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RESUMO

A ocupacdo turistica nos litorais € um processo que gera preocupacao ao setor ambiental por
ameacar a estabilidade dos varios ecossistemas costeiros. Por esta razdo é importante realizar
monitoramentos ambientais que analisem e quantifiguem o impacto ambiental dos seus
ecossistemas. A praia de Porto de Galinhas (Pernambuco - Brasil) possui uma das maiores
demandas de visitacdo do Brasil.e sofreu igualmente as restricdes de mobilidade humana devido
a pandemia do Covid 19. Tais restricGes possibilitaram avaliar o impacto do turismo na praia
de Porto de Galinhas e o efeito da desocupacdo turistica durante o periodo de lockdown de
2020. Amostras de sangue da espécie Abudefduf saxatilis foram coletadas mensalmente,
durante um ano e no trimestre de lockdown, para realizacdo do Teste de Micronucleo (MN),
AlteracGes Morfoldgicas Nucleares (AMN) e de forma sazonal (periodo seco/chuvoso) do
Ensaio Cometa. Como grupo controle, especimes de A. saxatilis foram coletados em area de
protecdo ambiental na praia de Tamandaré (68Km de Porto de Galinhas). Os testes de MN e
AMN mostraram, de forma significativa, a relacdo de maior ocorréncia de danos genémicos
com o maior fluxo turistico. Em relacdo ao ensaio cometa, o teste novamente monstrou uma
maior incidéncia e frequéncia de danos genémicos no cenario normal de atividade turistica, do
gue nos cenarios quando a mobilidade humana estava restrita (Lockdown e controle). Os
resultados mostraram que o turismo vem causando significativo impacto ambiental na praia de
Porto de Galinhas. As observacbes levantadas no periodo de lockdown mostraram como a
auséncia da movimentagdo humana resultou em mudangas favoraveis a recuperagdo ambiental,

demonstrada pela menor ocorréncia de danos genémicos.

Plavras chaves: monitoramento ambiental; praias; genotoxicidade; impacto do turismo;

pandemia do covid 19.



ABSTRACT

Tourist occupancy in coastal environments threatens the stability of various coastal ecosystems
and is thus, a cause for concern for the environmental sector. As such, it is important to perform
environmental monitoring in a way that analyses and quantifies the environmental impact of
coastal ecosystems. Porto de Galinhas beach (Pernambuco — Brazil) has one of the highest
visitation rates in Brazil and suffered from restrictions to human mobility due to the Covid 19
pandemic. These restrictions allowed for the evaluation of the impact of tourism on Porto de
Galinhas beach and the effects that the lack of tourist occupancy had during the lockdown
period of 2020. Blood samples from the species Abudefduf saxatilis were collected monthly
over a period of one year and during the lockdown quarter, in order to perform Micronucleus
(MN) and Nuclear Morphological Alteration (NMA) tests, and seasonally (dry/rainy period)
using a Comet Assay. For the control group, A. saxtatilis were collected in an environmentally
protected area on Tamandaré beach (68km from Porto de Galinhas). The MN and NMA tests
showed a greater frequency of genomic damage with greater tourist flow. In relation to rain
seasonality, the Comet Assay showed a greater incidence of genomic damage during the dry
period, where there was greater tourist migration compared to the rainy period. The lockdown
period presented a lower incidence of genotoxic damage compared to the period without
restrictions on human mobility and the control. The results show that tourism has been causing
a significant environmental impact on Porto de Galinhas beach. The data collected during the
lockdown period demonstrated how the absence of human movement results in changes that
are favourable to environmental recuperation, demonstrated by the lower frequency of genomic

damage.

Key words: environment monitoring; beaches; genotoxicity; tourism impact; pandemia do
covid 19.
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1. INTRODUCAO

Ambientes costeiros sdo importantes ecossistemas devido aos diferentes recursos que
disponibilizam, entre eles: habitat para uma ampla biodiversidade, garantindo alimento, abrigo e
reproducdo para a biota residente, fonte de recurso alimenticio para a populagdo humana, protecéo fisica
da costa e cenarios turisticos. Devido a sua importancia, tanto natural quanto sécio-econdmica, tais
ambientes sdo objeto de varias pesquisas académico-cientificas, de preservacdo e de cunho industrial
(Oliveira & Souza, 2012; Gerling et al, 2016). Todas essas caracteristicas contribuem para a ocupagao
humana neste ambiente. Porém, esta ocupacgdo tem causado perturbagdes ambientais que ameagam a vida
marinha (Garcia & Severa, 2003; Oliveira et al, 2018). Por este motivo, a preservacdo desta riqueza de
recursos frente a excessiva atividade humana tem levado a urgéncia do estabelecimento de planos de

monitoramento e gestdo ambiental em ecossistemas costeiros (Cabral et al, 2014).

No Brasil, cerca de 26,6% da populacdo habita o litoral (IBGE, 2011). A costa brasileira se estende
por 10.959 km (IBGE, 2019), compreendendo 17 estados, incluindo mais de quatrocentas cidades,
possibilitando uma posicao estratégica que contribui para o incremento das atividades portuarias, turisticas,

pesqueira e industrial (Tischer, 2016).

Entretanto, o impacto ambiental do turismo em regifes costeiras tem sido alvo de grande
preocupacao mundial (Burak et al, 2004; Goliath et al, 2018). A utilizagao dos recursos costeiros para fins
turisticos tem levado a consequéncias negativas, tais como um maior aporte de residuos e perturbacées
ambientais (p. ex. aumento de ruidos, pisoteamento de corais, etc) devido as atividades recreativas
(mergulhos, passeios de barco), e a expansdo imobiliria/hoteleira. A preocupacdo com a descaracterizacdo
ambiental pelas atividades turisticas ndo deve focar apenas na perda do valor paisagistico, mas
principalmente nas consequéncias ambientais, muitas vezes irreversiveis, como a perda de habitats naturais
e de espécies nativas (Burak et al, 2004; Zahedi, 2008; Ahmad et al, 2018; Nunes et al, 2020).

