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RESUMO

Cada vez mais 0s ecossistemas aquaticos vém sofrendo impactos devido ao modo como esses
recursos estdo sendo utilizados e administrados. Grandes aglomerados populacionais nas
cidades, a agricultura e a ampliacdo do setor industrial aumentam a concentracdo de
compostos xenobidticos nestes ecossistemas. Desta forma, tornou-se necessario a utilizagdo
de testes que possibilitem analisar e monitorar os impactos ambientais ocorridos nestes
ambientes. O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de varidveis fisico-quimicas o
gradiente de contaminagdo das aguas do rio Capibaribe a fim de identificar a qualidade da
agua e possivel acdo antropica. Adicionalmente, foi verificada, a acdo genotoxica dos
compostos xenobioticos em populacdes de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Para
tanto, foram realizadas coletas semestrais de agua e espécimes (15) de O. niloticus durante 0s
anos de 2015, 2016 e 2017 em sete pontos estratégicos do rio Capibaribe, além de trés
barragens de abastecimento e estacdo de tratamento de agua (ETA). Para analises fisicos e
quimica foram investigados os seguintes parametros: Temperatura (C°), Turbidez (NTU),
Condutividade (uS/cm), Soélidos Totais Dissolvidos (mg/L), pH e Oxigénio Dissolvido
(mg/L), além dos metais: Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe),
Manganés (Mn) e Zinco (Zn). Para analises genotdxicas e mutagénicas foram utilizados o
ensaio cometa e o teste de micronicleo, respectivamente; além dos indices pluviométricos
mensais disponibilizados pela Agéncia Pernambucana de Aguas e Climas — APAC. Os dados
demonstram que as aguas do ambiente investigado estdo impactadas em diferentes niveis de
contaminacdo, apresentando valores fisico-quimicos acima dos estabelecidos pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (resolucdo n° 357/2005). Altos indices e
frequéncias de danos ao DNA (micro e macro lesbes) foram detectados em relagdo as
amostras controle, em todos os periodos e locais investigados. Porém, os mais significativos
ocorreram nos ambientes onde as concentra¢es dos metais estavam mais elevadas, indicando
efeitos genotdxicos desses compostos. A maior influéncia do impacto ambiental causado
neste ecossistema ocorre nos ambientes que recebem residuos de empresas téxtil, esgotos dos
centros urbanos e agricultura, os quais apresentaram uma carga de polui¢do mais significativa
e consequentemente uma menor capacidade da manutencdo da vida aquatica. Essas
informacdes poderdo servir de subsidio a tomada de decisdo pelos Orgdos ambientais

regionais responsaveis pela gestdo dos recursos hidricos, uma vez que os resultados podem



auxiliar a tragar um perfil de conservacgéo e assim gerar melhorias para resgatar a qualidade da

agua e vida do rio Capibaribe.

Palavras - Chave: Genotoxidade. Biomarcadores. Ecossistema aquético. Peixes.



ABSTRACT

Increasingly, aquatic ecosystems are being impacted by the way these resources are being
used and managed. Large population clusters in cities, agriculture and the expansion of the
industrial sector increase the concentration of xenobiotic compounds in these ecosystems.
Thus, the use of tests to analyze and monitor the environmental impacts occurred in these
environments became necessary. The objective of this study was to evaluate, through
physicochemical variables, the water contamination gradient of the Capibaribe River in order
to identify water quality and possible anthropic action. Additionally, the genotoxic action of
xenobiotic compounds in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) populations was verified. To
this end, semi-annual water and specimens (15) of O. niloticus were collected during 2015,
2016 and 2017 at seven strategic points of the Capibaribe River, in addition to three supply
dams and a water treatment plant (ETA). For physical and chemical analysis the following
parameters were investigated: Temperature (C°), Turbidity (NTU), Conductivity (uS / cm),
Total Dissolved Solids (mg / L), pH and Dissolved Oxygen (mg / L), besides metals. :
Cadmium (Cd), Lead (Pb), Copper (Cu), Chromium (Cr), Iron (Fe), Manganese (Mn) and
Zinc (Zn). For genotoxic and mutagenic analyzes were used the comet assay and the
micronucleus test, respectively; in addition to the monthly rainfall provided by the
Pernambuco Water and Climate Agency - APAC. The data show that the waters of the
investigated environment are impacted at different levels of contamination, presenting
physicochemical values above those established by the National Environment Council -
CONAMA (Resolution No. 357/2005). High rates and frequencies of DNA damage (micro
and macro lesions) were detected in relation to control samples in all periods and places
investigated. However, the most significant occurred in environments where metal
concentrations were higher, indicating genotoxic effects of these compounds. The greatest
influence of the environmental impact caused on this ecosystem occurs in environments that
receive waste from textile companies, urban sewers and agriculture, which presented a more
significant pollution load and consequently a lower capacity to maintain aquatic life. This
information may serve as a basis for decision making by regional environmental agencies
responsible for water resources management, as the results can help to draw a conservation
profile and thus generate improvements to rescue the water quality and life of the Capibaribe

River.



Key - words: Genotoxicity. Biomarkers. Aquatic ecosystem. Fish.
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1 INTRODUCAO

Devido a grande importancia dos recursos hidricos, a qualidade da agua é algo
indispensével, pois é fato que muitos mares, rios, lagos e outras fontes de recursos hidricos
encontram-se em processo de degradacdo, com altos indices de substancias organicas e
inorganicas prejudiciais a saide humana e ao equilibrio ecologico.

Um dos grandes agravantes € a poluicdo hidrica. Os rios estdo sendo poluidos por
esgotos domeésticos, efluentes industriais, residuos hospitalares, agrotdxicos, entre outros
elementos que alteram as propriedades fisico-quimicas da &gua (CERQUEIRA, 2015).

O rio Capibaribe é o resultado de diversas e significativas alteracbes ambientais
ocorridas em seu processo histérico. O rio é agredido de varias formas, ocupacdo das suas
margens, aterros, desmatamento da mata ciliar, lancamento de esgotos, de residuos sélidos e
industriais. Nas zonas canavieira, o vinhoto, lancado pela industria do aglcar, € conhecido
pela comunidade ribeirinha e pelos pescadores como a calda que mata (CPRH 2010).

Um dos maiores problemas causados pela poluicdo hidrica € o acometimento de
doencgas a espécie humana. Segundo registros da Eco-92 aproximadamente 80% de todas as
doencgas de origem hidrica e mais de um terco das mortes em paises em desenvolvimento sdo
causadas pelo consumo de 4gua contaminada (IBGE, 2010).

O rio Capibaribe, enaltecido através da prosa e da poesia, cartdo-postal da capital
pernambucana e que, ha muito, foi tido como fonte de salde, é, hoje, o receptor de residuos
industriais e domésticos em consequéncia da deficiéncia na politica de saneamento. Possui a
nascente a aproximadamente 195 Km da cidade do Recife, capital do Estado, na Serra dos
Campos no municipio de Jatauba, Agreste do Estado e banha 41 municipios do Agreste, Zona
da Mata e Litoral com uma extensdo total de 270 Km, da nascente até a sua foz, no Oceano
Atlantico. Nos seus multiplos usos o rio é percebido de variadas maneiras. As diferentes
percepcdes e valores atribuidos a ele contribuem para a degradacdo das suas margens e
poluicdo das suas dguas (MEDEIROS, 2007; TEIXEIRA, 2007; NETO, 2008; CPRH, 2008).

Sendo assim, é de extrema importancia a aplicacao de biomarcadores e bioindicadores
que possibilitem uma avaliacdo dos impactos ambientais sofridos neste ecossistema. Varios
fatores determinam as condigdes naturais da agua. Desde o contato com particulas,
substancias e impurezas do solo por meio do escoamento e infiltracdo da agua da chuva até
interferéncias provocadas pela atuagcdo do homem, como a gerac¢do de residuos domésticos ou
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industriais, utilizacdo de agrotdxicos e fertilizantes, que podem ser incorporados a agua
(SPERLING, 2017). Além das analises fisico-quimicas é recomendavel adicionar outros
métodos bioldgicos que permitam uma caracterizacdo mais completa (POMPEU et al., 2004).

Os bioindicadores mais utilizados em biomonitoramento sdo aqueles capazes de
distinguir entre oscilacfes naturais (mudangas fenoldgicas, ciclos sazonais de chuva e seca) e
estresses antropicos (UFMG, 2012). O uso de bioindicadores em diversos paises ndo esta
apenas focado em medir a satde ambiental do ecossistema aquéatico, mas também em definir o
impacto potencial para 0 homem, especialmente o0 econémico (ESPINO, 2000).

Normalmente avalia-se a qualidade da agua utilizando parametros fisico-quimicos,
porém varios autores concordam que é importante a avaliacdo bioldgica ser incluida nos
programas de monitoramento da qualidade da agua. Pois estas possuem varias vantagens
frente ao monitoramento tradicional (PINTO, OLIVEIRA e PEREIRA, 2010).

Os Bioindicadores sdo espécies sentinelas utilizadas como primeiros indicadores de
efeito da contaminacdo de um habitat (ADAMS, 2002). Suas respostas aos contaminantes
podem ser por acumulacdo de toxinas ou mudancas fisioldgicas (CARNEIRO e
TAKAYANAGUI, 2009). Diversos organismos aquaticos ultimamente tém sido utilizados
como bioindicadores para avaliar os danos no DNA através de ensaios, como 0s equinoderma
(JHA, et al., 2009); algas (AOYAMA; IWAHORI; MIYATA, 2003) dentre outros.
Entretanto, entre estes organismos, 0s peixes sao 0s mais indicados, pois sofrem o processo de
bioacumulacdo e sdo sensiveis, capazes de responder a agentes mutagénicos em baixas
concentragfes (VASCONCELOQOS, 2012; GOKSOYR et al., 1991). Devido a isso, 0s peixes
sdo frequentemente utilizados como animais sentinelas, indicando o potencial de exposicdo de
uma populacdo a substancias genotdxicas, citolégicas e mutagénicas presentes na agua, alem
do seu papel na nutricdo humana, e potencial de bioacumulacdo de substancias genotdxicas,
bem como sua sensibilidade a baixas concentracdes de mutagénicos (DEUTSCHMANN et
al., 2016).

Os peixes séo expostos a diversos poluentes e sdo pecas fundamentais para a pesquisa
ecotoxicoldgica (CARVALHO et al.,, 2002). Em destaque temos a Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) que é uma espécie exotica que cresce e reproduz em ambientes
poluidos (BIRUNGI et al., 2007). Ha varios trabalhos como a utilizacdo de peixes como
bioindicadores da polui¢io aquatica (GUNGORDU, 2012).
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Através da relacdo entre ambiente/bioindicador, sdo aplicados métodos capazes de
detectar efeitos bioldgicos precoces originados pela exposi¢cdo a agentes que causam danos ao
DNA (SIMONIELLO et al., 2008). Entre os métodos utilizados, destaca-se o Ensaio Cometa
amplamente utilizado como um biomarcador de danos genéticos. Segundo Monteith e
Vanstone (1995), o Ensaio Cometa é uma das melhores ferramentas para o biomonitoramento
ambiental. Outra forma de deteccdo de agentes genotoxicos é o teste de microndcleos (MN),
uma técnica confiavel, rapida e menos exigente tecnicamente do que a pontuacdo de
aberragBes cromossOmicas. Por isso utiliza-se muito essa técnica em pesquisas ambientais
para determinar alteracdes genéticas nos organismos em &guas contaminadas e misturas
complexas (ARSLAN et al., 2015). No entanto, a utilizagdo destas duas tecnicas em conjunto
vem sendo recomendada e aplicadas, pois torna a pesquisa mais robusta e eficiente.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a qualidade da agua do rio Capibaribe
e realizar um estudo de biomonitoramento neste ambiente verificando a a¢do genotoxica e

mutagénica sobre populacdo de O. niloticus.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Realizar o biomonitoramento no rio Capibaribe verificando a acdo genotdxica e mutagénica
sobre populacdes de O. niloticus por meio de Ensaio Cometa e Teste de Micronucleo, além de

analisar a qualidade da dgua por meio de parametros fisico-quimico.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Caracterizar por meio de analises fisico-quimicas as aguas do rio Capibaribe ao longo
de um gradiente de contaminacédo e comparar os resultados com a legislagdo nacional vigente;
. Determinar as concentracdes de metais presentes nas aguas do rio Capibaribe;

. Avaliar os danos gendémicos por macrolesdes em células sanguineas de O. niloticus
pelo Teste de Microndcleo;

. Avaliar o dano gendmico por microlesées em células sanguineas de O. niloticus pelo
Ensaio Cometa;

. Estimar o indice e a frequéncia de danos no DNA através do Ensaio Cometa e
Micronucleo em células sanguineas da O. niloticus comparando 0s grupos entre si em

diferentes periodos de coleta;

. Realizar um levantamento dos dados pluviométricos do ecossistema investigado
durante os anos de 2015 a 2017;
. Comparar os resultados obtidos entre pontos estratégicos do rio Capibaribe, além de

barragens de abastecimento e estacdo de tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONTAMINACAO DOS RECURSOS HIDRICOS

A 4gua é um recurso de suma importancia e indispensavel ao ser humano e aos demais
seres vivos (SCURACCHIO; FARACHE FILHO, 2011). Pode-se utilizar esse recurso de
forma mais variada possivel como: abastecimento publico, atividades de irrigacdo agricola,
utilizacdo nas industrias, atividades recreativas entre outras (FARIA et al., 2013). Por essa
variedade de utilizagbes € comum existir veiculagdo de contaminantes fisico-quimicos e
microbiologicos. Para que essas alteragfes ndo ofereca riscos a saude de seus consumidores é
indispensavel um monitoramento da mesma (SCURACCHIO; FARACHE FILHO, 2011). A
agua € um recurso essencial para a existéncia de vida no planeta, devido a sua influéncia na
salide, na qualidade de vida e no desenvolvimento humano (FALAVINHA; DEGENHARDT,
2014).

Porém acdes antropicas vém causando grandes prejuizos ambientais, influenciando
diretamente a qualidade da &gua, solo e ar. O termo Poluicdo é empregado para designar a
deterioracdo das condicBes fisicas, quimicas e biolégicas de um ambiente, afetando
negativamente a vida do ambiente. A poluicdo ambiental antropogénica assume muitas vezes
qualidades imperceptiveis e invisiveis, na forma de combinacdes ou misturas de poluentes
capazes de se difundir no meio ambiente sem nenhuma percepcao de sua presenca até que as
consequéncias mais danosas se facam perceber (ROCHA, 2009). Grandes aglomerados
populacionais nas cidades, a agricultura e a ampliacdo do setor industrial, vem contribuindo
com o aumento da concentracdo de compostos xenobioticos nestes ambientes (MERTZ,
1986).

Embora a Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) 430/2011
estabeleca padrdes ao manancial dispondo sobre a classificacdo dos corpos d’agua e diretrizes
ambientais para 0 seu enquadramento e utiliza¢do, assim como critérios para lancamento de
efluentes nessas aguas (BRASIL, 2011), sdi considerado como principais poluidores os
efluentes domeésticos, agricolas, tendo em vista a quantidade de descarga de compostos

quimicos persistentes (CPRH, 2014).
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Vérios estudos tém relatado a presenca de substancias toxicas em rios decorrentes do
descarte inadequado de agroindustrias. Essas substancias representam um sério e grave
problema para esses ambientes e apesar da legislacdo vigente, o descarte inapropriado ainda
continua ocorrendo (CLAXTON et al., 1998; WHITE e RASMUSSEN, 1998). A situacao é
agravada porque esses agentes podem alcancar areas distantes de onde foram originalmente
usados e/ou descartados. Quando utilizados em agriculturas proximas a ecossistemas
aquaticos, os agentes tdxicos podem alcancar as correntes de agua através das chuvas,
percolacdo no solo (chegando aos lencois freaticos), volatilizacdo dos compostos aplicados,
formacéo de poeiras do solo contaminado (COOPER, 1993), bem como da pulverizacdo dos
pesticidas que sdo transportados por correntes aéreas, depositando-se assim no solo e na agua.
Este fato pode acarretar em uma reducdo na qualidade de vida nesses ambientes, diminuindo
consequentemente a biodiversidade local. Adicionalmente, essas substancias podem afetar os
humanos através da ingestdo de organismos presentes em ambientes impactados (VON
BURG e LIU, 1993).

A mudanca no processo tradicional da producdo agricola ocorridas durante a
Revolucdo Verde (1940-1970), periodo também conhecido como a modernizacdo da
agricultura nacional também contribuiu com a producéo de agrotoxicos. Comecou 0 processo
de mecanizacdo rural, a selecdo de sementes mais produtivas e o uso de fertilizantes e
agrotoxicos (PINOTTI e SANTOS, 2013). Com isso o mercado ficou muito atrativo para
varias empresas. Tornando assim o Brasil um 6timo lugar para instalacdo dessas novas
industrias (PELAEZ et al., 2011), sendo o Brasil um dos paises que mais utilizam agrotoxicos
na producdo agricola, assumindo no ranking mundial o sexto lugar de importacdo de
agrotoxicos para destinacdo nas lavouras (ANVISA, 2013).

A utilizacdo descontrolada de agrotdxicos pode causar impactos no ecossistema e na
salude humana (BEDOR, 2008). O uso inapropriado dessas substancias quimicas pode fazer
com que populacBes, até mesmo as que ndo estdo vinculadas diretamente com a cadeia
produtiva dessas substancias, sejam expostas em funcdo de contaminagdo ambiental ou por
alimentos, tornando o uso de praguicidas uma questdo importante de salde publica
(KOIFMAN e KOIFMAN, 2003; CARNEIRO et al., 2015).

E importante analisar que devido o aparecimento tardio de males na satide do homem
causados pelo DDT (s6 apareceram cerca de 20 a 30 anos depois do seu uso intenso) 0s
individuos pensam que ndo existe rea¢es no corpo (PIMENTEL et al., 2006).
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Isso acontece porque 0s residuos quimicos que permaneceram no meio ambiente e na
cadeia alimentar podem ser bioacumulados, biomagnificados e biotransformados. A
bioacumulacdo é o acimulo ao longo do tempo em organismos Vvivos, em concentracdes
maiores do que o das aguas ou dos alimentos consumidos; ja a biomagnificacdo é o acimulo
progressivo observado em cada nivel da cadeia alimentar; e a transformac&o da substancia em
outras, no organismo, é conhecida como biotransformagdo (BEDOR, 2008).

O ambiente aquatico também se depara com poluentes provenientes de residuos téxtil.
A industria téxtil no Brasil é a 5° maior produtora mundial de téxteis (ABIT, 2016). Para suas
operacBes é importante um alto consumo de agua, além da libaracdo de varios corantes
sintéticos, causando varios descontroles ambientais (HORVAT et al., 2012). A consequéncia
desses descarte téxteis sem tratamento nos ambientes aquaticos é a diminuicdo do oxigénio
dissolvido, aléem da pouca entrada de luz solar nas camadas mais profundas, pois os corantes
dificultam essa passagem. Essas interferéncias modificam a atividade fotossintética do meio,
causando prejuizo para fauna e flora aquatica (LALNUNHLIMI; KRISHNASWAMY, 2016).

