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RESUMO

A perda da diversidade biolégica pode ser um reflexo da degradacdo ambiental,
principalmente em locais com grandes contingentes demogréaficos. No Nordeste do Brasil, a
maioria das regides metropolitanas estdo concentradas em zonas costeiras, ocasionando a
liberacdo de uma grande quantidade de poluentes e ameagando a sobrevivéncia de iniUmeras
especies, como o0s peixes. Neste estudo, tentamos avaliar possiveis danos no DNA em um dos
recursos pesqueiros mais consumidos pelas comunidades ribeirinhas nesta regido, a tainha
(Mugil curema). Metodologias de Ensaio Cometa (EC) e Teste do Micronucleo (MN) foram
utilizadas em populacfes desta espécie, provenientes de cinco estuarios Pernambucanos (rios
Goiana e Jaguaribe no litoral Norte), (rios Sirinhaém e Formoso no litoral Sul) e (rio
Capibaribe na regido metropolitana). Para fins de comparacdo, uma amostra controle foi
coletada no estuério do Rio Una (local de preservacdo ambiental), litoral sul do estado de Séo
Paulo. Nossos resultados mostram que o estuario mais afastado da regido metropolitana, o Rio
Formoso, quando comparado ao grupo controle, foi quem apresentou 0s menores niveis de
danificacdo gendmica (P >0,05). J4 os demais estuarios apresentaram niveis elevados de
danificacdo quando comparados ao controle (P < 0,05). Em especial, o estuario do rio
Capibaribe, localizado na capital Pernambucana, foi aquele que apresentou um dos maiores
niveis de dano genémico (P = 0,0001). Tais dados caracterizam-no como 0 mais impactado
entre os cinco avaliados. Estes dados também apontam para uma forte associagdo entre niveis
elevados de danificacdo genémica (macro e microlesdbes no DNA) em locais proximos a
grandes contingentes demogréficos e industriais. Consequentemente, este cenario de
impactacdo pode tambeém estar afetando a comunidade bidtica como um todo, incluindo as
comunidades humanas ribeirinhas que tem este recurso como forma de subsisténcia. Estes
resultados demonstram a efetividade do uso de metodologias de EC e MN como protocolos
rapidos e precisos na avaliacdo de ecossistemas marinhos, principalmente em regides

fortemente impactadas pelas atividades antropicas.

Palavras-chave: ensaio cometa; estuarios; impacto ambiental; micronucleo; poluentes;

recurso pesqueiro.



ABSTRACT

The loss of biological diversity may be a reflection of environmental degradation,
especially in places with large demographic contingents. In northeastern Brazil, most
metropolitan regions are concentrated in coastal areas, causing the release of large amounts of
pollutants and threatening the survival of many species, such as fish. In this study, we attempt
to assess possible damage to the DNA in one of the most consumed fish resources by coastal
communities in this region, mullet (Mugil curema). Methodologies comet assay (EC) and
micronucleus test (MN) were used in populations of this species, from five Pernambucanos
estuaries (Goiana and Jaguaribe rivers in the northern coast), (Sirinhaém and Formoso rivers
in the south coast) and (Capibariberiver in Metropolitan region). For comparison purposes, a
control sample was collected in the estuary of the Una River (local environmental
preservation), southern coast of Sdo Paulo. Our results show that the far estuary in the
metropolitan area, the Formoso River, when compared to the control group, was the one who
had the lowest levels of genomic damage (P> 0.05). None of the other estuaries showed
elevated levels of damage compared to the control (P <0.05). In particular, the estuary of the
river Capibaribe, located in Pernambuco capital, was the one who presented one of the highest
levels of genomic damage (P = 0.0001). These data characterize it as the most affected among
the five evaluated. These data also point to a strong association between high levels of
genomic damage (macro and micro-lesions in DNA) in locations near major demographic and
industrial contingent. Consequently, this scenario impaction may also be affecting the biotic
community as a whole, including the riparian human communities that have this feature as a
means of subsistence. These results demonstrate the effectiveness of using EC and MN
methodologies as fast and accurate protocols in evaluating marine ecosystems, particularly in

regions heavily impacted by human activities.

Key words: comet assay; environmental impact; estuaries; fishery resources; micronucleus;

pollutants.
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APRESENTACAO

O ambiente fisico e bioldgico tem sofrido de forma répida, crescente e sisteméatica uma
dramética alteragdo, como resultado de atividades antropogénicas, que tem levado a um
enorme impacto na saude humana e na sustentabilidade dos ecossistemas. Nesse sentido, 0s
estuarios representam um dos ecossistemas mais afetados pela descarga de contaminantes
provenientes das atividades humanas, como as agricolas, domésticas e industriais.

A poluicdo dos estuérios néo se restringe & contaminagdo da agua, mas também afeta a
comunidade bi6tica como um todo, incluindo espécies de peixes como a Tainha (Mugil
curema). Esta espécie representa um dos maiores recursos pesqueiros da regido Nordeste do
Brasil e no estado de Pernambuco é extremamente apreciada pelas comunidades ribeirinhas,
que tém na pesca da tainha sua principal forma de subsisténcia. Nesse sentido, nosso estudo
objetivou avaliar possiveis danos genémicos na espécie M. curema oriunda dos principais
sistemas estuarinos de Pernambuco e assim obter um diagnéstico de forma indireta da
qualidade ambiental desses ecossistemas.

O presente estudo fornece um incremento no diagnostico e gestdo de ambientes
ameacados e de espécies exploradas pela avaliacdo de danos gendmicos. Genomas
danificados podem comprometer a adaptabilidade das espécies. Além disso, esta espécie
recebe apelo adicional de investigacdo, uma vez que € explorada economicamente.

A dissertacdo estd apresentada na forma de seccBes que seguem as normas da ABNT
para realizacdo de trabalho cientifico. A Gltima seccdo apresenta os resultados do diagnéstico
ambiental dos principais sistemas estuarinos de Pernambuco e se encontra na forma de artigo
cientifico, seguindo-se as regras do periddico ao qual sera submetido (Environmental
Monitoring and Assessment).

As normas de submisséo de artigos cientificos a revista Environmental Monitoring and

Assessment estdo em anexo.



16

1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 BIODIVERSIDADE MARINHA E OS IMPACTOS ANTROPICOS

Na atual era das mudancas globais, sistemas marinhos vém sendo fortemente
impactados pelas atividades humanas, incluindo a exploragdo excessiva, eutrofizacao,
poluicdo e introducdo de espécies (HALPERN et al., 2008; HOEGH-GULDBERG &
BRUNO, 2010; BURROWS et al., 2011). Uma consequéncia desses fatores de estresse é uma
mudanca documentada na composicdo e riqueza das espéecies (SAX & GAINES, 2003;
BEAUGRAND et al., 2010). Evidéncias na costa do Atlantico (STACHOWICZ et al., 2002)
e do Pacifico (SORTE et al., 2010) da América do Norte, indicam que as espécies nao nativas
em comunidades de invertebrados incrustantes, sdo favorecidas em detrimento de espécies
nativas em aguas mais quentes. Desta maneira, 0 aquecimento pode conduzir a uma tendéncia
de homogeneizacdo da composicdo de comunidades marinhas (BURROWS et al., 2011).

Desde a publicacédo dos primeiros experimentos que estudam os efeitos das mudancas
na biodiversidade dos ecossistemas, ha o consenso de que o declinio da biodiversidade tem
consequéncias negativas para as funcGes do ecossistema, tais como producdo, eficiéncia no
uso dos recursos e ciclagem de nutrientes (NAEEM et al., 1994; TILMAN et al., 1994).