Sendo um frequente destino turistico nacional e internacional, o balneério de Porto de Galinhas,
localizado em Ipojuca — PE, atrai cerca de 1,2 milhdes de turistas por ano, com fluxo médio de 60.000
visitantes por més na alta temporada (Barradas et al 2012; ICTN, 2015; Kina, 2017; IBGE, 2017). Isso
torna o mercado turistico a principal renda local, fator que estimulou o investimento em vias de acesso € a
intensa expansdo urbanistica do distrito, desde 1970 (Nascimento & Silva, 2018). A paisagem com praias,
recifes e manguezais sdo alguns dos elementos que atraem a maioria dos visitantes. Entretanto, a
intensificacdo da ocupagdo humana tem levado a uma maior extragéo de recursos naturais e ao despejo de
dejetos e transformagdo do ecossistema (Melo et al; 2014). Em particular, ambientes recifais, como o
encontrado em Porto de Galinhas, costumam ser impactados quando préximos a centros urbanos devido a
intensa interacdo antropica, afetando seus processos naturais. Cerca de 69% dos visitantes mensais em Porto
de Galinhas entram em contato com a faixa de recifes, através de passeios de jangadas e mergulhos

amadores, impactando consideravelmente este ambiente (Barradas et al, 2012).
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Surpreendentemente, no ano de 2020, a Pandemia do Coronavirus Sars-Cov-2 (COVID 19)
propiciou mudangas na dindmica ambiental no nivel mundial. Em resposta a crise pandémica, medidas de
restricdo de mobilidade humana (como o lockdown) foram impostas na tentativa de conter o avanco do
virus. A medida causou efeitos em varios setores econdmicos, incluindo o turistico (Zielinski & Botero,
2020). Segundo pesquisas recentes, zonas litorneas tiveram impactos positivos e negativos devido ao
lockdown (Cheval et al, 2020; Zambrano-Monserrate & Ruano, 2020). Em algumas praias foi observado
um aumento na producdo de residuos domésticos provenientes do confinamento (Manenti et al, 2020).
Porém, a auséncia de turistas em diversas praias diminuiu as pressdes antrdpicas (ruidos, lixo e turbidez)
com a consequente restauracdo dos parametros de qualidade (Soto et al, 2021). Em Porto de Galinhas, a
média da ocupacdo turistica reduziu de 75% para 25%, com reducéo das atividades na faixa de areia e mar

imposta pelas restrigdes/proibicoes devido a pandemia (EMPETUR).

Através do uso de espécies locais sensiveis a mudancas no ambiente (bioindicadores) é possivel
diagnosticar e monitorar impactos de perturbadores ambientais (Hara et al, 2018). Peixes s&o considerados
bioindicadores adequados para estudos de ambientes aquaticos devido a sua dindmica com o ambiente (Lins
et al, 2010).

Em Porto de Galinhas, a espécie Abudefduf saxatilis (Linnaeus, 1758) popularmente conhecida
como Sargentinha, € predominante no local, sendo bastante comum em &guas rasas e ambientes recifais.
Esta espécie tem habito onivoro, procurando alimento na coluna d’agua, superficies de recifes e sedimentos
(www.fishbase.org; Pineros & Gutiérrez-Rodriguez, 2017). Tais caracteristicas contribuem para que esta

espécie seja um bom bioindicador para estudos locais.

A quantificacdo de lesbes genémicas é uma abordagem metodoldgica de grande acuracia para fins
de monitoramento e avaliacdo da qualidade ambiental, (Pampanin et al, 2017). Entre tais abordagens
metodolégicas se encontram o Teste do Microndcleo, as AlteracBes Morfoldgicas Nucleares e 0 Ensaio
Cometa (Araldi et al, 2015; Butrimaviciené et al, 2018, Bolognesi et al, 2019) Microntcleos sdo formados
durante a anafase da divisdo celular. Isso pode acontecer devido a quebra de algum cromossomo ou falha
no fuso mitdtico resultando em efeitos clastogénicos e aneugénicos via contato com substancias
genotdxicas (Gutiérrez et al, 2015; Cuevas & Zorita, 2018; Hussain et al 2018). Este teste objetiva a
comparacdo entre as freqiiéncias de células micronucleadas e células normais atraveés da analise

microscopica (Duarte et al, 2012).

As alteracdes morfoldgicas nucleares, lesGes resultantes do contato com agentes téxicos com o
organismo (Hussain et al, 2018; Tripathy et al, 2020), acontecem durante o periodo de divisdo da célula,
sendo descritas por transformac6es na morfologia nuclear. A quantificacdo destas alteracBes contribui para

a avaliacdo de impactos decorrentes de perturbadores ambientais (Hussain et al, 2018; Shahjahan et al 2019)

O ensaio cometa é uma metodologia aplicada a diversos tipos celulares que avalia o nivel de dano
em células individuais submetidas a corrida eletroforética em lamina (Matsumoto et al, 2006). Os
fragmentos de DNA resultantes, na eletroforese, migram diferencialmente conforme seu tamanho e peso

molecular, formando um arrasto (cauda), com desenho similar a um cometa. A quantificacio dos diferentes
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comprimentos da cauda é representativa do nivel de dano no DNA sofrido por uma determinada célula
(Duarte et al, 2012; Hussain, 2018; Kaur et al, 2018).

O presente estudo realizou 0 monitoramento ambiental, por cerca de um ano, na praia de Porto de
Galinhas, utilizando os parametros de danos gendmicos em eritrocitos da espécie Abudefduf saxatilis. Os
ensaios genotdxicos do teste do micronlcleo, alteragSes morfologicas nucleares e ensaio cometa foram
utilizados para a quantificacdo dos impactos ambientais, sendo 0os mesmos correlacionados com o fluxo
turistico, a sazonalidade climética, a temperatura da agua, a pluviometria, e o periodo de restricdo de

mobilidade humana devido a pandemia do COVID 19.

Este estudo objetivou avaliar sazonalmente (periodo seco/chuvoso) e mensalmente (durante cerca
de um ano e um trimestre de restrigdo de mobilidade humana) o impacto ambiental em Porto de Galinhas
por meio de métodos que quantificam o grau de danificagdo gendmica relacionado as variaveis ambientais
selecionadas. Comparando resultados obtidos na avaliagdes mensais e sazonais de danificacdo gendmica
pela metodologia do teste Microntcleo, Alteragcdes Morfologicas Nucleares e Ensaio Cometa em espécimes
de Abudefduf saxatilis, no periodo compreendido entre junho de 2017 a julho de 2018, nas piscinas naturais
de Porto de Galinhas em relacdo ao grupo controle (Praia de Tamandaré) e o periodo de restricdo de
mobilidade humana devido & pandemia do COVID 19. Avaliando a correlagdo desses danos gendmicos
com a temperatura da agua, pluviometria, passeios de jangadas mensaio e ocupacdo hoteleria; e levantando

as devidas interpretagdes.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

21 IMPACTO AMBIENTAL DO TURISMO: IMPLICACOES NO AMBIENTE COSTEIRO

O mercado turistico é a principal estratégia empregada em inlmeros centros costeiros para
aumentar a renda local (Zuo & Hang, 2018), pelo incremento do consumo de servigos por parte dos
visitantes, que sdo atraidos por um cenario que estimula as intera¢cfes com a natureza (Zahadi, 2008; Zuo
& Hang, 2018; Ehigiamusoe, 2020). Nos meses com uma maior estiagem e temperaturas maiores, 0 nimero
de turistas que freqiientam as praias é maior quando comparado aos meses chuvosos (Nunes et al, 2020).
Porém, a maior movimentacéo nas praias no periodo de verdo faz com que a maioria desses ambientes

receba mais pessoas do que sdo capazes de suportar (Younes-Baraillé et al, 2005; Nunes et al, 2020).