Uma média de 10 mil corantes sintéticos sdo produzidos em escala industrial, sendo
que aproximadamente 2 mil encontram-se disponiveis para o segmento téxtil, onde sua
utilizacdo é extensivamente grande (DALLAGO et al., 2005; RODRIGUES, 2003). Uma
média de 10% destes corantes sdo descartados em efluentes, causando diversos problemas
ambientais (GHAZI MOKRI et al., 2015).

Os corantes apresentam um uma a¢do mutagénica, por apresentam em sua constitui¢do
quimica grande quantidade de aneis aromaticos, ligagdes azodicas e grupos sulfonados,
causando assim suscetiveis a acumulacdo em plantas e outros organismos aquaticos
(ARAVIND et al., 2016).

O crescimento urbano tem sido acompanhado por um ciclo de contaminacdo com 0s
esgoto doméstico/industrial e o esgoto pluvial. Esse processo ocorre em razdo de: Despejo
sem tratamento dos esgotos sanitarios nos rios; O esgoto pluvial transporta grande
quantidade de poluicdo orgénica e de metais que atingem 0s rios nos periodos chuvosos;
Contaminacdo das aguas subterraneas por despejos industriais e domésticos, por meio
das fossas septicas, vazamento dos sistemas de esgoto sanitario e pluvial (TUCCI, 2008).

A urbanizacdo do solo sem controle do seu impacto sobre o sistema hidrico gera uma

média diaria de 10 bilhGes de litros de esgoto que poluem rios, lagos, lencgdis subterraneos e
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areas de mananciais (INFOCEFET, 2009). A falta de tratamento de esgoto € o maior fator da
poluicdo dos rios (SILVA, 2009).

As expressdes bioconcentracdo, bioacumulacdo e biomagnificacdo que juntas
descrevem um processo pelo qual a concentracdo de poluentes nos animais aumenta na
direcdo do topo da cadeia alimentar é de suma importancia seu entendimento.

Bioconcentragdo é o processo que causa 0 aumento da concentracdo de uma substancia
guimica em um organismo aquatico, em relacdo a sua concentracdo na agua, devido a
incorporacdo através de sua absor¢do unicamente pela &gua, a qual pode ocorrer pela
superficie respiratdria e/ou pela pele. Biomagnificacdo é acumulacdo de uma substancia na
biota em toda a extensdo da cadeia alimentar através da alimentacdo e Bioacumulagdo é o
somatorio destes dois processos (CPRH, 2016).

Figura 1 mostra uma ilustracdo a respeito da bioacumulacéo e da biomagnificagcdo. A
bioacumulacdo é evidenciada em um organismo, neste caso peixes, que podem acumular
moléculas quimicas em seus tecidos com o passar do tempo. O processo de biomagnificacao
pode ser visto na cadeia alimentar quando o consumidor primario se alimenta do produtor e
incorpora os residuos de agrotoxico deste. Com o consumo ao logo da vida, a quantidade de
agrotoxico acumulado na gordura corporal vai sendo multiplicada a cada ingestdo. O mesmo
acontecerd com os demais consumidores, sendo a maxima concentragdo no ultimo elo da
cadeia.

Figura 1: Processo de bioacumulacgéo e biomagnificacéo.
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Fonte:https://implante.institute/blog/bioacumulacao-e-biomagnificacao/302
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2.2 METAIS PESADOS: UM DOS PRINCIPAIS POLUENTES DE AMBIENTES
AQUATICOS

Podemos definir como metais pesados, o grupo dos elementos quimicos que
apresentam densidade atbmica maior que 5g cm™ ou que possuem nimero atdmico maior que
20 (MARQUES et al., 2002). Alguns desses elementos, como Sédio (Na), Magnésio (Mg),
Potassio (K), Célcio (Ca), Zinco (Zn) e Cobre (Cu), sdo microelementos essenciais para varias
formas de vida, pois sdo necessarios para o funcionamento de algumas rotas metabdlicas
(AGUIAR et al., 2002). Entretanto, 0 excesso ou caréncia desses elementos pode levar a
distdrbios nos organismos, e em casos extremos, até a morte (VIRGA et al., 2007).

Os metais pesados participam do ciclo ecobioldgico global, derivam de inlimeras
fontes e sdo transportados dinamicamente através da atmosfera, solo e dguas e por ndo serem
biodegradaveis, podem permanecer no ambiente por longos periodos (LINDE et al., 1996).
Nos sistemas aquaticos podem ser introduzidos como resultado de processos naturais, como
intemperismo, erosdo e erupcdes vulcanicas (FOSTER; CHARLESWORTH, 1996).
Entretanto, nas Gltimas décadas, 0 aumento da urbanizacdo e industrializacdo tem contribuido
para 0 grande aumento desses contaminantes no meio ambiente, em todo o mundo
(FASHOLA et al., 2016).

O ferro e cobre em seu estado de oxidacéo reduzido podem promover a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, as quais sao capazes de oxidar diversas biomoléculas a partir de
abstracdo de um hidrogénio da desoxirribose ou de modificagfes nas bases nitrogenadas do
DNA (JIANG, Q. et al, 2007).

Na maioria das vezes o ambiente aquatico é o destino final da grande quantidade e
variedade de contaminantes quimicos exdgenos liberados pelas comunidades urbanas,
propriedades rurais e industriais (ATLI e CANLI, 2007). A grande propor¢do dos
contaminantes aquaticos de origem antropogénica é composta de substancias potencialmente
genotoxicas e carcinogénicas (ATIENZAR e JHA, 2004). Os metais podem ser naturalmente
incorporados aos sistemas aquaticos em pequena escala, por meio de processos geoquimicos.
Esses metais, quando ocorrem em concentracfes mais elevadas, tornam-se tdxicos para todos

0s organismos vivos induzir danos ao material genético (PRA et al., 2006).
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O chumbo é um metal relativamente abundante na crosta terrestre, tendo uma
concentracdo média entre 10 e 20 mg/Kg. As maiores fontes naturais de chumbo sdo emissdes
vulcanicas, intemperismo geoquimico e névoas aquaticas (CASTRO-GONZALEZ e
MENDEZ-ARMENTA, 2008).

Ele pode ser encontrado em suas formas organicas e inorganicas, estando presente em
solos, agua e alimentos. Pode ser considerado um dos mais importantes problemas de saude
(CASTRO-GONZALEZ e MENDEZ- ARMENTA, 2008). Niveis ambientais de chumbo
aumentaram mais de 1000 vezes ao longo dos ultimos trés séculos como resultado da
atividade humana sendo que o maior aumento ocorreu entre os anos 1950 e 2000 (ATSDR,
2008).

O chumbo é capaz de promover mutacao, aberracfes cromossdmicas, cancer e defeitos
congénitos (VALVERDE et al., 2002). Os mecanismos moleculares da toxicidade do chumbo
nédo sdo totalmente compreendidos, mas evidéncias indicam que ele pode agir pela competicao
com cétions enddgenos, como o célcio e o zinco, por sitios de ligagdo em proteinas
(BARCISZEWSKA et al., 2005). Esta substituicdo pode promover mais alteracbes nestas
proteinas e, consequentemente, pode alterar o metabolismo celular e induzir distdrbios na
transcricdo génica (WOZNIAK e BLASIAK, 2003). A presenc¢a de chumbo no nucleo pode
resultar em efeitos de interacdo com proteinas e acidos nucléicos. Além disso, mecanismos
indiretos de danos & molécula de DNA foram relatados, como por exemplo, a inibi¢do do
reparo da molécula de DNA (JOHNSON, 1998). Outros estudos mostraram, também, que o
chumbo pode gerar espécies reativas de oxigénio (PRA et al., 2006), que interagem com a
molécula de DNA, causando danos a mesma. Estudos de genotoxicidade sobre os compostos
metalicos e seus compostos organicos sdo muito importantes, especialmente na investigacdo
dos efeitos destes compostos em meio aquatico, onde tendem a se acumular (FERRARO et
al., 2004).

Os peixes sdo capazes de reter e absorver metais pesados dissolvidos na agua através
de processos ativos ou passivos. Diferentes tecidos geralmente apresentam diferente
capacidade de acumular metais pesados.

O zinco é um dos elementos mais comuns na Terra e pode ser encontrado no ar, no
solo, na agua e esta naturalmente presente nos alimentos (AZEVEDO e CHASIN, 2003). O

zinco € muito utilizado na producdo de: borrachas, herbicidas e inseticidas, cosméticos,
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fertilizantes, tintas para tingimento de tecidos, mineracdo e na inddstria de medicamentos
(MAHAN, 1995).

No ambiente aquético, a toxicidade do zinco é modificada por fatores ambientais como
dureza da agua, oxigénio dissolvido e temperatura (MOORE e RAMAMOORTHY, 1984).

O manganés pode ficar depositado junto ao sedimento no fundo, bioacumulado-se
pelos niveis tréficos inferiores (SARIC e LUCCHINI, 2007). Tem sua finalidade principal na
industrial como aditivo no aco, sendo utilizado também em ligas metalicas, pilhas e baterias
secas, em fertilizantes, compostos organicos para secagem de tintas e reagentes quimicos
(SILVA, 2002).

O manganés é um metal que ativada diversas enzimas, as quais S0 necessarias para a
sintese da hemoglobina, crescimento, reproducdo, formacdo 6ssea, producdo e excrecdo de
insulina e prevencdo de dano celular. A exposicdo aguda a este metal pode causar a morte e a
exposicao cronica apresenta sintomas neuroldgicos (CSURQS, 2002). Nos ultimos anos tém
surgido relatos de associagdo da ingestdo cronica de niveis elevados de manganés com
deficiéncia intelectual de criancas e aumento da mortalidade infantil, bem como sua
associacdo com a Doenca de Parkinson (HAFEMAN et al., 2007; FINKELSTEINS et al.,
2008; STEPENS et al., 2008).

A concentragdo do cromo trivalente nos varios tecidos pode causar danos
cromossomiais e aberracdes pela acdo clastogénica da acdo do metal no DNA (LAMSON e
PLAZA, 2002).

O cadmio é prioridade na lista de substancias perigosas da ATSD (Agéncia de
Substancias Toxicas e Registro de Doencas), Pois segundo a agéncia tem uma classifica¢do
como compostos de ameaca significativa a salide humana, devido a sua toxicidade conhecida
e a potencial exposi¢cdo humana a essas substancias (ATSRD, 2011). Além disso, o cadmio
também é classificado como carcinogénico pela IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa
sobre o Céncer) (Waalkes, 2003).

Podemos destacar o caddmio e chumbo pela sua presenca na contamina¢es do
ambiente aquético, podendo causar problemas de intoxicacdo ao homem e demais
organismos. Estes elementos sdo capazes de reagir com moléculas e com ligantes presentes
nas membranas celulares, conferindo-os as propriedades de bioacumulacéo, biomagnificacao
na cadeia alimentar, persisténcia no ambiente e distirbios metabolicos dos seres vivos
(TAVARES; CARVALHO, 1992).
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2.3 MONITORAMENTO DE AMBIENTES AQUATICOS IMPACTADOS

Devido a grande importancia dos recursos hidricos, a qualidade da agua é algo
indispensével, pois varios mares, rios, lagos e outras fontes de recursos hidricos encontram-se
em processo de degradagdo, com altos indices de substdncias orgénicas e inorganicas
prejudiciais a saude humana e ao equilibrio ecoldgico. Essa polui¢do pode ser devido a varios
fatores como: despejo de esgotos industriais, esgotos domésticos e agrotdxicos provenientes
da agricultura, produtos quimicos oriundos de atividades de ensino e pesquisa, dentre outros
(FRINHANI e CARVALHO, 2010) e, precisa, portanto, ser monitorada. Existem Vvarios
métodos de analises da qualidade da &gua. Abaixo encontram-se algumas alternativas de

monitoramento:

2.3.1 Analises Fisico-quimicas e Bioindicadores

Umas das formas de avaliar a qualidade das aguas superficiais € a utilizagdo de
parametros, 0s quais representam as suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Esses
parametros sdo indicadores da qualidade da 4gua e constituem impurezas quando alcancam
valores superiores aos estabelecidos para determinado uso (CONAMA, 2005).

Durante muito tempo, 0 monitoramento e analise da qualidade da 4gua foram realizados
apenas por meio de caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas. Os parametros fisicos
[CE (condutividade elétrica), cor, temperatura e turbidez] e quimicos [OD (oxigénio
dissolvido), nitrogénio total e amoniacal, fésforo, pH, TDS (totais de solidos dissolvidos),
entre outros] permitem apontar e quantificar os elementos presentes, identificar os efeitos de
suas propriedades e compreender sua relagdo com os impactos antropicos (PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011). Porém, embora estas formas de biomonitoramento retratem o
“status” de um ecossistema, as alterages mais sutis ndo sdo detectadas, tornando estes
métodos insuficientes para uma analise ambiental completa (ARIAS et al., 2007).

Segundo RAMSDORF et al., (2012), o aumento da exposi¢cdo ambiental a agentes
quimicos potencialmente toxicos tem propiciado um maior interesse no biomonitoramento de
ecossistemas aquaticos e terrestres, mediante a correlagdo entre o perfil fisico-quimico da

agua e o emprego de ensaios de genotoxicidade, os quais devem ser incluidos como
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parametros adicionais nos programas de monitoramento da qualidade de agua, uma vez que
eles sdo ferramentas sensiveis e valiosas na deteccdo da presenca destes contaminantes em
ambientes aquaticos.

Assim, fez-se necessario a utilizagdo de organismos para avaliar mudangas ocorridas no
ambiente, geralmente causadas por acdes antropicas (MATTHEWS et al., 1982). Diversos
testes de curta duracdo tém sido desenvolvidos utilizando microrganismos, insetos, plantas e
animais para identificar agentes que promovam danos genéticos (HOUK, 1992). Estes
organismos podem ser definidos como bioindicadores, pois respondem biologicamente em
nivel de organismo ou ainda em niveis inferiores, como 6rgdos, tecidos e/ou células, a um
ambiente quimico, através de alteracBes bioquimicas, fisiologicas e/ou comportamentais
(CAPELA, 2001).

O monitoramento de ecossistemas aquaticos, utilizando bioindicadores, apontam
aspectos da condicdo ambiental, isso se torna um importante componente do gerenciamento
de qualidade de um ambiente. As lesdes celulares que causam mutagénicidade podem ser
induzidas por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos. Essas alteracdes prejudicam processos
vitais, como a replicacdo do DNA e a transcricdo génica, causando alteracfes cromossdmicas
e formagéao de processos cancerosos e morte celular. Por serem lesivas ao material genético,
essas substancias sdo chamadas de genotdxicas (DA COSTA e MENK, 2000).

Segundo o Decreto-Lei n°® 98/2010 de 11-08-2010, uma mutagdo consiste numa
alteracdo permanente da quantidade ou da estrutura do material genético de um organismo. As
alteragcdes podem envolver um unico gene, um bloco de genes ou um cromossoma inteiro. Os
efeitos que envolvem genes isolados podem ser consequéncia de efeitos sobre uma Unica base
do DNA (mutagbes pontuais) ou de grandes modificacBes no gene, incluindo delecdes. J& 0s
efeitos num cromossoma inteiro podem envolver modificagfes estruturais ou numéricas. Os
agentes que causam mutacdes sdo considerados genotoxicos. Porém VOGEL (1989) ja
alertava nem todos 0s agentes genotoxicos sdo mutagénicos.

Existem varios tipos de bioensaios, os quais tem a finalidade de identificar efeitos
bioldgicos precoces. Esses testes tém funcdo de monitorar populacdes expostas a um grande
numero de agentes quimicos que aumentem a velocidade de mutacéo genética interferindo na
funcéo dos acidos nucléicos (ASHBY, 1988; GARRETT et al., 1992; DA SILVA AUGUSTO
et al., 1997; SIMONIELLO et al.,, 2008). Abaixo encontram-se alguns dos métodos

frequentemente utilizados.
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2.3.2 Ensaios Genotoxicos e Mutagénicos

2.3.2.1 Teste de DNA Cometa

O ensaio cometa, também conhecido também conhecido como SCGE (Single-Cell Gel
Eletrophoresis) corresponde a uma andlise que tem a finalidade de detectar dano ao DNA em
células individualizadas. As células nas quais se deseja verificar o dano ocasionado ao seu
DNA, sé@o suspensas em agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e entdo colocadas em
laminas de vidro para microscopia as quais foram previamente recobertas com uma camada
de agarose normal. As laminas contendo as células sdo entdo submetidas a uma corrida de
eletroforese (SPEIT; HARTMANN, 1999).

O principio desta técnica é que o DNA da célula que ndo tiver dano migrara em
conjunto formando um circulo, pois pelo seu tamanho ndo passa na malha do gel de agarose
(os aspectos descritos s6 sdo visiveis ap0s a coloracdo adequada). O Teste de DNA Cometa é
uma técnica Util para o estudo de danos e reparos no DNA. As células com danos no DNA
mostram um aumento na migracdo de DNA cromossomal do nucleo em dire¢do ao anodo, que
se assemelha & forma de um cometa, pois os fragmentos conseguem passar pela malha do gel
de agarose (HARTMANN, 1999). O principio da técnica é simples: as células sdo inclusas em
gel sobre uma lamina de microscopia, faz-se passar uma corrente elétrica e, como o DNA tem
carga negativa, se estiver rompido (clastogénese), migra para fora do nucleo, ficando com a
aparéncia de um cometa ou cauda. O DNA que ndo estiver rompido ou quebrado fica
armazenado no nucleo, sendo muito grande para migrar (SILVA et al., 2003).

O Teste Cometa € uma técnica rapida, simples e sensivel, de baixo custo para
mensurar, analisar as lesGes, monitorar o dano e detectar efeitos de reparo no DNA em células
individuais expostas a agentes genotoxicos. (SINGH et al., 1988; TICE, 1995; SILVA et al.,
2000; HARTMANN et al., 2003; PAVAO et al., 2007). Caso ocorra dano ao DNA, seréo
formados fragmentos de diversos tamanhos. Os fragmentos menores tendem a migrar mais
rapidamente do que os maiores. Ocorrendo um dano muito intenso em uma célula, muitos
fragmentos de diversos tamanhos serdo formados e migrardo em velocidades diferentes,
formando-se entfo a figura tipica de um cometa (OLIVE; BANATH; DURAND, 1990;
COLLINS et al. 2008).



35

Todo experimento é fotossensivel, sendo necessario que todo procedimento apds a coleta
do material ocorra em uma sala com luz vermelha (sem a presenca da luz branca). A analise
ocorre em microscopio de epifluorescéncia, onde sdo analisadas as células segundo o
comprimento da cauda de fragmentos. Elas podem ser classificadas em cinco classes: 0 (sem
dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais
longa); e 4 (dano maximo), ver a Figura 02.

Desta forma, os valores obtidos atraves do indice de dano (ID) para cada individuo
pode variar de O (totalmente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x
4), obtendo-se o ID total. Também pode ser analisado a frequéncia de danos (FD%) que é
calculado com a porcentagem de todos os cometas danificados (classe 1 a classe 4) em relagéo
ao total de cometas contados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total).