Outro fator que contribui para a reducdo da biodiversidade de ambientes aquaticos é a
introducdo de compostos quimicos produzidos pela atividade humana (EGANHOUSE &
SHERBLOM, 2001; DACHS & MEJANELLE, 2010; MACIEL et al., 2015). Entre aqueles
classificados como poluentes organicos, 0s que mais preocupam sdo 0s poluentes organicos
persistentes (POPs), como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HAPS), e inimeros
compostos utilizados como pesticidas (DACHS & MEJANELLE, 2010; SPONCHIADO et
al., 2011; SMALLING et al., 2013; MACIEL et al., 2015). Vale destacar, que poluentes
inorganicos, tais como o0s metais pesados, também possuem grande relevancia nos estudos dos
efeitos antrépicos sobre as comunidades de organismos marinhos (PINHEIRO & TOLEDO,
2010; AMOOZADEH et al., 2014; SHARIF et al., 2014).

Muitos destes poluentes, como 0s metais pesados e HAPs, persistem por longos
periodos nos sistemas marinhos, onde as suas concentragbes e os efeitos continuam
aumentando (SOUZA et al., 2013; AMOOZADEH et al., 2014; SHARIF et al., 2014). Boa

parte destes compostos acumula-se ao longo do tempo e biomagnificam-se através das teias
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alimentares, tornando-se mais concentrados e prejudiciais em niveis tréficos superiores (SUN
etal., 2015).

A gama completa de efeitos destes compostos € pouco conhecida, mas incluem os
canceres, deformacdes e falhas reprodutivas (ADAM et al., 2010; PINHEIRO & TOLEDO,
2010; PINHEIRO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013). Estes efeitos foram observados em
varios tipos de organismos marinhos (SHAHIDUL ISLAM & TANAKA, 2004,
AMOOZADEH et al., 2014).

Shahidullslam& Tanaka (2004) estimam que milhdes de toneladas de 6leo entram no
ambiente marinho a partir de vérias fontes, como a manutengdo de refinarias e derrame da
agua de lastro,causando efeitos adversos em inimeras espécies de peixes, invertebrados, aves
e mamiferos marinhos. No entanto, os efeitos destes compostos vdo além dos eventos de
mortalidade imediata, e continuam a afetar de maneira indireta todo funcionamento do
ecossistema (BEAUGRAND et al., 2010; PINHEIRO & TOLEDO, 2010).

1.2 OS RECURSOS HIDRICOS NO BRASIL

A utilizacdo da agua pela sociedade humana visa a atender suas necessidades pessoais,
atividades econémicas (agricolas e industriais) e sociais (TUCCI & MENDES, 2006). No
entanto, essa diversificacdo no uso da agua, quando realizada de forma inadequada, provoca
alteracfes na qualidade da mesma, comprometendo os recursos hidricos e por consequéncia
seus usos para os diversos fins (TUCCI, 2008; TOMASONI et al., 2009). Segundo Tucci
(2008), o Brasil passa por um processo de urbanizacdo que gera problemas relacionados com
a infraestrutura dos recursos hidricos no ambiente urbano, destacando a falta de tratamento de
esgoto e 0 aumento da carga de residuos solidos langados nos mananciais.

No Estado do Rio Grande do Sul, o Rio dos Sinos é um exemplo de importante
manancial fortemente impactado pelas atividades humanas, o respectivo recurso hidrico e
responsavel pelo fornecimento de agua potavel para aproximadamente 2 milhGes de
habitantes (PETRY & SCHULZ, 2006). Segundo Petry & Schulz (2006), a introducdo de
compostos quimicos neste manancialocorre principalmente na parte média e inferior da bacia.
Nessas regides, 0s riachos que compdem a rede hidroldgica passam por centros urbanos com
elevada densidade populacional e alta atividade industrial (PETRY & SCHULZ, 2006). Os

principais disturbios que degradam os afluentes do Rio dos Sinos s&o a poluicéo originaria de
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esgoto doméstico e industrial das areas urbanas e a erosdo provocada em grande parte pela
eliminacdo da mata ciliar em &reas urbanas e agricolas (FEPAM, 2009).

Segundo a Fundacédo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM), cerca de 35 toneladas
de metais pesados que incluem o Cobre (Cu), Zinco (Zn), Cromo (Cr), Cadmio (Cd) e o
Chumbo (Pb) séo liberados pelas atividades humanas no rio dos Sinos a cada ano. As
descargas de residuos toxicos provenientes das atividades industriais ocorrem rotineiramente,
causando mortandade de peixes na haste principal do rio. Em Outubro de 2006 mais de 100
toneladas de peixes morreram devido a tais descargas, causando um prejuizo ecoldgico e
econdmico de valor inestimavel (FEPAM, 2009).

Segundo a Agéncia Nacional de Aguas (ANA), situacio semelhante é evidenciada na
maioria dos mananciais do Estado de Santa Catarina, tais recursos apresentam diferentes
niveis de poluicdo, principalmente de efluentes domésticos, industriais e pesticidas (ANA,
2012). A bacia hidrografica do Rio Cubatdo do Sul é a mais alarmante devido & sua
importancia no abastecimento de agua (ANA, 2012). De acordo com a concessionaria local de
tratamento de &guas e saneamento (Companhia Catarinense de Aguas e Abastecimento)
(CASAN, 2013), nos ultimos anos, o Rio Cubatdo do Sul sofreu significativa erosdo devido a
remoc¢do da mata ciliar, como consequéncia, essa perda tem contribuido para uma diminuicdo
do volume de agua ao longo dos anos. Além disso, na bacia do Rio Cubatdo do Sul ha intensa
atividade agropecuaria, que juntamente com a remocao da mata ciliar, 0 escoamento de
esgotos domésticos e industriais e a mineracdo de areia, estdo prejudicando a qualidade e a
guantidade de suas aguas (EXTERCKOTER, 2006). A maior parte dos residuos tdxicos
encontrados nas aguas do rio deriva do escoamento de atividades urbanas, indicando que a
urbanizacdo tem impacto negativo sobre a qualidade das &guas superficiais
(EXTERCKOTER, 2006).

No estado de S&o Paulo, a qualidade do solo e as caracteristicas do clima fazem da
regido das bacias hidrograficas do Rio Pardo, uma das principais areas agricolas do Brasil
(RIBEIRO, 2008). A regido e caracterizada pela alta produtividade agricola, especialmente de
cana de agucar, o que a torna na maior produtora de agucar e alcool do mundo (CARNESECA
et al., 2012). Tais atividades resultam na descarga de pesticidas e herbicidas nesse manancial,
que associados aos residuos domésticos e industriais produzidos pelas atividades humanas,
promovem uma degradacdo ambiental muito grave nessa regido (RIBEIRO, 2008;
CARNESECA et al., 2012).

As bacias hidrogréficas localizadas na regido nordeste do Brasil incluem éareas

altamente sensiveis aos impactos ambientais relacionados com as atividades humanas
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(LACERDA et al., 2008). Um exemplo é a bacia do Pina no estado de Pernambuco, onde
estudos indicam que a qualidade ambiental dos recursos hidricos e bioldgicos encontra-se
fortemente impactada pela intensa atividade antropica (VITORIO, 2006; VALENCA, 2009;
MACIEL et al., 2015).