As alteragBes ambientais em decorréncia do turismo se tornaram um problema mundial, revelando
a necessidade de uma gestdo ambiental local adequada, fundamental para atenuar a degradacdo das fontes
naturais nos ecossistemas costeiros (Vijay et al, 2016). Porém, o turismo sustentavel, apesar de ser uma
ideia antiga, ainda encontra muitos entraves em decorréncia de ndo solucionar problemas de servigos
basicos (Nascimento & Silva, 2018). Por exemplo, a grande populacdo flutuante nos periodos de alta
temporada pode colapsar as fontes de agua potavel, comprometendo a comunidade residente (Garcia &

Servera, 2003). Outro exemplo se deve ao fato de que apesar de alguns centros turisticos terem politicas
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locais para gestdo de residuos, muitos atuam de forma ineficiente na gestdo de servicos de saneamento
publico (uso de lixao e esgoto a céu aberto) e com assimetria nos servicos de limpeza (locais desvalorizados
tem menos coleta de lixo do que os valorizados) resultando em impacto ambiental (Santos & Candido,
2018).

O turismo também ocupa o espago fisico que era destinado a moradia da comunidade local,
resultando no deslocamento de tal comunidade para areas afastadas do centro urbano, e muitas vezes para
areas de natureza preservada (Nascimento & Silva, 2018). Essa ocupacdo gera aterros, poluicdo e
desmatamento, além de serem, em muitos casos, inadequadas para ocupacdo humana pela falta
planejamento urbano (p. ex. Saneamento basico) (Santos & Candido, 2018). As comunidades de Pantanal
e Salinas, localizadas no distrito de Porto de Porto de Galinhas — Pernambuco (Brasil) sdo resultantes da
expansdo turistica do centro de Porto de Galinhas, e se enquadram na descri¢do acima (Nascimento & Silva,
2018).

Especificamente aos danos no ambiente, as intensas atividades recreativas na faixa de areia e no
mar alteram a turbidez da dgua pela ressuspencdo de areia e residuos e a contaminagéo por produtos de uso
pessoal como filtros solares e outros farmacos, tornando o ambiente nos periodos de intensa atividade
turistica mais susceptivel aos efeitos nocivos destes elementos (Gladstone, 2013; Goliath et al, 2018).
Também os derivados de metais, dejetos orgénicos e microplésticos, j& mostraram efeitos nocivos em
comunidades costeiras (Burak et al 2004; Zahadi, 2008, Barradas et al, 2012; Goliath et al, 2018; Riniwati
et al, 2019; Nunes et al, 2020; Kroon et al, 2020). Tais problemas podem ser agravados quando a gestdo
local é ineficaz em destinar adequadamente a quantidade de rejeitos produzidos, agravando a poluigdo do
ambiente (Vijay et al, 2016; Mohamed, 2018; Nunes et al, 2020), principalmente pela reducéo na qualidade
da agua (Kroon et al, 2020). Além disso, o turismo praiano pode causar impacto fisico pelo pisoteio
resultando na supressdo de corais (Sarmento & Santos, 2012; Kroon et al, 2020), como também

perturbagdes sonoras neste ambiente (Zahadi, 2008; Riniwati et al, 2019).

Todas essas formas de atuagdo antrépica podem implicar na destruicdo de habitats, perda de
biodiversidade e descaracterizacdo de ecossistemas (Dey et al, 2018; Kroon et al, 2020). Além dos
problemas locais, Dube et al (2020) sugerem que o turismo pode alimentar a crise das mudangas climaticas,
devido a queima de combustiveis fosseis processo que desajusta a temperatura e acidificacdo dos mares
(Barroso et al, 2018).

Pesquisas tém revelado o impacto ambiental do turismo em regiBes costeiras. Em uma investigagéo
de impacto ambiental do turismo de cruzeiros no Porto de Trujillo (Honduras), MacNeill & Wozniak (2018)
perceberam que, apesar do alto investimento na atividade do porto prevendo varios beneficios para as
comunidades locais, a iniciativa acabou causando vaérias perturbagdes socio-ambientais. O principal
problema encontrado foi 0 maior despejo de rejeitos de esgoto/industriais ndo tratados, nos municipios
préximos ao porto (Cristales e San Martin) do que naqueles mais distantes (Chachahuate e East End),

levando a um prejuizo na qualidade de tais ambientes.

Wong et al (2019), ao investigarem as implica¢fes do intenso turismo para a observagdo de

tubardes-baleia na vila de Bangaray (Tan-awan, Filipinas), constataram sinais de intensa degradacdo nos
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recifes locais. Os pontos do recife onde se concentrava a visitagdo mostravam dominancia de espécies
coralineas resistentes a estresses, menor cobertura de corais e alta cobertura de macroalgas em relacdo aos

locais de referéncia.

Em onze praias de Santa Clara (Caribe colombiano), Garcés-Ordofiez et al (2020), avaliaram o0
impacto da poluicéo na alta e baixa temporada de turismo, através da avaliagdo da densidade de turistas,
microlixo e microplastico. Os pesquisadores evidenciaram que a alta temporada correspondeu a época de
maior poluicdo, onde foram encontrados cerca de 30% - 77% de microplastico no microlixo coletado por

mz2, apontando o turismo como a principal fonte de poluicéo.

2.2 APRAIA DE PORTO DE GALINHAS

A praia de Porto de Galinhas, e o seu distrito homdnimo, situada no municipio de Ipojuca, litoral
de sul do estado de Pernambuco, Brasil (8° 59° 00” a 8° 33’ 33” Latitude S e 35° 00°27” a 34° 59’ 00”
Longitude W) é o maior polo turistico pernambucano (Fonseca et al, 2002; Pereira & Salazar, 2007) (Fig.
1). Com uma populacéo estimada de 97 mil habitantes, Ipojuca (incluindo Porto de Galinhas) tem apenas
50% das casas com esgotamento sanitario adequado e urbanizagdo competente em 22% dos domicilios
(cidades.IBGE, 2010). Seu principal bioma é a Mata Atlantica, com incluséo de outros ecossistemas como
mangues, estuarios, recifes e extensas faixas de areia branca. Seus recifes sdo areniticos, formando
substratos para algas e corais, e protegem a costa da energia das ondas (Fonseca et al, 2002; Falcdo et al,
2009; Barradas et al, 2012). A faixa costeira entre o Rio Maracaipe e o Rio Ipojuca comporta o principal

ndcleo turistico do distrito (Falcéo et al 2009).