Este tipo de ensaio tem sido frequentemente proposto para estudos de toxicologia
genética devido as suas vantagens e peculiaridades quando comparado a outros testes que
detectam substdncias genotoxicas sendo, portanto, uma ferramenta fundamental de
investigacdo em estudos de reparo de DNA, biomonitoramento ambiental e teste de
genotoxicidade (VILCHES et al., 2008).

Em ambientes aquaticos impactados, esse teste tem sido utilizado para verificar a
contaminacédo de rios que recebem efluentes domésticos, industriais e de influéncia agricola,
por meio da observacdo de danos de DNA em organismos bioindicadores expostos as aguas
poluidas. Por isso, muitos estudos tém utilizado peixes como bioindicadores de poluicdo na
avaliacdo de danos de DNA, pois eles acumulam direta e indiretamente poluentes e possuem
uma resposta aos mesmos (VILCHES et al., 2008).

A sua alta sensibilidade a varios tipos de danos de DNA é uma das duas grandes
importancias (BUCKER et al., 2006). Precisa de baixo nimero de células para realizacdo do
teste, tem uma mensuracao de danos em células individuais e realizacdo em qualquer tipo de
célula eucaridtica nucleada (LEE e STEINERT, 2003). E muito aplicado esse teste em
estudos, com notério sucesso (MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998; PAVAO et al., 2007).

Desta forma, diversos trabalhos na literatura ja utilizam a técnica em varios
organismos, como Drosophila (MUKHOPADHYAY et al., 2004; GAIVAO e SIERRA,
2015), crustaceos (MOURA et al., 2015), moluscos (VILLAR et al., 2015), peixes (MATOZO
et al., 2015; MOURA et al., 2015), anfibios (GONCALVES et al., 2015), cagado (SILVA,
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2015), roedores (MENEGUETTI e FACUNDO, 2015; BALDISSERA et al., 2016), dentre
outros.

Figura 2: Classificacdo visual dos danos nos nucleodides de acordo com a quantidade e
tamanho de fragmentos de DNA no arrastro. Dano 0 (sem dano); (pouco dano aparente); 2
(dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano maximo).

Fonte: Giselly, Tallita 2016.

2.3.2.2 Teste de Micronucleo (MN)

O teste de MN é um biomarcador reconhecido de genotoxicidade ambiental, muito
utilizado para analise da acdo de compostos mutagénicos e de contaminantes quimicos (AL-
SABTI, 1986; METCALF, 1988). Esse teste corresponde a um método simples, confiavel,
sensivel e de baixo custo para analisar impacto biolégico em ambientes aquaticos (RUSSO et
al., 2004).

Os estudos de MN iniciaram em 1900 por Howel no citoplasma de eritrcitos, que
inicialmente receberam o nome de “fragmento de material nuclear”, proposto por Jolly. S6 em
1970, Boller e Schimid, passaram a chamar esses fragmentos de microndcleos (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003).
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Em 1973, Von Ledebur e Schmid desenvolveram um procedimento em medula dssea
de roedores (in vivo) para analisar danos citogenéticos através desses micronicleos
(HEDDLE et al., 1983; RABELLO-GAY, 1991). Ja em 1976 Heddle adaptou o procedimento
inicial para utiliza-lo em estudos in vitro (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

Esse teste foi adaptado para ser aplicado em peixes apenas em 1982 por HOOFMAN e
RAAT. Em seus estudos esses autores demonstraram que por ser 0S peixes organismos que
apresentam cromossomos pequenos, em grande quantidade, e com baixo indice mitético, a
aplicacdo do teste na maioria das espécies tornou-se extremamente vantajoso quando
comparado a outros testes mutagénicos (KLIGERMAN, 1982).

Alem disso, os eritrocitos de peixes sdo apropriados para a aplicacdo deste teste por
formarem microndcleos de facil contagem e pelo fato do sangue periférico ser de féacil
obtencdo (AL-SABTI e METCALFE, 1995). Em 2006, UDROIU, evidenciou que o teste de
Microndcleo realizado com o sangue periférico de peixe € particularmente indicado para
avaliar casos de exposicao cronica ao meio aquatico contaminado por fatores fisico-quimico e
biologico.

Define-se micronucleo como fragmentos cromossémicos acéntricos ou Cromossomaos
inteiros que ndo foram incluidos no nacleo principal da célula. Este fendmeno acontece pela
danificagdo de alguns agentes em diferentes cromossomos, induzindo quebras (clastogénese),
ou afetando o fuso mitético, levando a perda de cromossomos inteiros (aneugénese)
(NATARAJAN, 2002; MATEUCA et al., 2006; FENECH, 2007; 2010). O fragmento ou 0
cromossomo inteiro fica no citoplasma da célula e é envolvido por um envoltério nuclear,
adquirindo caracteristicas semelhantes as do ndcleo principal (FENECH et al., 2011), ver
Figura 3.
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Figura 3: Processo de formacdo de microndcleo por meio dos efeitos clastogénicos e

aneugénico durante a divisdo celular.
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Fonte:http://goo.gl/fq0t4U

Para FENECH (2000), quando uma estrutura de material genético presente no
citoplasma apresentar: tamanho entre 1/6 a 1/3 do didmetro do nucleo principal; envoltdrio
nuclear visivelmente distinto; ndo apresentar nenhuma conexdo com o nucleo principal; ter
intensidade de coloracdo similar ou igual a do nucleo principal e ndo ser birrefringente essa

estrutura corresponde a um microntcleo (Figura 5).

Figura 4: Eritrocitos normocromaticos corados em verdes; Eritrocitos policromaticos corados

em vermelho; Eritrdcito policromatico com Micronlcleo apontado pela seta vermelha.

Fonte: Rocha (2015).


http://goo.gl/fq0t4U
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Um dos passos no desenvolvimento de alguns tipos de céncer é a perda de um
cromossomo ou a sua disjuncdo (FENECH, 2000). Com a aplicacdo do teste de Micronucleo
conseguimos avaliar esses eventos. Dessa forma o ensaio tornou-se uma ferramenta
importantissima nos estudos toxicoldgicos, podendo ter aplicabilidade em vérias areas
(KIRSCH-VOLDERS, 1997). Por essa importancia ele tem sido aceito internacionalmente
como um dos ensaios necessarios para o registro de novos produtos quimicos lancados no
mercado, dentre eles os agrotdxicos (CHOY, 2001).

Os testes de micronucleos sdo amplamente utilizados em ensaios de genotoxidade
porque € simples, confiavel, sensivel, de baixo custo, eficiente e pode ser realizado em
qualquer populacdo celular em proliferacdo (HAYASHI et al.,, 1998; KRISHNA e
HAYASHI, 2000), além disso, esses testes podem ser aplicados in vivo e in vitro (KRISHNA
e HAYASHI, 2000; SEVERIN et al., 2010). Vérios trabalhos demonstram a eficiéncia dos
micronuicleos na deteccdo de efeitos mutagénicos (FLORES e YAMAGUCHI, 2009;
BATISTA e CAMPOS, 2015). Alguns estudos tém relacionados os micronucleos aos danos
na saude humana e ambiental causados pelo uso de agrotoxicos (MORON et al., 2006;
KUNST et al., 2014; CARBAJAL-LOPEZ et al., 2016).

Segundo Carrasco et al (1990), as classificagOes das alteragdes nucleares sdo em
quatro categorias: a) Blebbed: ndcleos com uma pequena evagina¢do da membrana nuclear,
ainda ligada ao nucleo, parecendo conter eucromatina ou heterocromatina. b) Lobbed: ndcleos
com evaginacdes mais largas e ndo tdo definidas como as descritas para blebbed. c)
Vacuolated: nacleos que apresentam uma regido que lembra os vacuolos ausentes de qualquer
material visivel no seu interior d) Notched: ndcleos que apresentam um corte bem definido
em sua forma, geralmente com uma profundidade aprecidvel no nucleo. Ja Fenech (2000)
acrescentou mais uma alteracdo na classificacdo. O qual chamou de €) Binulcleo: nucleos em

namero de dois, bem definidos.
2.4 CARACTERISTICAS GERAIS DO RIO CAPIBARIBE
O rio Capibaribe, cartdo-postal da capital pernambucana e que, hd muito tempo, foi

tido como fonte de salde, é, hoje, o receptor de residuos industriais, domésticos e hospitalares
em consequéncia da deficiéncia na politica de saneamento do estado.
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Essa bacia tem uma éarea de 7.454,88 km?, que corresponde a 7,58% da éarea total do
Estado de Pernambuco, localizada entre as coordenadas 07° 41 *20” e 08° 19’ 30” de latitude
sul, e 34° 51 00” ¢ 36° 41’ 58” de longitude oeste. Limita-se ao norte com a bacia
hidrografica do Rio Goiana e o Estado da Paraiba; ao sul com a Bacia Hidrogréafica do Rio
Ipojuca; a leste com o Oceano Atlantico e com as Bacias Hidrogréficas secundarias dos Rios
Beberibe, Botafogo, Pirapama, Jaboatdo e Igarassu, que desaguam diretamente no mar; e a
oeste, com a Bacia Hidrografica do Rio Ipojuca.

Sua nascente ocorre a aproximadamente 195 km da cidade do Recife, capital do
Estado, na Serra dos Campos no municipio de Jatatba e Pocdo, Agreste do Estado. Esse rio
abastece 42 municipios do Agreste, Zona da Mata e Litoral e possui uma extensdo total de
270km, da nascente até a sua foz, no Oceano Atlantico. Dos 42 municipios tem-se: Brejo da
Madre de Deus, Chd da Alegria, Cumaru, Feira Nova, Frei Miguelinho, Gléria do Goita,
Jatalba, Lagoa do Itaenga, Passira, Santa Cruz do Capibaribe, Santa Maria do Cambucg,
Surubim, Toritama, Vertentes e Vertente do Lério totalmente inseridos na bacia. Os que
possuem sede na bacia sdo: Camaragibe, Casinhas, Limoeiro, Paudalho, Pombos, Recife,
Riacho das Almas, Salgadinho, S&o Lourenco da Mata, Taquaritinga do Norte e Vitoria de
Santo Antdo. Os parcialmente inseridos na bacia sdo: Belo Jardim, Bezerros, Bom Jardim,
Carpina, Caruaru, Cha Grande, Gravatd, Jodo Alfredo, Lagoa do Carro, Moreno, Pesqueira,
Pocdo, Sanhard, Sdo Caetano, Tacaimbo e Tracunhaém (Figura 5A). Para o estudo do Plano
Hidroambiental (PHA) do estado, a Bacia foi dividida em Unidades de Analise- UA,
conforme mostra a Figura 5B.

Existe uma média aproximada de 3.474.198 habitantes que dependem do rio. No seu
percurso, ele escoa por Varios centros urbanos, onde serve para drenar os efluentes industriais,
domésticos e hospitalares (PROAGUA, 2002). Nos seus multiplos usos o rio Capibaribe é
percebido de variadas maneiras. As diferentes percepgdes e valores atribuidos a ele
contribuem para a degradacdo das suas margens e poluicdo das suas aguas (MEDEIROS,
2007; TEIXEIRA, 2007; NETO, 2008; CPRH, 2008).
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Figura 5: Extensdo do Rio Capibaribe da nascente até a sua foz (A) e suas Unidades de
Anélise - UA (B).

Fonte:http://www.sirh.srh.pe.gov.br/hidroambiental/img_capibaribe_municipios_01.html
Fonte: CPRH.

Analisando as unidades de analises, percebe-se que UA1 ou Unidade de Toritama
abrange aproximadamente o terco superior da Bacia. JA a UA2 ou Unidade de Jucazinho
envolve parte da Bacia que vai desde Toritama até a barragem de Jucazinho. A UA3 ou
Unidade de Limoeiro compreende as areas de drenagem do Capibaribe desde o acude
Jucazinho até a barragem de Carpina e a UA4 ou Unidade de S&o Lourengo da Mata, abrange
as areas de drenagem do terco inferior da Bacia (CPRH, 2014).

Para caracterizacdo climatica da Bacia, o PHA considerou os dados das Normas
Climatol6gicas do Brasil (1961-1990), do Ministério de Agricultura e Reforma Agraria. Os
dados observados foram extraidos do banco de dados agroclimatico do Grupo de
Agrometeorologia SDRN (FAO), por meio do programa FAOCLIM, que em territdrio

brasileiro contém dados de 1503 estacdes com precipitagdo mensal média e 798 mm com
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evapotranspiracdo de referéncia previamente estimados pelo Método Penman-
Montheith/FAO.

A bacia do rio Capibaribe € responsavel pelo abastecimento de 14 cidades da Regido
do Agreste, inclusive a cidade de Caruaru e por 42% do abastecimento da Regido
Metropolitana do Recife. Essa bacia é dividida em trés sub-bacias: Alto Capibaribe, a
montante da barragem de Jucazinho, com area de drenagem de 4.172,00 Km2, Médio
Capibaribe, entre a barragem de Jucazinho e a barragem de Carpina com 1.982,00 Kmz2 e
Baixo Capibaribe, da barragem de Carpina até a sua foz com 1.398,27 Km2 (CPRH, 2010).

De uma maneira geral, vale a pena considerar que as caracteristicas ambientais
marcadas por forte sazonalidade, chuvas concentradas e irregulares, as bacias hidrograficas do
semiarido brasileiro sdo caracterizadas pela predominancia de rios intermitentes e pela grande
antropizacdo com a construcdo de agudes e barragens. Estes ambientes Iénticos possuem
dindmica particular quanto a interacdo do sedimento com a coluna d’agua, além de possuirem
inimeras finalidades, como abastecimento, irrigacdo, lazer e pesca, sendo extremamente
importante seu biomonitoramento (ESTEVES, 2011).

2.4.1 Caracteristicas Gerais de Alguns Municipios Banhados Pelo Rio Capibaribe

2.4.1.1 Municipio de Toritama

O municipio de Toritama totaliza uma area de 25,704 Km? com uma populagio de
35.554 pessoas, localiza-se no Agreste setentrional de Pernambuco, a 167 km do Recife e a 36
km de Caruaru. Tem como principal atividade econdmica Industrias de Confeccbes e
Lavanderias Industriais. Apesar de ser um municipio pequeno, é responsavel por 14% da
producédo nacional de jeans no Pais (CPRH apud FADE/UFPE, 2003). Concentra-se uma
media de 2.500 fébricas téxteis e, aproximadamente 70 lavanderias (CPRH, 2017). Cerca de
70% dos efluentes industriais e sanitarios sdo descartados na rede pluvial (CPRH, 2005).
Nesta localidade o rio apresenta alto nivel de poluicdo por produtos quimicos vindos das
lavanderias. Esses dejetos téxtil sdo gerados nas etapas de lavagens, alvejamento, tingimento e
acabamento das roupas em jeans com elevada carga poluidora, altos teores de compostos
organicos, a exemplo de amido, gomas, graxas, pectinas, alcoois, &cido acético, corantes,
sabdes e detergentes e inorganicos, como hidrdéxido de sédio, carbonatos, sulfetos e cloretos,



43

resultante das vérias etapas do processo sendo, na maioria das vezes, bastante complexos
CPRH, 2017).

Segundo SANTOS (2006) os efluentes brutos das lavanderias apresentam altas
variagdes de carga organica, dependendo da variacdo dos processos produtivos. O tratamento
fisico-quimico implantado pelas lavanderias analisadas removeu apenas de 30% a 40% da
carga organica, tendo apresentado elevada concentracdo de calcio, aluminio e magnésio
devido a adicdo de sulfato de aluminio e hidréxido de célcio, usado para o tratamento fisico-
quimico que, potencialmente, limita a utilizacao desse efluente para outros reusos (SANTOS,
2006).

2.4.1.2 Municipio de Santa Cruz do Capibaribe

Santa Cruz do Capibaribe tem uma populacéo de aproximadamente 105.761 habitantes
(IBGE, 2016). Este municipio esta localizado a cerca de 185,7 quilébmetros de distancia da
capital pernambucana, Recife é o 2° maior produtor de confec¢des do Brasil, ficando atras
apenas de S&o Paulo (SEBRAE, 2012). E responsavel por 16% da producéo de jeans no pais
(SEBRAE, 2012).

Umas das principais atividades é a parte téxtil, a qual necessita de lavanderias de
jeans, também chamadas de lavanderias industriais, necessitando de muita agua em suas

atividades e sendo uma grande potencial poluidor (BRITO, 2013).

2.4.1.3 Municipio de Surubim

Surubim é um municipio brasileiro do estado de Pernambuco, conhecido como a
Capital da Vaquejada. Administrativamente, o municipio é formado pelos distritos sede e
Chéus. Sua populacéo, de acordo com estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) em 2016, foi de 63.780 habitantes. Surubim esté inserido nos dominios da
bacia hidrografica do Rio Capibaribe e tem como principais tributarios os rios Capibaribe e
Caiai, além dos riachos do Bras, Maracaja, Pocord, do Tanque Doce, Taepe e do Manso,
todos de regime intermitente. Adicionalmente, 0 municipio apresenta também a barragem de
abastecimento de Jucazinho. Tem uma grande atividade agricola de base de irrigacdo e de
piscicultura (IPEA, 2014).
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A agricultura ao mesmo tempo que é geradora também é vitima da polui¢do das aguas.
Pois a utilizacdo de aguas contaminadas nas praticas de irrigacdo pode comprometer a
lavoura, ocasionando problemas de salde nas populacdes consumidoras. Os recursos hidricos
agem como integradores dos processos biogeoquimicos de qualquer regido. Assim, quando 0s
agrotoxicos sdo introduzidos, os recursos hidricos, superficiais ou subterrdneos, sdo 0s

principais destinos finais dessas moléculas (AGUA, 2007).

2.4.1.4 Municipio de Limoeiro

Limoeiro esta localizado na Mesorregido do Agreste Pernambucano e na Microrregido
do Médio Capibaribe e possui uma area de 277,54 km2. A partir da cidade de Limoeiro, a
cerca de 80 km da cidade do Recife, o rio Capibaribe entra numa regido de transicdo entre o
Agreste e a Zona da Mata, recebendo grandes contribui¢bes de afluentes mais caudalosos e
inicia a travessia de &reas cobertas por extensos canaviais. Até o inicio da colonizagdo
brasileira no século XVI, essa regido era coberta pela densa Mata Atlantica, floresta que
alimentava o rio com suas aguas e protegia as suas margens com uma vegetacao luxuriante.
Ao longo dos séculos seguintes, a Mata cedeu cada vez mais espaco para as plantacdes, alem
de volumes substanciais de lenha para a producdo da energia das caldeiras das usinas (para
produzir 1 kg de agucar era necesséria a queima de 20 kg de lenha).

A calda das canas se transformava numa enorme variedade de produtos: o agucar
branco ou de purga, o cristal e 0 mascavo, além do melado de cana ou mel de engenho,
diferentes tiposde rapadura e de aguardente, esta Ultima uma importante moeda de troca nos
tempos coloniais: os traficantes trocavam a aguardente e rolos de fumo, produzidos no Brasil,
por escravos revendidos em indmeros portos espalhados por toda a costa do continente
africano.