A forte influéncia de esgotos domésticos na Bacia do Pina vem sendo demonstrada
através do alto nivel de coliformes fecais na agua e em tecidos de invertebrados aquéaticos
(BARROS et al., 2009; FARRAPEIRA et al., 2010). O Parque dos Manguezais, localizado na
parte Sudoeste da Bacia do Pina, também apresenta evidéncias da contaminacdo antropica.
Nesta localidade espécies de moluscos estdo contaminados por metais pesados, podendo o
consumo desses organismos contaminados ser altamente prejudicial & sadde humana (SILVA
etal., 2010).

1.3 ORGANISMOS AQUATICOS COMO BIOINDICADORES DE POLUICAO: A
IMPORTANCIA DOS PEIXES NA AVALIACAO DA QUALIDADE AMBIENTAL

O biomonitoramento de ambientes aquaticos é de extrema importancia, uma vez que
estes ambientes sdo o destino final para a maior parte dos residuos urbanos, industriais e
agricolas (ADAM et al., 2010; GINEBREDA et al., 2014; MACIEL et al., 2015). O
desenvolvimento industrial, a intensa urbanizacdo e as praticas agricolas ndo planejadas,
introduzem constantemente grandes quantidades de substancias biologicamente ativas,
incluindo produtos quimicos organicos (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HAPS) e
inorganicos (Metais pesados) nos ambientes aquaticos (PINHEIRO et al., 2013; MACIEL et
al., 2015; MANZANO et al., 2015).

Muitos destes poluentes estdo presentes no meio ambiente em niveis muito baixos,
porém, podem acumular-se nos tecidos dos organismos aquaticos e induzirem danos no DNA
destas espécies (ADAM et al., 2010; SANTOS et al., 2010). No trabalho realizado por
Ahmed et al, (2011)foram utilizados exemplares de tilapia (Oreochromis mossambicus)
expostos a diferentes concentragdes de Arsenito de Sodio (NaAsO2) para evidenciar o
potencial genotoxico desse composto, utilizando como metodologias o ensaio cometa (EC) e
o teste do microndcleo (MN). Os resultados indicaram que estas metodologias possuem
diferentes sensibilidades na deteccdo de danos gendmicos, fornecendo um importante

panorama dos efeitos causados pelo composto.
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Pinheiro et al. (2013) observaram que as altas concentraces de metais pesados como
0 cobre (Cu), cadmio (Cd), cromo (Cr), chumbo (Pb) e mercurio (Hg), quantificadas em
amostras de agua e sedimento coletados em regido de manguezal fortemente impactado, estdo
diretamente relacionadas ao mecanismo de inducdo de danos genémicos em caranguejos da
espécie Ucides cordatus, revelando o potencial mutagénico destes compostos em crustaceos.
Adam et al. (2010) em trabalho realizado com exemplares da espécie de peixe Poecilia
vivipara em lago urbano de Curitiba-Sul do Brasil, observaram que as concentracfes de
metais pesados e coliformes fecais dessa regido, sdo capazes de produzir efeitos adversos ao
genoma,detectados pela formacdo de microndcleos nos eritrocitos avaliados. Estudos recentes
tem indicado o potencial genotoxico destes contaminantes em diversos grupos taxonémicos
de animais aquaticos, como observado em mexilhdes (ROCHA et al., 2014), peixes
(RAGUGNETTI et al., 2011; SPONCHIADO et al.,, 2011; BARSIENE et al., 2013) e
gastrépodes (SARKAR et al., 2015).

As espécies aquaticas sdo normalmente expostas a uma mistura complexa de
substancias quimicas, que acabam induzindo danos genéticosque podem ser expressos em
diferentes niveisde organizacdo ecoldgica (individual, populacional ou ecossistémica)
(VOROSMARTY et al.,, 2010; GINEBREDA et al., 2014). Uma enorme variedade de
contaminantes ambientais pode causar alteracbes de forma direta ou indireta ao DNA,
possuindo assim significativa relevancia toxicologica, uma vez que estdo relacionados a
varios processos patoldgicos que incluem efeitos reprodutivos e carcinogénicos, que além de
afetarem o individuo, se tornam ativos em geracdes subseqlentes (LEWIS & GALLOWAY,
2009; PINHEIRO & TOLEDO, 2010). A constante exposi¢do a esses produtos quimicos pode
levar a respostas fisioldgicas anormais e causar efeitos adversos sobre o desenvolvimento, o
crescimento, comportamento e a taxa reprodutiva (EGANHOUSE & SHERBLOM, 2001;
BISTODEAU et al., 2006; PINHEIRO & TOLEDO, 2010; GINEBREDA et al., 2014).

A utilizagdo de peixes como bioindicadores da qualidade dos ecossistemas aquéaticos
vem crescendo substancialmente nos Gltimos anos. Esse crescimento esta associado a sua
relacdo intima com o ambiente (BELFIORE & ANDERSON, 2001; ADAM et al., 2010;
SPONCHIADO et al.,, 2011; CARROLA et al.,, 2014), constituindo-se em excelentes
bioindicadores de ambientes aquaticos que sofreram ou estdo sofrendo algum tipo de estresse
ou mudanca nas suas condi¢des naturais (AUBRECHT & CABA, 2005; PATIRE, 2010;
CARMO et al., 2011).

Carmo et al. (2011) analisaram as concentragcdes de metais pesados em diferentes

tecidos da espécie Mugil curema de dois rios (Branco e Mariana) do estuario de Santos/Séao
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Vicente-SP e encontraram altas concentragfes de cromo (Cr) e ferro (Fe) nas branquias e de
cobre (Cu) e zinco (Zn) no figado, observando diferentes padrdes de bioacumulacdo que
podem refletir potenciais genotoxicos distintos. Patire (2010), avaliou a biodisponibilidade de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, através da analise de metabolitos biliares de M.
curema dos estuarios de Santos e Cananeia, Sdo Paulo, constatando uma maior concentracdo
nos individuos coletados no estuério de Santos, indicando um maior nivel de contaminagdo
deste estuario.

E importante ressaltar que os peixes respondem aos agentes genotdxicos de maneira
semelhante aos vertebrados terrestres, permitindo a avaliagdo de substancias que sdo
potencialmente mutagénicas e carcinogénicas aos seres humanos (DE FLORA et al., 1991).

1.4 0OS EFEITOS DA INTRODUCAO DE CONTAMINANTES NO AMBIENTE
ESTUARINO: A RESPOSTA DAS ESPECIES NATIVAS

E inquestionavel que o crescimento populacional nas regides costeiras esta
diretamente relacionado ao aumento na descarga de contaminantes nos habitats aquaticos
(HALPERN et al., 2008; BARLETTA & COSTA, 2009; MACIEL et al., 2015). Um dos
ecossistemas mais afetados com o aumento do contingente populacional nas regides costeiras
s&0 os estuarios (DACHS & MEJANELLE, 2010; AZEVEDO et al., 2013; SOUZA et al.,
2013). Este ambiente possui algumas caracteristicas que estimulam o estabelecimento de
grandes centros urbanos em seu entorno, como: a capacidade natural de renovacdo periddica e
sistematica de suas aguas sob a influéncia das marés, a comunicacdo natural com regides de
manguezais, a abundante comunidade bioldgica e a facilidade de captacdo de agua doce
(BARLETTA & COSTA, 2009). Desta forma, o conhecimento sobre os efeitos que os
efluentes produzidos pelas atividades humanas podem causar na biodiversidade do ambiente
estuarino é de suma importéncia, tendo em vista o valor inestimavel que ele possui para as
comunidades ribeirinhas que dependem da pesca, além da enorme importancia ecologica por
constituirem bercarios para inimeras espécies (BARLETTA & COSTA, 2009; AZEVEDO et
al., 2013; SOUZA et al., 2013; MACIEL et al., 2015).

