pela
manutengdo, reprodugdo, desenvolvimento e, ou comportamento do organismo”
(USEPA, 1997).

Esses compostos podem ser produzidos naturalmente, a exemplo dos
fitoestrogénios em plantas, androgénios e estrogénios [estrona (E1), 17-B-estradiol (E2)
e estriol (E3)] presentes em humanos e animais. Também podem ser de origem sintética
como pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas (PCB), dioxinas, bisfenol-A (BPA),
contido em plastificantes, substancias farmacéuticas, a exemplo do 17-a-etinilestradiol
(EE2) utilizado em contraceptivos, e octilfenol (OP) e nonilfenol (NP), presentes em
surfactantes, entre outros (OMAR et al., 2016).

As substincias estrogé€nicas presentes no ambiente sdo conhecidas como
exoestrogénios ou estrogénios ambientais € podem intervir no sistema enddcrino por
diferentes mecanismos de a¢do, sendo que o mais estudado € pela via de receptores de
horménio (BILA; DEZOTTI, 2007). Esse mecanismo pode desempenhar uma agdo
agonista ou antagonista quando ha interacdo do receptor hormonal com os compostos
estrogénicos. O efeito agonista permite elucidar uma resposta na presenca de compostos
que mimetizam os efeitos dos hormonios quando ligados ao receptor, jd o antagonista
inibe a resposta por bloquear o efeito do hormonio (BILA; DEZOTTI, 2007).

A exposicao aos desreguladores enddcrinos, mesmo em baixas concentragdes
(ng/L a pg/L), pode conduzir a efeitos negativos a saide humana e animal, em virtude
da capacidade que os receptores hormonais t€ém de se ligarem a outros compostos
quimicos e assim produzir uma resposta (KE et al., 2015). Algumas consequéncias
verificadas por Vos (2000) e Ismail (2017) incluiram a mudanca de sexo, reducdo no
crescimento, alteracdo na reproducdo e no comportamento em peixes, mamiferos,
répteis e moluscos. Outros efeitos também foram observados por Pal et al. (2010), os
quais incluiram baixa fertilidade, ocorréncia da modificacdo sexual e de Orgdos
reprodutivos de animais aqudticos como peixes e anfibios.

Os compostos estrogénicos apresentam caracteristica lipofilica e podem

bioacumular-se ao longo do tempo de exposicdo. Desse modo, animais que se



encontram em niveis superiores da cadeia alimentar possuem concentracdoes mais
elevadas de estrogénios no corpo quando comparado aos animais de niveis tréficos
inferiores (VILELA; BASSIN; PEIXOTO, 2018).

Em seres humanos, alguns estudos apontam a ocorréncia de infertilidade,
aumento da incidéncia de cancer de testiculo e reducdo na qualidade do sémen em
homens, cancer de ovdrio, mama e utero em mulheres e puberdade precoce
(ANNAMALAIL NAMASIVAYAM, 2015; SIFAKIS et al., 2017).

Os hormonios estrogénicos sdo excretados nos esgotos principalmente por meio
de dejetos de animais fémeos (BILA; DEZOTTI, 2007). Como consequéncia do intenso
lancamento de esgoto em corpos hidricos, alguns desses compostos podem tornar-se
persistentes, devido a continua introdu¢do no ambiente e adsorcdo a sedimentos
(VETHAAK; BELFROID; GRAY, 2002; ZHANG et al., 2017).

Dan Liu et al. (2017) investigaram a ocorréncia, distribui¢do e bioacumulacdo de
compostos desreguladores endécrinos como E2, EE2, BPA, dietilestilbestrol (DES), NP
e OP em amostras de dgua, sedimento e em duas espécies de peixes de um lago na
China. O NP foi o mais abundante, com concentracdes médias de 70 ng/L na dgua e 47
ng/g no sedimento. Os autores atribuiram as elevadas concentracdes desse composto ao
lancamento de esgoto doméstico in natura contendo surfactantes e a elevada capacidade
de acumulagdo nos sedimentos. Nas espécies de peixes (Lateolabrax japonicus e carpa
capim), houve uma diferenca na concentracdo dos compostos analisados, sendo BPA,
NP e OP maior em Lateolabrax japonicus. Segundo os autores, essa diferenca pode
estar relacionada a forma corporal e as fontes alimentares do organismo.

A presenca dos desreguladores enddcrinos E1, E2, E3, EE2, DES, BPA, NP e
OP em sedimento de rio também foi determinada por Gong et al. (2011). De acordo
com os pesquisadores, NP foi o composto que apresentou maior concentracdo nas
amostras, seguido do BPA e OP. E1 e E2 estavam presentes em 71,4% e 64,3% das
amostras de sedimento, respectivamente, e os demais niao foram detectados. O descarte
de esgoto doméstico e efluente industrial foi o principal fator relacionado a presenca
dessas substancias no sedimento.

No Brasil, alguns trabalhos cientificos tém relatado a presenca dos

micropoluentes (E1, E2, EE2, E3, BPA, 4-NP e 4-OP) em dguas superficiais (Tabela 1).



Tabela 1 - Desreguladores enddcrinos e suas faixas de concentragdes encontrados em dguas

superficiais no Brasil

. Faixa de~ Corpo .
Micropoluentes  concentragdo o Local Referéncias
(ng/L) hidrico
El 2,2a39
E2 <0,6a73 B
EE2 25 Rio Atibaia >0 SODRE etal. (2010)
E3 <0,6a23
BPA 25a84
El <16
E2 106 a 6,806
EE2 <17 a4,390 Rio Atibaia Sdao MONTAGNER; JARDIM,
4-NP <18 Paulo (2011)
4-OP <21
BPA 204 a 13,016
EEEIZ 0’293;20’53 RioDoce e RODRIGUES etal. (2014)
El 69 Rio Sao
E2 1,85 Monjolinho  Paulo CAMPANHA et al. (2015)
EE2 <0,16

A ocorréncia desses micropoluentes em dguas superficiais no Brasil € relatada
pelos autores como consequéncia do lancamento de esgoto no corpo hidrico. Sodré et al.
(2010) e Montagner e Jardim (2011), coletaram amostras de d4gua em varios pontos ao
longo da bacia hidrogrifica do Rio Atibaia em anos subsequentes e encontraram
basicamente os mesmos contaminantes. Bisfenol-A foi o micropoluente que apresentou
maior concentracdo nas amostras de dgua do Rio Atibaia, o que de acordo com os
autores indica a contribuicdo de atividades antrépicas na regido estudada, uma vez que
esse composto é amplamente utilizado na fabricacdao de muitos produtos. Por outro lado,
0 hormonio natural E1 foi o micropoluente mais abundante nas amostras de dgua do Rio
Doce e Monjolinho. De acordo com Campanha et al. (2015) a elevada concentracdo de
E1 comparado aos demais compostos possivelmente pode ser atribuida a degradagdo de
E2 que resulta em E1.

Apesar de alguns estudos abordarem a presenca de desreguladores enddcrinos
em corpos hidricos no Brasil, pouco ainda se sabe sobre a identificacdo de compostos
estrogénicos em diversas matrizes ambientais e seus possiveis efeitos na biota aquética.

Assim, o uso de bioensaios e técnicas analiticas vem sendo bastante utilizados.



Determinacio da atividade estrogénica em amostras ambientais pelo bioensaio
YES

A atividade estrogénica, resposta bioldgica produzida na presenga de um
composto estrogénico quando este se liga a um receptor de estrogénio, € considerada um
dos principais mecanismos de acdo dos desreguladores enddcrinos (BILA, 2005). Em
ensaios in vitro como o YES (Yeast Estrogen Screen) os compostos estrogénicos
produzem resposta semelhante ao hormdnio 17-B-estradiol, utilizado como padrao de
comparagdo da atividade estrogénica no ensaio.

O ensaio in vitro YES, desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996), ¢é
amplamente aplicado e permite a identificacdo da atividade estrogénica de forma rapida
com elevada sensibilidade e custo moderado. Esse ensaio utiliza uma cepa da levedura
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada que contém o gene do receptor de
estrogénio humano (REh). O contato desse receptor com compostos que apresentam
estrogenicidade induzird a sintese da enzima [-galactosidase que, por conseguinte,
metabolizard o substrato cromogénico clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo
(CPRG), desencadeando a alteracdo da cor do meio, de amarelo para rosa, indicando

resultado positivo para estrogenicidade (Figura 1).
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Figura 1 - Representacio esquematica da expressao do estrogénio na levedura S. cerevisiae. (1)
o gene do receptor humano (REh) € integrado no genoma principal e € expresso; (2) acoplando
aos elementos de respostas a estrogénios (ERE) no promotor hibrido do plasmideo de
expressdo; (3) o receptor é ativado; (4) o estrogénio se liga ao receptor e o gene receptor Lac-Z
¢ expresso; (5) a enzima [3-galactosidase produzida € excretada no meio; (6) o substrato
cromogénico CPRG (amarelo) ¢ metabolizado pela B-galactosidase em um produto de coloracio

rosa.

Fonte: Adaptado de Routledge e Sumpter (1996).

Wang et al. (2011) utilizaram o ensaio YES juntamente com a analise quimica
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para investigar
a atividade e os compostos estrogénicos em dgua e sedimento de rio. No estudo
realizado, os autores demonstraram que o bioensaio se mostrou eficaz na determinacao
da atividade estrogénica, e o método quimico, na identificacio dos compostos
estrogénicos. Também verificaram que somente o emprego da CG-EM nao seria capaz
de identificar tal atividade na amostra.

No entanto, a determinacdo da atividade estrogénica em amostras ambientais se

torna dificil, uma vez que tais amostras apresentam caracteristicas complexas e 0s
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compostos sdo encontrados em concentragdes minimas. Assim, faz-se necessdria a
concentracdo desses compostos e purificagdo da amostra como etapa preliminar a
avaliacdo da estrogenicidade. Essa etapa é denominada de extracdo em fase sélida
(EFS) e consiste na percolagdo da amostra através de uma resina que adsorve os
compostos de interesse.

Devido a elevada sensibilidade do teste YES, a complexidade das amostras
ambientais utilizadas nos ensaios e 0s possiveis efeitos sinérgicos entre 0s compostos
também podem influenciar nos resultados, pois podem afetar o crescimento da levedura
durante o teste e fornecer falsos negativos como consequéncia da presenca de toxicidade
(FRISCHE et al., 2009).

No estudo realizado por Peck et al. (2004), a presenca de substincias toxicas
inibiu o crescimento da levedura quando avaliaram a atividade estrogénica utilizando o
ensaio YES. Amostras de dgua e sedimento a montante e a jusante de uma estacdo de
tratamento de esgoto foram avaliadas em dois rios na Inglaterra. Os resultados
mostraram inibi¢do da levedura em todas as amostras de sedimento coletadas a jusante
da estacd@o de tratamento, impossibilitando estimar a atividade estrogénica. Dessa forma,
os autores puderam detectar a presenca de alguns compostos estrogénicos nessas

amostras por meio de CG-EM.

4.4. Antibioticos e resisténcia microbiana

Os antibidticos t€m se tornado uma das mais relevantes classes de
micropoluentes dos ambientes aqudticos devido ao elevado consumo desses
medicamentos. Além do tratamento e prevencdo de infec¢des na medicina humana e
veterindria, o uso de antibidticos tem se mostrado benéfico na agricultura, aquicultura e
como promotores de crescimento de suinos, bovinos e aves. (RODRIGUEZ-MOZAZ et
al., 2015; HUANG et al., 2017; GRENNI; ANCONA; BARRA CARACCIOLO, 2018).

Os antibidticos sdo agentes quimioterdpicos de origem microbiana capazes de
anular ou inibir o crescimento microbiano e podem ser classificados de acordo com a
sua estrutura quimica, mecanismo de agdo, espectro de acdo e via de administracdo
(GOTHWAL; SHASHIDHAR, 2015). Dentre essas classificagdes, destaca-se o seu
mecanismo de acdo contra as bactérias, provocando sua morte (bactericida) ou
interrompendo seu crescimento (bacteriostatico) (WALSH, 2003). Os mecanismos de

acdo e os principais antibidticos associados a cada um sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificagdo dos principais antibiéticos com base no mecanismo de agdo exercido

contra bactérias patogénicas

Mecanismo de agao Classe Antibidtico
Penicilinas
.. Cefalosporinas
L . Beta-lactimicos
Inibi¢do da sintese de Carbapenemas
parede celular Monobactamicos
Polipeptideos Vancomicina
(glicopeptideos) Bacitracina
Eritromicina
Azitromicina
Claritromicina
Macrolideos . -
Quinupristina
Dalfopristina
o Telitromicina
Inibi¢do de_l sintese Tetraciclina
proteica . A
Tetraciclinas Oxatetraciclina
Clortetraciclina
Estreptomicina
Aminoglicosideos Neomicina
Gentamicina
Oxazolidinomas Linezolida
Alteracao da membrana . , Polimixina
. L. Polipeptideos ..
citoplasmatica Daptomicina
Rifamicina Rifampina
Acido nalidixico
Inibi¢do da sintese de ol Ciprofloxacina
acidos nucleicos Qumq onas Norfloxacina
(fluoroquinolonas) o
Novobiocina
Gatifloxacina
Inibi¢do da sintese de Sulfonamidas Sulfametoxazol
metabolitos Trimetropima Trimetropima

Fonte: (MADIGAN et al., 2008; TORTORA et al., 2012; VRANAKIS et al., 2014)

Os farmacos ndo s3o completamente metabolizados pelo organismo sendo

excretados por humanos e animais por meio de urina e fezes e, no caso dos esgotos

sanitdrios, sdo removidos parcialmente nas estacdes de tratamento. Assim a

contamina¢do dos recursos hidricos por antibidticos se deve, principalmente, a dguas

residudrias urbanas, industriais e agricolas (CARVALHO; SANTOS, 2016; KUMAR;

PAL, 2018). Além disso, o uso de estrume como fertilizante em areas agricolas pode
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levar a lixiviagdo dos farmacos ao ambiente aquitico pelo escoamento superficial
(CARVALHO; SANTOS, 2016).

Atualmente, a presenca de antibiticos em corpos hidricos receptores é
considerada uma das maiores preocupacdes de saude publica, devido ao
desenvolvimento de bactérias com genes de resisténcia (KUMAR; PAL, 2018). A
resisténcia microbiana corresponde a capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo dos
microrganismos na presenca de antibidticos aos quais sdo normalmente sensiveis
(GRENNI; ANCONA; BARRA CARACCIOLO, 2018). O desenvolvimento da
resisténcia é em grande parte consequéncia do uso excessivo e descarte inapropriado de
antibidticos, fazendo com que o microrganismo sofra mutacdes desenvolvendo
mecanismos de a¢do contra o0 medicamento ou o adquira por processo adaptativo natural
(SANDERSON et al., 2016).

Os principais mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias contra a

acdo dos antimicrobianos sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Mecanismos de resisténcia bacteriana, principais antibidticos € microrganismos

afetados

Mecanismo de acao Antibiéticos Presenca do mecanismo

Presenca de membrana . Pseudomonas aeruginosa
. P Penicilinas L. ‘.
impermedvel Bactérias entéricas

Staphylococcus aureus

) Penicilinas Bactérias entéricas
Producdo de enzimas capazes

LT o Neisseria gonorrhoeae
de inativar o antibidtico por

Staphylococcus aureus

modificacdo ou degradacao Cloranfenicol ) i
Bactérias entéricas
Aminoglicosideos Staphylococcus aureus
Eritromicina Staphylococcus aureus
Rifamicina Bactérias entéricas
Alteragdo do alvo celular Estreptomicina Bactérias entéricas
) Bactérias entéricas
Norfloxacina
Staphylococcus aureus
Tetracilina Bactérias entéricas
Expulsao do antibidtico para .
p . op Cloranfenicol Staphylococcus aureus
fora da célula por meio de Bacill el
bomba de efluxo Eritromicina actlius subtits

Staphylococcus spp.

Fonte: (MADIGAN et al., 2008; KUMAR; PAL, 2018)
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A presenca de membrana impermedvel impede o antibidtico de alcancar o sitio
de atuacdo devido a baixa permeabilidade, como consequéncia da modificacdo das
proteinas da membrana externa (porinas) que dificulta a entrada do antibidtico
(MUNITA; ARIAS, 2016). J4 o mecanismo enzimdtico utiliza enzimas produzidas
pelas bactérias para inativar a fungao do antibidtico. Dentre essas enzimas, destaca-se a
B-lactamase que destroi o anel B-lactamico das penicilinas e cefalosporinas (MUNITA;
ARIAS, 2016). Outro mecanismo de resisténcia € a alteracdao do alvo celular, que reduz
a afinidade do antibidtico pelo sitio alvo, impossibilitando a agdo contra o
microrganismo. Além desses, a bomba de efluxo também € um importante mecanismo
de resisténcia, que possibilita a expulsdo do antibiético do meio intra para 0 meio
extracelular por intermédio de proteinas de membrana e pode ser um mecanismo capaz
de conferir resisténcia a multiplos antibidticos simultaneamente (DZIDIC; SUSKOVIC;
KOS, 2008).