A cultura da cana-de-agucar deixou uma série de problemas para o rio Capibaribe:

— Sem a protecdo da Mata Atlantica, os solos de massapé expostos as chuvas passaram a
sofrer um forte processo de erosdo, que carregou milhGes de metros cubicos de terra fertil
para dentro da calha dos rios;

— O cultivo da cana exige o uso intensivo de fertilizantes e agrotoxicos — residuos destes
produtos acabam sendo arrastados pelas chuvas na direcdo dos rios, causando uma série de

problemas para a flora e a fauna aquatica;
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— O processamento da cana para a producdo do agulcar e do alcool liberam grandes volumes
de residuos — destaque para o vinhoto (cada litro de alcool produzido gera até 15 litros de
vinhoto), que se despejado sem controle nas aguas de um rio, pode provocar sérios problemas
de poluicdo ambiental.

E o conjunto da obra de quase quinhentos anos de agressdes ambientais, despejos de
residuos sélidos de todo o tipo, desmatamentos, assoreamentos e envenenamentos ndo poderia

ser diferente de um rio impactado apresentando consequéncias para o ambiente e a sociedade.

2.4.1.5 Municipio de Séo Lourenco da Mata

Sdo Lourenco da Mata é um municipio do estado de Pernambuco, localizado a 19,7
km da capital pernambucana, Recife. Com uma area: 264,3 km2 e uma populacdo média de
110 264 habitantes (IBGE/2015), este municipio encontra-se na mesorregido Metropolitana e
na Microrregido Recife do Estado de Pernambuco, limitando-se a norte com o municipio de
Paudalho, a sul com Jaboatdo dos Guararapes e Moreno, a leste com Recife e Camaragibe e a
oeste com Vitdria de Santo Antdo e Cha de Alegria. Na extensdo do rio Capibaribe pelo
municipio encontra-se cultura da cana-de-agUcar, pecudria, granjas e assentamentos rurais
(CPRH, 2014). As atividades praticadas nessas &reas juntamente com os aglomerados rurais
existentes nas mesmas geram residuos que, lancados nos cursos d’adgua, constituem parte da
carga poluidora destes, a qual é potenciada, nas areas urbanas de S&o Lourenco da Mata,
Camaragibe e Recife, por dejetos de origem doméstica e industrial e hospitalares (CPRH,
2014).

2.4.1.6 Municipio de Vitoria de Santo Antdo

O municipio de Vitdria de Santo Antdo encontra-se inserido nos dominios da bacia
hidrogréfica do Rio Capibaribe. Seus principais tributarios sdo: o Rio Capibaribe, Tapacura,
Tamatd Mirim, Jaboatdo, Cueira de Suassuna e Ipojuca e, os riachos, sdo: Boeira, Varzea
Grande, Acude Grande, Una, Natuba, Cgo. Laranjeiras e Guandu. O principal corpo de
acumulacdo é a Barragem Tapacurd e os acudes: Tor0 e da Usina Santo Antonio. Os
principais cursos de agua no municipio tém regime de escoamento perenizado e o padrdo de
drenagem é o dendritico (CPRH, 2005).
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Vitéria de Santo Antdo integra a Mesorregido da Mata Pernambucana e a
Microrregido de Vitdria de Santo Antdo, localizando-se a 50 quildmetros a oeste da capital.
Sua area territorial é de 335,942 km?, estando 5,717 km2 em perimetro urbano (IBGE 2016).
Em 2016, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) estimou sua populacdo em
aproximadamente 136.706 habitantes, sendo o décimo mais populoso municipio
pernambucano, o quarto mais populoso do interior do estado e o mais populoso da Zona da
Mata.

Utilizazo o rio tapacura como local de liberacdo de residuos das atividades econémicas
desenvolvidas pelas cidades, seja através do comércio, das industrias, das residéncias,

hospitalares, agricolas e agropecuarias (CPRH, 2016).

2.4.1.7 Municipio de Carpina

Carpina é um municipio da Zona da Mata Norte, no estado de Pernambuco, no Brasil.
Dista 45 quildmetros da capital do estado, Recife. Segundo estimativa do IBGE em 2014 o
municipio possuia uma populacdo de 80.194 habitantes. Esse municipio esta situado a uma
latitude 07° 51' 03" sul e a uma longitude 35° 15" 17" oeste e possui uma area de 146,00 kmz2,
Sua taxa de urbanizacdo é de 95,60%. Tem, como densidade demogréfica, 516,51 habitantes
por quilébmetro quadrado. Este municipio encontra-se inserido nos dominios das bacias
hidrograficas dos rios Goiana e Capibaribe. Seus principais tributarios sdo 0s rios
Tracunhaém, Capibaribe e Itapinassu além dos riachos: Bonito, das Bestas e Flores.

Os principais corpos de acumulagdo sdo os acudes Carpina (270 000 000 metros
cubicos) e Curtume. Os principais cursos d'agua no municipio tém regime de escoamento
perenizado e o padrdo de drenagem é o dendritico. Carpina tem como atividades: Usinas
agroagucareiras, centro hospitalar, atividades agricolas e agropecuarias (CPRH, 2016). Essas
atividades agregadas a liberagcdo de residuos domésticos causa grande problema saude dos
rios da regido (IPEA, 2016).

2.4.1.8 Municipio de Recife

Capital Pernambucana, Recife representa uma area territorial de aproximadamente 218

kmz?, é formado por uma planicie aluvial, tendo as ilhas, peninsulas e manguezais como suas
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principais caracteristicas geograficas (IBGE 2000). Entre as cidades nordestinas, estd como a
melhor no indice de Desenvolvimento Humano (IDH-M). Com 4 milhdes de habitantes em
2017 ocupa o lugar do quarto aglomerado urbano mais populoso do Brasil. Perdendo apenas
para Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte (IBGE 2017).

De acordo com a divisdo do IBGE vigente desde 2017, o municipio pertence as
Regides Geograficas Intermediaria e Imediata do Recife. Até entdo, com a vigéncia das
divisdes em microrregides e mesorregides, 0 municipio fazia parte da microrregido do Recife,
que por sua vez estava incluida na mesorregidao Metropolitana do Recife.

O Recife é conhecido como "Veneza Brasileira" gracas a semelhanca fluvial com a
cidade europeia de Veneza. Cercado por rios e cortado por pontes, € cheio de ilhas e mangues.
Na cidade acontece o encontro dos rios Beberibe e Capibaribe que desaguam no Oceano
Atlantico. O municipio conta com dezenas de pontes, entre elas a mais antiga da América
Latina, a Ponte Mauricio de Nassau.

Na vasta rede de rios e canais da metropole pernambucana se destacam as bacias dos
rios Capibaribe, Beberibe, Tejipié e um sistema de drenagem composto por uma série de
cursos d’agua secundarios ou canais, afluentes ou interligados a drenagem principal. Sua
malha hidrica ¢ composta por cursos d’agua como os rios Moxotd, Jangadinha, Jiquid e
Jordao, além de diversos canais, e recebe ainda a contribuicdo do rio Capibaribe pelo seu
"brago morto", ¢ também de corpos d’agua de expressdo em areas como a Lagoa do Araga, o

Acude da Véarzea e o0 Agude Jangadinha.

2.4.1.9 Municipio de Recife, Riacho Cavouco

De representacdo Universitaria e possuidor de uma extensdo de aproximadamente
6000 metros da nascente até a foz com largura variavel de 2m a 15m, o riacho Cavouco tem
sua localizagdo nas coordenadas 8°2°52.05” latitude Sul e 34°57°10.33” longitude Oeste
(CALADO, et al., 2002). Esse riacho urbano tem seu percurso pelo Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), e acaba sendo alvo de esgotos de natureza quimica,
domestica e hospitalar. Atravessa bairros urbanizados como Cidade Universitaria e Iputinga e
encontra-se com o riacho Caiara, desdguando na margem direita de um dos principais rios do

estado de Pernambuco, o rio Capibaribe, que por sua vez desagua no oceano atlantico.
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Tendo em vista a importancia deste riacho no recurso hidrico, varias acdes estdo sendo
realizadas com a finalidade de monitoramento, revitalizacdo e conservacdo desse ecossistema.
O Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco, atravées do
Laboratério de Engenharia Ambiental e da Qualidade - GEAQ), realizou, no periodo de 1998 a
2001, o monitoramento fisico-quimico da &gua desse riacho, avaliando principalmente a
concentracdo de metais e a Demanda Quimica e Bioquimica de Oxigénio (DQO e DBO). No
trecho em que o Cavouco atravessa 0 Campus Recife da UFPE, foi constatado que houve
reducdo da carga poluidora, nesse periodo, relacionando tal resultado ao planejamento
estratégico conduzido pela UFPE, no sentido de minimizar a contribui¢cdo do langamento dos
esgotos do Campus nesse riacho (CALADO, et al., 2002).

Mesmo assim recentes evidéncias obtidas pelo Nucleo de Biosseguranca e Meio
Ambiente da UFPE (NuBIOMA) indicaram, por meio de analises fisico-quimicas da agua e
de biomarcadores enzimaticos, que o riacho ainda encontra-se impactado, com consequéncias
ainda pouco conhecidas para as espécies que o habitam (ARAUJO e OLIVEIRA, 2013;
ASSIS et al., 2014).

2.4.2 Principais Barragens De Abastecimento Do Rio Capibaribe

Uma barragem, acude ou represa, € uma barreira artificial, feita em cursos de &gua para a
retencdo de grandes quantidades de agua. A sua utilizacdo é voltada para o abastecimento de
agua em areas residenciais, agricolas, industriais, producdo de energia elétrica (energia

hidraulica), dentre outras. A Figura 6 demonstra as principais barragens do rio Capibaribe.
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Figura 6. Localizacdo das principais Barragens do Rio Capibaribe
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Fonte: https://images.slideplayer.com.br/16/4920623/slides/slide_37.jpg

2.4.2.1 Barragem de Tapacura

A bacia hidrografica ¢ o elemento fundamental de analise do ciclo hidrolégico,
principalmente na sua fase terrestre que engloba a infiltracdo e o0 escoamento superficial. Ela é
uma area de captacdo natural da 4gua da precipitacdo que faz convergir os escoamentos para
um dnico ponto de saida, seu exutorio (TUCCI 1993). Sua estrutura se da por um conjunto de
superficies vertentes e de uma rede de drenagem formada por cursos de agua que confluem
até resultar um leito Unico no exutorio. A bacia é como um sistema fisico onde a entrada é o
volume de agua precipitado e a saida é o volume de agua escoado pelo seu exutorio, levando
em consideragdo, como perdas intermediarias, os volumes evaporados e transpirados e
também os infiltrados profundamente (TUCCI 1993).

Tendo sua nascente na regido Agreste do Estado de Pernambuco, na Serra das Russas,

0 rio Tapacura que muitas vezes recebe o nome de Boeiro, passa por trés importantes
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municipios; Pombos, Vitéria de Santo Antdo e Chd Grande, e por fim é represado na
barragem de Tapacura. Sua extensdo é de aproximadamente 30 km e uma éarea de 360 km?2. A
disponibilidade hidrica da Bacia é estimada em 2,10 m®s™, correspondendo a 9,48 % da
disponibilidade total dos mananciais que abastecem a Regido Metropolitana do Recife.

A bacia hidrogréafica do rio Tapacura é formada com doze sub-bacias sendo as
principais formadas pelos riachos Itapessirica, Natuba, Gameleira e Varzea do Una e abrange
seis municipios, sendo que 38,6% localizam-se em Vitoria de Santo Antdo, 31,2% em
Pombos, 19,8% em S&o Lourenco da Mata, 4,3% em Gravata, 3,3% em Moreno e 2,8% em
Ché Grande (CPRH, 2015).

A barragem de Tapacura teve sua construcdo iniciada em 1977, com o objetivo de
protecdo das cheias. Em 1987 o coroamento foi aumentado de 3 m de altura, e hoje o
reservatorio possui uma capacidade de acumulacdo de 94.200.000m3 (APAC, 2014).

A area de drenagem ¢ de 470,5 km2. O trecho superior do rio comega no municipio de
Gravata (390 m em relacéo ao nivel do mar), o curso medio termina alcancando o reservatorio
de Tapacura. A jusante da barragem, o rio Tapacurd desagua no rio Capibaribe no municipio
de S&o Lourenco da Mata, do qual € o principal afluente.

Limita-se ao norte com as bacias dos rios Goita e Cotunguba (ambos afluentes do
Capibaribe), a oeste com a bacia do Cotunguba, ao sul com as bacias dos rios Ipojuca,
Pirapama e Jaboatdo, e a leste com as dos rios Jaboatdo e Muribara, este Ultimo, também

afluente do Capibaribe.



Figura 7- Bacia hidrogréfica do rio Tapacura
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2.4.2.2 Barragem de Jucazinho

A Barragem Jucazinho é o maior reservatdrio para abastecimento humano do Agreste,

tem capacidade para armazenar mais de 327 milhdes de metros cubicos de agua (Figura 8A-

C). De acordo com a Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC, 2018). O manancial

registra atualmente 2,58% do seu nivel de acumulagdo, volume que corresponde a 8,4 milhdes

de metros cubicos de agua e é responsavel pelo atendimento de 15 municipios do Agreste,

dentre eles, Surubim, Cumaru e Passira (APAC, 2018).

Esta barragem corresponde a aproximadamente 4.171 km? inserida no Agreste

Pernambucano, conforme mostra a Figura 8 A. Sua area de contribuicdo estd compreendida

nas UAL e UA2, conforme mostra a Figura 8B.
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Figura 8. Area de distribuicdo hidrico ao reservatorio de Jucazinho (A), Unidades de Analises

(B), Barragem de Jucazinho (C)
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Figura 8 (C)

Fonte: Barbosa, 2011.

A é&rea de contribuicdo ao reservatorio Jucazinho estd completamente inserida na
regido do Semiarido Nordestino. Por esse motivo a regido caracteriza-se por chuvas
irregulares e concentradas em curto periodo do ano e elevadas taxas de evaporagdo, fazendo
com que o regime de vazdes no rio Capibaribe até o reservatério Jucazinho seja intermitente.

A precipitacfes médias anuais baixas, associadas e altas temperaturas produzem
vazdes especificas baixas. Além disso, os cursos d’agua no cristalino, como ¢ o caso desta
regido, nao tém suporte de vazdo de base nem de superficie 0 ano todo para se manterem
perenes (PLANO HIDROAMBIENTAL DA BACIA DO RIO CAPIBARIB, 2010). Sua
importancia é facilmente visivel. Existe registros de atividades de lazer e recreacdo, turismo e

pesca.

2.4.2.3 Barragem de Carpina

Localizada no Municipio de Lagoa do Carro, porém sua area de alimentacéo abrange

parte dos municipios de Lagoa do Carro, Lagoa de Itaenga, Feira Nova e Limoeiro, a
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Barragem de Carpina foi construida com a finalidade de contencéo de enchentes. Atualmente

ela também ¢é responsavel pelo abastecimento publico e para pesca da regido (Figura 9).

Figura 9: Mapa da localizacdo da Barragem de Carpina

Fonte: IBGE, Malhas digitais, 2010; EMBRAPA SOLOS. ZAPE Digital, 2001

O Rio Cotunguba representa o principal afluente do rio Capibaribe na bacia de
contribuicdo do reservatorio de Carpina. Ele € constituido pelos seguintes afluentes: riacho
Ribeiro, riacho Cachoeira e riacho Lagoa da Vaca. A maior concentracdo populacional da
bacia de alimentacdo do reservatorio de Carpina estd no Municipio de Limoeiro, com cerca de
49% do total da populagédo da area de alimentacéo.

Embora Lagoa de Itaenga seja 0 segundo municipio em populacdo absoluta, € o que se
destaca por ter maior taxa de urbanizacao (83%) em oposicdo a zona rural que possui apenas
cerca de 17% do total da populagédo (IBGE, 2010). Em termos de urbanizagdo, Limoeiro vem
logo atras com 80% da populacdo na area urbana, Feira Nova fica em terceiro lugar com 79%
da populacdo no centro urbano e, por ultimo, apresentando menor taxa de urbanizacéo, vem o

Municipio de Lagoa do Carro com 73% de populacéo urbana (IBGE, 2010).
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2.5 CARACTERISTICAS GERAIS DE Oreochormis niloticus

Os ciclideos sdo de familia de peixes dulcicolas, bastante avancados dentre 0s
perciformes. Compreendem mais de mil espécies nativas da América do Sul e Central, parte
da Africa, Sul da india, Madagascar, Sri Lanka, Siria e as indias Orientais (BERRA, 2001).

Apresentam alta tolerancia a variagdo de salinidade e qualidade da agua. Algumas
espécies de Cichlideos toleram agua doce, salobra e marinha, caracteristica atribuida a
distribuicdo zoogeogréfica dessa familia. Seus registros fosseis datam do Eoceno e Oligoceno
na Africa e na América do Sul (WOODWAR, 1939; VA COUVERING, 1982). Ciclideos de
interesse experimental ou comercial para a alimentacdo sdo os do géneros: Tilapia spp.,
Oreochromis spp. e Sarotherodon spp.

As espécies que compde esse trés grupos possuem uma taxonomia recente, com
aproximadamente 20 anos de classificacdo. O género Oreochrmis tem se mostrado de maior
interesse para os produtores, com a espécie tilapia do Nilo Oreochromis niloticus em primeiro
lugar na producdo brasileira (RICARTE et al., 2014; IBGE 2013).

A Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus pertence a familia Cichlidae, da ordem dos
Perciformes. A familia dos Ciclideos € composta por mais de 1900 espécies distribuidas
mundialmente, incluindo a América do Sul onde existem aproximadamente 291 espécies
descritas (KULLANDER, 2003).

A espécie foi introduzida em outros continentes, incluindo na América do Sul, por
volta da metade do séc XX (entre 1940 e 1950) e sua disseminacdo se estendeu por todo o
continente americano. No Brasil, sua introdugdo ocorreu por volta de 1971, quando espécimes
advindos da Costa do Marfim foram trazidos com o objetivo de incrementar a producao
aquicola nacional (KULLANDER, 2003).

A tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, se destaca de outras espéecies por conseguir
viver em habitats variados, tais como: grandes rios equatoriais, tropicais e subtropicais, rios
com corredeiras, areas pantanosas, lagos profundos, aguas salinas e alcalinas e lagos artificiais
(EL-SAYED, 2006).

Existe variacbes em seu periodo de maturacdo sexual, variando de 5 e 12 meses,
devido aos fatores ambientais. Habitam em grandes lagos e exibem maturagcdo sexual mais
tardia e com um maior peso corporal comparado com espécimes presentes em pequenas
lagoas (EL-SAYED, 2006).
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Sua alimentacdo é predominantemente herbivoro-omnivora e apresenta baixa
seletividade alimentar. Apresentando preferéncia por fitoplancton, perifiton e detritos de
origem vegetal. Na sua fase larval, porém apresenta preferéncia por zooplancton (crustaceos),
e nas fases juvenil e adulta ocorre a transicdo para habitos fitéfagos (TUCH, 1999; EL-
SAYED, 2006).

Devido a grande variacdo de habitats em que as tilapias sdo encontradas, as espécies
apresentam grande tolerancia as alteragdes ambientais da agua. (FAO, 2010). Mesmo
apresentando uma variacdo nos habitats, as tilapias do Nilo mantém seu territdrio proximo ao
local de nascimento (Tuch, 1999) e pode chegar até 2.000 m? (EL-SAYED, 2006).