Alguns compostos prejudiciais a salude deste ambiente e das espécies nativas sao
relatados na literatura (PINHEIRO et al., 2013; SOUZA et al., 2013; SHARIF et al., 2014;
MACIEL et al., 2015), e dependendo do tempo de exposi¢éo e niveis de concentracdo podem
conduzir as mais variadas alteracdes patofisiologicas, que incluem: perda de gametas devido a

morte celular, esterilidade, mortalidade embrionaria, inibicdo de crescimento, anormalidades
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do desenvolvimento, disfuncbes enzimaticas, desregulacdo metabodlica, envelhecimento
precoce e neoplasias (DEPLEDGE, 1996; BELFIORE & ANDERSON, 2001; PINHEIRO &
TOLEDO, 2010; PAIXAO et al., 2011). As espécies que sdo bioindicadoras da qualidade
ambiental tendem a ser mais sensiveis aos efeitos destes compostos (MAI et al., 2012;
AMOOZADEH et al., 2014).

Amoozadeh et al. (2014) constataram que as cracas bioacumulam uma maior
quantidade de metais quando comparadas a outros organismos estuarinos, sendo os efeitos
dessa caracteristica expressos na reducdo da taxa reprodutiva desses animais. Paixdo et al.
(2011) observaram que a contaminagdo das regifes de manguezais estd relacionada a
anormalidades no desenvolvimento embrionario de espécies de ostras, associando a poluigédo
com a reducdo dos padrdes reprodutivos da espécie. Mai et al. (2012) constataram os efeitos
de metais pesados e pesticidas na espécie de ostra Crassostrea gigas e observaram uma
correlacdo entre os efeitos genotdxicos e anormalidades no desenvolvimento larval.

Estudos realizados por Nudi et al. (2007) revelaram uma capacidade peculiar que 0s
caranguejos possuem para metabolizar algumas categorias de poluentes organicos,
apresentando um baixo fator de bioacumulacdo de HAPSs, refletido na sua facilidade de
transforma-los em compostos polares, facilitando a excrecdo. Em contrapartida, estudos
realizados por Pinheiro & Toledo (2010) revelaram mutagdes provocadas pela exposicao a
diferentes categorias de metais pesados na espécie de caranguejo Ucides cordatus,
demonstrando a sua capacidade de acumular compostos inorganicos. Smalling et al. (2013)
em trabalho realizado no estuario do rio Santa Maria (California — USA), constataram que a
forte contaminagdo por pesticidas, esta afetando direta e indiretamente as comunidades de
peixes estuarinos e migratorios. Os autores observaram que a exposi¢do aos pesticidas esta
reduzindo drasticamente as comunidades de invertebrados (Ceriodaphnia dubia e Hyalella
azteca), que servem como recurso alimentar para espécies de salmonideos e peixes estuarinos,
alterando o comportamento de forrageamento desses animais. De forma direta, este estudo
verificou que a exposicao das espécies de peixes a pesticidas pode provocar o rompimento de
neurdnios sensoriais, podendo comprometer seu comportamento reprodutivo, alimentar e de
defesa.

Inimeros trabalhos demonstram que a exposicdo das espécies estuarinas aos
compostos quimicos organicos e inorganicos, conduz esses animais aos mais variados tipos de
alteracdes que podem comprometer o sucesso reprodutivo e consequentemente ameacar a rica
biodiversidade encontrada neste ambiente (NUDI et al.,, 2007; PINHEIRO & TOLEDO,
2010; PAIXAO et al., 2011; MAl et al., 2012; SMALLING et al., 2013).
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1.5 TESTE DO MICRONUCLEO

O teste do microndcleo (MN) tornou-se um dos métodos mais utilizados para
avaliacdo de alteracGes cromossémicas estruturais e numéricas (FENECH, 2000). De modo
geral, os micronucleos podem se originar de regiGes cromossémicas (Cromossomos
acéntricos, fragmentos cromatidicos produzidos por quebras cromossdmicas ou cromossomos
inteiros), que se atrasam ou migram irregularmente durante a anéfase, devido a disturbios do
fuso mitdtico (NORPPA & FALCK, 2003; PALANIKUMAR & PANNEERSELVAM,
2011). Os micronucleos sdo formados no processo de divisdo celular e a sua expressdo pode
ocorrer em diferentes momentos apos o evento de danos no DNA, dependendo da cinética do
ciclo celular e do mecanismo de indugdo (BOLOGNESI & HAYASHI, 2011).

Segundo Bolognesi & Hayashi (2011), em peixes, 0s micronucleos podem ser
visualizados em varios tipos celulares, embora o uso de eritrécitos do sangue periférico
(Figura 1), seja mais amplamente utilizado, pois evita a complexidade dos procedimentos de
preparacdo do material bioldgico e o sacrificio desses animais, além da alta taxa de diviséo
celular que esta linhagem possui, 0 que possibilita o rapido acesso aos efeitos dos agentes

genotoxicos.

L

Figura 1: Imagem de eritrdcito do sangue periférico de Mugil curema portador de microntcleo (MN).
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1.6 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa (eletroforese em gel de células individuais) € uma técnica que
permite a deteccdo de danos no DNA de células individualizadas (SPEIT & ROTHFUSS,
2012), consistindo em uma metodologia amplamente utilizada no biomonitoramento
estratégico de agentes genotdxicos (HARTMANN et al., 2003; AZQUETA & COLLINS,
2013). A crescente utilizacdo dessa metodologia estd atrelada as inimeras vantagens que
possui, como pode-se citar: a simplicidade, o rapido desempenho e alta sensibilidade para
varios tipos de danos no DNA (SPEIT & ROTHFUSS, 2012).

Através dos diferentes padrdes de migracdo em gel de eletroforese, é possivel
determinar os niveis de danificacio do DNA (FAIRBAIRN et al., 1995). Em condic¢des
normais, a molécula de DNA encontra-se fortemente compactada no interior do nucleo das
células dos organismos eucariontes. No entanto, possiveis danos causados ao DNA acabam
promovendo uma descompactacdo e ocasionalmente podem ocorrer quebras na estrutura da
molécula (ROJAS et al., 1999). Os fragmentos que resultam de tais quebras migram de
maneira diferenciada no gel em lamina durante o procedimento de eletroforese. A célula com
DNA néo danificado tera seu nucleo preservado durante a migracédo e, portanto, mantera uma
forma circular (Figura 2a) (OLIVE et al., 1990; COLLINS, 2004).

Quando ocorre um dano muito intenso em uma célula, muitos fragmentos de diversos
tamanhos sdo formados e migram em velocidades diferentes, formando-se, entdo, a figura
tipica de um cometa (Figura 2e) (OLIVE et al., 1990).

A avaliacdo de tais danos é feita levando em consideracdo o raio do nucleo e a
extensdo das caudas formadas pelo DNA que migrou durante o procedimento da eletroforese,
classificando-os em nivel 0 (zero) e sequencialmente até nivel 4 (Figura 2), que representa a
maior classe de dano (COLLINS, 2004).
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Figura 2: Imagem dos diferentes niveis de dano gendmico evidenciado pelo Ensaio Cometa (EC) em
células sanguineas de Mugil curema. (a) nivel 0, (b) nivel 1, (c) nivel 2, (d) nivel 3, (e) nivel 4.