A resisténcia desenvolvida pelas bactérias como mecanismo de defesa se torna
eficaz contra vdrios tipos de antibidticos, fazendo com que elas resistam a acdo de
multiplos antibidticos contidos no ambiente (KUMAR; PAL, 2018; QIAO et al., 2018).
Hogberg et al. (2010) destacam Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, € Escherichia coli como bactérias resistentes a multiplos antibiéticos.

Outro importante mecanismo que pode tornar as bactérias resistentes € a
transferéncia horizontal de genes que permite a disseminacdo da resisténcia entre
diferentes espécies bacterianas por meio de elementos genéticos mdveis, como
plasmideos, transposons e/ou integrons, que pode ocorrer por conjugacao, transdu¢do ou
transformagdo (GOTHWAL; SHASHIDHAR, 2015). Dessa forma, genes de resisténcia
a antibidticos (GRA) podem disseminar facilmente e bactérias podem adquirir genes de
resisténcia e transferir para comunidades bacterianas por meio de elementos genéticos
moveis (CARTER et al., 2018). O conjunto de genes que conferem resisténcia
bacteriana aos antibidticos denomina-se resistoma (WRIGHT, 2010).

Assim, a resisténcia bacteriana pode ser considerada um contaminante devido a
disseminagdo da resisténcia a antibiéticos por unidades de transferéncia de genes que
exercem uma pressdo seletiva no ecossistema natural e pela presenca de bactérias
contidas em &guas residudrias capazes de propagar tal resisténcia, uma vez que
apresentam elevada densidade microbiana, nutrientes e concentragdes significantes de
antibidticos, sendo, portanto, um ambiente favordvel para a proliferacio de GRA

(MARTINEZ, 2009, QIAO et al., 2018).
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Proia et al. (2018) investigaram a presenca de antibiéticos, bactérias resistentes
como E. coli e genes de resisténcia ao longo de um rio urbano na Bélgica impactado
pelo lancamento de esgoto. Foi verificada a presengca de E. coli e bactérias
heterotréficas resistentes a montante do ponto de langamento, o que, segundo 0s
autores, pode ser atribuido ao escoamento das dreas de pastagem e ocupagdo da bacia
hidrogréfica. Além disso, os autores observaram que as atividades antrOpicas poderiam
contribuir para o aumento dos niveis de genes de resisténcia aos antibidticos ao longo
do rio.

Wang et al. (2018) avaliaram a polui¢do por antibidticos por meio de elementos
genéticos mdveis, bactérias e genes de resisténcia em dguas residudrias in natura de trés
hospitais na China. Segundo os autores, quinolonas, tetraciclinas e cefalexina foram os
antibioticos encontrados em maiores concentragdes nas dguas residudrias provenientes
dos trés hospitais. Também foram encontradas populacdes de bactérias resistentes a
multiplas drogas, com predominancia de Escherichia e Acinetobacter, que continham
varios genes que conferiram resisténcia a antibidticos, além de elementos genéticos
moveis como integrons e transposons. Os pesquisadores concluiram que dejetos
humanos podem ser uma fonte para a disseminagdo de antimicrobianos, o que implica,
no aumento dos perigos para o ambiente e para a saide animal.

Como forma de detectar e quantificar a presenca de genes de resisténcia a
antibidticos em amostras ambientais, varios métodos baseados em técnicas moleculares
independentes de cultivo microbiano tém sido utilizados, como PCR, PCR quantitativo
e metagendmica (MARTI; JOFRE; BALCAZAR, 2013; BELL et al., 2016; DOS
SANTOS et al.,, 2017). Dentre essas, a andlise metagendmica tem se tornado uma
ferramenta promissora ao permitir uma anélise mais profunda e completa da diversidade

de bactérias e de GRA, presentes em diferentes amostras ambientais. (SHI et al., 2013).
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Metagenomica como ferramenta na identificacio de genes de resisténcia a
antibiéticos

Estudos da diversidade microbiana baseados em técnicas independentes de
cultivo mostram que as técnicas de microbiologia tradicionais abrangem apenas uma
pequena porcentagem de espécies bacterianas em amostras ambientais (STREIT;
SCHMITZ, 2004). Tal resultado se deve, principalmente, a dificuldade de identificar as
condi¢des necessdrias para o cultivo em laboratdrio de todos os microrganismos, assim
muitos ainda ndo sdo cultivaveis.

Dentre as técnicas independentes de cultivo, a metagendmica consiste na andlise
genética direta de todos os genomas (metagenoma) presentes em amostras ambientais,
proporcionando acesso a composicdo taxonOmica e funcional das comunidades
microbianas sem a necessidade prévia de cultivo em laboratério (THOMAS et al.,
2012). Essa andlise permite identificar novos microrganismos € genes presentes nas
amostras ambientais, além daqueles j4 conhecidos, possibilitando um maior
esclarecimento de questdes ecoldgicas e evolutivas (SIMON; DANIEL, 2011).

Nos udltimos anos, a metagendmica combinada com o sequenciamento de nova
geracdo tem sido explorada para identificacdo de genes de resisténcia a antibiticos em
uma ampla variedade de ambientes, se mostrando altamente eficaz na obten¢do de
grandes quantidades de sequéncias de DNA de forma rdpida e sem a necessidade de
clonagem (MEYER et al., 2008; SHI et al., 2013; ZHANG et al., 2017). Essa andlise
baseia-se no sequenciamento shotgun do DNA total extraido da amostra, permitindo um
estudo do contetido taxonomico e funcional da comunidade microbiana (BENGTSSON-
PALME et al., 2016).

No sequenciamento shotgun, o DNA é todo fragmentado e os fragmentos
sequenciados independentemente, resultando em um grande nimero de sequéncias
(reads) para anotagdo (SHARPTON, 2014). Essa metodologia € considerada a melhor
para o estudo de grandes comunidades de microrganismos ainda ndo caracterizada
(TANENBAUM et al, 2010). No entanto, essa abordagem ainda € considerada
desafiadora, devido a complexidade das amostras ambientais e quantidade de dados
gerados (SHARPTON, 2014).

Marathe et al. (2017) utilizaram o sequenciamento shotgun do metagenoma para
investigar o impacto da polui¢@o por esgoto bruto e parcialmente tratado na presenca de
GRA e na composic¢do da microbiota do sedimento de um rio, antes e apds um centro
urbano na India. O estudo permitiu identificar a abundincia de genes de resisténcia

codificando uma variedade de classes de antibidticos nas amostras coletadas no ponto
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de lancamento apds a cidade. Foram detectados genes de resisténcia a cloranfenicol,
macrolideos, tetraciclinas, -lactimicos, aminoglicosideos, sulfonamidas e trimetoprim.
A composi¢cdo da microbiota do sedimento apresentou abundancia do género
Acinetobacter resistente a multiplos antibidticos, nas amostras coletadas apds o centro
urbano, atingindo 29% do total de reads. De acordo com os autores, o descarte de
esgoto pode contribuir significativamente para o aumento de GRA no ambiente
impactado.

Tang et al. (2016) empregaram andlises metagendmicas utilizando
sequenciamento de nova geragdo para avaliar a comunidade bacteriana e os GRA no
corpo hidrico receptor antes e apds passar por uma estacdo de tratamento de esgoto na
China. Os resultados apontaram a dominancia do filo Proteobacteria em todas as
amostras. Genes de resisténcia a tetraciclina e B-lactimicos foram encontrados nas
amostras de efluentes brutos e tratados, respectivamente. Também foram detectados
genes de resisténcia a polipetideos e multiplos farmacos em pontos de coleta ao longo
do corpo hidrico, o que, de acordo com os autores, pode ser explicado pela possibilidade
dos genes de resisténcia serem transmitidos em diferentes microrganismos por meio da
transferéncia horizontal.

Dessa forma, a metagendmica tem se mostrado uma poderosa ferramenta na
identificacdio de genes e caracterizacdo de comunidades bacterianas resistentes a
antibioticos, além de possibilitar a descoberta de novos microrganismos € genes de
resisténcia em diversos tipos de ambientes, dos quais se destacam dgua e sedimento de

corpos hidricos receptores de esgotos.

4.5. Ensaios ecotoxicologicos

Métodos quimicos, como as andlises cromatogréficas, sio amplamente utilizados
para identificacdo e quantificacdo de micropoluentes. No entanto, esses métodos ndo
sdo adequados para determinar os efeitos nocivos provocados a vida aqudtica como
consequéncia da contaminacdo por esses compostos (GALASSI; GUZZELLA;
CROCE, 2004). Dessa forma, o uso de ensaios ecotoxicologicos se mostra
imprescindivel para detectar e avaliar efeitos adversos provocados a comunidade
aqudtica na presenga de contaminantes toxicos.

Apesar dos ensaios ecotoxicoldgicos ndo identificarem o composto responsavel
pela contaminacdo, eles permitem determinar a presenca ou auséncia de efeitos toxicos

agudos ou cronicos nos organismos durante o tempo de exposicdo (ZAGATTO e
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BERTOLETTI, 2006). Vigano (2000) ressalta que os efeitos toxicos agudos
dificilmente ocorrem em corpos hidricos receptores, devido a elevada vazdao de dgua
que € capaz de diluir os compostos quimicos a baixas concentracdes, resultando em
efeitos cronicos.

Nos sedimentos também € possivel verificar efeitos ecotoxicoldgicos
provocados pela contaminacdo do ambiente aqudtico. Porém, a interacdo entre o
sedimento e o composto pode dificultar sua determinagdo. Muitos contaminantes podem
ficar aderidos nos sedimentos por um longo periodo de tempo, tornando-se
biodisponiveis conforme variacdes das condi¢des hidrolégicas (DE CASTRO-
CATALA et al., 2016).

Organismos de diferentes niveis tréficos como, por exemplo, algas, crusticeos e
peixes sdo muito utilizados como bioindicadores em testes ecotoxicologicos. O uso
desses organismos se deve principalmente a elevada sensibilidade que apresentam a
uma gama de compostos quimicos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). E
recomendado pela Resolugdio CONAMA 430/2011 que os ensaios ecotoxicoldgicos em
efluentes sejam realizados utilizando, no minimo, organismos de dois niveis tréficos
para garantir maior confiabilidade nos ensaios (BRASIL, 2011).

A toxicidade cronica foi avaliada por Kallgvist et al. (2008) na dgua e sedimento
de um rio contaminado por compostos organicos e inorganicos. Foi constatado efeito
cronico ao organismo teste Pseudokirchneriella subcapitata (atualmente Raphidocelis
subcapitata) em praticamente todas as amostras analisadas. Os pesquisadores
submeteram as amostras a andlise de CG-EM e identificaram uma ampla variedade de
contaminantes emergentes como farmacos, desreguladores enddcrinos, produtos de
cuidado pessoal, entre outros, que poderiam ser os responsaveis pelos efeitos toxicos
observados nas amostras.

No Brasil, a Resolugdo CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) inclui a toxicidade
no que se refere as condi¢des e padrdes de qualidade das dguas superficiais. De acordo
com a Resolucdo, ensaios ecotoxicologicos deverdo ser aplicados quando as possiveis
interacdes entre as substancias e a presenca de contaminantes, ndo listados na
Resolugdo, forem provaveis de causar danos aos seres vivos. A Resolugdo também
estabelece critérios para a qualidade da 4gua visando a prote¢do das comunidades
aquaticas, ndo permitindo a detec¢do de efeito toxico cronico em corpos hidricos que se
enquadram nas classes 1 e 2, e auséncia de efeito agudo para dguas de classe 3. Em
complementacao a Resolugdo CONAMA 357/05, a Resolugado CONAMA 430 de 2011,

que também dispde das condigdes e padroes de lancamento de efluente em corpos
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hidricos receptores, ressalta que “o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para
causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os
critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente” (BRASIL,
2011).

Virios estudos t€ém abordado testes ecotoxicoldgicos em dguas e sedimentos de
cursos d’agua impactados por inumeras fontes poluidoras. Recentemente, devido a
grande incidéncia de CPE no ambiente aquatico, o uso de ensaios ecotoxicoldgicos tem
se tornado uma ferramenta importante na determinagao dos efeitos provocados por esses

contaminantes na biota aquatica (DESTRIEUX et al., 2017; SANTOS et al., 2010).

20



5. MATERIAL E METODOS

5.1. Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Vigosa, localizado na por¢do norte
da Zona da Mata mineira, entre as coordenadas geograficas 20°45°14°’ latitude sul e
42°52°55"" longitude oeste, altitude de 648 m, drea de 300,2 km” e populacdo estimada
de 78.381 habitantes (IBGE, 2017). A darea de estudo compreendeu a microbacia
hidrografica do Ribeirdo Sao Bartolomeu (5.500 ha), subafluente do Rio Piranga, uma
sub-bacia do Rio Doce, localizada integralmente no municipio (Figura 2).

O Ribeirdo Sdo Bartolomeu inicia seu percurso a montante do campus da
Universidade Federal de Vicosa (UFV) e do centro urbano do municipio. Essa regido é
caracterizada pelo desenvolvimento de atividades agropecudrias por produtores rurais e,
recentemente, pela expansdo urbana com loteamentos e residéncias.

No campus universitdrio, o Ribeirdo recebe cinco barramentos consecutivos,
sendo as duas primeiras represas funcionando como reservatérios de acumulacio e a
segunda como fonte de captacdo de dgua para abastecimento da UFV e de parte da
cidade. Ao longo do seu percurso apoOs passar pelo campus da UFV, o Ribeirdo Sao
Bartolomeu recebe praticamente todo o esgoto oriundo do municipio e se integra ao Rio
Turvo Sujo na regido conhecida como Barrinha, apds passar pelo ndcleo urbano da
cidade. O Rio Turvo Sujo encontra-se com o Rio Turvo Limpo, na localidade conhecida

como Duas Barras.
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Figura 2 - Microbacia hidrogréfica do Ribeirdo Sdo Bartolomeu e localizacdo dos pontos de

coleta de amostras a montante (Palmital) e a jusante (Barrinha) do nicleo urbano de Vicosa.

5.2. Coleta e preservacao das amostras

Amostras foram coletadas mensalmente em dois pontos da microbacia, entre 0s
meses de janeiro e agosto de 2017. O primeiro ponto foi no Ribeirdo Sdo Bartolomeu,
em um curso d’adgua localizado no bairro Palmital, regido a montante do campus da
UFV e da zona urbana de Vicosa (Figura 3a). O segundo ponto foi o Rio Turvo Sujo no
bairro Barrinha, a jusante do ponto de descarga do interceptor de esgotos da zona
urbana de Vigosa, incluindo os da UFV (Figura 3b). Os pontos de amostragem foram
escolhidos para comparar a qualidade da dgua e do sedimento a montante e a jusante do
municipio e avaliar o impacto do lancamento de esgoto in natura sobre o corpo hidrico
receptor, com énfase em efeitos causados pelos CPE. As andlises de GRA foram

realizadas apenas com as amostras coletadas nos meses de abril e julho.
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Figura 3 - Ribeirdao Sdo Bartolomeu a montante (a) e Rio Turvo Sujo a jusante (b) do municipio

de Vigosa. Fonte: autoria propria.

O periodo de amostragem compreendeu variacdes sazonais de verao e inverno e
foi caracterizado por apresentar seca intensa e vazdes reduzidas do Ribeirdo Sao
Bartolomeu, conforme medi¢des realizadas pelo Servico Autdnomo de Agua e Esgoto
(SAAE) de Vicosa (Figura 4). A vazdo do Rio Turvo Sujo foi medida uma vez pelo

IGAM durante o periodo monitorado e apresentou vazao igual a 939 L/s, em marco.
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Figura 4 - Vazio do Ribeirdo Sido Bartolomeu de janeiro a agosto de 2017 (SAAE, Vicosa).