Apresentam uma tolerantes a baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, podendo
chegar até até 0,1 mg/L. (FAO, 2010).

A temperatura ideal para o crescimento e atividade reprodutiva para as espécies do
género Oreochromis varia entre 22° C e 29° C. Aprensanto uma grande aceitacdo a variagdes
de temperatura. Tendo temperatura letal inferior de 10°C ou superior de 42°C (FAO, 2010).

E bastante tolerante ao pH da agua, podendo tolerar de pH 3,7 até pH 11, e a faixa
Otima de pH para a maior parte das espécies se situa entre 6 e 9. Outro parametro importante
para a sobrevivéncia das espécies de Oreochromis € a concentracdo de amonia presente na
agua, cuja concentracdo 6tima se encontra abaixo de 0,05 mg/L (FAO, 2010).

A espéecie O. niloticus apresenta grande tolerdncia as variagbes ambientais como
temperatura da agua, salinidade, pH, pO2, e a outros fatores causadores de estresse agudo
e/ou cronico para a maioria dos peixes (EL-SAYED, 2006).

No inicio da década de 1970 foi introduzido tildpia do Nilo, atualmente ocupa o
principal lugar das espécies de peixes produzida no Brasil (IPEA, 2017). Foi introduzida,
juntamente com a tilapia de Zanzibar O. hornorum, pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (DNOCS). Os primeiros espécimes foram introduzidos pelo DNOCS com o
intuito de proporcionar a producdo de alevinos para o peixamento dos reservatorios publicos
da regido Nordeste e para o fomento do cultivo (IPEA, 2017).

Na década de 1980, principalmente a partir das estaces de piscicultura das
companbhias hidrelétricas de Sdo Paulo e Minas Gerais, foram produzidas grandes quantidades
de alevinos para repovoamentos e venda a produtores rurais (KUBITZA, 2003).

Rapidamente, a espécie foi introduzida em diversos corpos hidricos e propriedades do
Nordeste e do Sudeste, e mais tarde ampliada a regido Sul. Ainda nessa década, a tilapicultura
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passou de uma atividade voltada para o repovoamento e complemento de renda a pequenos
produtores para uma atividade explorada comercialmente, com o surgimento dos
empreendimentos pioneiros (FIGUEIREDO JUNIOR e VALENTE JUNIOR, 2008).

A tilapia um otimo perfil para a piscicultura, com indices zootécnicos interessantes
para a sustentabilidade da producdo. Por ser uma espécie originaria de clima tropical, sua
faixa de temperatura em torno de 26 °C-28 °C possibilitou a expansédo da cultura para muitas
regides do pais (SEBRAE, 2014).

O ciclo produtivo da tilapia no Brasil tem variado bastante de acordo com a regiao.
Um dos principais pontos na producéo, o clima, tem influenciado o metabolismo dos animais,
fazendo com que as producOes em estados mais quentes, como no Nordeste, tenham
vantagens em relacao aos estados mais frios, como no Sul do pais.

O cultivo de tilapia é o mais importante dentre os cultivos aquicolas do Brasil em
termos de volume produzido e no aspecto socioecondmico (EMBRAPA, 2014). As tilapias do
género Oreochromis corresponde a 43,1% da producdo nacional de peixes, seguido pelo
tambaqui (22,6%) e pelo grupo tambacu e tambatinga (15,4%) IBGE (2013); (MPA, 2012;
LOBO, 2014).
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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos estdo, cada vez mais, sofrendo a¢fes antropicas que causam danos
para os organismos que ali habitam. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade das
aguas do rio Capibaribe por meio de variaveis fisico-quimicas e verificar a acdo genotdxica e
mutagénica dos compostos xenobioticos em populagdes de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) ao longo de um gradiente de contaminacdo. Foram coletados agua e espécimes (15)
de Tilapia nos seguintes municipios: Santa Cruz do Capibaribe (SAC), Toritama (TOR),
Surubim (SUR), Limoeiro (LIM), Sdo Lourenco (SAL), Cavouco (CAV) e Recife (REC)
durante os anos de 2015, 2016 e 2017. Para analise da agua foram investigados os seguintes
parametros: Temperatura (°C), Turbidez (NTU), Condutividade (uS/cm), Soélidos Totais
Dissolvidos (mg/L), pH, Oxigénio Dissolvido (mg/L) e Metais pesados (sete).
Adicionalmente, foram realizadas analises genotoxicas e mutagénicas por meio de Ensaios
Cometa e Testes de Micronucleo (MN), além dos indices pluviométricos mensais
disponibilizados pela Agéncia Pernambucana de Aguas e Climas — APAC. Os resultados
mostram que as aguas do rio Capibaribe apresentam uma carga de poluicdo significativa com
diferentes niveis de contaminacdo, sendo o ponto SAC e TOR os mais impactados. Em
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relacdo aos testes de genotoxidade e mutagenicidade foram identificados altos indices de
danificacdo gendbmica (micro e macrolesdes no DNA) em todos os periodos e pontos
investigados (p < 0,05) com destaque, novamente, para SAC e TOR, confirmando os dados de
analises fisico-quimicos. Os resultados aqui apresentados demonstram o impacto ambiental
sofrido neste ambiente como resultado do descarte inadequado de residuos provenientes da
industria téxtil, esgotos dos centros urbanos e da agricultura local dificultando a qualidade da
agua e manutencdo de vida aquéatica, bem como a relacdo do indicie de dano com a

pluviosidade local.

Palavras - Chave: Biomarcador; Monitoramento Ambiental; Testes de Genotoxicidade;

Atividade Enzimatica.
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INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sofrem varios efeitos ambientais pela acdo antrépica, 0 que
vem sendo intensificado com o aumento da urbanizacdo e do processo de industrializag&o.
Estes ecossistemas acabam sendo o depoésito final da maioria dos poluentes, seja pelo
lancamento direto ou indireto de residuos comprometendo sua biodiversidade. Devido a
grande importancia dos recursos hidricos, a qualidade da agua é algo indispensavel, pois é
fato que muitos mares, rios, lagos e outras fontes de recursos hidricos encontram-se em
processo de degradacdo, com altos indices de substancias organicas e inorganicas prejudiciais
a salde humana e ao equilibrio ecoldgico (Hering et al., 2015; Lorente et al., 2015).

Essa poluicdo pode ser devido a varios fatores, como: despejo de esgotos industriais,
esgotos domésticos e agrotdxicos provenientes da agricultura, produtos quimicos oriundos de
atividades de ensino e pesquisa, dentre outros. Muitos destes compostos sdo toxicos e
apresentam habilidade de interagir com o material genético, causando danos ao DNA, sendo
considerados, portanto, agentes citotoxicos, genotdxicos e/ou mutagénicos (Akinboro et al.
2011).

O rio Capibaribe é um dos principais patrimoénios hidricos do Estado de Pernambuco.
Ele nasce aproximadamente a 195 km da cidade do Recife. Nesse percurso escoa por Varios
centros urbanos, os quais utilizam o rio irregularmente para drenar os efluentes industriais,
domésticos e hospitalares (FERNANDES et al., 1999).

Vérios sdo os métodos utilizados para monitorar ambientes aquaticos impactados.
Dentre estes, destacam-se as analises fisico-quimica da &gua, como uma das analises
preliminares em programas de monitoramento aquatico e a utilizacdo de métodos adicionais
como o Ensaio Cometa e Testes de Micronucleo (MN), amplamente utilizados como
biomarcadores de danos genéticos (OSMAN, 2014).

Os peixes sdo frequentemente utilizados como organismos e/ou indicadores em
programas de monitoramento por sofrerem bioacumulagdo e responderem a agentes
mutagénicos em baixas concentracGes (ASSIS et al., 2014). A Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) € uma espécie de peixe que possui elevada sensibilidade a alteracdes ambientais e
por isso é frequentemente utilizada como espécie sentinela para indicar o potencial de
exposicdo de uma populacdo a substancias genotoxicas, citotoxicas e mutagénicas presentes
na agua (VICENTE e FONSECA, 2013; MATSUMOTO et al., 2006).
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O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade das &guas do Rio Capibaribe,
utilizando teste mutagénicos em Tilapia do Nilo O. niloticulus como bioindicador e variaveis

fisico—quimicas das aguas.

METODOLOGIA

Foram escolhidos para as coletas trechos do rio Capibaribe que tinham grande
interacdo com o municipio. Santa Curz do Capibaribe e Toritama pela sua relacdo com a parte
téxtil, Surubim pela grande representacdo em irrigagdo e piscicultura, Limoeiro e Sdo
Lourenco por serem cidades da zona urbana que acompanha o rio, Carpina pela grande
representacdo agroacocareira e Recife pela interferéncia urbana da zona metropolitana sobre
este ambiente. As coletas foram realizadas nas estagdes secas e chuvosas dos trés anos (2015,
2016 e 2017). Para utilizacdo de controle positivo e controle negativo, foi disponibilizado
espécimes de tilapias juvenis dos tanque de controle do departamento de piscicultura da
Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE, no qual foi adicionado 0,3ml de
ciclofosfamida para obtencdo do controle positivo. O manuseio com 0s peixes nos locais de
coleta e nos laboratorios foi autorizado por meio do protocolo 004.533/2015 cedido pelo
Conselho de Etica no Uso de Animais (CEUA) da comiss&o de ética animal da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Para a coleta do tecido sanguineo, o animal foi retirado da
agua e imediatamente envolvido em um pano de algoddo umedecido com agua. Logo apos,
foi feito uma seccgdo da veia caudal para coleta do sangue com auxilio de seringas de insulina
previamente heparinizadas para realizagdo dos ensaios genotdxicos. Em seguida foram
realizados os procedimentos do ensaio cometa, conforme protocolo de Ostling e Johanson
(1984), modificado em 1988 por Singh et al. e revisado por Tice at al. (2000), além do teste

de micronucleo proposto por Schmid (1975).

Area de Estudo e Coleta da agua

O rio Capibaribe fica localizado nas coordenadas: 7°54°8°19 S e 34° 54°36°42°0 ¢
cobre uma area de superficie de 7716 km? do nordeste do Brasil. Este estudo investigou sete
pontos de amostragem, denominados: TOR (Toritama 8°0047.9"S 36°03'43.9"W), SAC
(Santa Cruz do Capibaribe 7°5729.5"S 36°11'50.1"W), SUB (Surubim 7°57'55.3"S
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35°44'34.0"W), LIM (Limoeiro 7°52'01.6"S 35°25'32.0"W), SAL (S&o Lourenco da Mata
7°59'11.1"S 35°03'40.3"W), REC (Recife 8°0354.0"S 34°54'03.0"W) e CAV (Riacho
Cavouco-UFPE 8°02'52.4"S 34°57'09.0"W), ver Figura 1. Esses pontos foram escolhidos
devido as caracteristicas de interacdo desses municipios com o rio. Foram realizadas seis
coletas em cada ponto (trés em periodos chuvosos — alta pluviosidade e trés em periodos de
estiagem — baixa pluviosidade). Essas coletas aconteceram na mesma época durante trés anos
sempre no periodo matinal (2015, 2016 e 2017).

A coleta da agua foi realizada em uma profundidade média de aproximadamente 30
cm da superficie do espelho d’agua. Apds a coleta as amostras foram armazenadas em
garrafas de polietileno tereftalato (PET- 2L) e encaminhadas para o Laboratério de Analises
Minerais, Solos e Agua (LAMSA) da UFPE.

Nesse estudo foram determinados analiticamente nove parametros fisico-quimicos,
como: Temperatura (°C), Turbidez (NTU), Condutividade (uS/cm), Soélidos Totais
Dissolvidos (mg/L), pH, Oxigénio Dissolvido (mg/L) da agua por meio de um aparelho
multiparametro. Adicionalmente foram determinados os seguintes metais: Ferro (Fe), Cobre
(Cu), Chumbo (Pb), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Cromo (Cr) e Cadmio (Cd), mediante
espectrofotometria de absorcdo atémica (aparelho CG AA 7000). Apos as analises foi feito
um estudo comparativo, correlacionando os resultados laboratoriais obtidos aos limites
méaximos estabelecidos para os corpos hidricos classe 1l pela Resolu¢do do Conselho Nacional
do Meio Ambiente - CONAMA, n° 357 de 17 de Marco de 2005.

Para andlise de genotoxidade e mutagenicidade foram coletados 15 individuo da

espécie O. niloticus, transportados para o laboratério de Biotecnologia de UFPE/CAV.

Figura 1: Mapa de localizacdo dos pontos de monitoramento (coleta) do trecho estudado no
Rio Capibaribe no estado de Pernambuco (A- Santa Cruz do Capibaribe, B- Toritama, C-

Surubim, D- Limoeiro, E- Sdo Lourengo da Mata, F- Cavouco e G- Recife).
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Ensaio de Genotoxidade e Mutagenicidade

O ensaio cometa foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Singh et al.
(1988) com adaptacGes. Amostras de sangue de O. niloticus foram obtidas através de puncéo
caudal, utilizando seringas contendo anticoagulante (heparina). Para esse teste € preciso que
todo procedimento apds a coleta do material seja feito em uma sala com luz vermelha (sem a
presenca da luz branca), pois o experimento é fotossensivel. Primeiramente, 15 pL do sangue
coletado foram homogeneizados com 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo, e tal
mistura foi depositada em laminas previamente preparadas com uma cobertura de agarose
padrdo. Estas l&minas foram cobertas com laminulas e levadas para o refrigerador
(temperatura de 4 °C) por 10 minutos. Depois da refrigeracdo, as laminulas foram retiradas e
as laminas foram depositadas em cubas (sempre protegidas da luz) com solucéo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Apos 48
horas na lise, as laminas foram submetidas a eletroforese em uma cuba horizontal contendo
solucdo tampéo alcalino (1M NaOH e 200 mM sal dissédico EDTA, pH 13) por 20 minutos,
com corrente de + 300 mA e diferenca de potencial de 32V. As laminas que serviram de
controle positivo foram expostas durante 10 minutos a uma solucéo de peréxido de hidrogénio

a 200 mM, diluido no tampé&o de eletroforese entre as etapas de lise e eletroforese. Depois
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deste tempo, o tampéo de eletroforese foi trocado por um novo e seguiu-se 0 protocolo
convencional do ensaio cometa. Apds a eletroforese, as ldminas foram neutralizadas durante
15 minutos em tampao Tris- HCI0,4 M, pH 7,5, fixadas por 5 minutos em alcool absoluto.
Para revelagdo, cada lamina foi corada com 30uL de solugdo de brometo de etidio (0, 0002%,
p/v). A avaliacdo foi feita em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com objetiva
de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor 546. Foram analisados 100 nucleoides por animal, com
observacao da relacdo entre o0 comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do cometa. Cada
nucleoide analisado foi classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano); 1 (pouco dano
aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano méximo). Desta
forma, os valores obtidos para cada individuo podem variar de O (totalmente intacta: 100
células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4); a este valor da-se o nome de indice de

dano (ID) por animal. Assim, o ID foi calculado da seguinte forma:

ID total = 0 (n° de cometas classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3(n° classe 3) + 4 (n° classe 4)

Outro parametro analisado foi a frequéncia de danos (FD%), calculada de acordo com a
porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 até classe 4) em relagdo ao
total de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total) (COLLINS et al., 2008).

Seguindo a formula:

FD = [(n® total —n° classe 0).100]

n° total

Teste de Micronucleo (MN)

Cinco microlitros do sangue coletado de cada animal foram depositados em lamina
com laranja de acridina, cobrindo-se com uma laminula para espalhar uniformemente o
material bioldgico. As laminas passaram por uma preparacdo prévia para receber o material
bioldgico. Inicialmente, foram lavadas com detergente neutro e dgua destilada, depois foram
banhadas em alcool 70% e depositadas em estufa (80 °C) por 15 minutos. Ainda aquecidas,
espalhou-se uniformemente 10 pL de laranja de acridina (1 mg/mL) em cada lamina e
posteriormente colocadas para secar em temperatura ambiente (minimo 30 minutos) (ENJI et

al., 1992). Para os ensaios de MN foram utilizados 4000 células dos individuo para se
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quantificar a presenca de células micronucleados (OCDE, 2014). A anélise foi realizada em
microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com objetiva de 40X, utilizando o filtro
Alexa Fluor 488.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software R (R Core Team, 2015) e
IBM SPSS Statistics versdo 20. Medidas descritivas das principais variaveis do estudo foram
analisadas e seu comportamento foi observado através do boxplots dos dados. As anéalises
foram realizadas de acordo com a mediana, pois os valores apresentados eram assimétricos
ndo sendo representados pela media.

Para o teste cometa foram utilizados dois parametros distintos: O indice de dano (ID),
calculado como o total de produtos da multiplicacdo entre 0 nimero de cometas de cada
classe e o nimero referente ao nivel de dano e, a frequéncia do dano (FD); calculada como a
porcentagem de todos os cometas em relagdo ao numero total de células avaliadas. Para tanto,
foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para k amostras independentes, quando a variancia ndo

foi homogénea (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento urbano e o processo de industrializacdo inconsequente gera diversos
problemas ambientais. A importancia dos rios pode ser percebida em toda a histéria da
humanidade. A relacdo entre os homens e 0s rios estd agregada a alimentacdo, moradia,
transporte, consumo de agua, agricultura, pesca, comercio entre outras atividades. O intenso
aumento das atividades antropicas intensificou a pressdo sobre os recursos naturais causando
assim passivos ambientais. Seja ela nas regides urbanas ou rurais. Estas informacdes podem
ser confirmadas de acordo com os resultados aqui apresentados. Todos locais de coletas
apresentaram grupos com frequéncia de microntcleos (teste de micronucleo) e indice de dano
ao DNA (teste cometa) maior do que o controle negativo, ou seja o valor de p < 0,05,
revelando que todos os pontos investigados no presente trabalho apresentam grau de poluigdo
preocupante, uma vez que existem varias atividades industrias nos diferentes pontos. Essas

atividades de poluicdo se intensifica quando chove, pois a regido passa por um fendmeno
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chamado de escoamento superficial e lixiviacdo. Ademais, existe a interferéncia dos esgotos
domésticos e hospitalares, contribuindo com uma elevada concentracdo de residuos.

Os dados revelaram que no ano de 2015 existiu uma diferenca estatistica entre as
estacdes seca e chuvosa, onde nas estagcdes chuvosas foram detectados os maiores danos
(Gréfico 01). Este resultado pode ser explicado pelo processo de escoamento superficial e
lixiviagdo. Os escoamentos da &gua na superficie sdo responsaveis pelo transporte de
espécies quimicas para 0s mananciais superficiais e subterraneos, os podem ter suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas alteradas, geralmente, comprometendo a
qualidade requerida para alguns usos (CARVALHO et al., 2000).