1.7 ENSAIO COMETA E TESTE DO MICRONUCLEO: UMA COMPARACAO

A aplicacdo de biomarcadores é uma abordagem de extrema importancia quando
investigamos a relacdo causal entre a exposicdo aos poluentes ambientais e a observacao dos
efeitos a longo prazo em individuos e popula¢des (COTELLE & FERARD, 1999).

Nas ultimas décadas tem ocorrido um aumento consideravel na utilizacdo de métodos
genéticos que permitem a obtencdo de diagnésticos e realizacdo de monitoramento da
qualidade ambiental (DE FLORA et al., 1991; ADAM et al., 2010; AHMED et al., 2011). O
ensaio cometa e o teste do microndcleo sdo os métodos mais amplamente empregados para
detectar lesdes no DNA (SINGH et al., 1988; FENECH, 2000). O impacto genotdxico de
produtos quimicos sobre a integridade do DNA celular € um dos primeiros eventos nos
organismos expostos aos contaminantes (WHITE & RASMUSSEN, 1998; ADAM et al.,
2010; BENINCA et al., 2011; SPONCHIADO et al., 2011). O dano cromossdmico
manifestado apds a replicacdo celular representa um efeito acumulado, associado com a
exposicdo em longo prazo (SIU et al., 2004).

Na verdade, enquanto o teste do micronucleo detecta danos irreparaveis, atraves da
formacéo de nucleos secundarios (microndcleos), o ensaio cometa detecta lesdes recentes que
podem ser reparadas (COLLINS, 2004; PALANIKUMAR & PANNEERSELVAM, 2011).
De maneira geral, podemos dizer que o teste do micronucleo detecta as macrolesdes no

genoma, enquanto o ensaio cometa detecta as microlesdes (SIU et al., 2004).
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Vaérios estudos tém sido realizados usando tanto o ensaio cometa quanto o teste do
micronlcleo para avaliar o impacto genotdxico dos poluentes ambientais (ADAM et al.,
2010; MAI et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; MANZANO et al., 2015). Uma elevada
concordancia entre os efeitos genotoxicos detectados pelo ensaio cometa e teste do
micronucleo, foi relatada por diferentes autores para varios organismos (MOUCHET et al.,
2006; SPONCHIADO et al., 2011; BARSIENE et al., 2013). Entretanto, em alguns casos a
maior sensibilidade do ensaio cometa torna possivel a essa técnica detectar danos nao
observados pelo teste do micronicleo (ARALDI et al., 2015). Masuda et al (2004),
encontraram resultados positivos para o ensaio cometa em eritrdcitos de peixes injetados com
dois corantes mutagénicos, mas nao encontraram resultados positivos para microndcleos no
mesmo tipo de célula. Tais achados indicam que diferentes biomarcadores de genotoxicidade
possuem niveis de sensibilidade distintos e fornecem resultados que nem sempre sao
semelhantes.

Em geral, quando se leva em conta informagbes complementares decorrentes da
utilizacdo dessas metodologias, sugere-se que ambas devem ser empregadas simultaneamente,
devido as suas capacidades distintas para detectar os diferentes niveis de impacto genotdxico
(MASUDA et al., 2004; MOUCHET et al., 2006; AHMED et al., 2011; ARALDI et al.,
2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o dano gendmico na espécie Mugil curema em cinco sistemas estuarinos do
estado de Pernambuco por meio de parametros genotdxicos do tipo teste micronucleo e ensaio

cometa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o dano genémico por macrolesdes em células sanguineas de Mugil curema pelo

Ensaio Micronucleo em cinco sistemas estuarinos do estado de Pernambuco.

2. Avaliar o dano genémico por microlesGes em células sanguineas de Mugil curema pelo

Ensaio Cometa em cinco sistemas estuarinos do estado de Pernambuco.

3. Sugerir o status de conservacdo de Mugil curema e dos cinco sistemas estuarinos do estado

de Pernambuco perante ambos os indices de dano genémico.
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Os dados referentes ao diagndstico ambiental dos principais sistemas estuarinos de
Pernambuco, utilizando como organismo bioindicador a espécie M. curema, estdo
apresentados no manuscrito a seguir com previsdo de submissdo a revista Environmental
Monitoring and Assessment ap0s as revisdes sugeridas pela banca. A apresentacdo segue 0s
padrdes de formatacgdo e organizagéo solicitadas pela revista.
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Dano genémico em Mugil curema (Actinopterygii: Mugilidae), revela os efeitos da intensa
urbanizagéo em estuarios do Nordeste do Brasil.
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Resumo: Os atuais padrdes de ocupacéo das regides costeiras no Brasil demonstram uma serie
de irregularidades quanto a utilizacdo dos recursos hidricos e bioldgicos dessas areas. Na
regido nordeste do Brasil, as grandes metrépoles localizam-se préximas ao litoral, sendo as
atividades industriais, turisticas e agropecuarias as principais causadoras da contaminagdo dos
corpos d’4gua através do langamento de efluentes sem tratamento. Alguns métodos podem
indicar condi¢Bes ambientais adversas através da analise do material genético dos organismos
expostos, resultando em um diagnostico que fornece um panorama da qualidade ambiental. O
presente estudo avaliou possiveis danos no DNA em um dos recursos pesqueiros mais
consumidos pelas comunidades ribeirinhas na regido Nordeste do Brasil, a tainha (Mugil
curema), com fins em obter de forma indireta um diagndstico da qualidade ambiental dos
principais sistemas estuarinos da regido. As células do sangue de M. curema foram analisadas
para verificar a presenca de microndcleos (macrolesdes) e rastros de DNA - ensaio cometa
(microlesdes). A comparagdo estatistica revelou niveis de danos gendémicos
consideravelmente maiores do que os encontrados no grupo controle (p < 0,05) sugerindo um
forte efeito genotdxico nas amostras dos estuarios avaliados, principalmente aqueles préximos
a locais com grande contingente demografico e industrial. Essa evidéncia indica o alto grau de
degradacdo ambiental dos estuarios avaliados e sugere a necessidade de acgdes de

gerenciamento nestas areas.

Palavras-chave: ensaio cometa; micronucleo; risco ambiental; sistemas estuarinos; tainha.
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Introducéo

O desenvolvimento industrial e a intensa urbanizacdo em regies proximas de recursos
hidricos tém contribuido de maneira alarmante para a introducdo de compostos quimicos
prejudiciais a saude ambiental, afetando a biodiversidade aquética, comprometendo o
equilibrio ecoldgico e prejudicando as comunidades ribeirinhas que dependem da pesca como
seu principal meio de subsisténcia (Amorim 2003; Azevedo et al. 2013; Ghisi et al. 2014).

No Brasil, boa parte dos grandes contingentes demograficos se concentra em regides
costeiras, proximos a ambientes estuarinos, como é o caso das principais capitais que se
localizam na regiéo do Nordeste (IBGE 2010). A intensa atividade humana nestas regides tem
ocasionado uma grande descarga de efluentes produzidos pelas populagdes, levando,
consequentemente, a intervencdo ambiental dos recursos hidricos préximos a estas areas
(Barletta & Costa 2009; Souza et al. 2013). Estuarios sdo verdadeiros centros de diversidade
biol6gica, uma vez que muitos organismos passam boa parte ou até mesmo todo ciclo de vida
nestes ecossistemas. Dessa forma, os efeitos danosos desses poluentes acabam por afetar o
equilibrio ecoldgico, ameacando a exploracdo econdémica destes recursos e comprometendo a
salde publica pelo risco do consumo de organismos contaminados (Abessa et al. 2008;
Pereira et al. 2012). Tais problemas evidenciam a necessidade de criagdo de programas de
monitoramento e diagndstico da qualidade destes ambientes (Azevedo et al. 2013; Benincé et
al. 2011; Pereira et al. 2012).