Fig. 1. Distrito de Porto de Galinhas, mapa grafico (A) e fisico (B).

?
Fonte: Google Maps (2021)

O mercado turistico é a principal fonte econémica de Porto de Galinhas. Ao fim da década de 70,
que até entdo Porto de Galinhas era uma vila de pescadores, o local iniciou um processo de expansao e
urbanizacgdo para estimular a visitacdo (Mesquista & Xavier, 2013). Boa parte da mata nativa foi degradada
para abrigar essa ocupagdo (Mesquista & Xavier, 2013). Porém, nos Gltimos anos, o governo do estado

vem reconhecendo, através de estudos, que a localidade necessita de limites para a ocupacéo e zoneamento



20

da sua infraestrutura (Mesquista & Xavier, 2013). Preocupacdes que convergem em favor da preservagédo
ambiental, onde uma gestdo adequada/controlada para frear a urbanizacdo tem se tornado o principal
objetivo para a manutencao das caracteristicas naturais de Porto de Galinhas e circunvizinhas que ddo valor

ao espaco. (Pereira & Salazar, 2007; Mesquita & Xavier, 2013)

Os recifes areniticos em frente a vila de Porto de Galinhas s&o pontos altos do turismo local, pois
além da sua imagem exotica; trechos abertos e protegidos da sua estrutura permitem a formag&o de piscinas
naturais quando a maré esta baixa (Figura. 2) (Sarmento & Santos 2012; Barradas et al, 2012; Santos &
Candido 2018; Pegas et al, 2018). A formagao dessas piscinas é aproveitada como uma atividade recreativa
pelos turistas, por permitir contato com a ecologia local, através de mergulhos e passeios de jangada (Silva
etal, 2011; Barradas et al, 2012). As piscinas naturais sdo marcas registradas de Porto de Galinhas (Visadas
nos prémios que a praia recebe), devido a sua popularidade e proximidade a costa, dezenas de milhares de

visitantes chegam a circular nos recifes e em torno das piscinas por més (Silva et al, 2011; AJPG, 2021).

Fig. 2. Piscinas naturais de Porto de Galinhas (A), localizada frente a praia de Porto de Galinhas (B), destino

Fonte: O autor (2018)

As caminhadas nas piscinas naturais em Porto de galinhas causam sérias perturbacfes ao seu
ecossistema devido ao sobre-peso humano na estrutura recifal (Williamson et al, 2017). Tais perturbagdes
geram a retracéo da vida marinha e da biomassa (Sarmento & Santos, 2012; Beeharry et al 2021). O pisoteio
pode ocasionar a erosdo dos recifes que leva a descaracterizacdo do habitat e, assim, perda de
biodiversidade, comprometendo a distribui¢do das espécies (Eichler et al, 2019). Williamson et al (2017)
observaram na llha de Hereon (Australia) como recifes pisoteados apresentavam pouca abundancia de
material rigido e uma grande quantidade de corais mortos e sedimentados, além da baixa quantidade e
diversidade de peixes. A erosdo dos recifes também pode ocasionar, além da perda de microhabitats das
espécies recifais, a suspencao de matéria, aumentando a turbidez da agua, impedido que a luz do sol auxilie
processos de crescimento e restauracdo de organismos bentdnicos e a assimilagdo de nutrientes no préprio
coral (Williamson et al, 2017; Eichler et al, 2019; Beeharry et al 2021).
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Em preocupacdo quanto as questdes de conservacdo e preservacdo das praias, a prefeitura de
Ipojuca tém planejado um perfil conservacionista para o distrito de Porto de Galinhas, com o
desenvolvimento de projetos ecoldgicos, acBes de preservacdo da biodiversidade de habitats e atividades
realizadas de forma sustentavel e fiscalizadas (www.ipojuca.pe.gov.br; AJPG). Porto de Galinhas sedia
projetos de conservacdo como o Ecoassociados e o Hippocampus (Ecoassociados; Prefeitura de Ipojuca,

2019), que se somam aos seus atrativos turisticos.

Porém, foram poucos os estudos e iniciativas empregadas para monitorar e quantificar os efeitos
diretos da pressdo turistica no meio natural, em tempo real e continuo. A falta desses dados pode representar

uma lacuna importante na conservacéo local.

2.3 MONITORAMENTO AMBIENTAL

O monitoramento ambiental é uma atividade que, através de analises consecutivas e padronizadas,
buscam respostas em relagdo & acdo de um componente quimico ou bioldgico e seus impactos nas condicdes
de um ecossistema ao longo do tempo (Oost et al, 2003). Em situagdes de toxicidade séo feitas descrigdes

métricas do xenobionte ou da resposta bioldgica de um organismo ao agente perturbador (Oost et al, 2003).

SituacBes onde ha a necessidade da analise da vulnerabilidade de um ambiente séo os principais
exemplos da aplicacdo e efetividade do biomonitoramento (Aylward, 2018). Biomonitoramento pode ser
definido como o uso sistemético das respostas de organismos vivos para avaliar as mudancas ocorridas no
ambiente, geralmente causadas por acfes antropogénicas (Buss et al, 2003). Entre os objetivos do
biomonitoramento estdo as abordagens visando a salde publica, manejo de risco em larga extensdo para
fins de preservacgdo e conservagdo ambiental e na investigacao das caracteristicas de novos contaminantes
(Bergamaschi et al, 2017; Aylward, 2018). Assim, no contexto da conservacdo ambiental, o
biomonitoramento atua no diagnéstico, no prognostico e nas medidas preventivas em resposta a impactos

ambientais (Bergamaschi et al, 2017; Aylward, 2018).