O planejamento experimental estd resumido no fluxograma da Figura 5.
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protecdo da vida aquética (IVA) <— T T

IET + IPMCA
v v J

Estrogenicidade Genesde  Tqxicidade
\l/ resisténcia a cronica
antibioticos

Cromatografia

Figura § - Planejamento experimental do desenvolvimento da pesquisa.
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As amostras de dgua (10 L) foram coletadas na margem dos rios com o auxilio
de um coletor de polietileno e armazenadas em frascos de vidro ambar previamente
lavados com solucdo de 4cido cloridrico (1:1) e enxaguados em seguida com dgua da
torneira e dgua destilada. Para a andlise de Escherichia coli, a coleta foi realizada
utilizando-se frascos de vidro estéril com capacidade de 100 mL. As coletas das
amostras de 4gua para o teste de toxicidade foram feitas em frascos de polietileno
previamente lavados com solucdo de 4cido cloridrico 10% e enxaguados
exaustivamente com dgua de torneira e 4gua destilada.

Os sedimentos (500 g) foram coletados na margem dos rios a aproximadamente
30 cm de profundidade, utilizando-se draga Petersen de aco inox e armazenados em
potes de polietileno seguindo o mesmo critério de limpeza dos frascos de coleta e
armazenagem das amostras de dgua.

Todo o material coletado foi mantido em caixas de isopor para o transporte até o
laboratério onde foi refrigerado a 4°C até a execucdo das andlises, seguindo as
recomendacdes e prazos previstos no Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2012). As amostras para testes de toxicidade foram
armazenadas em freezer a -20°C até a realizagcdo dos testes conforme previsto na norma

NBR 13373 (ABNT, 2017).

5.3. Avaliacio da qualidade da agua por meio de indices numéricos

5.3.1. Indice de qualidade da dgua — IQA

A qualidade da agua foi avaliada de acordo com os parametros estabelecidos
pelo IGAM para as dguas superficiais do estado de Minas Gerais (IGAM, 2004). Os
parametros fisicos, quimicos e microbioldgico para a caracterizacdo do IQA sdo
apresentados na Tabela 4, juntamente com os respectivos métodos e equipamentos
utilizados. As medi¢des de OD e temperatura foram realizadas “in loco”. A execugdo
das andlises seguiu os procedimentos descritos no Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).
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Tabela 4 - Parametros fisicos, quimicos e microbioldgico e respectivos métodos e

equipamentos utilizados na determinacdo do IQA

Parametro Método Equipamento
OD APHA 5400 G Oximetro Digimed DM-4P
pH APHA 4500 H" B pHmetro Digimed DM-20
Temperatura APHA 2550 B Digimed DM-4P
Nitrato APHA 4500 A Espectrofotometro HACH DR-3800
Fésforo total APHA 4500 P Espectrofotometro HACH DR-3800
Soélidos totais APHA 2540 D Banho maria- Centauro CBM-08*
Turbidez APHA 2130 B Nefelometro Turbidity Meter TD-300
DBO APHA 5210 D Incubadora B.O.D. SL- 200/300
E. coli APHA 9223 A Colilert - IDEXX

A cada parametro foi atribuido um peso (wj), de acordo com a importancia no

calculo do IQA, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Pesos atribuidos aos parametros de avaliacdo da qualidade da 4gua para o cdlculo do

IQA

Parametro Peso (w;)
OD (% OD Saturado) 0,17
E. coli (NMP/100mL) 0,15
pH 0,12
DBO (mg/L) 0,10
Nitrato (mg/L NO3) 0,10
Fésforo total (mg/L PO4'2) 0,10
Variagdo da Temperatura (°C) 0,10
Turbidez (UNT) 0,08
Sélidos Totais (mg/L) 0,08

Fonte: IGAM (2004)

A qualidade dos parametros (q;) utilizados no cédlculo do IQA foi determinada
com base nas curvas disponibilizadas em relatérios do Ministério do Meio Ambiente e
da Secretaria do Estado do Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentdvel de Minas
Gerais (MMA e SEMAD 2005) e o IQA calculado como o produtério ponderado dos
valores de q; (equagado 1):

IQA =T[17-, ¢;" eq. 1
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sendo:

IQA = indice de qualidade da dgua;
gi = qualidade do parametro i, obtida pela curva especifica do parametro; e

w; = peso atribuido ao parametro (Tabela 5).

Os valores do IQA foram classificados para determinar a qualidade da dgua,

conforme apresentado na Tabela 6 (IGAM, 2004).

Tabela 6 - Classificacdo dos valores de IQA

Valor do IQA Qualidade da agua
>90a 100 Excelente
>70a90
>50a70 Médio
525250 ~ Reim
<25 _ MuitoRuim

Fonte: IGAM (2004)

Para os meses de janeiro e fevereiro, nos quais ndo foram obtidos os valores de

DBO, utilizou-se a metodologia proposta por Srivastava e Kumar (2013), conforme a

equagdo 2:
_ EWyQy
IQA = W, eq.2
sendo:
y = parametro disponivel
Q = qualidade do parametro obtida pela curva especifica do parametro

disponivel

W = peso atribuido ao parametro disponivel
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5.3.2. Indice de qualidade da agua para a protecao da vida aquatica —

IVA

Para avaliar a qualidade da 4gua visando a protecdo da fauna e da flora aquaticas
foi utilizado o IVA, composto pelo IPMCA e IET, proposto pela Companhia Ambiental
do Estado de Sao Paulo (CETESB, 2010).

Para o IPMCA foram quantificados o grupo de varidveis essenciais (VE) e o
grupo de substancias téxicas (ST), conforme parametros e métodos descritos na Tabela
7. As andlises foram realizadas de acordo com os procedimentos estabelecidos pela
United States Environmental Protection Agency (USEPA, 1994; USEPA, 2007), Water
Analysis Handbook 6th ed. Hack Company (WAH, 2011), Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012) e NBR 13373 (ABNT, 2010). Os
surfactantes foram quantificados com kit comercial (TNT 874, Hach) e os metais por

espectrometria de emissao atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES).

Tabela 7 - Parametros e métodos utilizados na determinag¢do do IPMCA

IPMCA Parametro Método
OD APHA 5400 G
Varidveis essenciais (VE) pH APHA 4500 H' B
Toxicidade NBR 13373(ABNT 2010)

Cadmio USEPA 6010 C
Cromo USEPA 6010 C
Chumbo USEPA 6010 C
Substéincias Toxicas Niquel USEPA 6010 C
(ST) Merctrio USEPA 7470 A

Cobre WAH 8506

Zinco WAH 8009
Surfactantes TNT 874 Hach

A cada parametro foi atribuido um peso de 1 a 3, de acordo com o nivel em que
seu valor se encontrou (Anexo A — Tabela Al). O IPMCA foi calculado utilizando a

equacdo 3 (CETESB, 2010):

IPMCA = VE x ST eq.3
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sendo:

VE = valor da maior ponderagdo entre os parametros que compde as variaveis

essenciais; e

ST = valor da maior ponderacdo entre os parametros que compde o grupo das

substancias toxicas.

Os valores do IPMCA foram classificados para definir a qualidade da 4gua

conforme apresentado na Tabela 8§ (CETESB, 2010).

Tabela 8 - Classificacdo do IPMCA em niveis de qualidade da dgua

Valor do IPMCA Qualidade da agua
1 Boa
2 Regular

3e4 Ruim
>6 Péssima

Fonte: CETESB (2010)

O IET compreendeu o indice de estado tréfico (Carlson, 1977 modificado por
Lamparelli, 2004) para fésforo total e clorofila a, quantificada pelo método 10200 H
(APHA, 2012). As equagdes 4 e 5, utilizadas no cdlculo do IET, foram estabelecidas
para ambientes l6ticos (CETESB, 2010).

ET(CI) = 10 x (6 — (ZX=2222 D)y — 29 eq.4

n2

eq.5

0,42-0,36 x (In PT))) —20

IET(PT) = 10 x (6 — ( n
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sendo:
IET (Cl) = concentracao de clorofila a (ug/L); e

IET (PT) = concentragdo de fésforo total (ug/L).

O IET foi calculado como a média aritmética simples dos valores de IET (Cl) e
IET (PT). Os valores de IET foram classificados em niveis de qualidade e os niveis
ponderados para fins de célculo do IVA, conforme apresentado na Tabela 9 (CETESB,
2010).

Tabela 9 - Classificacdo do IET para rios e ponderacdo do nivel de trofia para fins de cdlculo do

IVA

Valor do IET Nivel de trofia Ponderacao
>47a52 Oligotrofico 1
>52a59 Mesotroéfico
>59a63

N W

>63a67 Supereutroéfico
> 67 Hipereutroéfico

Fonte: CETESB (2010)

O IVA foi calculado pela equacdo 6 e a classificacdo dos valores do IVA

realizada conforme apresentado na Tabela 10 (CETESB, 2010).

IVA = (IPMCA x 1,2) + I[ET eq. 6

onde:

IPMCA = valor do IPMCA
IET = valor da ponderacao do IET (Tabela 9)
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Tabela 10 - Classificacdo dos valores de IVA em niveis de qualidade da 4gua

Valor do IVA Qualidade da agua
<25 Otima
2,6a3,3 Boa
34a4)5 Regular
4,6a6,7
>6,8 Péssima

Fonte: CETESB (2010)

Os resultados das andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas utilizadas nos
calculos do IQA e IVA também foram comparados com os padrdes de qualidade
estabelecidos pela Resolucilo CONAMA 357 de 2005 para dguas doces enquadradas na
classe 2.

Os valores médios de IQA e IVA nos pontos de amostragem a montante e a
jusante foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de

Tukey (p < 0,05) utilizando o software R (R Core Team, 2017).

5.4. Atividade estrogénica

5.4.1. Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas na coleta e preparo das amostras foram lavadas
previamente com o detergente ndo 16nico Extran® 12,5%, em seguida enxaguadas com
dgua da torneira e dgua destilada. Posteriormente, as vidrarias foram imersas em solugdo
de 4cido nitrico 10% durante 24h e em seguida enxaguadas exaustivamente com 4gua

da torneira e dgua destilada.

5.4.2. Preparo das amostras

As amostras de dgua foram filtradas (membrana de acetato de celulose, 0,45 pm)
e tiveram seu pH ajustado para 2,0 + 2 com solugdo de acido cloridrico (HCI) 3M. As
amostras de sedimento foram extraidas conforme a metodologia proposta por varios
autores (DE ALDA; BARCELO, 2001; LIU; ZHOU; WILDING, 2004; PECK et al.,

2004, VIGANO et al., 2008) com modifica¢des. Inicialmente, secou-se o sedimento em
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estufa a 60°C durante 24h. O sedimento seco foi passado por uma peneira de 1.18 mm e
10 g do sedimento seco foram misturados a 10 mL de metanol e a mistura agitada
durante 5 minutos em agitador tipo vortex (KASVI-K40 10208). Em seguida, o material
foi centrifugado a 2500 g por 5 minutos e o sobrenadante vertido em baldo volumétrico
de 200 mL. O processo de adicdo do metanol, agitacdo, centrifugacdo e coleta do
sobrenadante foi repetido trés vezes e o baldo volumétrico completado até a marca de
200 mL com 4gua ultrapura. Em seguida procedeu-se os mesmos passos de filtracdo e

ajuste do pH das amostras de dgua.

5.4.3. Extracao em fase sélida

A extracdo em fase sélida (EFS) foi realizada com cartucho C18 (500 mg x 6
mL, C-18, Agilent Technologies®) em sistema Manifold conectado a uma bomba de
vacuo. Os cartuchos foram previamente condicionados de acordo com Bila e Dezotti
(2007), passando-se 3 x 2 mL de hexano, 1 x 2 mL de acetona, 3 x 2 mL de metanol e,
por dltimo, lavados com 5 x 2 mL de dgua ultrapura (Sistema Direct-Q, Millipore) com
pH ajustado para 3. As amostras foram passadas nos cartuchos sob vicuo com
gotejamento continuo e vazdo de aproximadamente 10 mL/min, impedindo-se que a
fase s6lida do cartucho secasse. Terminada a extracdo, o extrato foi eluido passando-se
4 x 1 mL de acetona pelo cartucho. A acetona foi totalmente evaporada em temperatura
ambiente ou sob fluxo de nitrogénio gasoso (Npg) € por fim, os extratos foram

ressuspendidos em 1 mL de etanol absoluto, grau HPLC para utilizacdo no ensaio YES.

5.4.4. Ensaio in vitro YES

A atividade estrogénica foi quantificada pelo ensaio YES conforme o protocolo
desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996) com algumas modificacdes.

Os ensaios YES foram realizados no Laboratério de Engenharia Sanitdria e
Ambiental — LESA da UFV. Todos os materiais e solugdes utilizados no ensaio foram
manipulados sob condi¢des estéreis. As andlises foram realizadas em duplicata em
microplacas de 96 pocos e os extratos das amostras diluidos serialmente na proporcao
de 1:2 em etanol (grau HPLC). A dilui¢do da curva seguiu os mesmos procedimentos
das amostras, porém utilizando a solu¢do de 17-B-estradiol (54,48 pg/L, 0,2 uM) como

substancia de referéncia.
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As dilui¢des foram feitas intercalando as amostras ou solug¢do de 17-B-estradiol

com 0s brancos (controle negativo) para evitar contaminagdo cruzada (Figura 6).

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A .......OOOOO__} Curva 17 B-estradiol
8l OO0000000000 4= eranco

‘c 000000000000

b OOO00O0O0O0O00O000

El OO000000O0O0OQQ ——> Amostra

F OOOOOOOOOOOO——} Branco

«| OO000000O0O00O0

HI OO0O0000000000

Figura 6 - Esquema da microplaca de 96 pogos com distribuicdo das replicatas da curva de 17-

B-estradiol e amostras intercaladas com o branco.

Apbs a dilui¢do, 10 puL de cada pogo foram transferidos para a placa de analise.
Essa aliquota foi deixada evaporar completamente e em seguida foram adicionados 200
pL da solucdo teste contendo o meio de cultivo, a solucio de CPRG e o meio com a
cultura da levedura S. cerevisiae. Terminada a montagem da placa de anélise, esta foi
fechada e lacrada com fita crepe, agitada por 2 minutos em agitador de placas de 96
pocos (KASVI-K40 10208) e incubadas a 30°C durante 72 horas. Apds o periodo de
incubagdo foi possivel verificar o crescimento da levedura devido ao aumento da
turbidez e, quando constatada a presenca de atividade estrogénica, a alteracdo na
coloragdo dos pocos de amarelo para rosa em consequéncia da producdo da enzima [3-
galactosidase. A leitura da placa foi feita em uma leitora de microplacas de 96 pocos

(Celer® Polaris) nos comprimentos de onda de 540 nm para cor e 630 nm para turbidez.

Os valores de absorbancia foram corrigidos, conforme indicado na equagao 7.

Abscorrigida Amostra = AbSS4O Amostra — (AbS63O Amostra — Abs630 Branco) eq7
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As curvas de absorbancias corrigidas foram comparadas a curva padrido
construida com o 17-B-estradiol (controle positivo), utilizando o software Origin® 8.0
para determinar a concentracdo equivalente de 17-B-estradiol (EQ-E,, ng/L). Detalhes
da quantificacdo sao mostrados no Anexo B.

Nas amostras que apresentaram inibi¢do do crescimento da levedura devido a
presenca de toxicidade, utilizou-se a relacdo proposta por Frische et al. (2009). Essa
relacdo possibilitou comparar a média das absorbancias de 630 nm das dilui¢des das
amostras com as médias dos controles negativos, sendo o resultado expresso em

porcentagem de inibicao (equagdo 8).

Inibi(;éo — (1 _ Abs630 amostra) 100

Abs630 branco

eq.8

As placas e todos os materiais que estiveram em contado com a levedura foram

autoclavados a 121°C por 20 minutos antes de serem descartados.

5.4.5. Avaliacao da eficiéncia do método de EFS

Para avaliar a eficiéncia do processo de EFS, foi feita a validacio do método
pela recuperacdo do micropoluente 17-B-estradiol. Adicionou-se uma concentra¢do
conhecida de 10 ng/L de 17-B-estradiol em 200 mL de dgua destilada, realizando todos
os procedimentos de condicionamento do cartucho descritos anteriormente e procedeu-
se com a EFS. Apos a elui¢do com 4 mL de acetona, as amostras foram secas em Ny,
ressuspendidas em 1 mL de diclorometano, derivatizadas e analisadas em CG-EM.
Como forma de avaliar o branco, seguiram-se 0s mesmos procedimentos, porém

utilizando somente dgua destilada. As determina¢des foram realizadas em triplicata.

5.5. Cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas (CG-EM)

As amostras de dgua e sedimento do corpo hidrico a montante e a jusante do
municipio que apresentaram presenca de atividade estrogénica no ensaio YES foram
submetidas a andlise de CG-EM com a finalidade de se identificar a presenga de
micropoluentes desreguladores enddcrinos comumente encontrados em amostras

ambientais. As andlises foram realizadas no Laboratério de Caracterizagcdo Molecular e
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Espectrometria de Massas do Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Ouro Preto.