Vérios tipos de contaminantes ambientais, tais como o0s Metais Pesados,
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHSs), Bifenilos Policlorados (PCBs) e 0s
Pesticidas tém sido os dejetos mais liberados nestas regides (Bianchi et al. 2011; Maciel et al.
2015; Manzano et al. 2015; Pinheiro et al. 2013). Estes compostos sdo conhecidos por
apresentar propriedades genotoxicas em varios organismos, ocasionando danos ao material
genético nas espécies expostas, podendo afetar futuras geracfes (De Flora et al. 1991;
Pinheiro et al. 2013; Tsangaris et al. 2011). Para isso, avaliar a satide desses ecossistemas é de
suma importancia, objetivando a conservacdo da biodiversidade que estas localidades
abrigam. Neste aspecto, biomarcadores que indiquem danos genéticos na avaliacdo da
gualidade ambiental, tém sido amplamente utilizados para avaliar o efeito genotdxico de tais
contaminantes sobre a exposicdo de organismos aquaticos (Bolognesi & Hayashi 2011; Ohe
et al. 2004). Metodologias rapidas e precisas tém sido eficientes nestes diagnosticos, como é o
caso do Ensaio Cometa (EC) que detecta quebras na molécula de DNA (Singh et al. 1988) e 0

diagnéstico pela presenga de Micronucleos (MN), um indicador sensivel a danos
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cromossémicos (Bolognesi & Hayashi 2011). Estas metodologias ja provaram sua eficacia em
varios grupos de organismos, como peixes (Adam et al. 2010; Barsiene et al. 2013;
Ragugnetti et al. 2011; Sponchiado et al. 2011), crustaceos (Pinheiro et al. 2013) e moluscos
(Rocha et al. 2014).

No Nordeste do Brasil, 0 estado de Pernambuco apresenta uma faixa litoranea com
187 Km de extensédo e 21 municipios que concentram 44% da populagdo (Araujo et al. 2007).
A pesca artesanal representa uma das principais atividades desenvolvidas pelas comunidades
ribeirinhas dessa regido, e um dos recursos pesqueiros mais consumidos por estas
comunidades € a espécie Mugil curema, conhecida como tainha (Isaac et al. 2006). A tainha,
além de ser uma rica fonte de proteina para as comunidades ribeirinhas, tem uma boa
aceitacdo no mercado consumidor da regido, com mais de 18 mil toneladas de pescado ao ano
(Pesca 2011). Sob este ambito, utilizamos esta espécie como modelo para obter indiretamente
um diagnostico da qualidade ambiental dos principais sistemas estuarinos do estado de
Pernambuco, e entender quais seriam as relacdes diretas ocasionadas pelos efeitos antropicos

préximos a esses habitats.

Material e Métodos

Area de estudo e local da amostragem

Foram amostrados 54 espécimes de M. curema em cinco estudrios do Estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil (Tabela 1, Figura 1) entre os meses de dezembro de 2014 e
fevereiro de 2015. Tais estuarios foram selecionados conforme os diferentes niveis de
conservacdo, descritos pela CPRH- Agéncia Estadual de Meio Ambiente/PE. Para fins
comparativos, uma amostra controle foi coletada no estuario do Rio Una (Estacdo Ecoldgica
da Juréia-Itatins - SP), o qual se encontra em grande estado de preservacdo ambiental.

Preparagdes das Iaminas e analise

Teste Microntcleo (MN)

Esfregacos de sangue periférico foram preparados a partir dos espécimes amostrados.

As laminas foram coradas com Giemsa (7,5%) durante cerca de seis minutos a temperatura
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ambiente. Os eritrocitos foram analisados em microscopia de imersdo (100X). Alguns
critérios foram utilizados para o reconhecimento de microndcleos tipicos, tais como
morfologia, tamanho do microndcleo e coloracédo igual aos nucleos principais. O nimero total
de eritrocitos analisados foi padronizado em 1000 células para cada amostra.

A avaliagdo estatistica do numero de microndcleos encontrados nas amostras
provenientes dos seis estuarios foi realizada utilizando uma anélise de variancia (ANOVA)
com um nivel de significancia de 5%, sendo em seguida realizado o teste a posteriori de

Tukey.

Ensaio Cometa (EC)

Para andlises de ensaio cometa, amostras de sangue foram retiradas atraves da veia
caudal, utilizando seringas heparinizadas. Uma amostra de 10 microlitros de cada espécime
foi misturada com 120 microlitros de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). A suspensdo
foi espalhada em laminas previamente revestidas com agarose padrao (1,5%). Em seguida, as
laminas foram acondicionadas em porta-lamina onde foi adicionada a solucdo de lise (NaCl
2,5 M, EDTA 100 mM, 1% Triton x-100, 10% DMSO, pH 10), previamente refrigerada
(4°C), e mantidas no escuro por uma hora em refrigerador. Ap6s a lise celular, as laminas
foram colocadas na cuba de eletroforese, adicionando tampéao (TBE — Tris Boro EDTA 1X).
As laminas permaneceram 20 minutos nesta solucdo antes do inicio da corrida eletroforética,
para permitir a desnaturacdo do DNA. A eletroforese foi realizada nas seguintes condicdes: 25
V e 300 mA por 25 minutos. Terminado o procedimento, as laminas foram fixadas em etanol
absoluto e coradas com solucdo de Gel Red (1:100). Foram analisados 200 nucleos de cada
espécime em microscopio de epifluorescéncia, utilizando um sistema de classificacdo visual
baseado na migracdo de fragmentos de DNA, definidos em classes que variam de zero a
quatro de acordo com o tamanho da cauda formada pelo DNA danificado.

As analises dos dados foram realizadas utilizando dois parametros distintos, o indice
de dano (ID), calculado como o total de produtos da multiplicacdo entre o nimero de cometas
de cada classe e o digito denominador da classe e a frequéncia do dano (FD), calculada como
a porcentagem de todos os cometas em relagdo ao nimero total de células avaliadas.

A homogeneidade dos dados foi verificada pelo teste de Bartlett, e, em seguida, os
mesmos foram analisados usando o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo-paramétrica)

quando a variancia foi ndo-homogénea (p <5%).



41

Todas as analises estatisticas de teste micronucleo e ensaio cometa foram realizadas
utilizando o software Statistica v. 6.0 (STATSOFT, INC.).

Resultados

As andlises dos eritrdcitos revelaram diferengas significativas no ndmero de
micronucleos entre o grupo controle (Juréia-Itatins) e os cinco estuarios estudados (ANOVA,
p<0.05; Fig.2). O estuario do rio Capibaribe apresentou os maiores niveis de células
portadoras de microndcleos quando comparado ao grupo controle (Tukey, p = 0.0001;
Tab.2)e ao estuério do rio Formoso (Tukey, p = 0.0162; Tab.2). Os estuarios dos rios Goiana,
Jaguaribe e Sirinhaém também apresentaram niveis significativos de micronucleos, cujos
dados estatisticos assemelham-se ao observado no estuario do rio Capibaribe (Tukey, p>0.05;
Tab.2) e diferem do observado no estuario da regido controle (Tukey, p<0.05; Tab.2). O
estuario do rio Formoso foi o Unico que apresentou resultados semelhantes ao grupo controle
na avaliacdo das macrolesdes pelo teste do micronucleo (Tukey, p = 0.1156; Tab.2).