Em ambientes marinhos, o procedimento tem alcangado grande relevancia devido a crescente
contaminagdo pela acdo antrépica (Orani et al, 2018). Apesar de métodos fisico-quimicos serem bastante
aplicados para investigar a condicdo do ecossistema, metodologias de biomonitoramento compensam
muitas de suas limitacGes, disponibilizando respostas sensiveis e precisas (Orani et al, 2018; Dovzhenko et
al, 2020). Isso porque muitos ensaios quimicos precisam ser direcionados ao agente de interesse e, a
depender de suas propriedades quimicas, sd0 necessarios mais testes para saber se ocorre um contato
continuo resultando em danos nas espécies locais ou uma sazonalidade de ac&o prejudicial (Dennis et al,
2017). Quando fatores fisicos interagem com os agentes quimicos podem alterar seu efeito ecotoxicologico,
porém, 0s ensaios comuns ndo sdo precisos em quantificar essa relagdo (Dovzhenko et al; 2020). Neste
contexto, a utilizacdo de parametros bioldgicos no biomonitoramento pode ajudar a esclarecer as mudancas

causadas pelo agente téxico no ecossistema (Dovzhenko et al, 2020).
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Mashall et al (2019) utilizaram gastrépodes (Nerita chamaeleon e Planaxis sulcatus) como
indicadores para o biomonitoramento da acidificacdo em aguas costeiras. A observacdo de anormalidades

das conchas dos animais possibilitou reconhecer os locais com maior impacto ambiental.

Van Oosterom, et al. (2010) sugeriram que os caranguejos de lama (Scylla serrata) tém grande
potencial como espécie indicadora para a qualidade da agua e programas de monitoramento de ecossistema

nas regides costeiras tropicais da Australia.

Entre os métodos utilizados no biomonitoramento, os modelos celulares/moleculares possibilitam

uma resposta rapida e descritiva do efeito téxico (Dovzhenko et al, 2020).

Falcdo et al (2020) demonstraram através de ensaios genotoxicos realizados em hemacitos de
Cardisoma guanhumi, coletados em estuarios da regido nordeste do Brasil durante dois anos, que a espécie
sofreu um maior estresse genotoxico em periodos de maior precipitagdo, provavelmente devido a lixiviagdo

de rejeitos vindos de polos industriais presente na regio.

Lima et al (2019) utilizando as metodologias do teste microndcleo e ensaio cometa em Mugil
curema (pisces) de cinco estuarios do estado de Pernambuco (Brasil), apontaram para um maior estresse

sofrido por espécimes préximos a centros urbanos do que os individuos coletados em uma area pristina.

2.4 GENETICA TOXICOLOGICO EM AMBIENTE MARINHO

Ambientes marinhos sdo vulneraveis a toxicidade de uma série de despejos e rejeitos. Pesquisas
envolvendo ecotoxicologia e genética tem promovido o conhecimento das consequéncias desta toxicidade
no patriménio bidtico (Magalhdes & Ferrdo-filho, 2008, Khan et al, 2019; Campos et al, 2019).

LesGes no DNA, quando ndo reparadas, se acumulam no organismo, podendo resultar em
problemas relativos & morbidade, mortalidade, fertilizacdo e reproducdo (Lee & Steinert, 2003). Estudos
tém relacionado essas lesdes no DNA a efeitos biologicos no nivel celular e fisiolégico, como a reducéo do
crescimento, inducdo de anormalidades e reducdo no tempo de sobrevivéncia de embrides e adultos (Lee
& Steinert, 2003; Iman, 2019; Choudjuri et al, 2021). Barsiene et al (2006) e Bagar et al (2017)
demonstraram que o efeito genotoxico da diluicdo de agentes poluidores na dgua do mar aumentou a
tendéncia de desenvolvimento de enfermidades na biodiversidade, bem como Martins & Costa (2015)

observaram a mesma tendéncia em populagdes locais.

Apesar das atividades humanas serem os principais agentes perturbadores ambientais (Carugati et
al 2018; Alli et al, 2019; Manisalidis et al 2020; Zhou et al 2020) nem todas as fontes de danos genémicos
provém de a¢des antropicas. Eventos naturais como os elementos radioativos e a incidéncia solar sao alguns
exemplos de causas de danificacdo gendmica. (Lee & Steinert, 2003; Fuentes-Ledn et al, 2020; Goyeneche
et al; 2021).
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2.4.1. Genotoxicidade

A genotoxicidade se refere ao efeito de modificar componentes celulares e do DNA responsaveis
por regular o funcionamento do genoma (Chellian et al, 2017), tendo como resultado o dano genémico.
Este desarranjo na estrutura do DNA pode comprometer a viabilidade do material genético (Srinivas et al,
2019; Mingard et al, 2020). Sendo assim, a exposicdo a agentes genotdxicos tem o potencial de mudar a
estrutura do cromossomo através de quebras na molécula de DNA (clastogenicidade) ou da sequéncia de
bases nitrogenadas (mutagenicidade), bem como interferir na dindmica da migracdo dos cromossomos na
anafase (aneugenicidade) (Souto et al, 2020). Entre os danos no DNA causados por agentes perturbadores
ambientais, que podem desestabilizar a expressdo génica e fun¢es nucleares, podem ser citadas as quebras
de fitas simples ou dupla, modificacGes e ligacBes cruzada nos pares de bases nitrogenadas. (Bickham,
2000; Zegura et al, 2009; Dabin et al, 2016; Poetsch, 2020).

Estudos tém revelado a acdo genotdxica oriunda de contaminantes fixados no solo, &gua e
alimentos, que podem comprometer a estabilidade de uma biota (Zegura, 2009; Salvagni et al, 2010; Braga
et al, 2017). Essa preocupacao € reconhecida nos objetivos de vérias pesquisas realizadas no ambiente
marinho (Gutierrez et al, 2015; Costa et al, 2017; Thirunavukkarasu et al, 2020; Musrri et al, 2021). Convém
ressaltar que o ambiente marinho, por ser o destino final da poluicéo de efluentes recreativos, domésticos
e industriais, apresenta uma maior vulnerabilidade aos efeitos nocivos de perturbadores ambientais (Cavas
& Ergene-Gozukara, 2005; Bellas et al, 2020). Para avaliacdo e monitoramento do ambiente marinho, os
ensaios genotoxicos tem se destacado pela efetividade em demonstrar os efeitos de pertubadores na biota
(Martins & Costa, 2015; Leitdo et al, 2017). Varios organismos marinhos (peixes, moluscos, crustaceos)

tém sido elencados como bioindicadores (Martins & Costa, 2015; Vignardi et al, 2015; Musrri et al, 2021).

A dispersdo crescente de microplastico, gerado pela agdo abrasiva no plastico descartado no mar,
tem mostrado uma acdo mutagénica e citotoxica e tem sido uma das novas questdes ambientais do século
(Pannetier et al, 2019). A atividade genotdxica do micropléstico foi constatada por Pannetier et al (2019),
gue ao exporem Oncorhynchus mykiss a areia contaminada com varios tipos de microplastico coletada em
varias praias dos oceanos Pacifico e Atlantico (Portugal, Chile e EUA), identificaram por meio do ensaio
cometa, que a maioria das espécies de microplasticos mostravam acdo genotdxica. Assim como no
diagndstico ambiental feito em areas impactadas das praias de Pascoa, Guam e Havai; os autores (Pannetier
et al, 2020) investigaram as consequéncias ecoldgicas da contaminagdo por microplastico em ambiente
marinho, e observaram uma relacdo direta da concentragdo de microplastico com o dano genémico em

juvenis de medeka (Adriannichthyidae) e uma maior tendéncia de morte larval da mesma espécie.