5.5.1. Preparo das amostras

Posteriormente a etapa de EFS, os extratos foram secos com Ny €
ressuspendidos em 1 mL (amostras de dgua) ou 200 puL (amostras de sedimento) de
diclorometano. Uma aliquota de 100 uL de cada extrato ressuspendido foi adicionada
em frasco com insert e evaporada em chapa aquecedora (Corning stirrer/hotplate) a
30°C.

Em seguida, procedeu-se com a etapa de derivatizacdo em capela de exaustdo.
Foram adicionados 75 puL do derivatizante bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com 1%
de trimetilclorosilano (BSTFA : 1% TCMS) e 25 uL de piridina contendo 200 ppb do
padrdao interno 4-nonilfenol deuterado em cada insert seco. Os frascos foram
homogeneizados manualmente, fechados e levados a estufa a 80°C por 30 minutos.

Decorrido o tempo de reagdo, as amostras foram submetidas a andlise de CG-
EM. As andlises foram realizadas utilizando o equipamento GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu®), munido de injetor automdtico AOC-201 (Shimadzu®) e coluna Rtx —
SMS de 30m x 0,25mm x 0,25um (Restek) e hélio como gds de arraste. A velocidade
linear do gés de arraste foi de 45,0 cm/s, modo de injecdo splitless e temperatura do
injetor de 280°C. A rampa de aquecimento iniciou-se a 50°C por 1 min, aumentou até
100°C a 25°C/min e até 300°C a 15°C/min, com a temperatura final mantida por 5 min,
resultando em 37,3 min de corrida.

O espectrometro de massas foi operado sob as seguintes condicdes: interfase a
280°C, fonte de ionizacdo a 250°C, tempo de corte de solvente de 5 min. Os ions
monitorados para cada micropoluente e para o padrdo interno (PI) juntos a relagcdo
massa/carga (m/z) para a quantificacdo e identificagdo dos desreguladores enddcrinos e

seus respectivos tempos de retengdo, sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Relacdo m/z para a quantificacdo e para a identificacdo dos desreguladores

enddcrinos monitorados por CG-EM

Desregulador Tempo de Relagdo m/z para Relagdo m/z para
enddcrino retencao (min) quantificagdo identificacdo

4-Octilfenol (4-OP) 10,612 179 180-278
4-Nonilfenol (4-NP) 11,300 179 292-277
Bisfenol A (BPA) 13,234 357 372-207
Estrona (E1) 15,681 342 257-218
Estradiol (E2) 15,873 416 285-326
Etinilestradiol (EE2) 16,495 425 300-285
Estriol (E3) 16,924 504 311-345

4-Nonilfenol

deuterado® 11,290 183 296-281

* Padrio interno

As amostras que apresentaram inibi¢do do crescimento da levedura no ensaio
YES foram submetidas ao modo de varredura de ions (scanning ions, SCAN). O
proposito foi identificar algum outro composto possivelmente responsével pela inibigdo.
Os micropoluentes contidos nas amostras foram identificados conforme o tempo
de retencdo e confirmados por comparagdo aos espectros presentes na biblioteca do
National Institute of Standards and Technology (NIST Mass Spectral Library®, versao

2.0 d), contida no equipamento.

5.6. Genes de resisténcia a antibiéticos

O perfil dos GRA foi acessado pelo sequenciamento shotgun do metagenoma
extraido das amostras de dgua e de sedimento.

Anteriormente a esta andlise foi realizado um levantamento dos antibiGticos
mais vendidos nas 15 principais farmdcias do centro urbano de Vicosa, MG, a fim de se

relacionar esse com os resultados obtidos na analise dos GRA.

5.6.1. Processamento das amostras

ApOs a coleta todas as amostras de dgua e sedimento foram refrigeradas a 4°C

até seu processamento, que se deu dentro de 24 horas, no LESA.
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5.6.1.1. Agua

O processamento das amostras de dgua seguiu o protocolo estabelecido por
Staley et al. (2015), com modificagdes. Cinco litros das amostras de dgua foram
filtrados a vacuo (membrana de 0,22 um), sendo uma membrana para cada 200 mL de
amostra do ponto a montante e uma membrana para cada 100 mL de amostra do ponto a
jusante do municipio. As membranas foram cortadas em pedagos com tesoura,
devidamente limpa com 4lcool, e colocadas em tubos Falcon estéreis com capacidade de
50 mL. Em seguida foram adicionados 20 mL de tampao SET (Tris 20 mM, NaCl 75
mM e EDTA 25 mM) para cada litro de amostra filtrada. Os tubos foram agitados em
vortex por cinco segundos, aproximadamente, para o desprendimento das células
microbianas e os pedacos de membrana descartados. O sobrenadante foi mantido a -80

°C até extracao do DNA.

5.6.1.2. Sedimento

O processamento das amostras de sedimento seguiu o protocolo adaptado de
Liles et al. (2008), Couto (2010) e Silva et al. (2010). Dois gramas de sedimento foram
suspensos em 10 mL de tampao fosfato (100 mM, pH 7,5) e incubado em shaker a 150
rpm e 20°C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 16.000 g
durante 10 minutos e o sobrenadante descartado. Essa etapa de lavagem foi repetida
duas vezes.

Em seguida, foram adicionados 2 mL de tampao TE-pirofosfato (tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM, pirofosfato de sédio 50mM, pH 8,0) e as amostras agitadas em
vortex com velocidade baixa por 30 minutos. Decorrido o tempo de agitacdo, adicionou-
se 2 mL de tampao CTAB (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, EDTA 20mM, NaCl 0,15M e
brometo de cetil-trimetilamonio 27 mM) e as amostras foram homogeneizadas por 30
segundos em vortex na velocidade méxima. Separou-se o sedimento das células
microbianas por centrifugacdo a 500 g por 10 minutos a 10°C. O sobrenadante foi
recuperado e armazenado em tubo Falcon estéril. O sedimento foi ressuspendido em 4
mL de tampdao CTAB, homogeneizado e centrifugado novamente nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. Repetiu-se essa etapa duas vezes. Os sobrenadantes
foram combinados e centrifugados a 10.000 g por 30 minutos. O sobrenadante desta
centrifugacdo foi descartado e as células microbianas adicionou-se 500 pL de solugdo

TE (Tris-HCI/EDTA), que foi mantida a -80 °C até extracdo do DNA.
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5.6.2. Extracio do DNA

A extracio do DNA das amostras de dgua e sedimento foi realizada no
Laboratério de Imunovirologia Molecular do Departamento de Biologia Geral da UFV.

Ap6s o descongelamento, as amostras de 4gua foram lavadas duas vezes com 10
mL de tampdao SET (Tris 20 mM, NaCl 75 mM e EDTA 25 mM) e o pellet
ressuspendido em 2 mL de tampdo SET. O DNA total da comunidade microbiana foi
extraido de acordo com o protocolo descrito por Silva et al. (2010) com modificagdes.

As células microbianas foram recuperadas por centrifugacdo de uma aliquota de
4 mL a 13.400 g por 5 minutos. Os pellets foram ressuspendidos em 600 uL de tampao
PBS e homogeneizados. Lisozima (Cgipy =10 mg mL'l) foi adicionada a amostra e apos
homogeneizacdo, incubada a 37 °C por 30 minutos, com agitacdo manual a cada 10
minutos. A seguir, proteinase K e dodecil sulfato de s6dio (SDS), Cfina =1 mg mL! e
Cfinat = 2 %, respectivamente foram adicionadas nas amostras e incubadas a 60 °C
durante 30 minutos, com agitacdo manual a cada 10 minutos. Os tubos foram
submetidos a trés ciclos de congelamento-descongelamento, sendo 2 minutos em
nitrogénio liquido seguido de 2 minutos a 65 °C. Igual volume de fenol saturado (pH
8,0) foi adicionado aos tubos contendo as amostras, seguido de homogeneizacio e
centrifugacdo a 13.400 g por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, adicionado igual volume de cloroférmio:adlcool isoamilico (24:1), homogenizado e
centrifugado a 13.400 g por 5 minutos. Transferido o sobrenadante para um novo tubo,
foi adicionado 10 % do volume total de NaCl (5 M) e 2 mL de etanol gelado para
precipitacdo do DNA. Apos centrifugacdo a 13.500 g por 5 minutos, o pellet foi lavado
uma vez com etanol 70 %, seco e suspenso em 25 uLL de dgua ultrapura (Sistema Direct-
Q, Millipore).

A extragdo do DNA das amostras de sedimento do ponto a montante foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Silva et al. (2010). Apos
descongelamento das amostras, foram adicionados 50 pL de lisozima a 100 mg/mL e as
amostras incubada a 37 °C por 30 minutos, agitando-se manualmente de 10 em 10
minutos. Em seguida, foram adicionados 50 uL de proteinase K (10 mg/mL) e 100 uL
de SDS 10%, seguido de nova incubacdo das amostras a 65 °C por 1 hora, agitando-se
manualmente de 10 em 10 minutos. Igual volume de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) foi adicionado, homogeneizado e centrifugado a 12.000 g por 10
minutos. Transferiu-se o sobrenadante para novo tubo, e adicionou-se 10% do volume

de NaCl 5SM e 1% de isopropanol, homogenizou-se e centrifugou-se a amostra a 10.000
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g por 40 minutos a temperatura ambiente. O pellet foi lavado com etanol 70% e
ressuspendido em dgua destilada.

A extracdo das amostras do sedimento a jusante, foi realizada utilizando-se o kit
NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel), seguindo as recomendagdes do fabricante.

A qualidade dos DNAs extraidos foi verificada por meio de eletroforese em gel
de agarose 0,8% e a quantificacdo determinada por microespectrofotometria

(NanoDrop® 2000 spectrophotometer-Themo Scientific).

5.6.3. Sequenciamento

As amostras de DNA total de 4dgua e sedimento foram enviadas para
sequenciamento no Laboratério de Pesquisa Molecular MRDNA (Shallowater, Texas,
EUA).

As bibliotecas foram preparadas usando o kit de preparagdo de amostra de DNA
Nextera (Illumina), seguindo o procedimento do fabricante. A concentracdo inicial de
DNA foi avaliada usando o kit de ensaio HS dsDNA Qubit® (Life Technologies). O
DNA extraido das amostras do sedimento do ponto a montante coletadas nos meses de
abril e de julho foi limpo usando DNEasy PowerClean Pro Cleanup Kit (Qiagen).
Foram utilizados de 12 a 50 ng de DNA para preparar as bibliotecas. As amostras foram
submetidas a fragmentacdo e adicao simultanea de sequéncias de adaptadores. Apds a
preparacdo da biblioteca, a concentracdo final das mesmas foi medida usando o kit de
ensaio HS dsDNA Qubit (Life Technologies) e o tamanho médio da biblioteca foi
determinado usando o Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). As bibliotecas

foram sequenciadas utilizando a plataforma HiSeq (Illumina).

5.6.4. Analise das sequéncias

Os dados de sequéncias foram submetidos a anotacdo taxonOmica e funcional
pelo MG-RAST (Meta Genome Rapid Annotation using Subsystem Technology)
(http://metagenomics.anl.gov/) (MEYER et al., 2008).

O perfil dos GRA das amostras de 4gua e sedimento foi obtido pela plataforma
SEED do MG-RAST pertencente ao subsistema Viruléncia, Doenca e Defesa. Foram
selecionados os oito genes de resisténcia a antibidticos mais abundantes com base no
nimero de sequéncias obtidas no mesmo subsistema. Para o perfil taxondmico das

amostras analisadas utilizou-se o banco de dados Silva SSU depositado no MG-RAST.
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A representagdo grafica heat map foi realizada utilizando-se o software R (R
Core Team, 2017). Para cada tipo de mecanismo, os cinco microrganismos mais
abundantes com GRA, foram plotados no grafico. Esse grafico agrupa sequéncias em
funcdo da similaridade, expresso em diferentes intensidades de cores. Cores fortes e
fracas representaram maior € menor abundancia de microrganismos, respectivamente.

Os dados de sequéncia obtidos neste trabalho estdo disponibilizados ao publico

na plataforma do MG-RAST (Tabela 12).

Tabela 12 - Numero de acesso da biblioteca disponivel no MG-RAST

Amostra Més de coleta Montante Jusante
Agua Abril mgl 634881 mgl 634887
Julho mgl 634884 mgl 634890
Sedimento Abril mgl 634893 mgl 634899
Julho mgl 634896 mgl 634902

5.7. Ensaios ecotoxicoldgicos

O cultivo e a manutencdo dos organismos-teste € a execu¢cdo dos ensaios
ecotoxicoldgicos foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia da UFV —
Aquatox, localizado no LESA.

A qualidade dos organismos-teste utilizados nos ensaios foi verificada por meio
de testes de sensibilidade realizados no minimo uma vez por més nas mesmas condicoes
do ensaio definitivo, utilizando-se NaCl como substincia de referéncia. Os resultados
dos testes de sensibilidade foram agrupados em cartas controle, sendo apropriados para
0 teste 0s organismos que obtivessem resposta ao ensaio de sensibilidade dentro da

faixa de + 2 vezes o desvio padrao da média histdrica dos resultados.

5.7.1. Toxicidade cronica — Ceriodaphnia dibia

A toxicidade cronica das amostras de sedimento foi avaliada pelo teste
qualitativo de sobrevivéncia e reproducdo do cladécero C. dubia, conforme
recomendado na norma NBR 13373 (ABNT, 2017) com adaptagdes da norma NBR
15470 (ABNT, 2013) e Burton et al. (2003).

O ensaio foi composto por 10 réplicas, cada uma contendo 5 g de sedimento

umido, 20 mL de 4gua de cultivo e um organismo-teste com menos de 24 horas de
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idade. O controle negativo foi composto de apenas 20 mL de 4dgua de cultivo e um
neonato, mantido nas mesmas condi¢des das amostras. O ensaio teve duracdo de oito
dias, sob temperatura de 23°C, fotoperiodo de 12 a 16 horas de luz difusa e
fornecimento de alimentacdo didria da alga verde R. subcapitata. Foram realizadas
trocas de 15 mL da dgua de cultivo nos recipientes a cada trés dias. A cada renovacio
do meio, quantificavam-se os adultos sobreviventes € os neonatos, sendo a média de

neonatos de cada tratamento comparada estatisticamente a média do controle.

5.7.2. Toxicidade cronica - Raphidocelis subcapitata

A toxicidade cronica das amostras de dgua foi avaliada pelo ensaio qualitativo
de inibi¢do do crescimento da alga verde R. subcapitata, conforme a norma NBR 12648
(ABNT 2011).

Os ensaios foram realizados em triplicata, com cada réplica composta de 100 mL
da amostra e inéculo de alga em fase de crescimento exponencial, preparado
previamente, A concentracio inicial de aproximadamente 10° células/mL, em
erlenmeyer estéril. Todas as manipulacOes foram realizadas em capela de fluxo laminar
para evitar contaminacdo das culturas algdceas. Os frascos erlenmeyer foram
distribuidos ao acaso em mesa agitadora, alternados diariamente para minimizar
possiveis interferéncias de luminosidade e temperatura, mantidos sob agitacdo (100-175
rpm) e iluminacao (4000 lux) continuas a 23°C durante 72 horas. O controle, contendo
apenas meio mineral e o indculo foi mantido nas mesmas condi¢des das amostras. No
final do ensaio, foi feita a contagem do nimero de células/mL de cada replicata em

microscopio Optico utilizando cAmara de Neubauer.

5.7.3. Analise estatistica

Para as andlises estatisticas dos resultados dos testes de toxicidade foram
utilizados o teste de normalidade de Shapiro Wilk, teste F para a homocedasticidade de
variancia e teste t de Student para a comparacdo das médias. Para as amostras que ndo
apresentaram distribui¢do normal, foi realizado o teste Wilcoxon’s Rank Sum. As
andlises estatisticas foram feitas utilizando o software R (R Core Team, 2017).