O local que mais se aproximou do controle negativo foi 0 municipio de Surubim,
isso se da pelo sua baixa insercdo na zona Urbana. Algo que aparece de forma contraria
para Santa Cruz do Capibaribe e Toritama. Pois sdo locais com forte influéncia Urbana
além de toda interferéncia das industrias téxtil. Esses residuos se caracterizam por
apresentar alta carga de compostos quimicos organicos. Os corantes sdo 0s principais
residuos desses efluentes, sendo estes compostos de dificil degradacao e altamente tdxicos
para 0 meio ambiente. O descarte dos efluentes téxteis sem tratamento nos ambientes
aquaticos tende a diminuir o oxigénio dissolvido, os corantes impede a entrada da luz solar
nas camadas mais profundas, alterando a atividade fotossintética do meio, prejudicando a
qualidade dessa agua e resultando em efeitos toxicos sobre a fauna e flora aquética
(KRISHNASWAMY, 2016).

Grafico 01 - Boxplot do das células micronucleadas (HPCMn) das estagdes chuvosa e seca
de espécimes de O. niloticus nos sete pontos de coletas no ano de 2015 (A-Santa Cruz do
Capibaribe; B-Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-Sdo Lourenco da Mata; F-Richo do
Cavouco/UFPE; G-Recife e NC- Controle Negativo.
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O teste de microndcleos detecta quebras ao logo da fita do DNA com perda
cromossémica, detectanado danos irreparaveis no DNA. Enquanto que 0 ensaio cometa
detecta danos que poderdo ser corrigidos posteriormente pelo sistema de reparo do DNA
(HEUSER et al, 2002). O Ensaio Cometa é um método de estudo genotoxicoldgico mais
sensivel e avalia danos ao DNA de células individuais. Analisando indice de dano (ID)
através com ensaio cometa, houve uma mudanca em relacdo ao teste do microndcleo em
2015. Em Toritama ndo houve diferenca significativa entre estacdo chuvosa e seca (Grafico
02). Em Santa Cruz do Cabibaribe houve diferenca entre as estagfes, mas com uma
inversdo, a estacdo seca apresentou mais danos genéticos do que a estacdo chuvosa. Em
2015 o indece de dano do DNA do ponto de Surubim foi muito préximo do controle
negativo. Mesmo apresentando diferenca significativa entre o controle negativo, podemos
dizer que o ambiente estd sofrendo menos a¢des danosas ao material genético. Porém, pode-
se perceber que no municipio de Surubim a estacdo chuvosa apresenta maiores danos
geneéticos que na estacdo chuvosa, sendo possivelmente um dos motivos, o processor de
escoamento superficial. Pois os poluentes depositados na superficie do rio sdo carreados
pelo escoamento superficial, levando & ocorréncia do que € usualmente descrito como
“poluicao difusa”. Essas alteragdes podem ser influenciadas pelo clima, caracteristicas da
bacia e infraestrutura de drenagem que influéncia no aumento da geracao e do transporte de
sedimentos e poluentes por superficies impermeaveis e atividades urbanas, os quais trazem

mudancas quimicas, fisicas e bioldgicas ao meio (LAUTZ, 2015).
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Grafico 02 - Boxplot do indice de Dano (ID) das estagdes chuvosa e seca de espécimes de
O. niloticus nos sete pontos de coletas no ano de 2015 (A-Santa Cruz do Capibaribe; B-
Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-Sdo Lourenco da Mata; F-Richo do Cavouco/UFPE;

G-Recife e NC- Controle Negativo.
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Em 2016 a realidade se repete parcialmente (grafico 03). As estacBes de coletas
apresentam diferenca significativa entre as esta¢0es seca e chuvosa, onde a estacdo chuvosa
apresenta maiores danos que a seca. Os pontos que ndo apresentaram diferenca significativa
entras as estacdes foram os municipios de Toritama e Limoeiro. Pode ser pelo fato de ja
existir grande quantidade de poluentes nestes ambientes. Isso é justificado pelos processor
de biomagnificacdo (ou magnificacdo tréfica) que é um fendbmeno que ocorre quando ha
acumulo progressivo de substancias de um nivel tréfico para outro ao longo da teia
alimentar. Assim, os predadores de topo tém maiores concentra¢des dessas substancias do
que suas presas. Como Toritama tem muitos dejetos de corantes a base de metais, esses
elementos podem ser acumulados na biota, causando alteracdo nas estruturas génicas. Ja no
municipio de Limoeiro, o alto indice de esgotos domésticos, industriais e hospitalares sdo
responsaveis por essa concentracdo de substancias poluentes no rio.

Grafico 03 - Boxplot do das células micronucleadas (HPCMn) das estagdes chuvosa e seca
de espécimes de O. niloticus nos sete pontos de coletas no ano de 2016 (A-Santa Cruz do
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Capibaribe; B-Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-S8o Lourenco da Mata; F-Richo do
Cavouco/UFPE; G-Recife e NC- Controle Negativo.
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Em 2016 analisando os dados do Teste cometa, percebemos que Limoeiro néo teve diferenca

significativa entre as estacdes secae chuvosa mostrando a mesma realidade do ano anterior,

fruto da Bioacumulagdo que ocorre num nivel tréfico e representa 0 aumento da concentracdo

de substancias nos tecidos ou 6rgdos dos organismos. Nos outros pontos, ha diferenca

significativa no indice de dano nas estacdes. No entanto Santa Cruz do Capibaribe e Toritama

apresentaram mais Indices de Danos nas estacdes chuvosas maior que na estacdo seca

(Grafico 04). Esse comportamento se da pela acdo da escoamento superficial, acrescentado

como a atividade da regido que liberam muitos residuos téxtil com corantes a base de varias

substancia tdxicas entre elas os metais pesados.

Grafico 04 - Boxplot do indice de Dano (ID) das estagBes chuvosa e seca de espécimes de

O. niloticus nos sete pontos de coletas no ano de 2016 (A-Santa Cruz do Capibaribe; B-
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Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-S&o Lourenco da Mata; F-Richo do Cavouco/UFPE;
G-Recife e NC- Controle Negativo.
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No ano de 2017 em relacdo aos micronucelos nao existiu padrdo entre seco e chuvoso nos
locais (Gréafico 05). Alguns ndo apresentam diferenca (p > 0,05) entre as esta¢des, como foi o
caso de Santa Cruz do Capibaribe, Toritama e Limoeiro. Isto significa que esses ambientes
comegam apresentar caracteristicas iguais nas duas estagdes investigadas. Fenémeno o qual é
resultado dos processos de bioacumulacao, bioconcentracdo e biomagnificacdo. No municipio
de Limoeiro a presenca de micronucleo foi o inverso dos anos anterios, a estacdo seca

apresentou mais dano que a estagdo chuvosa.

Gréafico 05 - Boxplot do das células micronucleadas (HPCMn) das estacdes chuvosa e seca
de espécimes de O. niloticus nos sete pontos de coletas no ano de 2017 (A-Santa Cruz do
Capibaribe; B-Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-S8o Lourenco da Mata; F-Richo do
Cavouco/UFPE; G-Recife e NC- Controle Negativo.
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Micronucleus Test 2017
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Em 2017 todos os pontos apresentam diferenca significativa quando comparados sobre 0s
indices de danos genéticos. Os pontos de Santa Cruz, Toritama e Limoeiro apresentaram
maiores danos nas estacbes chuvosas. Caracteristica influenciada peca lixiviagdo e
escoamento superficial. Os demais pontos apresentaram maiores danos na estacdo seca (
Gréfico 06).

Grafico 06 - Boxplot do indice de Dano (ID) das estagBes chuvosa e seca de espécimes de
O. niloticus nos sete pontos de coletas no ano de 2017 (A-Santa Cruz do Capibaribe; B-
Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-S&o Lourenco da Mata; F-Richo do Cavouco/UFPE;

G-Recife e NC- Controle Negativo.
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Damage Index 2017
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Pardmetros fisico-quimicos normalmente s&o um dos primeiros utilizados em
programas de monitoramento de ambientes aquaticos (Aradjo e Oliveira, 2013). A qualidade
da agua do rio Capibaribe foi investigada e os resultados obtidos foram comparados com 0s
indices propostos pela resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA
357/2005).

Os resultados indicam que os pontos investigados apresentam resultados distintos,
revelando diferentes niveis de contaminacdo e desacordo com os limites méaximos
estabelecidos pela legislacdo. Em relacdo a turbidez, Santa Cruz do Capibaribe e Toritama
estavam em desacordo com os limites estabelecidos por lei, abaixo de 100 Unidades
Nefelométricas de Turbidez (NTU) nas duas estacGes dos trés anos investigados, enquanto
que Surubim apresentou ndo conformidade apenas na estacdo de estiagem (2017). Isso pode
ser explicado pelo fato de que durante a coleta a regido estava em periodo de seca. Como
Surubim é local de abastecimento de parte da regido, ocasionou uma baixa no nivel da agua,
para suprir a demanda regional. Esse aumento da turbidez influencia & reducdo da
transparéncia da agua, sendo promovida pelo material em suspensao que provoca a reflexao
da radiacdo, prejudicando a passagem dos raios solares pela agua (TOMAZONI et al., 2005).

Essa dificuldade da entrada de luz pode provocar alteracdes no sistema aquatico
ocasionando mudancas nas taxas fotossintéticas de macrofitas e algas subsuperficiais, além de
favorecer a proliferacdo de cianobactérias produtoras de toxinas e reduzir a quantidade de

oxigénio dissolvido, provocando assim a morte dos peixes (FAY e SILVA, 2006). Essa
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turbidez também pode estar associada a problemas como assoreamento de rios e barragens, 0s
quais arrastam nutrientes e contaminantes ocasionando degradacdo de ambientes aquaticos,
com o transporte de sedimentos (CARRERAS, 2010).

A condutividade pode ser relacionada com a presenca de ions dissolvidos na dgua. Em
legislacdo nacional ndo hé padrdes para condutividade em corpos d’agua, mas em geral niveis
superiores a 100 puS/cm indicam ambientes impactados. Geralmente em corpos d’agua que
recebem efluentes a condutividade pode atingir 1000uS/cm (LIBANIO, 2005). No ano de
2015 apenas Surubim ndo apresentou condutividade fora do recomendado.

Em 2016, novamente, o ponto de Surubim, na estacdo chuvosa estava de acordo com a
legislacdo. Ja em 2017 nenhum ponto apresentou conformidade. Com a condutividade pode-
se estimar a salinidade da agua. Os sais se dissolvem dando origem a ions de carga oposta e,
portanto, contribuem para a condutividade elétrica da solucéo. Essas alteracbes podem indicar
perturbacdo do sistema, seja por causas naturais, como inundacdes e secas, seja por
interferéncia humana, como, por exemplo, através do despejo de efluentes, inclusive de
poluicdo (SOMMER, 2004).

Em relacdo aos solidos totais dissolvidos, apenas Santa Cruz do Capibaribe e Toritama
apresentaram valores diferentes da normalidade durante a estagdo Chuvosa (2015). Em 2016
os resultados foram semelhantes. Ja em 2017, apenas na estacdo de estiagem, todos os pontos
estiveram fora da legislacdo.

Quando analisado o pH foi observado que na estacdo chuvosa de 2015 apenas Santa
Cruz do Capibarive e Toritama apresentaram pH fora do permitido. Por outro lado, na
estiagem apenas Surubim esteve de acordo com o padréo, similarmente ao que ocorreu no ano
de 2016. J& no ano de 2017 na estacdo chuvosa Santa Cruz do Capibarive, Toritamae e
Surubim estiveram fora do padrdo. Enquanto que na estacdo de estiagem todos os pontos
estiveram em né&o conformidade.

A alteracdo no pH pode ser resultado de fatores naturais e/ou antrépicos. A influéncia
do pH sobre os ecossistemas aquéaticos naturais da-se diretamente devido a seus efeitos sobre
a fisiologia das diversas espécies, uma vez que valores de pH afastados da neutralidade pode
afetar o equilibrio e a taxa das reacdes quimicas. Para que se conserve a vida aquética, o pH
ideal deve variar entre a faixa de 6 a 9 (BRASIL, 2005).

Em relacdo ao Oxigénio dissolvido, os pontos de Santa Cruz do Capibarive e Toritama
apresentaram valores fora do padrdo de 5mg/l em todos os periodos dos trés anos
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investigados. Esses niveis baixos se ddo pelo alto indice de poluentes presentes na agua,
proveniente de esgotos urbanos e industriais.

Em 2015 Limoeiro e o Cavouco/UFPE também apresentaram baixo nivel de oxigénio
dissolvido na estacdo chuvosa. Em 2016 S&o Lourenco da Mata e Recife apresentaram niveis
de oxigénio dissolvido abaixo do permitido na estacdo de estiagem e, na estacdo chuvosa,
apenas S&o Lourengo. Oxigénio dissolvido € indispensavel aos organismos aerdbios e sua
auséncia pode afetar significativamente a biota aquatica sendo, portanto, determinante na
manutencdo da vida aquatica.

Durante a degradacdo da matéria organica, as bactérias fazem uso do oxigénio nos
Seus processos respiratdrios, podendo vir a causar uma reducdo de sua concentracdo no meio
(MOTA, 2012). Em 2017 Surubim comecou a ter o oxigénio dissolvido abaixo e aceitavel e
continuou na estacdo de estiagem de 2017. Recife também apresentou baixa de oxigénio
dissolvido na estacdo chuvosa de 2017.

Em relacdo aos metais pesados, foi verificado que Ferro (Fe), Chumbo (Pb), Zinco
(Zn), Manganés (Mn), Cromo (Cr) e Cadmio (Cd) encontravam-se acima do permitido pela
legislacdo (CONAMA 357/2005), sendo os pontos SAC e TOR os mais impactados. Esses
pontos se destacam no impacto ambiental, pelo fato da economia e pratica local, onde a
principal atividade econdmica é a industria téxtil. Nesses municipios ha uma pratica de que
todos os dejetos de tinturas e lavagens téxtil sejam despejados sem tratamento nas aguas do
rio Capibaribe, tornando assim a &gua com altos niveis de metais. Segundo a Agéncia
Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos (CPRH) s6 no municipio de Toritama
existem mais de 2.500 fabricas de jeans e para cada lavagem de uma Unica peca sdo usados,
em média, cem litros d’agua (CPRH, 2018).

A legislacdo estabelece que a concentracdo maxima de Ferro seja de 0,3mg/L,
Chumbo 0,01 mg/L, Zinco 5 mg/L, Manganés 0,1 mg/L, Cromo 0,05 mg/L e Cadmio 0,001
mg/L de emiss&o nos rios e, no presente trabalho esses metais estavam em desacordo com 0
estabelecido. Esses dados sdo preocupantes, pois a maioria dos metais apresentam efeitos
toxicos, genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos em humanos e animais (MOUNT e
HOCKETT, 2000). Sendo, portanto, uma das formas de contaminacdo do meio ambiente, que
tem trazido mais preocupacles aos pesquisadores e Orgdos governamentais envolvidos no
controle de poluicdo (BELO et al., 2010).
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O grafico 07 é um resumo das analises realizadas neste trabalho em relacdo as
diferentes variaveis estudadas. Observe que os locais A (Santa Cruz do Capibarive) e B
(Toritama) apresentam caracteristicas diferentes dos demais. 1sso acontece por varios fatores,
como: maiores niveis de metais pesados, maiores indices de danos genéticos e a maior
quantidade de células com microndcleo. Pode-se visualizar que existe uma correlacdo entre 0s
danos genéticos e os niveis de metais. Também ha uma correlagdo entre danos genéticos e
pluviosidade, mas somente na presenca de poucos metais. E possivel perceber que a

concentracdo dos metais esta relacionada ao aumento dos danos genéticos e a pluviosidade.

Gréafico 7 — Grafico de Analise de componentes principais (PCA) com os dados de coletas
dos trés anos (2015, 2016 e 2017). Por apresentarem muitas variaveis [Pluviosidade
(PLUV), Indice de Dano (ID), Células Micronucleadas (HPCMn) e metais]. Escolhemos o
Grafico PCA-Biplot, o qual representa de forma mais didatica as variacfes dos dados. (A-
Santa Cruz do Capibaribe; B-Toritama; C-Surubim; D-Limoeiro; E-So Lourengo da Mata;
F-Richo do Cavouco/UFPE e G-Recife).
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Os residuos descartados de forma inadequada no ambiente investigado foram
determinantes para os resultados obtidos. Os pontos revelam o indice de danificacdo
genémica (ID) no DNA de espécimes de O. niloticus coletados em sete pontos estratégicos do
rio Capibaribe durante o periodo 2015 a 2017. Os resultados demonstram que o ano de 2017
foi o0 que apresentou 0 maior ID seguido dos anos de 2016 e 2015.

Os resultados de genotoxidade demonstraram que os pontos Santa Cruz di Capibaribe
e Toritama foram os mais impactados em todos os periodos investigados, corroborando com
as andlises fisico-quimicas da agua. Esses dados sao reflexos das atividades industriais que
ocorrem nessas localidades, o que vem contribuindo para o elevado indice de poluentes e,
consequentemente, de danos nos organismos que ali habitam.

Por outro lado, Surubim apresentou um menor ID nos trés periodos investigados.
Porem, no periodo de estiagem de 2016 o ID aumentou consideravelmente (grafico 04). Santa
Cruz do Capibaribe, Toritama e Surubim pertencem a mesma regido (Agreste) do estado
pernambucano. No entanto, Santa Cruz do Capibaribe e Toritama sofreram efeitos de
genotoxidade diferentes do observado em Surubim. Essa diferenca ocorreu, possivelmente,
devido a dois fatores: 1. Ao periodo de seca que ocorreu no local no ano de 2016 para 2017 e
2. Ao fornecimento de agua que Surubim representa para a localidade, sendo a principal fonte
de &gua para regido. Esses fatores naturalmente contribuiram para a reducdo do volume da
agua consequentemente aumentando a concentragdo de substancias nocivas no ambiente
aquatico induzindo alteracgdes fisico-quimicas na agua e danos genéticos aos animais.

Os demais pontos Limoieor, Sdo Lourenco da Mata, Cavouco/UFPE e Recife, embora
impactados, também foram alvos de acbes de urbanizacdo com despejos de esgotos
residéncias e industriais. Porém, esses ambientes ndo sofreram a mesma interferéncia de
genotoxidade que os ambientes que receberam poluicéo téxtil.

Este trabalho utilizou o boxplot para representacdo de alguns dados, uma vez que ele
pode ser empregado para uma comparacdo visual entre dois ou mais grupos, além de se
comparar a variabilidade entre eles, a mediana, dentre outros parametros.

Os resultados de ID demonstram alta danificacdo genémica nos espécimes de O.
niloticus coletados no rio Capibaribe em comparacdo aos especimes controle. Estes resultados
indicam a presenca de agentes genotoxicos nesse ambiente, conforme os dados encontrados
na andlise fisico-quimica. Muitas das substancias quimicas, tais como 0s metais, s&o

conhecidos por terem agdo mutagénica e carcinogénica, pois interagem gquimicamente com o
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material genético, formando adutos ou até mesmo quebras da molécula de DNA
(BOLOGNESI e HAYASHI, 2011; OBIAKOR et al., 2012).

As alteragdes no DNA dos organismos podem ocasionar sérias consequéncias, ja que
em nivel individual lesam células e 6rgédos, podendo afetar uma série de funces fisioldgicas
no organismo (SCALON, et al., 2010; BOLOGNESI e HAYASHI, 2011).