A diluigdo de filtros solares que vem se acumulando em espécies e sedimentos recifais de forma
cronica, tende a criar afecgdes histolégicas e celulares devido as propriedades citotoxica/genotoxica
(Schiavo et al, 2018) de seus componentes (Benzofenos, Didxido de Titanio) (Wood, 2018; Delmond et al,
2019; Carvalhais et al, 2021)
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Vignardi et al (2015), cientes dos efeitos de contaminacdo pelos metais pesados de filtro solares,
avaliaram o potencial lesivo do dioxido de titanio (TiO2) no peixe marinho Trachinotus carolinus. Os
pesquisares constataram que a exposicdo ao TiO; resultou em lesfes no material genético daquela espécie.
Seguindo 0s mesmo objetivos do estudo anterior, Nigro et al (2015) observaram os mesmos do efeito do
TiO2 em Dicentrarchus labrax, identificando alteracfes cromossomicas nas células dos espécimes

avaliados.

Centenas de individuos de Platichthys flesus, Clupea harengys e Zoarces viviparus foram
analisados em 82 sitios do Mar Baltico por Barsiene et al (2015), com a intencdo de verificar regiGes com
um maior ou menor impacto ambiental. A partir da quantificacdo das lesGes nucleares em células
sanguineas, 0s autores conseguiram mapear os pontos de maior genotoxicidade no Mar Baltico, muitos dos

quais ficavam préximos a locais de despejo de rejeitos quimicos.

Duart et al (2019) utilizando o teste de microndcleos em hemdcitos de caranguejos (Ucides
cordatus) de mangues brasileiros contaminados por cadmio, constataram que os individuos do sitio
contaminado eram mais resistentes ao metal do que aqueles vindos de mangues ndao contaminados, vista a

menor frequéncia de microndcleos que expressavam.

Os mexilhdes Mytilus galloprovincialis, na baia de Izmir (Turquia) analisados por Arslan et al
(2021), através da observagdo de micronucleos e alteragdes morfoldgicas nucleares em hemdcitos, permitiu

aos pesquisadores localizar os setores de maior risco ambiental da baia.

Em relacéo ao impacto continuo do turismo em ambiente costeiro, pouco tem sido relatado no que
se refere a danos genotoxicos. Cavas & Ergene-Gozukara (2005), utilizando ensaios genotdxicos em peixes,
observaram uma maior freqiiéncia de danos no material genético em praias localizadas em centros urbanos.
Porém, ndo foram encontrados na literatura cientifica estudos que tenham relacionado efeitos genotoxicos

diretamente com a flutuacdo no nimero de turistas em diferentes temporadas.

2.4.2. Ensaios para a avaliagdo de genotoxicidade

A contribuicdo de marcadores genéticos € significativa em estudos de diagndstico e
monitoramento ambiental, onde analises de caracteristicas do nicleo celular podem quantificar efeitos de
perturbadores ambientais (Moller, 2018; Michalova et al, 2020). As metodologias do Ensaio Cometa, Teste
do Micronlcleo e Alteragcbes Morfolégicas Nucleares sdo capazes de identificar e quantificar a existéncia
de lesBes no DNA e malformag6es nucleares resultantes da exposicdo de populagfes e comunidades a

agentes citotdxicos e genotédxicos (Vignardi et al 2015; Madeiros et al, 2017; Stankeviciute et al, 2019).
2.4.2.1 O Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa é um procedimento alcalino, que mensura o dano em células eucarioticas
individualizadas (Fig. 3). Esta metodologia possibilita quantificar quebras de cadeias do DNA, bem como

0 estresse oxidativo (Azqueta et al, 2014, Moller, 2016). A metodologia baseia-se na corrida eletroforética
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em lamina de células individualizadas. A corrente de eletroforese permite a migracdo diferencial dos
fragmentos de DNA lesionados do nicleo da célula. A partir disso, sdo formadas imagens que permitem

identificar a frequéncia e o nivel de ocorréncia de dano (Azqueta et al, 2014, Langie et al, 2015) (figura. 4).

Fig. 3. Explicacéo gréafica do Ensaio Cometa. As células séo isoladas, embebidas em agarose e colocadas
na lamina. Em seguida, passam pelo processo de lise e banho alcalino para a desnaturacéo das fitas de
DNA. Por fim, é submetida a corrida de eletroforese, fixada e observada em microscopio de
epifluorescéncia para analise.
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Fonte: Doktorovova et al, 2013

Inicialmente desenvolvido para testar a genotoxicidade de certos agentes quimicos, 0 ensaio
cometa evoluiu rapido como ferramenta para o biomonitoramento (Langie et al, 2015). Células de branquias
e hemolinfa Mytilus galloprovincialis (mexilhdo) foram submetidas ao ensaio Cometa, na Baia de Candarh
(Turquia), por Kacar et al (2016), para realizar um monitoramento espaco/temporal. O experimento mostrou
uma correlagdo positiva da frequéncia de dano com a presenca de metais pesados e HPAs naquela baia. O
mesmo ensaio foi aplicado em Crenomytilus grayanus (mexilhdo) na baia de Nakhodka (RUssia), onde

Slobodskova et al (2019) perceberam que a espécie expressava um terco a mais de danos gendmicos do que

Fig. 4. Ensaio Cometa expressando os niveis de dano de acordo com a fragmentacéo do nlcleo (de 0 a 4).

Fonte: Vergosa et al 2017
0s espécimes coletados em ambiente pristino. Os autores consideraram o C. grayanus como uma ferramenta

versatil para monitorar as praias urbanas locais.
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No norte do Ird, Ardeshir et al (2019) investigam os efeitos da alta contaminacao de fipronil
(pesticida) no Mar Caspio, por meio do ensaio cometa executado em individuos locais de peixe branco,
(Rutilus kutum) expostos a doses graduais de fipronil. Os resultados apresentaram uma progressao do dano
gendmico correlacionado ao fipronil, considerando esse um dos fatores responsaveis pela reducéo na taxa

de sobrevivéncia de suas larvas e alevinos.