Os resultados dos testes com C. dubia foram expressos como efeito agudo (EA),
quando observada imobilidade/mortalidade estatisticamente  significativa  dos
organismos nas primeiras 48 horas de exposi¢do; toxico (T), quando observado efeito na

sobrevivéncia e, ou reproducdo durante os oito dias, ou ndo téxico (NT). Os resultados
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dos testes com R. subcapitata foram expressos como téxico (T), quando observada uma
reducdo significativa no crescimento da alga na amostra comparada ao controle, ou ndo

téxico (NT).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacao da qualidade da agua por meio de indices numéricos

6.1.1. Indice de qualidade da agua - IQA

Os valores dos parametros fisicos, quimicos e microbioldgico utilizados para
avaliar o IQA durante o periodo de monitoramento nas &dguas do Ribeirdo Sado

Bartolomeu a montante e no rio Turvo Sujo a jusante sdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Valores dos pardmetros fisicos, quimicos e microbioldgico avaliados nas amostras de dgua do Ribeirdo Sdo Bartolomeu a montante e Rio Turvo a

jusante da 4rea urbana de Vigosa, utilizados no cdlculo do IQA

Ponto de Meés de . - Paréme/tro - — -
coleta coleta OD E.coli DBO Nitrato  Fésforo total Temperatura Turbidez  Sdlidos totais
(mg/L) (NMP/100mL) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (°C) (UNT) (mg/L)
Janeiro 4,3 2,0x 10t 7,1 NA 0,2+0,1 Nd 23,5 5,3 54,0+19,2
Fevereiro 4,9 1,5x 102 7,2 NA 0,8+0,1 0,1+0,0 25,5 4,2 50,3+12,5
Mar¢o 4,4 2,0x 101 7,5 <2 1,8+0,1 Nd 25,1 5,6 47,0+7,8
Abril 8,2 7,4 x 10t 6,0 <2 0,5+0,1 0,1+0,0 20,2 3,1 533+1,5
Montante \rio 4.8 22x102 75 <2 070, Nd 17,3 3.8 470+3,5
Junho 2,4 1,9 x 102 7,5 <2 0,4+0,1 Nd 16,4 2,4 30,7 £ 6,5
Julho 5,7 2,0x 10t 7,2 <2 0,5+0,1 Nd 14,5 1,1 51,0+4,6
Agosto 7,0 1,0 x 10! 7,5 <2 0,6 £0,2 Nd 18,4 3,1 43,0+0,0
Janeiro Nd 9,8 x 10° 7,7 NA 0,2+0,1 0,5+0,0 25,6 17 161 28,2
Fevereiro 1,3 4,6 x 10° 7,1 NA 0,7+0,1 0,4 +0,0 25,8 8,8 130 +43,9
Mar¢o 0,8 7,1x 10° 72 1806 73+04 1,3+0,0 26,6 17 176 £2.3
Abril Nd 6,2x 10° 6,1 1440 3200 0,7 +0,0 22,0 14 140 +£9,0
Jusante o 0,6 44%10° 73 10£21 09+0,1 08%00 20,2 15 133+ 11,5
Junho Nd 3,5x 10° 6,8 12+0,0 0,6+0,2 0,7 +0,0 18,6 12 124 + 16,2
Julho Nd 1,6 x 10° 6,4 8+0,6 0,5+0,2 0,7+0,0 16,8 24 124 £2,1
Agosto 1,4 1,8x 10° 70 13+£1,0 0,1+0,1 0,9 +0,1 20,1 19 151 +6,5

* NA = Nido avaliado; ** Nd = Nao detectado



A qualidade da dgua a montante esteve dentro dos padrdes estabelecidos para
aguas de classe 2, cujos usos previstos incluem abastecimento para o consumo humano
ap6s o tratamento convencional, protecdo das comunidades aqudticas, entre outros, de
acordo com a Resolu¢do 357 do CONAMA (BRASIL, 2005). Porém, os valores de OD
nos meses de janeiro, fevereiro, mar¢o, maio e junho estiveram um pouco abaixo do
estabelecido de 5 mg/L, o que pode impactar a sobrevivéncia de alguns organismos
aquéticos.

No ponto a jusante, os parimetros OD, DBO e E. coli ndo atenderam aos
padrdes para dguas de classe 2. A DBO ficou acima do limite de 5 mg/L variando de 8 a
18 mg/L, o que indica elevado teor de matéria organica, decorrente principalmente da
contaminacdo por esgoto ndo tratado, implicando no consumo de OD pelos
microrganismos decompositores. De acordo com a resolugio CONAMA 357/05,
valores de DBO até 10 mg/L ou acima desse, enquadram os corpos hidricos de dgua
doce nas classes 3 e 4, respectivamente. A resolucdo destina os usos das dguas doces de
classe 3 ao abastecimento humano apds o tratamento convencional ou avancado, a
irrigacio, pesca amadora, recreacdo de contato secundario e dessedentacdo de animais,
J4 as de classe 4 sdo aplicadas a navegacdo e harmonia paisagistica (BRASIL, 2005). A
concentracdo de E. coli (1,6 x 10° a 9.8 x 10° NMP/ 100mL) excedeu o valor maximo
estabelecido pela legislacdo de 1.000 NMP/100 mL (classe 2) e também comprova a
polui¢do do corpo hidrico derivado do langamento de esgoto sanitdrio ou dejetos de
animais, além de ser um alerta para doengas de veiculagdo hidrica. Esse resultado
permitiu enquadrar o corpo hidrico em dguas de classe 4, uma vez que os valores
encontrados estiveram acima de 4.000 NMP/100 mL em todos os meses avaliados.

O pH se manteve dentro do padrdo estabelecido (6,0 a 9,0) e variou entre 6,0 e
7,7. Os niveis de nitrato, que indicam uma poluicdo remota dos corpos hidricos,
estiveram abaixo do limite da resolucdo vigente, de 10 mg/L e variaram de 0,1 a 7,3
mg/L. Por outro lado, os teores de fosforo total foram maiores que o limite estabelecido
pela resolucdo de 0,05 mg/L para aguas de classe 2 e estiveram entre 0,4 a 1,3 mg/L, o
que indica um ambiente propicio a eutrofizacdo sendo enquadrada na classe 4, uma vez
que excederam o limite de 0,15 mg/L conforme preconizado pela resolucdo vigente. Os
valores da temperatura variaram de acordo com a época do ano em que foi realizada a
coleta, sendo, portanto, maiores no verao.

A turbidez e o teor de s6lidos foram maiores no ponto localizado a jusante, o que

prejudica a passagem de luz na coluna d"dgua. Porém, nio ultrapassaram os valores
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estabelecidos pela legislagdo que retrata turbidez de até 100 UNT e a presenca de
sOlidos totais com limite de 500 mg/L.
O perfil do IQA do Ribeirdao Sdo Bartolomeu a montante e Rio Turvo Sujo a

jusante de Vigosa estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 - IQA do Ribeirao Sdo Bartolomeu a montante e Rio Turvo Sujo a jusante do centro

urbano de Vicosa, durante o periodo de monitoramento.

A média do IQA a montante foi de 75 e a jusante 27, o que permitiu classificar a
qualidade da d4gua dos corpos hidricos em geral como boa e muito ruim,
respectivamente, conforme estabelecido pelo IGAM.

O IQA do ponto a montante nos meses de maio e junho foi apenas médio, o que
provavelmente se deve ao aumento dos niveis de E. coli e reducdo do OD. Apesar de
nao ter excedido o limite mdximo estabelecido pela resolugdo CONAMA 357/05, o
aumento de E. coli pode ser devido a contaminagado fecal por gado, muito comum na
regido. A reducfo da vazdo do rio que apresentou 0,043 m’/s e 0,032 m’/s nos meses de

maio e junho, respectivamente (Figura 3) pode ter influenciado os baixos niveis de OD
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devido a escassez de chuva no periodo estudado, diminuindo a correnteza da agua e
consequentemente sua oxigenagao.

No ponto a jusante, a qualidade da dgua se mostrou bem inferior, indicando a
contaminac¢do do corpo hidrico ocasionada, principalmente, pelo lancamento de esgoto
in natura, que pode ser considerada a causa da reducdo da taxa de OD e aumento
observado das concentragdes de DBO, E. coli, sdlidos e turbidez. As mesmas varidveis
influenciaram negativamente o IQA em um estudo realizado por Nunes et al. (2011) no
Rio Turvo Sujo no periodo de estiagem. Os autores atribuiram a elevada carga orgénica
e baixa vazdo do rio como as principais causas de deterioracdo da qualidade da dgua.

Ramos et al. (2016), quando avaliaram a qualidade da dgua dos rios Jaguari e
Atibaia do estado de Sdo Paulo, verificaram que o rio Atibaia apresentou maior
concentracdo de E.coli e DBO. Segundo os autores, esse aumento estava associado a
fontes de polui¢do especificas, uma vez que o rio percorre dreas influenciadas por
atividades antrépicas e recebe elevadas cargas de matéria organica e inorganica.

Os valores médios do IQA encontrados a montante e a jusante foram préximos
aos encontrados por Prado e Macedo (2016), quando avaliaram a qualidade da dgua em
varios pontos ao longo do Ribeirdo Sao Bartolomeu. Os resultados do IQA obtidos
permitiram classificar a qualidade da 4gua como 6tima e boa a montante e péssima a
jusante, comprovando a influéncia do langcamento de esgoto sobre a qualidade da dgua
no municipio de Vigosa.

A diferenca significativa entre os valores médios de IQA dos pontos a montante
e a jusante (p<0,05) mostra que a contaminacdo do corpo hidrico ocasionada
principalmente pelo lancamento de esgoto in natura teve impacto negativo na qualidade
da 4agua, que ficou fora dos limites estabelecidos pela resolucdo brasileira para sua
classe de enquadramento apds passar pela drea urbana de Vicosa. Essa contaminagdo
pode interferir na qualidade da dgua do Rio Turvo Limpo, afluente do Rio Turvo Sujo,
que servird de suprimento para a captacdo de dgua para o abastecimento publico de

regides vizinhas.
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6.1.2. Indice de qualidade da agua para a protecio da vida aquatica -

IVA

A Figura 8 mostra o perfil do IET para as amostras coletadas a montante e a
jusante da drea urbana de Vigosa. Os resultados utilizados nos cdlculos do IET e

IPMCA para avaliar o IVA sao apresentados no Apéndice A (Tabela Al e Tabela A2).
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Figura 8 - IET obtidos do ponto a montante e a jusante durante o periodo de monitoramento.

A qualidade da dgua no ponto de coleta a montante apresentou baixo grau de
trofia, com valores de IET variando entre 23 e 59 ug/L, o que possibilitou classificar o
corpo hidrico como ultraoligotréfico a mesotréfico. O corpo hidrico ndo foi afetado por
concentracdes significantes de nutrientes durante o tempo de estudo, ndo implicando no
crescimento excessivo de algas e consequentemente na ocorréncia de eutrofizagao.

Por outro lado, no ponto a jusante, o grau de trofia predominante foi
ultraoligotréfico a supereutréfico, com valores de IET variando de 35 a 67 ug/L. Esse
aumento pode ter resultado do enriquecimento de nutrientes ocasionado,

principalmente, pelo langcamento de esgoto in natura no corpo hidrico, que contribui
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para o processo de eutrofizagdo. Os estados troficos oligotréfico e ultraoligotréfico
observado nos meses de maio e junho, respectivamente, pode ser consequéncia das
baixas temperaturas e reduc¢do da disponibilidade luminosa decorrente do aumento da
turbidez na 4gua, interferindo no crescimento de organismos planctdnicos, confirmado
pelo baixo valor e até mesmo auséncia de clorofila a nesses meses (Apéndice A, Tabela
Al). Além disso, variacdes na vazao do curso d’ 4gua podem interferir na dindmica da
comunidade fitoplanctonica devido a difereng¢a na carga de nutrientes disponivel no
ambiente aqudtico, como verificado no estudo realizado por Deus et al. (2013), o que
também pode ter influenciado nos graus de trofia encontrados.

No estudo realizado por Bucci et al. (2015), o nivel de estado tréfico prevalente
foi o mesotréfico quando avaliaram um reservatorio urbano para abastecimento. Os
autores alegaram que a contribui¢do de descargas de dguas residudrias das residéncias
foi a responsavel pelo estado tréfico encontrado.

O outro indice utilizado para avaliar o IVA, o IPMCA, levou em consideragdo as
varidveis essenciais para a biota aqudtica além da concentracdo de compostos téxicos e
os efeitos (toxicidade) provocados aos organismos aquiticos (CETESB, 2010). Os
valores das varidveis usadas no computo do IPMCA (OD, pH, toxicidade e surfactantes)
estdo apresentados na Tabela 14. As demais varidveis pertencentes ao grupo de
substancias toxicas (metais pesados) estiveram abaixo do limite de detec¢do (Apéndice

A, Tabela A2).
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Tabela 14 - Varidveis essenciais e substincia téxica que compdem o IPMCA

Parametros
Ponto de coleta  Més de coleta —
OD (mg/L) pH Toxicidade Surfactantes (mg/L)

Janeiro 4,3 7.1 NT NA
Fevereiro 4,9 7,2 T NA
Margo 4.4 7,5 T NA

Abril 8,2 6,0 T -

Montante Maio 48 75 T i

Junho 2.4 7.5 NT -

Julho 5,7 7,2 T -

Agosto 7,0 7,5 T -
Janeiro 0,0 7,7 T NA
Fevereiro 1,3 7,1 NT NA
Marco 0,8 7,2 NT NA
Abril 0,0 6,1 NT 0,4
Jusante Maio 06 73  NT 1,0
Junho 0,0 6,8 NT 0,8
Julho 0,0 6.4 NT 2,1
Agosto 1,4 7,0 T 1,8

T =Téxico

NT = Nao téxico
NA = Nao avaliado
(-) = Abaixo do limite de deteccdo (0,1 a 0,4 mg/L)

No ponto de coleta a montante, exceto nos meses de abril, julho e agosto, os
valores de OD estiveram abaixo do preconizado pela Resolucio CONAMA 357 que
estabelece no minimo 5 mg/L de O, para o enquadramento em dguas de classe 2
(BRASIL, 2005). Ja no ponto a jusante foi encontrado valores muito baixos, inclusive
auséncia de OD, que resulta da elevada presenca de carga organica verificado pelo
aumento dos niveis de DBO (Tabela 13). Isso levou ao consumo do OD como
consequéncia da respiracdo bacteriana para estabilizar a matéria organica
impossibilitando a manuten¢do de organismos aquaticos aerobios.

O pH ndo variou muito, mantendo-se proximo da neutralidade em ambos os
pontos de amostragem e dentro do estabelecido pela legislacdo brasileira CONAMA
357/05 de 6 a 9.

Toxicidade crdnica foi detectada na maioria das amostras a montante durante o
periodo estudado. No entanto, no ponto a jusante a toxicidade foi observada apenas nos

meses de janeiro e agosto.
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Os valores de surfactantes detectados no ponto a jusante variaram de 0,8 a 2,1
mg/L, sendo suficientes para prejudicar o metabolismo de peixes e impedir o
desenvolvimento de algumas espécies (DUARTE-DOS-SANTOS et al., 2016).

Considerando as varidveis utilizadas no cédlculo do IPMCA e as ponderagdes
estabelecidas de acordo com os niveis de qualidade da dgua (Anexo A — Tabela A1), foi
possivel classificar o IPMCA como péssimo em todos os meses de coleta.

A presenca de toxicidade a montante provavelmente foi responsdvel pela
classificacao péssima do IPMCA nesse ponto. Compostos toxicos possivelmente podem
estar sendo utilizados em plantacdes na regido, o que pode ter contribuido com a
deteccao da toxicidade e, consequentemente, influenciado o indice.

No ponto a jusante, o lancamento de esgoto in natura no corpo hidrico é
considerado o principal fator determinante do resultado péssimo do IPMCA, indicado
pelos baixos valores de OD e presenca de surfactantes.

Na Figura 9 sdo apresentados os resultados do IVA obtidos a partir dos valores

do IET e IPMCA.

Montante:
Jusante: [

16 4 [l Péssima
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Meses de coleta

Figura 9 - IVA obtido dos pontos a montante e a jusante durante o periodo de monitoramento.
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O valor médio do IVA a montante (7,9) foi significativamente menor (p < 0,05)
do que a jusante da cidade (13,4). No entanto, a qualidade da 4gua de ambos os pontos
foi péssima (IVA > 6,8, CETESB, 2010), durante todo o periodo de estudo. O perfil do
IVA indica que a qualidade da dgua, tanto a montante quanto a jusante da cidade, é
insatisfatéria para a protecao da vida aquética.

Os baixos valores de OD observados nas amostras coletadas a montante da
cidade em alguns meses podem ser atribuidos a baixa concentracdo de nutrientes que
pode ter resultado em baixa densidade de organismos fitoplanctonicos no curso d’agua,
uma vez que a redu¢do da comunidade fitoplanctonica diminui a atividade fotossintética
e, consequentemente, reduz a oxigenacao do ambiente (DUARTE-DOS-SANTOS et al.,
2016). Isso foi corroborado pela baixa concentragcdo de clorofila a (Apéndice A, Tabela
Al) e pelo grau de trofia verificado a montante (Figura 8), permitindo classificar o
corpo hidrico como ultraoligotréfico na maioria das amostras analisadas. Outro motivo
poderia ser a baixa turbuléncia da &4gua decorrente da vazdo reduzida durante o
monitoramento do corpo hidrico.