Outro parédmetro avaliado neste trabalho corresponde a correlagdo do ID e MN em
ambos o0s periodos (seco e chuvoso) durante os trés anos de monitoramento. A Figura 04
mostra como se comporta 0 ID e o dano genético estocastico (MN) nas estacdes chuvosas
(Junho/julho) e de estiagem (outubro/novembro) de 2015, 2016 e 2017, respectivamente.

No ano de 2015 a pluviosidade ndo aparentava influenciar danos genéticos em Santa
Cruz do Capibaribe e Toritama. Ja em 2016 e 2017 fica evidente que quanto maior a
pluviosidade maior os danos genéticos (ID e MN). Ja no municipio de Surubim os resultados
foram diferentes entre os anos. Em 2015 foi detectado poucos danos genéticos. Sendo suas
maiores alteragOes na estagdo chuvosa. Em 2016 os maiores ID foi na estagdo seca. Ja em
2017 foi equivalente os danos em ambas as estacdes. Isso pode ter acontecido, devido ao fato
de que o ponto de coleta teve um nivel baixo de agua, devido a seca na regido, oscilando
assim os numeros. Os dados revelam que o ID e o acumulo de aberragcbes genéticas
(representado pelo MN) sofrem influéncia sazonal, ou seja, em periodo chuvoso existe uma
degradacdo maior ao material genético e, consequentemente um acimulo dessas alteracdes.

O presente estudo investigou a qualidade da agua e demonstrou os efeitos genotoxicos
e mutagénicos ocasionados em diferentes pontos do rio Capibaribe. Similarmente, Barbosa et
al., (2010), avaliando o efeito de genotoxidade detectaram aumento na atividade Clastogénica,
por meio do ensaio cometa, o qual relacionaram aos elevados niveis de metais pesados no
ambiente. Nossos resultados confirmam que os testes utilizados sdo sensiveis para detectar
efeitos genotoxicos induzidos por contaminantes quimicos liberados no meio aquatico. Com o
aumento de metais pesados foi possivel identificar aumento no indice e frequéncia de danos e
de micronucleos em O. niloticus.

Esse potencial de genotoxicidade de varios metais, como o Cromo foi demonstrado
por varios autores através de teste do micronucleo. Para Matsumoto et al. (2006), as
concentracdes totais de Cromo de 0,01 mg/ml foram capazes de promover varias alteracfes
no DNA de O. niloticus. Esses efeitos sdo devido a forte atividade toxica que as altas
concentracBes de metais podem exercer sobre células de peixe (CAVAS et al., 2005).
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Similarmente, Dourado et al., (2017), observaram efeitos genotoxicos e mutagénicos em
eritrocitos da espécie do peixe Astyanax altiparanae ap0s exposicdo da agua ao descarte
inadequado de residuos industriais.

Os resultados apresentados no presente trabalho apontam para a necessidade de um
programa de gerenciamento de residuos que ofereca eficientemente a correta destinacdo dos
efluentes e residuos que atualmente sdo liberados sem tratamento prévio no rio Capibaribe a

fim de melhorar a qualidade da agua e vida desse ecossistema.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados confirmam que o rio Capibaribe encontra-se impactado a nivel
fisico-quimico, genotoxico e mutagénico, como resultado do descarte inadequado de residuos
local dificultando a qualidade da agua e manutencdo de vida aquéatica. Essas informacdes
poderdo servir de subsidio a tomada de decisdo pelos Orgdos ambientais regionais
responsaveis pela gestdo dos recursos hidricos, uma vez que os resultados auxiliam a tracar
um perfil de conservacao e assim gerar melhorias para resgatar a qualidade da dgua e vida do

“Capibaribe”.
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RESUMO

O rio Capibaribe é um dos principais rios do estado de Pernambuco e recebe efluentes sem
tratamento proveniente de atividades industriais, agropecudrias, hospitalares, turisticas e
domésticas. Essa carga poluente pode induzir nas espécies desse ecossistema uma série de
alteracdes genéticas podendo comprometer sua sobrevivéncia ou levar 0s organismos a morte.
A reducdo da biodiversidade aquética provocada por esses contaminantes, por sua vez,
prejudica as comunidades ribeirinhas que dependem da pesca como seu principal meio de
subsisténcia. O objetivo desse trabalho foi realizar o biomonitoramento em trés barragens de
abastecimento situadas ao longo da bacia do rio Capibaribe (Barragem de Carpina, Barragem
de Jucazinho e Barragem de Tapacura) por meio do efeito gendmico (Ensaio Cometa) e
mutagénico (Teste de Micronucleo) em células sanguineas de Oreochromis niloticus. Coletas
mensais (15 espécimes) foram realizadas em cada barragem durante os anos de 2016 e 2017 e,
adicionalmente foi realizada andlise comparativa dos indices pluviométricos mensais
disponibilizados pela Agéncia Pernambucana de Aguas e Climas — APAC. Os resultados
evidenciaram niveis de danos gendmicos (micro e macrolesdes no DNA) consideravelmente

altos em todos os periodos analisados (p < 0,05). Entretanto esses danos foram mais
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significativos no ano de 2017 em todas as barragens investigadas, sendo a de Jucazinho a
mais impactada. Estes resultados confirmam a presenca de agentes genotoxicos nos ambientes
investigados e demonstram forte associagdo entre elevados niveis de danificacdo (altos indice
de dano — ID e frequéncia de danos — FD) principalmente em locais com grande contingente
demografico. Este é o primeiro biomonitoramento utilizando marcadores genotdxicos em
barragens no rio Capibaribe e os resultados aqui apresentados apontam para a necessidade de
acOes de gerenciamento nestas areas que encontram-se fortemente impactadas pelas

atividades antropicas.

Palavras-chaves: Biomonitoramento, Ecossistema aquatico, Poluigdo hidrica, Biomarcador.

INTRODUCAO

A degradacdo dos ecossistemas aquaticos esta cada vez mais intensa e iSso € um
reflexo do desenvolvimento urbano e industrial que contribui significativamente com a
introducéo de compostos quimicos (seja por lancamento direto ou indireto) nesses ambientes.
Estes contaminantes sdo provenientes de despejos domésticos, industriais e da agricultura que
lancados ao meio ambiente de forma inadequada comprometem ndo s6 o equilibrio ecologico
como também a satde humana (Ghisi et al., 2014). Um dos maiores problemas causados aos
seres humanos pela poluigdo hidrica é o acometimento de doengas. Aproximadamente 80% de
todas as doencas de origem hidrica e mais de um terco das mortes em paises em
desenvolvimento sdo causadas pelo consumo de agua e alimentos contaminados (IBGE,
2014). Esta € uma preocupacdo mundial, entretanto no Brasil esta € uma problematica
recorrente uma vez que grande parte das comunidades ribeirinhas utilizam recursos
pesqueiros, sobretudo para subsisténcia (Souza et al., 2013).

O rio Capibaribe situado no Nordeste do Brasil € um dos principais rios do estado de
Pernambuco. Este rio abastece 43 municipios do Agreste, Zona da Mata e Litoral do estado
pernambucano (Fernandes et al., 1999). A pesca artesanal representa uma das principais

atividades desenvolvidas pelas comunidades ribeirinhas dessa regido, e um dos recursos
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pesqueiros mais consumidos por estas comunidades é o peixe conhecido como Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus).

A Tilapia é um peixe de origem africana que foi introduzida no Brasil tanto para
melhorar a produtividade pesqueira bem como para auxiliar o desenvolvimento da aquicultura
(Leveque, 2002). No Nordeste do pais essa espécie foi introduzida em 1971 (Lovshin, 2000).
Segundo Assis et al., 2014 as tilapias sdo caracterizadas por serem peixes altamente
resistentes a ambientes impactados e capazes de tolerar baixos niveis de oxigénio. Destacam-
se também por possuirem boas caracteristicas nutricionais, como carne saborosa com baixo
teor de gordura (0,99/100g de carne) e calorias (172Kcal/100g de carne). Estas caracteristicas
tornam a Tilapia uma espécie de grande valor ecoldgico e econdmico (Moreira et al., 2001).

Nesse contexto, os peixes tém sido frequentemente empregados como indicadores
bioldgicos da qualidade dos ecossitemas aquaticos (Wang et al., 2015; Javed et al., 2016;
Hussain, 2017) e os biomarcadores de danos genéticos tém sido amplamente utilizados para
esse fim (Thomé et al., 2016; Braham, 2017; Silva et al., 2017), dada sua capacidade de
avaliar a acdo de agentes clastogénicos e aneugénicos que induzem alteracGes importantes no
organismo, além de serem metodos diagndsticos rapidos, precisos e de baixo custo.

Este trabalho teve como objetivo monitorar 0 impacto ambiental causado em trés
barragens do rio Capibaribe, Pernambuco - Brasil, por meio de biomarcadores genotoxicos e

mutagénicos de O. niloticus.

MATERIAL E METODO

METODOLOGIA

As barragens foram escolhidas devido sua representacdo em toda regido, sao elas:
Barragem de Jucazinho, Barragem de Carpina e Barragem de Tapacura. Especimes juvenis de
tilapias foram coletadas durante os anos 2016 e 2017. Foi requerida espécimes de tilapias
juvenis Oreochromis niloticus dos tanque de controle do departamento de piscicultura da
Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE. Para o controle positivo foi aplicado
0,3ml de ciclofosfamida. Para 0 manuseio com peixes nos locais de coleta e nos laboratérios
foi pedido o certificado do CEUA-Conselho de Etica no Uso de Animais na comissio de ética
animal da Universidade Federal de Pernambuco, com o nimero de protocolo 004.533/2015.
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Para a coleta do tecido sanguineo, o animal foi retirado da agua e imediatamente envolvido
em um pano de algoddo umedecido com agua. Logo apos, foi feito uma seccédo da veia caudal
para coleta do sangue com auxilio de seringas de insulina previamente heparinizadas para
realizacdo dos ensaios genotoxicos. Em seguida foram realizados os procedimentos do ensaio
cometa, conforme protocolo de Ostling e Johanson (1984), modificado em 1988 por Singh et
al. e revisado por Tice at al. (2000), além do teste de micronlcleo proposto por Schmid
(1975).

Area de Estudo:

Foi realizado um biomonitoramento em trés barragens de abastecimento do Rio
Capibaribe: Barragem de Jucazinho (entre 0 municipio de Cumaru e Surubim); Barragem de
Carpina (Municipio de Carpina) e Barragem de Tapacura (municipio de S&o Lourenco da
Mata e Vitoria de Santo Antdo-PE). Esses locais foram escolhidos devido a importancia
desses reservatorios para economia e subsisténcia da comunidade local. Foram coletados
mensalmente 15 individuos da espécie O. niloticus em cada barragem investigada no periodo
de Janeiro de 2016 a Dezembro de 2017 (Figura 1).
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Figura 1: Localizacdo da bacia hidrografica do Rio Capibaribe, com a identificacdo das
barragens estudadas. A - Barragem de Jucazinho (8°2'0"S; 36°9'0"W), B - Barragem de
Carpina (7°53'28"S; 35°21'45"W) e C- Barragem de Tapacura (8°3'21"S 35°11'14"W).

Teste de micronucleo

Indicado para estudos de biomonitoramento ambiental, principalmente por sua
capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos), e de agentes
aneugénicos (segregacdo cromossdmica anormal) requerendo, no entanto, proliferacéo celular
para a observacdo do biomarcador de efeito. (RIBEIRO et al., 2003). Os micronucleos (MN)
sd0 massas de cromatina, que estdo localizados no citoplasma, e provém de material
cromossémico nao incorporado durante divisao celular, resultado de danos ndo reparados ou
reparados erroneamente. Para a analise foi utilizado foi cinco microlitros do sangue coletado
de cada animal. Logo em seguida o sangue foi acrescentado a uma lamina com laranja de
acridina, cobrindo-se com uma laminula para espalhar uniformemente o material biolégico.
Existiu uma preparacdo prévia dessas laminas antes da utilizacdo, elas foram lavadas com
detergente neutro e agua destilada e logo em seguida banhadas em alcool 70% e depositadas
em estufa com 80 °C por 15 minutos. Espalhou-se uniformemente 10 plL de laranja de
acridina (1 mg/ml) ainda a lamina aquecida. Direcionadas para secagem por 30minutos (ElJI
et al., 1992). A analise foi realizada em microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com
objetiva de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor 488. Foram contadas 4000 celulas dos

individuos e registradas as que apresentavam micronucleos (OCDE, 2014).

Ensaio Cometa

E um método que consiste, basicamente, em poucas células suspensas em uma fina camada de
gel de agarose numa ldmina de microscopio que sdo lisadas, submetidas a eletroforese e
coradas com uma substancia (fluorescente ou ndo) que se liga ao DNA. A corrente elétrica
empurra 0 DNA para fora do nucleo de tal modo que o DNA relaxado, quebrado, ou néo,
migra no gel em direcdo ao polo oposto, sendo que os fragmentos menores migram mais
rapidamente. As imagens resultantes que, pela aparéncia, denominam-se “cometa”, sdo

avaliadas para se determinar os danos ao DNA. Esse teste também é conhecido como SCGE
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(Single-Cell Gel Eletrophoresis), ¢ uma técnica a qual tem a finalidade de detectar dano ao
DNA em células individualizadas. Caso ocorra dano ao DNA, serdo formados fragmentos de
diversos tamanhos. Os fragmentos menores tendem a migrar mais rapidamente do que o0s
maiores. A metodologia usada foi a descrita por Singh et al. (1988) com adaptagdes. Foi
obtido o sangue dos espécimes de O. niloticus por puncdo caudal, utilizando seringas
heparizadas.

Por ser um experimento fotossensivel é necessario todo procedimento apds a coleta do
material seja feito em uma sala com luz vermelha. Os 15 pl do sangue coletado foram
homogeneizados com 100 pl de agarose de baixo ponto de fusdo, e tal mistura foi depositada
em laminas previamente preparadas com uma cobertura de agarose padrdo. Estas laminas
foram cobertas com laminulas e levadas para o refrigerador (temperatura de 4 °C) por 10
minutos. Depois da refrigeracdo, as laminulas foram retiradas e as laminas foram depositadas
em cubas (sempre protegidas da luz) com solugéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Ap6s 48 horas na lise, as laminas
foram submetidas a eletroforese em uma cuba horizontal contendo solucdo tampéo alcalino
(1M NaOH e 200 mM sal dissodico EDTA, pH 13) por 20 minutos, com corrente de + 300
mA e diferenca de potencial de 32V. Apos a eletroforese, as laminas foram neutralizadas
durante 15 minutos em tampdo Tris- HCI0,4 M, pH 7,5, fixadas por 5 minutos em &lcool
absoluto. Para revelagdo, cada lamina foi corada com 30uL de solu¢do de brometo de etidio
(0, 0002%, p/v). A avaliacdo foi feita em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2),
com objetiva de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor 546.

Foram analisados 100 nucledides por animal, com observacdo da relacdo entre o
comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do cometa. Cada nucleoide analisado foi
classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano); 1 (pouco dano aparente); 2 (dano médio);

3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano maximo).
Andlise estatistica
A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software R (R Core Team, 2015) e

IBM SPSS Statistics versdo 20. Medidas descritivas das principais variaveis do estudo foram

analisadas e seu comportamento foi observado atraveés do boxplots dos dados. As andlises
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foram realizadas de acordo com a mediana, pois os valores apresentados eram assimétricos
ndo sendo representados pela media.

Para o teste cometa foram utilizados 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 numero referente ao nivel de dano e, a frequéncia do dano (FD); calculada
como a porcentagem de todos os cometas em relagdo ao numero total de células avaliadas.
Para tanto, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para k amostras independentes, quando a
variancia nao foi homogénea (p < 0,05). Foi aplicado a correlagdo de borjerroni quando

necessario.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo corresponde a um monitoramento por meio de analises gendtoxicas
e mutagénicas do impacto ambiental sofrido em trés barragens de abastecimento (Carpina,
Jucazinho e Tapacura) do rio Capibaribe em Pernambuco-Brasil. A Figura 2 reflete o indice
de danificacdo gendmica ao DNA de espécimes de O. niloticus coletadas nesses ambientes
durante os anos de 2016 e 2017.

As barragens sofreram impactos sazonais e temporais. Os resultados mostram que o
indice de danos (ID) foi mais significativo no ano de 2017 em comparacéo ao ano de 2016 em
todos os locais investigados. Analisando os periodos, foi possivel perceber que em 2016 os
danos foram mais significativos nos primeiros meses, havendo uma homogeneidade a partir
do més 07; diferentemente do observado em 2017 onde foi visualizada uma maior varia¢do no
ID a partir do més 04, principalmente nas barragens de Tapacura e Jucazinho (Fig. 2).

A barragem de Jucazinho foi a mais impactada, seguida da barragem de Carpina e Tapacura.
Os danos mais significativos ocorreram nos meses 01, 04 e 05 de 2016 e, 04-07, 10-12 de
2017 na barragem de Jucazinho; 01, 03-05 de 2016 e 03-06 de 2017 com um ID mais
expressivo no més 06 na barragem de Carpina e 03-05 de 2016 e 04-06 de 2017 na barragem
de Tapacura. Os demais meses apresentaram decréscimo no ID e, portanto, maior

homogeneidade (Fig. 2).
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Figura 2: Boxplot do ID mensal de espécimes de O. niloticus da barragem de Jucazinho,
Carpina e Tapacura nos anos de 2016 e 2017.
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Para analise de correlacdo foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson para as
medianas dos dados e relacionados com a pluviosidade local dos periodos investigados. Na
barragem de Carpina, em ambos os anos, houve uma correlacdo positiva entre o ID e a
pluviosidade, indicando que o aumento do ID esta diretamente relacionado com o aumento da
pluviosidade, onde a correlacdo foi mais acentuada para o ano de 2017. O mesmo foi
detectado para barragem de Tapacura.

Isso significa que, embora a chuva contribua para diluir contaminantes presentes na agua,
0 aumento da pluviosidade pode de igual maneira dispersar esses contaminantes carreando
para outras areas. O escoamento superficial e lixiviacdo das &guas da chuva sdo uns dos
principais processos responsaveis pelo carreamento de pesticidas e outros contaminantes para
reservatorios, lagos e rios, expondo os organismos aquaticos a substancias que podem ser
toxicas a varias espécies (BELCHIOR et al., 2017). BOLOGNESI e HAYASHI (2011)
alertam que muitas dessas substancias tém potencial genotoxico e mutagénico que induzem
modificaces quimicas na molécula de DNA.

Vale ressaltar que, embora a barragem de Jucazinho tenha apresentado uma correlacao
positiva nos dois anos, no ano de 2017 foi constatada uma correlacdo moderada,
principalmente nos ultimos trés meses (Fig. 3), possivelmente devido a um processo de
eutrofizacao.