Nagarani et al (2020) executaram 0 ensaio cometa em vinte espécies de peixes pra o
monitoramento ambiental de dois pontos do Golfo de Mannar (india), relativamente proximos a locais
antropizados. Os ensaios genotoxicos, concomitante com outros marcadores bioquimicos de toxicidade,
mostrou o baixo estresse ambiental no local, indicando que os contaminantes identificados estavam em
baixas concentracOes toxicas e que a combinagdo do ensaio cometa com outros marcadores toxicoldgicos

aumentou a robustez do monitoramento.
2.4.2.2 O Teste do Micronucleo

O teste de micronucleo foi desenvolvido no final do século X1X por Howel e Jolly (Hayashi, 2016),
que analisaram a exposic¢ao de células sanguineas de rato sob efeitos clastogénicos e aneugénicos (Gutierrez
et al, 2015). Essas anormalidades conhecidas como micronucleos sdo corpos formados de cromatina,
resultantes da fragmentacéo dos cromossomos acéntricos ou alteragdes nas fibras de fuso, fazendo com que
cromossomos inteiros e fragmentos cromossdmicos, durante a anafase do ciclo celular, ndo sejam
incorporados no nlcleo em formagéo (Figura. 5) (Obiakor et al, 2012; Gutierrez et al, 2014; Michalov4 et
al, 2020; Tripathy, 2020). O método baseia-se na contabilizagdo diferencial de células normais e células

com micronucleos (Hayashi, 2016).

Fig. 5. Expressdo de micronucleos (seta) nas espécies Oncorhynchus mykiss (A) e Cirrhinus mrigala (B).
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Fonte: Andreikenaite et al 2007; Bhatnagar et al, 2016

O teste de microncleo foi aplicado em Tridacna maxima (bivalve), junto de outros marcadores
enzimaticos, para monitorar a costa leste do Mar Vermelho (Arébia Saudita), onde foi observado que cada
marcador se expressava diferencialmente pela natureza do poluente (Al-Howiti et al, 2020). O micronicleo

foi mais expressivo na presenca de alta salinidade e rejeitos quimicos.
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O teste de micronicleos é reconhecido como uma ferramenta viavel na confirmagdo da
contaminagdo marinha por Almeida et al (2021), quando os autores fizeram um monitoramento no Porto
de Itaqui. Aplicando o teste de micronucleos em Sciades herzbergii como espécie indicadora, a alta
danificacdo gendmica na espécie constatou a contaminacdo da agua, provavelmente pelos residuos

derramados do porto.

Ek-Huchim et al (2021) ao utilizarem o teste de microntcleo em seis espécies de pleuronectiformes
(Syacium papillosum, Cyclopsetta chittendeni, Cyclopsetta fimbriata , Syacium micru-rum, Ancyclopsetta
dilecta, Syacium gunteri, e Trichopsetta ventralis) do golfo do México, expostos a HPAs e metais pesados,
observaram tais espécies constituem hbiomonitores vidveis para monitorar os efeitos das atividades

petroliferas locais.
2.4.2.3 AlteracBes morfoldgicas nucleares

Avaliar as alteraces morfoldgicas nucleares (AMN) é outro método de quantificacdo da reagdo
genotdxica ou citotdxica de um organismo exposto a um ambiente contaminado (Botelho et al; 2015;
Tripathy et al, 2020). Esta metodologia tem sido utilizada para 0 monitoramento em ambiente aquético,
envolvendo contaminacdo de agua doce e marinha por atividades agricolas, domésticas e industriais
(Gomes et al, 2015; Bianchi et al, 2019; Teles et al, 2019; Shah et al, 2020). A avaliacdo das alteracdes
morfolégicas nucleares foi descrita, primeiramente, por Carrasco et al (1990), em células sanguineas de
peixes. A mensuracdo das diferentes alteragdes morfoldgicas no ndcleo é realizada similarmente aquela
para a avaliacdo de células micronucleadas. Essas alteragBes nucleares sdo descritas por terem uma
morfologia incomum ao que seria um nucleo celular normal (Gomes et al, 2015; Hussain et al, 2018)
(Figura. 6). Tais alteragdes podem resultar de problemas na fase S da replicagéo celular, tendo como causas
a alta temperatura, agentes clastogénicos e mutagénicos, peroxidacdo de lipidios no sangue e por espécies
reativas de oxigénio (ROS) que prejudicam a permeabilidade e conformagdo do envoltério nuclear (Wang
et al, 2013; Zamora-Perez et al 2014; Gomes et al, 2015; Kousar & Javed 2015; Sadiqul et al 2016;
Shahjahan et al, 2019; Ashaf-Ud-Doulah et al 2019).

Ferrante et al (2017) ao fazer um biomonitoramento no litoral da It&lia, tendo como bioindicador
a espécie Parablennius sanguinolentus, demonstraram que a maior frequéncia de abnormalidades nucleares

estava relacionada ao acimulo de metais nos tecidos sanguineo e do figado dos peixes.

Nos estuarios de Cananeia e dos municipios litoraneos paulistas Santos e Sdo Vicente (Brasil), as
AMNs analisadas em seis espécies locais (Chaetodipterus faber, Paralanchurus brasiliensis, Achirus
lineatus, Genyatremus luteus, Menticirrhus Americanos, Micropogonias furnieri) mostraram que 0s
espécimes coletadas nos sitios poluidos (Santos e Sdo Vicente) apresentaram uma maior frequéncia de

AMNSs do que os espécimes em locais preservados (Cananéia) (Braga et al, 2017).
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Fig. 6. Micronlcleo e Alteragcfes Morfoldgicas Nucleares analisadas em Oreochromis niloticus, (A)
microndcleo; (B) bud nuclear; (C) micrdcito (seta); (D) ntcleo vacuolado; ((E)-(F)) fragmentacéo nuclear
(setas); (G) retragdo nuclear; (H) cariolise; (1) citoplasma; ((J)-(L)) nicleo binucleado (setas); (M) nicleo
beirando mais do que um simples microntcleo (setas); (N) nicleo polinucleado; (O) nicleo notched; (P)
nucleo lobado; (Q) nicleos blebbed. (1000x).
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Fonte: Souza & Fontanetti, 2006

Na pesquisa de Braga et al (2019), por meio de um monitoramento marinho sazonal utilizando
varias espécie de peixes do complexo industrial Santos-S&o Vicete, Baia de Santos-S&o Vicente e Estuario
de Cananeia (Brasil), mostraram que o teste alteracdes nucleares foi efetivo para relacionar positivamente

a genotoxicidade dos locais de coleta com a suas concentracdes de oligoelementos e metais pesados.