A toxicidade detectada no curso d’4gua a montante da cidade pode ter sido
causada por alguma fonte de contaminacao ndo identificada nesse estudo. Dessa forma,
mais estudos sdo necessdrios para investigar a origem da péssima qualidade da 4gua
para a protecdo da vida aqudtica verificada a montante do centro urbano do municipio.

No ponto a jusante, a elevada concentragdo de matéria orginica proveniente do
lancamento de esgoto in natura no corpo hidrico receptor aumentou a concentragcdo de
nutrientes, desencadeando o fendmeno de eutrofizacdo, comprovado pelo IET, que
acusou um ambiente supereutréfico (Figura 8). A auséncia de OD e a presenca de

surfactantes constatados pelo IPMCA também afetaram o IVA.
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6.2. Atividade estrogénica

6.2.1. Ensaio in vitro YES

A curva dose-resposta para o controle-positivo 17-f-estradiol compreendeu uma
faixa de 2724 ng/L. a 1,3 ng/L com limite de deteccao de 0,026 ng/L para as amostras de
dgua e 0,013 ng/g para as amostras de sedimento, com CEsy média obtida durante os

ensaios de 35 ng/L (Figura 10).
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Figura 10 - Curva dose-resposta padrdo com a média das absorbancias corrigidas em funcdo da

concentracdo log para o controle-positivo 17-B-estradiol.

A Figura 11 mostra a atividade estrogénica nas amostras de dgua ao longo dos

oito meses de monitoramento nos dois pontos de amostragem.
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Figura 11 - Concentracdo da atividade estrogé€nica em equivalentes de 17-B-estradiol (EQ-E2)

em ng/L nas amostras de d4gua a montante e a jusante do municipio de Vigosa-MG.

No ponto a montante, foi constatada a atividade estrogénica somente no més de
maio, a uma concentracao de 0,28 ng/L EQ-E,. Esse resultado implica a contribuicao de
alguma fonte poluidora no corpo hidrico avaliado e a presenga de gado pode ser uma
das fontes contribuintes, uma vez que a criagdo de gado € muito comum na regiao € os
dejetos desses animais contém compostos estrogénicos, conforme constatado por
Tashiro et al. (2003).

No ponto a jusante, foi detectada estrogenicidade em todas as amostras de dgua
analisadas, exceto no més de julho. As concentracdes variaram de 0,46 ng/L EQ-E,
(janeiro) a 31,5 ng/L EQ-E; (junho). Dias et al. (2015) também avaliaram a presenca de
estrogenicidade em amostras de &dguas superficiais utilizando o ensaio YES e
encontraram valores variando de 0,5 a 3,1 ng/L EQ-E,, bastante inferiores ao maior
valor encontrado neste estudo.

Wang et al. (2011) compararam a atividade estrogénica em &dguas superficiais
em periodos de seca e chuva e verificaram atividade estrogé€nica em praticamente todas

as amostras analisadas no periodo de estiagem, que variaram de 0,26 a 78,8 ng/L EQ-
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E,. Por outro lado, no periodo chuvoso a maioria das amostras apresentaram resultado
abaixo do limite de detec¢@o e a maior concentracdo encontrada foi de 17,52 ng/L. EQ-
Es.

O periodo de seca também pode ter influenciado no aumento da atividade
estrogénica encontrada nas amostras coletadas a jusante da drea urbana no presente
estudo, como consequéncia da baixa diluicdo dos compostos estrogénicos. No entanto,
no més de julho a estrogenicidade esteve abaixo do limite de deteccao com 0,018 ng/L
de EQ-E; o que impossibilitou a sua determinacao.

Muitos trabalhos t€ém abordado a variacdo sazonal como uma resposta a
concentracdo de estrogenicidade em amostras ambientais. A comparagdo entre inverno e
verdo também vém sendo bastante investigada e estudos apontam a estacdo mais fria
como a mais propensa a desencadear o aumento da atividade estrogénica em aguas
superficiais. De acordo com Zhang et al. (2014), elevadas temperaturas potencializam
os processos de biodegradacdo e fotodegradacdo de compostos estrogénicos. No
inverno, com a reducdo da temperatura, a degradacdo se torna mais lenta (XU et al.,
2006). Além da variacdo da temperatura, outros fatores tais como dilui¢do, adsorcao,
volatilizagdo, entre outros também devem ser considerados, uma vez que podem
acarretar a degradacdo ou persisténcia dos contaminantes emergentes no ambiente
(MOMPELAT; LE BOT; THOMAS, 2009). A reducdo da temperatura observada no
inverno associada a algum outro fator citado anteriormente poderia ser um dos motivos
que possivelmente explicaria o aumento da concentracdo de estrogenicidade encontrada
nas amostras correspondentes aos meses de junho e agosto no ponto de amostragem a
jusante. Além disso, a ndo detec¢do de atividade estrogénica no més de julho poderia ser
decorrente da diluicdo dos micropoluentes ao longo do tempo de exposicio no
ambiente, que pode ter sido ocasionada pelo aumento da vazdo no corpo hidrico a
jusante comparado a montante (Figura 4).

Durante o periodo de incubacdo do ensaio YES, foi observada a inibi¢do do
crescimento da levedura S. cerevisiae em grande parte das amostras analisadas (Tabela
15). Essa inibi¢do ocorre devido a presenga de compostos tOxicos na amostra e €
verificada pela auséncia de turbidez geralmente presente nos primeiros pogos da placa

de ensaio, ou seja, nas menores dilui¢des (Figura 12).
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Inibicao

Inibicdo

Figura 12 - Placa de ensaio do YES com inibi¢do no crescimento da levedura S. cerevisiae

(auséncia de turvacdo nos pogos) apds incubagio.
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Tabela 15 - Porcentagem de inibicdo do crescimento da levedura durante o ensaio YES nas amostras de sedimento a montante e a jusante da area urbana do

municipio Vigosa

Ponto Meés de Concentragao da amostra (%)
Amostra
de coleta coleta 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,2 0,1
Janeiro 34 52 19
Fevereiro 33 24 40 29
Montante Sedimento Maio 84 85 87 88 89
Junho 75 77 81 14 8 7 5 6 7 1 2
Julho 82 90 90 42 6 3
Agosto 80 84 6 37
Janeiro 50 54 52 43 49 43 17 11 9 13
Marco 86 83 71 53
Abril 79 79 83 84 67
Jusante Sedimento Maio 75 20
Junho 79 79 83 89
Julho 86 82 78 86 46
Agosto 86 87 88 89 91 93
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Efeito inibitério do crescimento da levedura foi observado em praticamente
todas as amostras de sedimento de ambos 0s pontos de amostragem, exceto nos meses
de mar¢co e abril a montante e fevereiro a jusante, que ndo apresentaram
estrogenicidade.

Bistan et al. (2012) também verificaram inibi¢do no crescimento da levedura S.
cerevisiae em amostras de dguas residudrias quando avaliaram diferentes métodos de
otimizacdo do ensaio YES. Os autores observaram efeito inibitério de, no minimo 50%
em algumas amostras, o que impediu determinar a atividade estrogénica.

Beck et al. (2006), em seu trabalho também conferiram a presenca de inibi¢ao da
levedura apds a execucdo do ensaio YES, o que de acordo com os pesquisadores
impossibilitou aferir resultado positivo em amostras com concentra¢des mais elevadas.

De acordo com Frische et al. (2009), efeitos inibitorios podem conduzir a
resultados falsos, uma vez que compostos téxicos em elevadas concentracdes nas
amostras reduzem ou até mesmo impedem a deteccdo de estrogenicidade. Uma
alternativa para minimizar os efeitos provocados pela toxicidade é realizar a diluicdao
dos extratos das amostras a serem utilizadas nos ensaios, fazendo com que haja detec¢ao
da atividade estrogénica e reducdo de resultados falsos negativos (BECK; BRUHN;
GANDRASS, 2006). Dilui¢cdes seriais foram realizadas durante a execu¢do do ensaio
YES, ainda assim foi possivel observar efeitos inibitérios na maioria das amostras de
sedimento de ambos 0s pontos de amostragem, o que pode ter camuflado a presenca de
estrogenicidade impossibilitando realizar a sua quantificac@o.

Substancias que poderiam ser responsaveis pela toxicidade das amostras durante
o ensaio YES e seus respectivos espectros de massa sdo apresentados no Apéndice B.
No entanto, mais estudos sdo necessdrios para melhor determinar as substancias que

inibem o crescimento da levedura S. cerevisiae.

6.2.2. Eficiéncia do método de EFS

A porcentagem de recuperacdo do 17-B-estradiol de uma solugdo de 10 ng/L
apo6s a EFS e quantificagdo por CG-EM foi de 101,6 £ 0,4%. A metodologia aplicada se
mostrou eficiente na recuperacdo do micropoluente, sendo adequado para quantificar a

presenca de 17-B-estradiol em amostras ambientais a concentrag¢des traco.
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6.2.3.1. Identificacao de desreguladores endocrinos

As amostras de dgua que apresentaram resultado positivo para a atividade
estrogénica no ensaio YES foram submetidas a andlise cromatografica para identificar a
presenca dos micropoluentes de interesse (4-NP, 4-OP, E1, E2, EE2, E3 e BPA). Os

resultados qualitativos s@o apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Identificacdo dos micropoluentes por CG-EM nas amostras que apresentaram

resultado positivo para a estrogenicidade no ensaio YES

Pontode e MO 4 0p 4NP BPA EI E2 EE2 E3
coleta coleta

Montante Agua Maio - - - - - X -

Janeiro - - - - - - -
Fevereiro
Marco X - X - - - -
Abril - - X
Maio - X - - - - -
Junho - - X X
Julho X - X - X - -
Agosto X

Jusante Agua

Limite de detec¢ao-(3x sinal/ruido) 0,5 0,7 0,2 02 07 06 1

(-) = Nao detectado
(x) = Presenca

Foi detectada a presenca de EE2 na amostra correspondente ao més de maio do
ponto a montante. O hormonio sintético EE2, frequentemente encontrado em corpos
hidricos que recebem esgoto sanitdrio, € utilizado, principalmente, em pilulas
contraceptivas, mas também pode ser usado para otimizar o crescimento de peixes do
mesmo sexo e no tratamento de distirbios reprodutivos e ovulacdo de gado (ZUO;
ZHANG; ZHOU, 2013; ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014). A criacdo de
gado, muito comum na regido localizada a montante da cidade, poderia ser um dos
motivos para explicar a presenca do hormdnio no curso d’agua.

Outro motivo poderia ser a resisténcia do EE2 a biodegradacdo. Essa resisténcia
foi comprovada em um estudo realizado por Jiirgens et al. (2002) que compararam a
acdo de microrganismos na transformacdo de E2 e EE2 e a meia vida desses compostos.
Encontraram que E2 foi transformado a E1 com meia vida de até 9 dias, no entanto a

meia vida do EE2 foi de 17 dias sendo, portanto, mais resistente. Além disso, nesse
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mesmo estudo, os autores observaram elevada taxa de biodegradacdo a temperaturas
mais altas, o que também pode ter sido um dos fatores para evidenciar a presenca do
hormonio no corpo hidrico, ja que no més de maio a temperatura a montante foi de 17,3
°C (Tabela 13) o que pode ter reduzido a taxa de biodegradacdo, contribuindo para o
aumento da persisténcia do hormdnio no ambiente.

No ponto a jusante foram detectados os micropoluentes E2, 4-NP, 4-OP e BPA
em todos os meses de coleta, exceto janeiro e fevereiro. Os hormonios El, EE2 e E3
nao foram detectados. BPA, 4-OP e 4-NP sao frequentemente encontrados em
ambientes aqudticos, uma vez que sdo muito utilizados em processos industriais (YING
et al., 2009). O BPA atua como intermedidrio na produ¢do de resinas e polimeros, o 4-
NP e 4-OP resultam da degradacdo de alquilfendis polietoxilados, usados como
surfactantes ndo i10nicos, antioxidantes, na formulacdo de pesticidas, entre outros usos
(LI et al., 2007; ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS; KOUPPARIS, 2012). O
hormoénio natural E2 € eliminado diariamente por humanos e animais por meio de urina
e fezes, portanto muito comum em esgotos domésticos (BILA; DEZOTTI, 2007).

O ensaio YES fornece a atividade estrogénica geral das amostras e devido a sua
elevada sensibilidade, muitos trabalhos tém utilizado o bioensaio como forma de
determinar a estrogenicidade de amostras ambientais, juntamente com as andlises
cromatogrificas. Porém, alguns estudos apontam que a presenca de compostos
antagonistas poderiam inibir a atividade estrogénica durante o ensaio, e atribuem maior
deteccao dos compostos a andlise cromatografica (WANG et al., 2011; RAO et al.,
2013).

Embora a atividade estrogénica tenha sido detectada em praticamente todas as
amostras do ponto a jusante pelo ensaio YES, os compostos desreguladores enddcrinos
avaliados foram identificados em apenas algumas das amostras analisadas. Ying et al.
(2009) apontam que esses compostos podem ser diluidos abaixo de seus limites de
deteccao nos corpos hidricos, o que pode ter acontecido no ponto a jusante do
municipio, onde a vazdo foi maior comparado a montante. Wang et al. (2012), que
investigaram a ocorréncia de 4-OP, 4-NP, BPA, El, E2 e triclosan em corpo hidrico
impactado por descarga de efluente observaram baixa concentragdo dos micropoluentes
no verdo, periodo chuvoso, e também atribuiram a diluicio como um dos fatores
responsaveis pela baixa deteccdo dos compostos. Além disso, o bioensaio
possivelmente detectou a presenca de outros compostos estrogénicos nas amostras que

nio foram os compostos considerados de interesse nesse estudo, o que também
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explicaria a atividade estrogénica na maioria das amostras a jusante comparado a anélise
cromatogréfica.

Por outro lado, nesse estudo também foi possivel verificar que o resultado do
bioensaio YES no ponto a montante correspondente ao més de maio foi consistente ao
da andlise cromatogréfica. Isso mostra que tanto a andlise quimica como o bioensaio
podem ser usados como ferramenta na identificacdo e deteccdo de compostos

estrogénicos em corpos hidricos.

6.3. Genes de resisténcia a antibioticos

O perfil taxondmico das amostras mostrou predominancia do dominio Bacteria,
com médias de 92,9% a 99,2% das sequéncias nas amostras de dgua e sedimento,
respectivamente. Os percentuais de Eucarya, Archaea e virus foram muito baixos,
representando menos de 9% das sequéncias considerando todas as amostras.

Um total de 16 filos de bactéria foram identificados nas amostras de dgua e

sedimento (Figura 13).
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Figura 13 - Abundancia relativa dos filos de bactéria presentes nas amostras de dgua e

sedimento dos pontos a montante e a jusante do municipio de Vigosa.

O filo Proteobacteria foi o predominante, representando mais que 40% do total
da comunidade microbiana em todas as amostras analisadas.

O filo Actinobacteria foi o segundo mais abundante nas amostras de dgua a
montante com 12% para ambos os meses de coleta, enquanto que a jusante destacaram-
se os filos Firmicutes com 12 e 14% nos meses de abril e julho, respectivamente e
Bacteroidetes com 12% para ambos os meses.

No sedimento a montante, o filo Actinobacteria foi o mais abundante no més de
abril (13%), enquanto Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes foram encontrados nas
mesmas propor¢cdes no més de julho (11%). No sedimento a jusante, Actinobacteria foi
o segundo filo mais abundante nos dois meses de coleta e apresentaram 10% em abril e
9% em julho. Os filos Firmicutes e Bacterioidetes sdo abundantes na microbiota
humana e a abundancia desses filos implica que o corpo hidrico avaliado sofre
influéncia decorrente da contaminag¢do fecal, proveniente do descarte de esgoto

MARATHE et al., 2012; KORAJKIC et al., 2015; HUANG et al., 2018).
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As amostras de 4dgua do ponto a montante apresentaram maior composi¢ao
microbiana do que as amostras a jusante. Ibekwe et al. (2016) ressaltaram que a
adaptacdo de algumas espécies a ambientes poluidos pode levar ao enriquecimento de
comunidades microbianas especificas, o que poderia explicar a menor riqueza
observada no ponto a jusante. No entanto, essa diferenca ndo foi observada nas amostras
de sedimento, que apresentou composi¢do microbiana similar em ambos os pontos de
amostragem. Tal resultado poderia ser explicado devido o sedimento ser um ambiente
menos dindmico quando comparado a dgua e consequentemente flutuagdes nas
caracteristicas da qualidade da 4gua poderiam afetar mais facilmente os microrganismos
dispostos na coluna d’agua quando comparado ao sedimento por esse ser um ambiente
menos resiliente. Além disso, de acordo com Wang et al. (2016) a concentracdo de
nutrientes, variagdo sazonal e vazdo sdo alguns dos fatores que podem influenciar na
comunidade bacteriana e possivelmente podem ter contribuido na composi¢ao
microbiana das amostras de dgua e sedimento antes e apds o centro urbano do
municipio de Vigosa.