A eutrofizagdo desencadeada em muitos reservatorios artificiais tem despertado a
atencdo do Poder Pablico em funcdo do perigo que estas aguas oferecem, principalmente
quando utilizadas para o abastecimento humano. Deve-se salientar que, em um ambiente
eutrofizado, pode proliferar cianobactérias em detrimento de outras espécies aquaticas, as
quais podem produzir toxinas que causam sérios danos a vida animal e a salde humana,
podendo até mesmo levar a morte (OLIVEIRA e MOLICA, 2008).
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Figura 3: Grafico de dispersdo do indice de Dano ao DNA e do indice pluviométrico das

barragens de Carpina, Jucazinho e Tapacura nos anos de 2016 e 2017.
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Quando analisado o comportamento mensal do HPCMn e do indice de Dano ao DNA
(ID), verificou-se que ambos se comportam de maneira proporcionalmente similar ao longo
do tempo (Fig. 4). Estes resultados revelam o efeito mutagénico que inUmeros contaminantes
como metais pesados e pesticidas, por exemplo, podem estar exercendo sobre esses
ecossistemas. Estes dados indicam ainda uma forte associacdo entre altos niveis de macro e
microles6es no genoma de O. niloticus e a proximidade a regides intensamente urbanizadas,

bem como as atividades turisticas. O turismo tem sido cada vez, mais associado a distirbios



96

antrépicos em ecossistemas aquaticos ao longo da costa do nordeste do Brasil, com crescentes
liberacBes de esgoto ndo tratado nessas areas (Santos et al., 2015).

De acordo com Lima et al (2018) os pdlos industriais presentes nas proximidades do
rio Capibaribe também tem exercido forte influéncia para os altos niveis de degradacédo
ambiental detectados nessas &reas. Em seu estudo, dentre cinco estudrios analisados
genotoxicamente, o estuario do Rio Capibaribe foi 0 mais impactado. Estes autores ressaltam
que o impacto detectado estd associado a vasta regido urbanizada que o rio Capibaribe
percorre, recebendo efluentes domésticos e industriais. Essa evidéncia assemelha-se aos
resultados genotdxicos observados em outros estudos (Galindo & Moreira, 2009; Maciel et al.

2015), o que comprova o nivel significativo do impacto ambiental sofrido nesse ambiente.
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Adicionalmente foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 95% de confianca

para verificar o ID sofrido mensalmente nas trés barragens investigadas (Tabela 1). Os

resultados demonstraram diferengas estatisticamente significativas entre 0s espécimes

coletados nas barragens e o controle negativo em todos 0s meses investigados durante os dois

anos de monitoramento, uma vez que foi obtido p-valor menor que o nivel de significancia
fixado de 5% (0,05).
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Entretanto, quando realizada comparagdo sem o controle negativo apenas em alguns
meses foram identificadas diferencas, sobretudo no ano de 2016. Curiosamente, 0 més de
dezembro apresentou diferencas significativas em ambos 0s anos, contudo, a intensidade do
dano foi bem maior em 2017.

Este é o primeiro relato do biomonitoramento em barragens de abastecimento do rio
Capibaribe por meio de ensaios de genotoxidade e mutagénicidade. Os resultados aqui
apresentados sdo preocupantes e demonstram a necessidade da realizacdo de um
monitoramento ambiental continuo do ambiente investigado a fim de garantir a melhoria da

qualidade da &4gua para a populacéo que faz uso desses ambientes.
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RESUMO

Estacdo de tratamento corresponde a um local em que se realiza a purificacdo da 4gua captada
de alguma fonte para torna-la prépria para o consumo. O objetivo desse trabalho foi analisar
pontos estratégicos do rio Tapacurd por meio de analises ecotoxicologicas (ensaio cometa e
testes de micronucleos) em individuos de Tilapia do Nilo (Oreochomis niloticus), além de
analises fisico-quimicas da &gua. Foram investigados 0s seguintes pontos: municipio de
Vitoria de Santo Antdo-PE, ponto 1 (P1); Natuba, zona rural do municipio, ponto 2 (P2) e
Estacdo de Tratamento de Esgoto do municipio (ETE). As coletas ocorreram mensalmente
(01-12) durante o ano de 2017. Para analise fisico-quimica foram consideradso os seguintes
parametros: Temperatura (°C), Turbidez (NTU), Condutividade (uS/cm), Soélidos Totais
Dissolvidos (mg/L) e Oxigénio Dissolvido (mg/L). Como resultado foi observado que os
parametros Turbidez, Condutividade, Sélidos Totais Dissolvidos estavam em desacordo com
os limites méaximos recomendados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
(resolucéo n° 357/2005). Os dados ecotoxicoldgicos revelaram niveis elevados de danificacdo
genémica no DNA de O. niloticus, indicando que o ambiente estava impactado. Esses dados
sdo alarmantes, uma vez que o local analisado serve para base alimentar do municipio e
regido. Os dados fornecem subsidios para elaboracdo de programas de gestdo socioambiental

que visem a melhoria da qualidade da &gua e seu uso sustentavel.
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Palavras - Chave: Estacdo de Tratamento; Monitoramento Ambiental; sustentabilidade;

Biomarcador.

INTRODUCAO

Em 20 de mar¢o de 2015 a ONU apresentou um relatério intitulado “Agua para um
mundo sustentdvel”, a intencdo era para que existisse um cuidado mundial desse recurso
natural, que é fundamental, além de alertarem o declinio de 40% da agua potavel até 2030
(ONU, 2015). Cada vez mais aumenta os efluentes, os quais sdo na sua maioria de esgoto
domeéstico ou industriais. Sdo compostas por agua doméstica, excretas dos seres humanos,
agua dos comércios e também das industrias. Em 2010 quase 47,8% dos municipios do Brasil
ndo apresentavam rede de esgoto (PEREIRA et al, 2015).

Com a finalidade de tratar a agua utilizada, tanto em redes domésticas, quanto em
industriais, criou-se as estacdes de tratamento de efluentes, conhecidas como ETE. De acordo
com a Resolugdo 357, de marco de 2005, do CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) em seu art.2°, inciso XV, classifica esse sistema como ‘“corpo hidrico superficial
que recebe o lancamento de um efluente” (BRASIL, 2005). As ETEs tem como fung¢@o tratar
0 esgoto, com o intuito de reintegra-los na natureza. Esse tipo de tratamento inclui diversas
operagdes que removem as substancias indesejaveis ou as transformam em outras, com o
intuito de torna-las menos perigosas ao meio ambiente.

O objetivo deste trabalho foi analisar pontos estratégicos do rio Tapacura por meio de
analises ecotoxicologicas (ensaio cometa e testes de micronucleos) em individuos de Tilapia

do Nilo Oreochomis niloticus, além de andlises fisico-quimicas da agua.

METODOLOGIA

O rio Tapacura foi escolhido pela inteferencia que o mesmo sofre com a regido
urbanizada do municipio de Vitoria de Santo Antdo. As coletas foram feitas mensais no ano
de 2017, sempre pelo horario da manh&o. Foi requerido espécimes de tilapias juvenis O.
niloticus dos tanque de controle do departamento de piscicultura da Universidade Federal
Rural de Pernambuco-UFRPE para os ocntroles. Nos peixes para controle positivo foi
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aplicado 0,3ml de ciclofosfamida. Para 0 manuseio com peixes nos locais de coleta e nos
laboratorios foi pedido o certificado do CEUA-Conselho de Etica no Uso de Animais na
comissdo de ética animal da Universidade Federal de Pernambuco, com o nUmero de
protocolo 004.533/2015. Para a coleta do tecido sanguineo, o animal foi retirado da agua e
imediatamente envolvido em um pano de algoddo umedecido com agua. Logo apés, foi feito
uma seccdo da veia caudal para coleta do sangue com auxilio de seringas de insulina
previamente heparinizadas para realizacdo dos ensaios genotdxicos. Em seguida foram
realizados os procedimentos do ensaio cometa, conforme protocolo de Ostling e Johanson
(1984), modificado em 1988 por Singh et al. e revisado por Tice at al. (2000), além do teste

de micronucleo proposto por Schmid (1975).

Area de Estudo e Coleta dos Materiais

A bacia hidrogréfica do rio Tapacurd conta com doze sub-bacias sendo as principais
formada pelos riachos Itapessirica, Natuba, Gameleira e Varzea do Una e abrange seis
municipios, sendo Vitdria de Santo Antdo o mais representativo. Esta bacia esta localizada
entre as coordenadas 35° 30° 00 e 35° 5” 00” de longitude oeste e 8° 13” 00” ¢ 7° 58’30 de
latitude sul. O trecho superior do rio comega no municipio de Gravata (390 m em relagéo ao
nivel do mar) e o curso médio termina alcancando o reservatorio de Tapacura. A jusante da
barragem, o rio Tapacura desadgua no rio Capibaribe no municipio de Sdo Lourenco da Mata,
do qual é o principal afluente (Figura 01).

Foram escolhidos dois pontos de coleta ao longo do ria Tapacura no municipio de
Vitoria de Santo Antdo-PE. Esses pontos foram escolhidos devido as caracteristicas de
interacdo. Ponto 1 (P1) — Ponte de Natuba, zona rural do municipio, Ponto 2 (P2) Estacdo de
Tratamento de Esgoto do municipio (ETE). As coletas ocorreram mensalmente (01-12) no de
2017.

Nesse estudo foram determinados, analiticamente, os parametros fisico-quimicos:
Temperatura (°C), Turbidez (NTU), Condutividade (uS/cm), Solidos Totais Dissolvidos
(mg/l) e Oxigénio Dissolvido (mg/l) da agua por meio de um aparelho multiparametro. Para
analise de genotoxidade e mutagenicidade foram coletados 15 individuos da espécie O.

niloticus e transportados para o laboratério de Biotecnologia de UFPE/CAV.
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Figura 01. Mapa de localizagdo dos pontos de monitoramento (coleta) do trecho estudado no
Rio Tapacura em Vitoria de Santo Antdo- Pernambuco (P1- Natuba e P2 estacdo de

tratamento de Vitdria de Santo Antéo).

Bacias Hidrogréficas de Pernambuco

Ensaio de Genotoxidade e Mutagenicidade

O ensaio cometa foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Singh et al.
(1988) com algumas adaptagOes. Utiliza-se laminas previamente preparadas com uma
cobertura de agarose padrdo. Depois coloca-se o sangue retirado do individuo por puncao
caudal com seringas heparinizada. Todo processo depois da colata de sangue deve ser
execultado em uma sala com luz vermelha, tendo em vista que o experimento é fotossensivel.
Estas laminas foram cobertas com laminulas e levadas para o refrigerador (temperatura de 4
°C) por 10 minutos. Depois da refrigeracdo, as laminulas foram retiradas e as laminas foram
depositadas em cubas com solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1%
Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Apds 48 horas na lise, as laminas foram submetidas
a eletroforese em uma cuba horizontal contendo solugcdo tampéo alcalino (1M NaOH e 200
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mM sal dissodico EDTA, pH 13) por 20 minutos, com corrente de + 300 mA e diferenca de
potencial de 32V. Apds a eletroforese, as 1dminas foram neutralizadas durante 15 minutos em
tampdo Tris- HCI0,4 M, pH 7,5, fixadas por 5 minutos em alcool absoluto. Para revelacéo,
cada lamina foi corada com 30uL de solucdo de brometo de etidio (0, 0002%, p/v). A
avaliacdo foi feita em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com objetiva de 40X,
utilizando o filtro Alexa Fluor 546. Foram analisados 100 nucleoides por animal, com
observacao da relacdo entre o0 comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do cometa. Cada
nucleoide analisado foi classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano); 1 (pouco dano
aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano maximo).

Teste de Micronucleo (MN)

Para utilizacdo das laminas foi preciso lavar com detergente neutro e agua destilada,
depois foram banhadas em alcool 70% e depositadas em estufa (80 °C) por 15 minutos. Ainda
aquecidas, espalhou-se uniformemente 10 pl de laranja de acridina (1mg/ml) em cada lamina
e posteriormente colocadas para secar em temperatura ambiente por um tempo minimo de 30
minutos (ENJI et al., 1992). O sangue de cada animal foi colocado em lamina com o corante de
laranja de acridina e, em seguida foi coberto com uma laminula para espalhar uniformemente
o material biolégico.

Para os ensaios de MN foram utilizados a contagem de 4000 células por individuo
para se quantificar a presenca de células micronucleados (OCDE, 2014). A analise foi
realizada em microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com objetiva de 40X, utilizando
o filtro Alexa Fluor 488.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software R (R Core Team, 2015) e
IBM SPSS Statistics versdo 20. Medidas descritivas das principais variaveis do estudo foram
analisadas e seu comportamento foi observado atraves do boxplots dos dados. As analises
foram realizadas de acordo com a mediana, pois 0s valores apresentados eram assimétricos

ndo sendo representados pela média.
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Para o teste cometa foram utilizados dois pardmetros distintos: O indice de dano (ID),
calculado como o total de produtos da multiplicacdo entre 0 numero de cometas de cada
classe e 0 nimero referente ao nivel de dano e, a frequéncia do dano (FD); calculada como a
porcentagem de todos os cometas em relacdo ao numero total de células avaliadas. Para tanto,
foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para k amostras independentes, quando a variancia néo

foi homogénea (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Fisico-quimica da agua

A tabela 01 mostra o resultado das andlises fisico-quimicas dos diferentes pontos
investigados. O P1 apresentou nos meses de maior pluviosidade (abril, maio, junho e julho)
valores divergentes dos estabelecidos pelo CONAMA 357/05. Os parametros em desacordo
foram: Turbidez (NTU) acima de 100NTU, Condutividade (uS/cm) acima de 100 puS/cm e
Solidos Totais Dissolvidos (mg/L) acima de 500 mg/L.

Ja no P2 foram observados em desacordo os seguintes parametros: Turbidez (NTU),
Condutividade (uS/cm) e Soélidos Totais Dissolvidos (mg/L) durante todos os meses do ano.
O Oxigénio dissolvido s6 ficou no valor aceitavel nos meses de maior pluviosidade (Abril,

Maio, Junho e Julho).
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PARAMETROS FiSICO- QUIMICO DO PONTO 1

Parametros Analisados JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV DEZ
Temperatura (C°) 28 29 25 28 29 26 28 29 30 28 31 29
Turbidez (NTU) 87 32 50 110* 121* 123* 130* 87 45 35 65 60
Condutividade (uS/cm) 65 57 67 190* 300* 300* 120* 76 69 87 89 79
Sélidos Totais 340 400 290 750* 720* 900* 910* 320 300 250 235 233
Dissolvidos (mg/L)

Oxigénio Dissolvido 6,3 6,5 7 6 6 7 5 6,2 6 7,8 5 55
(mg/L)
PARAMETROS FiSICO- QUIMICO DO PONTO 2

Parametros Analisados JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO  SET ouT NOV DEZ
Temperatura (C°) 33 35 25 30 27 28 29 33 34 32 33 32
Turbidez (NTU) 102* 114* 119* 109* 110* 139* 149* 114* 115* 102* 107* 102*
Condutividade (uS/cm) 1100*  950* 200* 350*  300* 390* 180* 1290*  1420* 950* 1000*  950*
Solidos Totais Dissolvidos 690* 720* 650* 900* 1001* 1010* 990* 620* 610* 700* 620* 600*
(mg/L)
Oxigénio Dissolvido (mg/L)  3* 3,1* 4,8* 6 5 5 5,2 3,5*% 4* 4* 3,5% 4*

Tabela 01: Analise fisico-quimica do Ponto 1 (P1) e Ponto 2 (P2) estratégicos do rio Capibaribe durante o ano de 2017
*Valores que estdo em desacordo com 0 CONAMA 357/2005
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Figura 02: Correlacdo da Frequéncia de Danos (ID) e pluviosidade do (P1) e (P2) durante o
ano de 2017.
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Figura 03. Relac&o de frequéncia de dano, indice de dano e pluviosidade.
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Figura 04. Micronucleo.
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Os valores do microndcleo ndo tiveram valor significativo com o controle normal. Dando um

valor de P=0,7935374 (P 1) e 0,72697574 no (P2).
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CONCLUSAO

Com as andlises foi observado elevados niveis de danificagdo genémica no DNA de O.
niloticus, indicando nos ambientes, sendo o P2 o ponto que mais sofre com a agressdo
ambiental. Tendo em vista que muitos utilizam o local para base alimentar familiar e até
comercial da cidade e regido isso desperta uma grande preocupagdo com a salde humana e o
meio ambiente. O P1 esta em desacordo nos meses de maior pluviosidade, fenémeno que
pode estar agregado a (abril, maio, junho e julho) valores divergentes dos estabelecidos pelo
CONAMA 357/05. Os parametros em desacordo foram: Turbidez (NTU) acima de 100NTU,
Condutividade (uS/cm) acima de 100 pS/cm e Soélidos Totais Dissolvidos (mg/L) acima de
500 mg/L. Levando em conta o P2, percebeu desacordos dos seguintes parametros: Turbidez
(NTU), Condutividade (uS/cm) e Solidos Totais Dissolvidos (mg/L) durante todos 0s meses
do ano. O Oxigénio dissolvido sé ficou no valor aceitavel nos meses de maior pluviosidade
(Abril, Maio, Junho e Julho). O frequéncia de dano ao DNA foi significativa e sua correlagéo
foi constada nos pontos de estudo. Onde o P1 teve um R?= 0,9848 e P2 um R?= 0,8936 todos
dois considerando uma correlacdo forte. Isso significa que com o aumento da pluviosidade
existe um aumento da frequéncia de dano genético. Quando analisado o microndcleo, o qual é
um dano estocastico, podemos perceber que o P2 teve uma quantidade mais elevado que o P1.
Todos os dois pontos apresentaram danos genético significativos com a comparagao do grupo
controle. Os resultados apresentados confirmam o impactado a nivel fisico-quimico,
genotoxico e mutagénico, como resultado do descarte inadequado de residuos local
dificultando a qualidade da 4gua e manutencdo de vida aquatica. Essas informacgdes poderdo
servir de subsidio a tomada de decisdo pelos 6rgdos ambientais regionais responsaveis pela
gestdo dos recursos hidricos, uma vez que os resultados auxiliam a tracar um perfil de
conservacdo e assim gerar melhorias para resgatar a qualidade da &gua e vida do

“Capibaribe”.
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4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados confirmam a hipétese de que o rio Capibaribe esta
sofrendo impacto ambiental a nivel fisico-quimico, genotdxico e mutagénico. O rio é local
escolhidos por muitos para descarte inadequado de residuos provenientes da industria téxtil,
esgotos dos centros urbanos, esgotos industriais, hospitalares e da agricultura local
prejudicando a qualidade da 4gua e manutencdo de vida aquatica. Com estas informacdes 0s
6rgdos governamentais e privados terdo subsidio a tomada de decisdo. Este é o primeiro relato
do biomonitoramento em barragens de abastecimento do rio Capibaribe por meio de ensaios
de genotoxidade e mutagénicidade. Os resultados aqui apresentados sdo preocupantes e
demonstram a necessidade da realizacdo de um monitoramento ambiental continuo do
ambiente investigado a fim de garantir a melhoria da qualidade da 4gua para a populacéo que
faz uso desses ambientes. Em nossas analises podemos concluir que todo trecho do rio se
encontra impactado, porém locais de liberacdo de residuos téxtil e esgotamento sanitario séo
0s mais impactados. Os resultados observados servem para alertar a populacdo, os 6rgaos

competentes e 0s de gestao sobre os impactos causados no ambiente e na saide publica.
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