As analises de ensaio cometa com Kruskal-Wallis e Tukey corroboram as encontradas
pelo teste do microndcleo. Seguindo em ordem decrescente, as localidades com os maiores
indices de danos genémicos: Capibaribe > Goiana > Sirinhaém > Jaguaribe (p< 0.05; Fig.3).
O estuario do rio Formoso apresentou resultados semelhantes aos encontrados no grupo
controle (Tukey, p = 0.9611; Tab.3).

Vale ressaltar que os estuarios dos rios Formoso e Jaguaribe ndo apresentaram
diferengas estatisticas significativas quando comparados entre si e ao grupo controle pelo
parametro da frequéncia de dano (FD) (Tukey, p>0.05; Tab.4). Rio Formoso e Jaguaribe

mostram em suas frequéncias de dano similaridades ao grupo controle (Fig. 4 e Tab.4).

Discussao

Nossos dados de MN e EC sugerem uma forte associacéo entre altos niveis de danos
gendmicos nos estudrios proximos a locais com intensa urbanizacdo ou associados a atividade
turistica e canavieira. As populacdes de M. curema existentes nos estudrios dos rios
Capibaribe, Goiana, Jaguaribe e Sirinhaém foram as mais impactadas. Em contrapartida, a
populacdo de M. curema do rio Formoso, que esta inserido em duas areas de preservacao
ambiental (APAs de Guadalupe e Costa dos Corais), e o mais afastado da regido

metropolitana, foi o local no qual apresentou baixa quantidade de micronucleos e auséncia de
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rastros de DNA que indiqguem dano gendmico nessas populagdes, quando comparado ao
grupo controle, Juréia-Itatins -SP.

A grande implantacdo de inddstrias e a elevada atividade turistica tém promovido
modificagdes nas caracteristicas fisicas e quimicas dos estuarios, reduzindo a qualidade da
agua devido a continua descarga de efluentes industriais e sanitarios (Beninca et al. 2011;
Galindo & Moreira 2009; Maciel et al. 2015; Sharif et al. 2014). Nosso estudo destaca que 0s
ecossistemas estuarinos proximos aos centros urbanos, associados a intensa atividade turistica
ou canavieira, possam estar de fato sendo impactados pela grande quantidade de dejetos
liberados nestas areas, ameacando a qualidade desses recursos hidricos e consequentemente

0S organismos que vivem sobre suas influéncias.

Os resultados observados nos estuarios dos rios Capibaribe e Goiana revelam que 0s
polos industriais presentes nas proximidades destes estuarios, tem exercido forte influéncia
para os altos niveis de degradacdo ambiental detectados nessas areas, assemelhando-se aos
resultados genotoxicos observados por Galindo & Moreira (2009), em espécie de peixe
exposta a residuos domésticos e industriais. Os resultados encontrados para os estuarios dos
rios Jaguaribe e Sirinhaém sugerem que a intensa atividade turistica e canavieira que ocorre
nessas regides, tem contribuido de maneira significativa para presenca de dano gendémico em
M. curema dessas areas. Nossos dados revelam uma maior prevaléncia de macrolesdes nos
estuarios associados a plantacdo de cana-de-agUcar, indicando que a presenca de pesticidas
produz uma maior incidéncia de células portadoras de micronucleos nos espécimes expostos.
Os estuarios associados a grandes contingentes demogréaficos e industriais apresentaram uma
maior prevaléncia de microlesdes, indicando que os contaminantes advindos de esgoto
domeéstico e industrial estdo associados a danos que ocorrem a nivel molecular. Diagnésticos
como estes, também tem revelado a falta na qualidade desses recursos hidricos em centros
metropolitanos em outras regides do Brasil, como € o caso da regido Sudeste (Manzano et al.
2015). Isto revela o efeito mutagénico que inUmeras categorias de contaminantes, como 0s
HAPs, metais pesados e pesticidas, possam estar impactando esses ecossistemas e

consequentemente um dos principais recursos pesqueiros nesta regiao.

Vaérios trabalhos tém demonstrado a eficiéncia dos métodos de avaliagdo genotoxica
no diagnostico da qualidade ambiental de regides estuarinas (Araldi et al. 2015; Carrola et al.
2014; Pinheiro et al. 2013). Tal eficiéncia é comprovada em nosso trabalho pela sensibilidade

destes marcadores na detecgdo de alteragdes no material genético de M. curema. O estuario do



43

rio Capibaribe, na regido metropolitana do Recife, foi 0 que mostrou o maior nivel de dano
gendmico. Tal constatacdo esta associada a vasta regido urbanizada que o rio Capibaribe
percorre, recebendo efluentes de rejeitos domésticos e industriais (Barros et al. 2009;
Farrapeira et al. 2010; Maciel et al. 2015). Essa evidéncia assemelha-se aos resultados
encontrados para outros grupos taxondmicos de areas estuarinas proximas de grandes centros
urbanos (Pinheiro et al. 2013; Rocha et al. 2014). Aléem disso, estudos recentes comprovam
que o sistema estuarino do rio Capibaribe funciona como retentor de contaminantes
ambientais, sobretudo de HAPs de origem atmosférica (Maciel et al. 2015), sugerindo uma
relacdo entre estes contaminantes e o dano gendmico observado nas populagdes de M. curema
do Capibaribe.

Embora em menor nivel, os estuarios dos rios: Goiana, Jaguaribe e Sirinhaém também
apresentaram resultados significativos, indicando que a qualidade ambiental desses
ecossistemas também possa estar comprometida pela descarga de poluentes. No rio Goiana as
principais fontes de contaminagdo sdo provenientes do crescente pélo industrial que tem se
desenvolvido no litoral norte e a intensa atividade canavieira que ocorre na regido (Barletta &
Costa 2009). O impacto causado nos estuarios dos rios Jaguaribe e Sirinhaém possui uma
forte associagdo com a atividade turistica e canavieira dessas regides. Esses resultados
genotoxicos observados nos estudrios de Pernambuco sdo semelhantes aos encontrados na
regido Sudeste do Brasil por Souza et al (2013) na espécie Centropomus parallelus,
demonstrando que os niveis de danificacdo genbmica aumentam em regides proximas a areas

com grandes contingentes demogréaficos e industriais.

Um fato interessante, é que o estuario do rio Jaguaribe encontra-se inserido na area de
preservacdo ambiental do canal de Santa Cruz, e mesmo sendo uma APA, tem sofrido os
efeitos diretos das atividades turisticas que ocorrem nesta localidade. Estudos realizados por
Vila Nova & Torres (2012), revelam que a presenca de areas de preservacdo ambiental
proximas a mananciais, ndo sdo uma garantia da conservacdo dos recursos hidricos e
bioldgicos. De fato, isto é corroborado por nossos dados, que destacam que a presenca desta
APA de Santa Cruz pode ndo estar sendo uma garantia de integridade do material genético
das espécies que se encontram nesse ecossistema. Estudos recentes apontam que o DNA
danificado conduz os organismos a alteragdes patofisiologicas que incluem: retardo do
crescimento, disfungdes enzimaticas e anormalidades no desenvolvimento, o que pode estar

de fato ndo apenas acontecendo com as populagfes de M. curema, mas também em outros
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organismos (Adam et al. 2010; Pinheiro et al. 2013; Pinheiro & Toledo 2010; Ribeiro et al.
2013; Vila Nova & Torres 2012).