A composi¢do da comunidade microbiana foi similar a encontrada no estudo
realizado por Wang et al. (2018) quando avaliaram amostras de dgua e sedimento de um
rio impactado pela urbanizacio e por uma usina hidrelétrica. Os pesquisadores
utilizaram PCR quantitativo e destacaram a dominancia do filo Proteobacteria seguido
pelos filos Cyanobacteria, Actinobacteria, Bacterioidetes e Acidobacteria em 88,9% das
sequéncias bacterianas nas amostras analisadas.

Os filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Actinobacteria também
foram dominantes em efluente hospitalar e em dguas subterraneas ao longo de uma area
urbana contaminados por antibidticos (SZEKERES et al., 2017; SZEKERES et al.,
2018). Segundo Hu et al. (2016), Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e
Actinobacteria sdo os principais filos responsdveis pela transferéncia de genes de
resisténcia a antibidticos, o que pode contribuir com a presenca de GRA em amostras

ambientais.

6.3.1. Abundancia de genes de resisténcia a antibiéticos

Os resistomas das amostras de dgua e sedimento coletadas a montante e a jusante
do centro urbano do municipio de Vigosa nos meses de abril e julho foram acessados

por sequenciamento massivo do DNA metagendmico (Apéndice C, Tabela C1).
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Ap6s a anotacdo das sequéncias com base no subsistema do banco SEED do
MG-RAST foi verificado um perfil funcional diverso para todas as amostras analisadas
(Apéndice D). Entretanto, como o objetivo deste trabalho foi explorar a diversidade dos
GRA, dentre as categorias funcionais verificadas pela plataforma SEED, analisou-se

somente a categoria de Doenca, Viruléncia e Defesa.
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Figura 14 - Nimero de sequéncias de genes de resisténcia a antibi6ticos nas amostras de dgua e
sedimento a montante e a jusante do municipio de Vicosa coletadas nos meses de abril e julho

de 2017.

Um total de 26.000 sequéncias foram identificadas como GRA nas oito amostras
analisadas (Figura 14). Houve diferenca no nimero de GRA observados nas amostras
de agua dos pontos a montante, com 11 e 5% nos meses de abril e julho,
respectivamente, e 22 e 20%, correspondentes aos mesmos meses, nas amostras a
jusante. O aumento do ndmero de genes a jusante pode ser atribuido ao lancamento de
esgoto in natura, que contribuiu para a distribui¢do ou presenca de antibiéticos no corpo
hidrico receptor, alterando a qualidade da 4gua e, consequentemente a composicdo da
comunidade microbiana (ZHOU et al., 2017).

Ouyang et al. (2015) também observaram que a presenca de esgoto no corpo
hidrico conferiu aumento de GRA em um rio na zona urbana e, segundo os autores, a

abundancia de GRA se deve a pressdo de selecdo que os antibidticos exercem

juntamente com outros compostos quimicos no curso d’ dgua.
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Nas amostras de sedimento, observou-se menor diferenca entre o nimero de
GRA em relacdo as amostras de 4gua entre os pontos a montante e a jusante e entre os
meses de abril e julho. No ponto a jusante, verificou-se 12 % dos genes no més de abril
e 11% no més de julho e no ponto a montante observou-se aproximadamente a mesma
proporcao (9%) nos dois meses de coleta.

Uma possivel explicagdo para os maiores nimeros de GRA observados nas
amostras de sedimento a montante poderia ser a criacdo de aves e pecudria desenvolvida
na regido, uma vez que os antibidticos sdo comumente utilizados no combate e controle
de infecgdes e como promotores de crescimento animal. Outro motivo que
possivelmente explicaria essa diferenca seriam os tipos de sedimentos encontrados,
posto que a montante o sedimento apresentou-se mais argiloso, o que poderia facilitar a
absor¢cdo de GRA, diferentemente das amostras de sedimento a jusante, que se
mostraram mais arenosos.

Além disso, percebe-se que nos meses de coleta em ambos os pontos de
amostragem, a abundancia de genes que conferem resisténcia a antibidticos foi maior
nas amostras coletadas em abril, estacio quente, comparado as coletadas em julho,
estacdo fria. Essa diferenca também foi observada no estudo realizado por Zheng et al.
(2018) ao longo de uma bacia hidrografica, onde verificaram maior concentracdo de
GRA no verdo comparado ao inverno, sugerindo que elevadas temperaturas
potencializam o aumento de GRA no ambiente como consequéncia do aumento da

atividade microbiana.

6.3.2. Mecanismos de resisténcia a antibidticos presente nas amostras

ambientais

Mecanismos de resisténcia e genes de resisténcia a antibidticos foram
verificados em todas as amostras de dgua e sedimento de ambos os pontos de

amostragem (Figura 15).
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Figura 15 - Porcentagem dos genes de mecanismos de resisténcia a antibidticos encontrados

nas amostras de dgua e sedimento a montante e a jusante do municipio de Vigosa.

O mecanismo de resisténcia a antibidtico mais abundantemente verificado nas
amostras de 4gua, tanto a montante quanto a jusante (42 a 50% dos genes de
resisténcia), bem como nas amostras de sedimento a jusante (44 a 45% dos genes de
resisténcia) foi a bomba de efluxo de resisténcia a multidrogas, entretanto nas amostras
de sedimento a montante esse mecanismo nao foi observado nos meses de coleta.

As bombas de efluxo de resisténcia a multidrogas constituem mecanismos de
resisténcia a uma ampla diversidade de antibidticos e sdo encontradas no genoma de
alguns microrganismos (BLANCO et al., 2016). Yilmaz e Ozcengiz (2017) citam p-
lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol e
polimixinas como exemplo das principais classes de antibidticos contra os quais as
bactérias podem se tornar resistentes via o mecanismo da bomba de efluxo. Essa
resisténcia € adquirida devido a presenca de varios genes de resisténcia a antibidticos no
mesmo elemento genético mével capaz de conferir resisténcia a multiplos antibidticos e
que pode ser transmitida por meio da transferéncia horizontal de genes (MARTINEZ,

2009).
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O mecanismo da bomba de efluxo de resisténcia a multidrogas, codificado pelos
genes presentes no operon CmeABC, apresentou uma propor¢do similar nas amostras
de dgua e sedimento, a montante (7 a 9%) e a jusante (13 a 14%). Este mecanismo
confere resisténcia a sais biliares do trato intestinal e a antimicrobianos presentes no
hospedeiro e exerce grande importancia na resisténcia a antibidticos em Campylobacter
Jejuni, uma bactéria comensal que vive no trato gastrointestinal de aves e mamiferos
(BOLTON, 2015; VIEIRA et al., 2017). A criacdo de aves, bovinos e suinos é bastante
comum na regido estudada e os dejetos provenientes desses animais, juntamente com o
lancamento de esgoto, possivelmente podem ter contribuido com a presenga de
microrganismos contendo esses genes de resisténcia no corpo hidrico receptor avaliado.
Rowe et al. (2016) utilizando o sequenciamento RNAr 16S, também observaram grande
contaminac¢do por genes de resisténcia a antibidticos decorrente do efluente de fazenda
de gado na Inglaterra.

Os antibidticos macrolideos (eritromicina) e quinolonas (ciprofloxacina e
levofloxacina) sdo os mais utilizados no tratamento contra a campilobacteriose
(OHISHI et al., 2017). Esses medicamentos, quando utilizados em elevadas
quantidades, podem conduzir a dissemina¢do de genes de resisténcia em comunidades
bacterianas naturais e, inclusive, proporcionar danos a saide humana em consequéncia
do consumo de frango (PEREZ-BOTO et al., 2015).

Genes de resisténcia a fluoroquinolonas também foram verificados em todas as
amostras de dgua (19 a 20% a montante e 16 a 17% a jusante) e sedimento (29 a 32% a
montante e 14 a 15% a jusante). As fluoroquinolonas s@o muito utilizadas no tratamento
de infec¢des bacterianas em humanos e outros animais. Apresentam como principal
mecanismo de acdo a inibi¢do da sintese de DNA, atuando nas enzimas DNA girase em
bactérias gram-negativas e na topoisomerase IV em bactérias gram-positivas (ADACHI
et al., 2013). O exagerado consumo dessa classe de antibidticos contribui para sua
permanéncia no ambiente, uma vez que até 70% da dose ingerida € excretada de forma
ndo metabolizada e os compostos apresentam elevada capacidade de adsorcdo no
ambiente e baixa biodegradabilidade, o que poderia explicar a abundancia de genes de
resisténcia a fluoroquinolonas nas amostras analisadas (VAN DOORSLAER et al.,
2014).

Genes que conferem resisténcia a B-lactimicos foram encontrados em maior
propor¢do a montante (10 a 12% na agua e 25 a 26% no sedimento) comparado a
jusante (7 a 9% na dgua e 14% no sedimento). A resisténcia aos B-lactamicos pode ser

conferida pela producdo da enzima B-lactamase, capaz de hidrolisar o anel B-lactamico e
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impedir a sintese da parede celular bacteriana, sendo este 0 mecanismo mais eficiente
em bactérias gram-negativas (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). A presenca
de B-lactamicos verificada em ambas as amostras e pontos de amostragem implica no
consumo de medicamentos a base desse principio ativo, uma vez que sio muito
utilizados no tratamento de doencas bacterianas em humanos, assim como
suplementacdo alimentar e crescimento animal (CHA; YANG; CARLSON, 2006;
CHENG et al., 2018).

Sabri et al. (2018) constataram a presencga de genes de resisténcia a sulfonamida,
tetraciclina e macrolideos por meio da andlise de PCR quantitativo em amostras de dgua
e sedimento a jusante de uma estacdo de tratamento de esgoto na Holanda. No entanto,
ndo houve diferenca entre os genes identificados antes e apds o lancamento do efluente
e nos tipos de amostra. Os pesquisadores alegaram que a estacdo de tratamento ndo € a
unica fonte de antibidticos no corpo hidrico e que o escoamento de fezes de animais de
pastagem ou selvagens pode ter contribuido para a contaminagao.

Verificou-se na Figura 15 que as propor¢des de genes que conferem resisténcia a
antibioticos ndo diferiram numericamente entre as amostras de dgua e sedimento
coletadas a montante e a jusante do centro urbano do municipio de Vigosa em abril e
julho. Percebe-se que os GRA podem estar presentes em diversas matrizes ambientais
decorrente do langcamento de esgoto in natura e inclusive de fezes de animais, como o
gado. Tal fato é consequéncia do elevado consumo desses medicamentos e da baixa
absor¢do do composto pelo organismo. Assim, o lancamento de esgoto in natura no
corpo hidrico receptor a jusante do centro urbano de Vicosa juntamente com outras
fontes poluidoras a montante do municipio sdo importantes contribuintes para a
disseminagdo de GRA na bacia hidrogréfica estudada.

De acordo com a pesquisa realizada nas principais farmécias do municipio
estudado, os antibidticos pertencentes as classes B-lactamicos e fluoroquinolonas sao os
mais consumidos pela populacdo (Tabela 17). Esses resultados estdo em conformidade

com os genes de resisténcia encontrados em maior abundancia nesse estudo (Figura 15).
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Tabela 17 - Antibidticos mais vendidos nas principais farmicias de Vicosa e suas respectivas

classes durante o periodo de janeiro a agosto de 2017

Antibidtico

Classe

Cefalexina
Amoxicilina
Amoxicilina + Clavulanato de potéssio
Cefaclor
Ceftriaxona

B-lactdmicos

Norfloxacino
Levofloxacino
Ciprofloxacino

Cloridrato de ciprofloxacino

Fluoroquinolonas

Azitromicina
Claritromicina

Macrolideos

6.3.3. Analise taxonomica dos genes de resisténcia a antibidticos

A contaminagcdo dos corpos hidricos por antibidticos, além de alterar a

comunidade microbiana, pode desencadear o desenvolvimento de genes de resisténcia

(XU et al., 2015). Das amostras estudadas, foram selecionadas para andlise taxonOmica

as cinco espécies bacterianas mais abundantes encontradas para os diferentes genes de

resisténcia a antibidticos (Figura 16).
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Figura 16 - Heat map com abundancia de bactérias que contém genes de resisténcia a
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Vigosa. A cor cinza indica que ndo foi detectada bactéria com genes de resisténcia a antibiéticos
nas amostras. A = Abril e J = Julho. Destacado em vermelho: bactérias contendo genes de

resisténcia a mais de um tipo de antibidtico.
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De acordo com o agrupamento observado no heat map, as amostras de dgua no
ponto a montante e as amostras de sedimento a montante € jusante se mostraram
semelhantes entre si, porém diferiram das amostras de d4gua do ponto a jusante.

Maior abundancia de bactérias com genes de resisténcia foi verificado nas
amostras de dgua e sedimento coletadas a jusante da cidade nos meses de abril e julho.
Esse aumento sugere que o lancamento de esgoto contribuiu de forma significativa para
a presenca de organismos com genes de resisténcia ao longo do curso d’ dgua, como
observado no trabalho de Tang et al. (2016).

Como verificado no perfil taxondmico de todas as sequéncias (Figura 13), o filo
Proteobacteria foi o mais abundante entre as sequéncias dos GRA. Entretanto, a
composi¢do de espécies da comunidade bacteriana aos quais os GRA foram afiliados foi
bastante heterogénea entre os tipos de amostras e pontos de amostragem analisados. Nas
amostras de 4gua a montante, os genes de resisténcia a -lactimicos foram afiliados as
espécies de bactéria Rhodoferax ferrireducens e Burkholderia ambifaria, sendo mais
abundantes no més de julho. Nas amostras de 4gua a jusante, a maioria das sequéncias
dos GRA foram afiliadas as espécies Delftia acidovorans, Aromatoleum aromaticum e
Verminephrobacter eiseniae, as quais foram representadas por genes que conferem
resisténcia a diferentes antibiéticos com maior abundancia no més de abril (Figura 16).

As amostras de sedimento a montante mostraram-se mais abundantes as
sequéncias afiliadas as bactérias Desulfitobacterium hafniense e Deinococcus
radiodurans, com genes resistentes a vancomicina no més de abril. A jusante, em
ambos os meses de coleta, as sequéncias mais abundantes corresponderam as espécies
bacterianas Geobacteruranii reducens, que apresentaram genes de resisténcia a bomba
de efluxo multidrogas e ao operon CmeABC, e as sequéncias afiliadas a
Anaeromyxobacter sp. cujos genes de resisténcia foram a eritromicina e
fluoroquinolonas.

Vaz-Moreira et al. (2014) citam alguns exemplos dos géneros hospedeiros de
genes de resisténcia a antibidticos comumente encontrados em ambientes aquaticos, 0s
quais se destacam Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Raoultella, Acinetobacter,
Aeromonas, Burkholderia, Pseudomonas, Enterococcus e Staphylococcus.

O género Burkholderia, também encontrado nas amostras de 4gua a montante
nesse estudo, € de bactérias gram-negativas que possuem uma barreira de penetracdo
externa a membrana que impede a entrada do antimicrobiano, tornando-as resistentes e
dificultando o tratamento de infec¢des por elas provocadas (RHODES; SCHWEIZER,

2016). Os individuos pertencentes a espécie Burkholderia cepacia sdo considerados um
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dos principais patégenos responsaveis por infec¢des do trato respiratério em pacientes
com fibrose cistica (CIPOLLA et al., 2017). Jiang et al. (2018) também verificaram por
abordagem metagenOmica bactérias que contém GRA em amostras de d4guas superficiais
e sedimento de um corpo hidrico na China de uma regido intensamente urbanizada. Os
resultados indicaram maior concentracdo de GRA nas amostras de dgua em relacdo ao
sedimento, com abundancia do género Burkholderia.