De fato, estes efeitos podem comprometer a salde ambiental dos estuarios, com
consequéncias negativas na perda de diversidade biolégica e contaminacdo direta pelo
consumo desses pescados pelas comunidades ribeirinhas, que tem a pesca de subsisténcia

como seu principal meio de sobrevivéncia.

O estuario do rio Formoso apresentou resultados que o enquadram como O mais
semelhante ao grupo controle, isso indica que as areas de preservacdo ambiental de
Guadalupe e Costa dos Corais exercem influéncia positiva para os niveis de conservagdo
observados neste estudrio. Além disso, a auséncia de um po6lo industrial no entorno do
estuario e os baixos indices populacionais na regido do rio Formoso sdo fatores que
contribuem para bons niveis de conservacdo das populacdes de tainhas observadas nesta

localidade, sendo um indicativo de bom consumo desse pescado para as populagdes humanas.

Consideracdes Finais

Nossos resultados através da analise de MN e EC nas Tainhas provenientes dos
estuarios de Pernambuco, demonstram a eficiéncia das avaliagdes genotoxicas para fins de
diagnéstico ambiental. Apresentando sensibilidade na deteccdo dos efeitos causados pelas
populacbes humanas nos recursos hidricos e bioldgicos. Este estudo utilizou populagdes de M.
curema, de grande importancia econdbmica na regido, como um modelo para entender 0s
impactos das atividades antrépicas nestes ecossistemas do Nordeste do Brasil. O alto impacto
detectado através dessas metodologias nestas populagdes mostrou um diagndstico efetivo e
aponta a necessidade da criacdo de programas de monitoramento ambiental nessa regido, que
visem contribuir para a manutencéo da diversidade bioldgica, vital para a conservacao desses

ecossistemas.
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Tabelas

Tabela 1. Estuérios do litoral de Pernambuco e n° de espécimes coletados

Estuarios N° de Espécimes
Coletados

Rio Goiana 10

Rio Jaguaribe 14

Rio Capibaribe 10

Rio Sirinhaém 10

Rio Formoso 10
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Tabela 2. Teste de Tukey (a posteriori) entre as frequéncias de células micronucleadas
encontradas em Mugil curema nos estuarios avaliados.

Juréia Goiana Jaguaribe  Capibaribe  Sirinhaém  Rio Formoso
) 2) 3 4 ®) (6)
M=21 M =56 M=54 M =38,2 M=6,2 M =46
Q) 0,0078* 0,0047* 0,0001* 0,0011* 0,1156
(2) 0,0078* 0,9999 0,1637 0,9933 0,9366
(3) 0,0047* 0,9999 0,0722 0,9705 0,9599
(4) 0,0001* 0,1637 0,0722 0,4331 0,0162*
(5) 0,0011* 0,9933 0,9705 0,4331 0,6707
(6) 0,1156 0,9366 0,9599 0,0162* 0,6707

*diferenca significativa — nivel de significancia 0.05
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Tabela 3. Teste de Tukey (a posteriori) entre os indices de dano gendmico encontrados em
Mugil curema nos estudrios avaliados.

Jureéia Goiana Jaguaribe Capibaribe  Sirinhaém  Rio Formoso
) 2 3 4) (©) (6)

M=146 M=541 M =291 M = 64,5 M =426 M=175
Q) 0,0001* 0,0004* 0,0001* 0,0001* 0,9611
(2) 0,0001* 0,0001* 0,0898 0,0415* 0,0001*
(3) 0,0004* 0,0001* 0,0001* 0,0046* 0,0196*
(4) 0,0001* 0,0898 0,0001* 0,0001* 0,0001*
(5) 0,0001* 0,0415* 0,0046* 0,0001* 0,0001*
(6) 0,9611 0,0001* 0,0196* 0,0001* 0,0001*

*diferenca significativa — nivel de significancia 0.05
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Tabela 4. Teste de Tukey (a posteriori) entre as frequiéncias de dano gendmico encontradas em Mugil
curema nos estuarios avaliados.

Juréia  Goiana Jaguaribe  Capibaribe  Sirinhaém  Rio Formoso
) 2 (©) 4) (©) (6)

M=153 M=421 M = 20,6 M = 108,3 M = 30,2 M =146
¢D)] 0,0001* 0,3779 0,0001* 0,0001* 0,9998
(2) 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0059* 0,0001*
(3) 0,3779 0,0001* 0,0001* 0,0231* 0,3523
(4) 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
(5) 0,0001* 0,0059* 0,0231* 0,0001* 0,0002*
(6) 0,9998 0,0001* 0,3523 0,0001* 0,0002*

*diferenca significativa — nivel de significancia 0.05
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Legenda das Figuras

Figl Mapa do litoral de Pernambuco mostrando a localizacdo dos estuarios avaliados.
Imagem obtida de (Maia 2014).

Fig2 Grafico comparando as frequéncias de microndcleos encontrados em M. curema nos

estuarios avaliados, de acordo com a analise de variancia (ANOVA).

Fig3 Grafico comparando os indices de dano encontrados em M. curema nos estuarios

avaliados, de acordo com a analise de variancia (Kruskall-Wallis).

Figd Grafico comparando as freqiiéncias de dano encontradas em M. curema nos estuarios

avaliados, de acordo com a analise de variancia (Kruskall-Wallis).
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Fig3
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3 CONCLUSOES

Os métodos de avaliacdo genotdxica utilizados no presente estudo apresentaram
sensibilidade na deteccédo de alteracGes no DNA da espécie M. curema.

A espécie M. Curema representa um eficiente bioindicador das condi¢des ambientais dos

estuarios de Pernambuco.

Os estuarios avaliados, com excecdo do rio Formoso, apresentaram resultados que
indicam uma forte pressdo antropica, resultante da intensa atividade humana que ocorre

nessas regioes.

Nossos resultados sugerem que a espécie e 0s estuarios avaliados (com excecao do rio
Formoso) encontram-se ameacados pela contaminacdo ambiental resultante das atividades

humanas no litoral de Pernambuco.

O presente diagnostico fornece um panorama da qualidade ambiental dos principais
sistemas estuarinos do litoral de Pernambuco e mostra a necessidade de criacdo de programas
de monitoramento ambiental que visem proteger a rica diversidade bioldgica encontrada

nessas regioes.
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In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-
speech software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying
information (colorblind users would then be able to distinguish the visual
elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be

printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal
name, author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized
files may require very long download times and that some users may experience

other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Aspect ratio: 16:9 or 4:3
Maximum file size: 25 GB
Minimum video duration: 1 sec
Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv,

mxf, mts, mdv, 3gp

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for
long-term viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations,

spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb

(Mathematica notebook), and .tex can also be supplied.
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Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific
mention of the material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown
in the animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online
Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption

describing the content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the

author without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary
material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per
second (so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

After Acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer
Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice and offprints.
Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed

and you will receive the proofs.
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Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer now provides an alternative publishing option: Springer Open
Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular
subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer’s
online platform SpringerLink.

. Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with
the author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the
Creative Commons Attribution License..

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without
the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First
The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the

paper can also be cited by issue and page numbers.


http://springer.com/openchoice