Das cepas de bactérias isoladas de um rio contaminado com esgoto, Garcia-
Armisen et al. (2011) identificaram pelo sequenciamento RNAr 16S, 32
microrganismos com GRA . Dentre os isolados, foi possivel constatar a presenca de
Delftia acidorovans, com genes de resisténcia a cloranfenicol, eritromicina,
gentamicina, aztreonan e tetraciclina. Essa espécie de bactéria, também detectada nas
amostras de dgua a jusante do centro urbano de Vigosa, é considerada um agente
oportunista a diversos tipos de infec¢des, podendo ocorrer por meio de diferentes fontes
de contaminagdo as quais incluem os cursos d’dgua e equipamentos utilizados em
hospitais (CAMARGO et al., 2014).

Bactérias com genes que conferem resisténcia a antibidticos em 4guas e
sedimentos de rios t€ém sido amplamente investigadas. Devido ao descarte continuo de
antibidticos, comunidades bacterianas sdo capazes de exercer uma pressao seletiva ao
longo do tempo e, consequentemente, propagar genes de resisténcia no meio aquatico
(PROIA et al., 2018).

Novo et al. (2013) alegam que a disseminagdo de genes de resisténcia a
antibidticos pode ser consequéncia das condi¢des ambientais. Esses pesquisadores
constataram que a temperatura e a presenca de matéria organica na dgua influenciam a
diversidade de populacdes bacterianas resistentes a antibidticos, devido aos nutrientes
contidos nos esgotos, que podem intervir no crescimento € na dindmica de algumas
espécies bacterianas. As contribui¢des decorrentes do langcamento de esgoto in natura,
do tratamento de infec¢des animais e descarte inapropriado desses medicamentos
podem ser considerados responsdveis pelo aumento da incidéncia de bactérias com
GRA observada nas amostras de dgua e sedimento apds o centro urbano do municipio

de Vicosa.
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6.4. Ensaios ecotoxicolégicos

A relac@o entre a toxicidade cronica para os organismos R. subcapitata e C.
dubia, o tipo de amostra (dgua ou sedimento) e o ponto de amostragem (montante ou

jusante) pode ser visualizada na Tabela 18.

Tabela 18 - Toxicidade cronica das amostras de dgua e sedimento a montante e a jusante do

municipio de Vigosa

Meés de coleta

Pontode  Organismo-

coleta teste Amostra Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago
Montante R subcapitata Agtuaw NT T T T T NI T T
C. dubia Sedimento T T NT NT NT T T T
Jusante K- subcapitata Agua T NT NT NT NT T NT NT
C. dubia Sedimento NT NT NT NT NT T T T

T = Toéxico

NT = Nao toxico

Foi possivel verificar a presenca de toxicidade em ambos o0s pontos de
amostragem. Os efeitos de toxicidade cronica foram notados em maior frequéncia nas
amostras de 4gua e sedimento coletadas a montante do centro urbano, quando
comparado a jusante. Na regido localizada a montante do municipio estudado sdo
observadas algumas praticas agricolas que podem empregar o uso de compostos
quimicos, tais como fertilizantes e defensivos. Dessa forma pode ocorrer a lixiviagao
desses compostos para o corpo hidrico, o que explicaria a presenca de toxicidade
detectada nas amostras.

A auséncia de toxicidade verificada em alguns meses apds o centro urbano do
municipio pode ser atribuida a dilui¢do e/ou degradacdo dos micropoluentes ao longo
do curso d’ agua, o que pode ter reduzido a sua concentracdo e consequentemente as
amostras se mostraram menos toxicas no ponto de coleta a jusante da cidade.

Toxicidade foi detectada no sedimento em ambos os pontos de amostragem. A
persisténcia de micropoluentes nos sedimentos por longos periodos de tempo pode ser
considerada a principal causa da toxicidade em corpos hidricos, uma vez que muitos
poluentes podem ficar aderidos aos sedimentos fazendo com que atuem como
sumidouro de indmeros contaminantes tornando-os biodisponiveis a coluna d’agua

conforme alteragdes hidrolégicas (ZOPPINI et al., 2014; KE et al., 2015).
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A toxicidade do sedimento de um rio na Dinamarca que recebe descarga de
esgotamento urbano foi avaliada por Christensen et al. (2006) que verificaram efeitos
téxicos nas amostras coletadas. De acordo com os autores, os sedimentos podem
contribuir significativamente com a presenca de efeitos téxicos na dgua devido a
suspensao de particulas toxicas.

A diferenca observada nos testes ecotoxicoldgicos antes e apds o nuicleo urbano
do municipio de Vigosa, possivelmente pode estd atribuida as caracteristicas dos pontos
de amostragem avaliados. No ponto a montante, algum produto t6xico ndo identificado
nesse estudo e possivelmente utilizado na regido pode ter sido um dos precursores da
toxicidade verificada nas amostras de dgua. A jusante, apesar do lancamento de esgoto
no corpo hidrico, a concentra¢ido das substancias potencialmente toxicas podem nao ter
sido suficiente para causar efeitos aos organismos expostos devido a capacidade de
diluicao dos compostos e consequentemente mostraram-se menos toxicas.

Por outro lado, a detec¢do da toxicidade nos meses de janeiro e fevereiro a
montante do municipio nas amostras de sedimento pode esta atribuida a composi¢io da
matéria organica presente no sedimento o que pode ter influenciado na toxicidade das
amostras.

Muitos estudos apontam o langcamento de esgoto como uma das consequéncias
da atividade estrogénica, resisténcia a antibidticos e danos aos seres vivos ao longo do
tempo de exposi¢do em corpos hidricos receptores. No entanto, os testes de toxicidade
para os organismos utilizados nesse trabalho, ndo corroboraram com os resultados
constatados pelo ensaio YES, andlise cromatografica e metagendmica utilizados para
avaliar os efeitos associados a presenca de CPE nas amostras de dgua e sedimento do

corpo hidrico avaliado.
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7. CONCLUSAO

A qualidade da dgua avaliada pelo IQA foi alterada ao longo da bacia hidrografica
estudada, com classificagdo boa a montante e muito ruim a jusante do centro urbano,
mostrando que a qualidade do corpo hidrico receptor sofre grande influéncia decorrente
do lancamento de esgoto in natura. O IVA, embora tenha se mostrado estatisticamente
diferente entre os pontos de amostragem, foi classificado como péssimo em ambos 0s
pontos de amostragem, mostrando que a montante do municipio também h4 indicios da
presenca de micropoluentes prejudiciais a vida aquética.

A atividade estrogénica identificada pelo ensaio YES permitiu constatar a
existéncia de compostos desreguladores enddcrinos em todos os meses de coleta a
jusante do centro urbano. A montante foi detectada estrogenicidade somente no més
maio, implicando que ha fontes poluidoras no curso d’agua antes da cidade que
contribuem a presenca desses compostos no corpo hidrico.

No sedimento, as amostras podem ndo ter apresentado compostos estrogénicos ou
a inibi¢do do crescimento da levedura S. cerevisiae pode ter mascarado a presenca de
estrogenicidade nas amostras. Nesse caso, estudos devem ser realizados para esclarecer
as causas e os compostos responsaveis pela toxicidade a levedura.

Os micropoluentes E2, 4-NP, 4-OP e BPA foram detectados no ponto a jusante da
cidade, sendo BPA o mais frequente. O hormodnio sintético EE2 foi identificado na
amostra coletada a montante da cidade no més de maio, indicio de contaminagdo por
esgoto doméstico.

Pela andlise molecular independente de cultivo, foi possivel identificar GRA na
dgua e no sedimento de ambos os pontos de amostragem. A constatacdo desses
compostos permitiu inferir que o corpo hidrico a montante ja apresenta indicios de
contaminagdo por antibidticos e que possivelmente pode ser a causa da presenca dos
GRA encontrados. A jusante, o lancamento de esgoto é considerado o principal
responsavel pela presenca desses contaminantes e contribui com sua persisténcia e
importancia de antimicrobianos ao longo do curso d’agua.

Os resultados dos testes de toxicidade cronica das amostras de dgua e sedimento
nio se correlacionaram com os teores dos micropoluentes verificados pelo bioensaio
YES, andlise cromatografica e metagenOmica e apresentaram-se mais tOXicos a

montante do municipio estudado.
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Os ensaios YES, andlise cromatografica, metagendmica e toxicidade cronica
mostraram que o corpo hidrico receptor antes e apds o centro urbano do municipio de
Vicosa sofre influéncias de fontes de poluicdo por CPE que prejudicam a qualidade da

dgua e oferecem perigos ao ecossistema aquético e a saide humana.
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Apéndice A

Tabela A1 — Valores de fosforo total e clorofila a utilizados no calculo do IET para as amostras
de 4gua

Parametro
Fésforo total (ug/L)  Clorofila a (ug/L)

Ponto de coleta Meés de coleta

Janeiro 42,0+ 10,6 0,0
Fevereiro 58,0234 5,1+0,2
Marco 36,0 £ 8,5 0,0
Montante Abril 59,0+£2,6 0,3+0,3
Maio 43+5,8 2,6 +0,1
Junho 0,0 1,0+0,1
Julho 273+£2)5 0,3+0,3
Agosto 30,3 +£5,7 0,8 +0,3
Janeiro 520,0 £24,3 96+1,3
Fevereiro 406,3 + 35,0 2,0+0,2
Marco 1251,3 + 31,0 3,8+1,1
Jusante Abril 676,3 +£ 38,6 0,8+0,3
Maio 751,0 £26,9 0,7+0,6
Junho 691,7 £ 14,6 0,0
Julho 670,7 £42,7 1,7+0,2
Agosto 916,0 +58,0 1,2+0,2
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Tabela A2 — Valores dos parametros utilizados no calculo do IPMCA nas amostras de 4gua a montante e a jusante do municipio de Vigosa

Ponto de Meés de Parametros
coleta coleta OD pH Toxicidade Cadmio Cromo Cobre Chumbo  Mercirio  Niquel Zinco Surfactantes
(mg/L) (mgl)  (mgl) (mgl) (mgl)  (ugll)  (mgl) (mgl) (mg/lL)
Janeiro 4,3 7,1 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 NA
Fevereiro 4,9 7,2 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 NA
Marco 4.4 7,5 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 NA
Montante Abril 8,2 6,0 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 -
Maio 4,8 7,5 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 -
Junho 24 7,5 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 -
Julho 5,7 7,2 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 -
Agosto 7,0 7,5 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 -
Janeiro 0,0 7,7 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 NA
Fevereiro 1,3 7,1 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 NA
Marco 0,8 7,2 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 NA
Jusante Abril 0,0 6,1 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 0,4
Maio 0,6 7,3 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 1,0
Junho 0,0 6,8 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 0,8
Julho 0,0 6,4 NT <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 2,1
Agosto 1.4 7,0 T <0,010 <0,010 <0,04 <0,010 <1,0 <0,010 <0,01 1,8
T = Téxico

NT = Nao toxico
NA = Nao avaliado
(-) = Abaixo do limite de detecgdo (0,1 a 0,4 mg/L)
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Apéndice B

Tabela B1 — Compostos identificados pelo modo SCAN presentes nas amostras de sedimento a
montante e a jusante do municipio de Vigosa

Ponto de Més de Tempo de % de N
coleta Amostra coleta retencao similaridade Substancia
Janeiro 12,749 91 Butano
Fevereiro 13,123 93 Acido oleico
. Maio 13,164 89 Bis 2-etilhexil maleato
Montante  Sedimento —y -\ 14,997 90 Di-n-octilftalato
Julho 14,997 91 Di-n-octilftalato
Agosto 15,043 94 Di-n-octilftalato
Janeiro 12,057 89 Acido hexadecanéico
Fevereiro 10,725 90 Silano
Marco 10,777 96 Acido tetradecanéico
. Abril 12,1 93 Acido hexadecanoico
Jusante - Sedimento yp . 14,997 93 Di-n-octilftalato
Junho 12,979 93 Acido octadecanéico
Julho 12,075 85 Acido hexadecandico
Agosto 13,285 93 Acido octadecanéico

Espectros das substincias identificadas pelo modo SCAN nas amostras de sedimento
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Junho - Acido octadecandico
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Apéndice C

Tabela C1 — Caracteristicas gerais das sequéncias de DNA das amostras analisadas

Caracteristicas das sequéncias

Ponto de Amosira Més de Total d
coleta coleta ;)etz dse Tamanho das reads Percentual de CG  Total de bases
i Abril 1.430.145 199 + 69 54 + 12% 285.200.148 pb
ua
8 Julho 932.007 207 £ 67 52 +13% 193.328.104 pb
Montante
) Abril 1.967.739 179 £ 76 60+ 12% 352.726.886 pb
Sedimento
Julho 1.723.966 189 + 74 56 + 12% 325.670.395 pb
i Abril 1.918.138 172 £ 74 55+ 11% 330.673.903 pb
ua
] 8 Julho 1.824.791 173 +£73 57 +11% 316.069.773 pb
sante
Y ) Abril 2.801.731 171 +£79 60 + 12% 478.901.181 pb
Sedimento

Julho 3.323.685 161 =78 60 + 12% 535.108.149 pb




Apéndice D

Perfil funcional das sequéncias metagendmicas

Diviséo celular e Ciclo celular

100% - Subsistemas baseados em agrupamentos
Resposta ao estresse
90% - Metabolismo de enxofre
metabolismo de compostos aroméaticos
80% - Fotossintese
= Metabolismo de nitrogénio
70% - ® Metabolismo de DNA

= Aminoécidos e Derivados
m Sinalizagdo de regulacdo celular
Respiragio
u Metabolismo de RNA
= Dorméncia e Esporulacao
m Acidos Graxos, Lipidos e Isoprenoides
m Fagos, Profagos, Elementos Transposiveis, Plasmideos

Porcentagem %
N [}
S 3
N X

n
S
N

30% - B Mural e cdpsula celular
= Diversos
20% - E Motilidade e quimiotaxis
® Nucleosideos e Nucleotideos
10% - B Metabolismo do fésforo
B Metabolismo de potdssio
0% ® Viruléncia, doenga e defesa

Abril|Ju1ho Abril|Julho Abril|Julho Abril|Julh0 ® Transporte de membrana
m Cofactores, Vitaminas, Grupos Prosteicos, Pigmentos

m Carboidratos

Montante Jusante B Metabolismo de proteinas

® Metabolismo secunddrio

B Aquisi¢do e metabolismo do ferro

Agua Sedimento Agua Sedimento

Figura D1 — Perfil funcional das sequéncias metagendmicas das amostras de dgua e sedimento
a montante e a jusante do municipio de Vigosa.
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Anexo A

Tabela A1 — Varidvel que compdem do IPMCA e suas respectivas ponderacGes e niveis de

qualidade

Grupos

Variaveis

Niveis

Faixas de Variagao

Ponderacao

Variaveis
Essenciais (VE)

OD (mg/L)

>5,0
3,0a<5,0
3,0a<5,0

1

pH

6,029,0

5,0a<6,0e>9,0a9,5

<50e>9,5

Toxicidade

N3ao téxico
Efeito cronico
Efeito agudo

Substancias
toxicas (ST)

Cadmio (mg/L)

<0,001
> 0,001 a 0,005
> 0,005

Cromo (mg/L)

<0,05
> 0,05 a 1,00
> 1,00

Cobre (mg/L)

<0,009
>0,009 a 0,05
>0,05

Chumbo total
(mg/L)

<0,01
> 0,01 a 0,08
> 0,08

Merctrio (mg/L)

<0,0002
> (0,0002 a 0,001
> 0,001

Niquel (mg/L)

<0,025
> 0,025 a 0,160
> 0,160

Surfactantes (mg/L)

<0,5
>0,5a1,0
> 1,0

Zinco (mg/L)

A PPOOFTP>POFPPOFPFPOOFTP>POFT>POFT>POQOF>OQOFIP>OQOF>OQF >

<0,18
>0,18 a 1,00
> 1,00

W N = LN LN =L DN =W N =W =W =W =W =WN =W

Fonte: CETESB (2010)
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Anexo B

Equacdo utilizada para calcular a concentragdo equivalente de 17-B-estradiol

(EQ-E;) com base na curva dose-resposta no ensaio YES

Al — A2
y=(

4 AZ) x 20
1+ (x/x0)p

Onde:

y é o valor de Abs corrigida da amostra

A1l ¢ a mdxima inducdo da atividade estrogénica

A2 ¢ o limite de deteccdo do ensaio

x € a CE5p da amostra, corresponde a metade da atividade estrogénica da amostra

xo € a CEsp, ou seja, concentracdo que elucida uma atividade igual a 50% do controle
positivo do 17 B-estradiol

p € a inclinacdo da regido mediana da curva como estimado de uma regressao
linear/log da parte linear da curva dose-resposta
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