Utilizando a espécie Boreogadus saida pela sua relevancia ecol6gica, Lerebours et al (2021)
aplicaram testes de alteracGes morfoldgicas nucleares para avaliar a suscetibilidade genotdxica da espécie
por exposi¢do a benzo(a)pireno. Os autores observaram que as concentrac@es utilizadas na pesquisa ndo

ultrapassavam o limiar de efeitos lesivos significativos ao material genético.
25 ESPECIES BIOINDICADORAS

Um bioindicador ¢ um conceito da toxicologia ambiental que representa um organismo com
respostas bioldgicas quantificAveis que permitem identificar a provavel presenca de perturbagdes,

contribuindo para avaliacdo da qualidade do seu ambiente (Mothersill & Seymuor, 2016). Respostas
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fisiologicas, bioquimicas, comportamentais e genéticas podem ser avaliadas em bioindicadores para a

verificacdo da acdo de agentes perturbadores ambientais (Mothersill & Seymuor, 2016).

As caracteristicas para um organismo ser elencado como um bioindicador sdo: populagdo
abundante e distribuida no local da perturbagao, apresentar posicao estratégica na cadeia trofica, apresentar
facilidade de coleta ou cultivdvel em laboratério, capacidade de acumular contaminantes, apresentar
longevidade possibilitando a comparacédo entre idades, fornecer tecidos ou células alvo para analises e

apresentar uma relagdo dose-resposta direta ao contaminante (Michalack & Chojnacka, 2014).

O bioma marinho esta cada vez mais exposto a uma diversidade maior de estressores (industriais
e urbanos) (Talukdar et al, 2017; Ballesteros et al 2017; Xu et al, 2020). Para avaliar o impacto desses
estressores, bioindicadores marinhos sdo competentes na detec¢do dos efeitos negativos desses agentes
(Dalzochio et al, 2016; Ballesteros et a. 2017). Os pisceformes sdo bioindicadores de consideravel
sensibilidade para tais fins (Vencze et al, 2015; Dalzochio et al, 2016), pois sdo capazes de revelar seus
efeitos em concentracOes baixas de contaminantes, além de habitarem diferentes niveis tréficos (Pinheiro
et al, 2019).

Peixes tém sido considerados bons bioindicadores para a avaliacdo de perturbadores ambientais
genotdxicos, possibilitando o levantamento de dados ambientais, que se relacionam com a toxicidade in
situ (Grisolia & Starling, 2001; Andrade et al, 2004; Porto et al, 2005; Dalzochio et al, 2016). Rocha et al
(2009), Obiako et al (2012) e Zegura & Filipic (2019) apontam para a implementacdo desses ensaios em
peixes como uma estratégia pratica e vidvel para avaliacdo de risco e vulnerabilidade de ambientes marinhos

e acao de efeitos tdxicos.

Para avaliar os efeitos da poluicdo do Mar Céspio, Esmaeilbeigi et al (2021) expuseram 120
individuos de Rutilus frissi kutum a concentracfes de benzo[a]pireno similares aquelas encontradas no sitio
de estudo. O ensaio cometa identificou altos niveis de danos genémicos no figado e branquias dos animais,
assim como no sangue foi observado um nimero elevado de células micronucleadas e binucleadas quando

compadrado ao controle. Estes resultados colocaram em alerta o estado de satde do Mar Caspio.

Um biomonitoramento in situ no estudrio de Cananéia-lguape (Litoral do Brasil) foi realizado por
Amaral et al (2021) com Cathrops spixii para acompanhar o impacto antropogénico, no periodo de 2009 a
2018. Os pesquisadores observaram um aumento da expressdo de microntcleos e abnormalidades nucleares
ao longo do tempo, indicando uma vulnerabilidade do estudrio quanto a ocupagdo humana, que também

cresceu nesse intervalo de tempo.

Cui et al (2021) ao observarem, por meio do ensaio cometa, a sensibilidade genotoxica de
Mugilogobius chulae exposto ao cascalho sujo de dleo expelido pela mineragdo marinha, apontaram a
espécie como uma potencial ferramenta de monitoramento e deteccdo da contaminagdo marinha pelas

atividades de extracdo de petrdleo e gas natural no mar da China.

Campani et al (2020), aplicaram os teste de micronucleo e abnormalidades nucleares em

Dicentrarchus labraxmodelos para observar o potencial toxico de um modelo de sacola biodegradavel
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S.p.A, apos 6 e 12 meses de deterioracdo. Os autores ndo identificaram diferenca significativa nas lesdes
nucleares dos individuos expostos com o controle, sugerindo um indicio de a sacola poder apresentar menor

risco téxico ao se deteriorar em meio marinho.

A espécie Genidens genidens foi objeto de estudo de Freire et al (2020) na avaliagdo marinha da
poluicdo de trés baias (Guanabara, Sepetiba e Ilha Grande) no Rio de Janeiro (Brasil). Devido ao histérico
de poluicdo local pela antropizacdo e pelo alto despejo de HPAs, os autores observaram, pelo teste de
microndcleo e alteracGes morfoldgicas aplicados, altos niveis de toxicidade ambiental e risco para a sadde

publica.

Salgado et al (2019) utilizaram a espécie Atherinella brasiliensis da Area de Protegfo Marinha do
Complexo Estuarino de Cananeia-lguape (Brasil), para correlacionar o dano gendmico observado nesta
espécie e a contaminagdo do sedimento por metais pesados, HPAs e produtos farmacéuticos e de higiene
pessoal (PPCP) de diferentes pontos do complexo. O ensaio cometa (em células hepaticas e sanguineas),
micronicleo e alteragdes morfoldgicas nucleares (eritrécitos), mostraram uma grande perturbagdo
genotdxica na espécie, proximo ao municipio de Cananeia, a qual apresenta uma variedade de atividades

industriais e domésticas com potencial de degradagdo da qualidade do ambiente marinho.
2.5.1 Abudefduf saxatilis como bioindicador

Abudefduf saxatilis (Figura. 7) € uma espécie territorialista omnivora, residente de corais préximos
as praias, que se alimenta no substrato coralineo e na coluna d’agua (fishbase.com, 2020) sendo

caracterizado com grande potencial bioindicador (Jan, 2000; Gratwicke et al, 2006).

Fig. 7. Espécie bioindicador, Abudefduf saxatilis.

Fonte: O Autor (2021)

Espécimes do género Abudefduf tém sido utilizados como bioindicadores na anélise da qualidade
ambiental. Lobel (2005) observou alteragdes no desenvolvimento e reproducdo de Abudefduf sordidus
mediante a exposi¢cdo a componentes quimicos na agua. A espécie tropical indo-pacifica Abudefduf
vaigiensis foi utilizada como organismo modelo por Monaco et al (2021) para quantificar a importancia

relativa do feedback de densidade e fatores ambientais estocasticos nas taxas de crescimento populacional
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separadas e agregadas de estagios de vida de colonos e juvenis, aplicando variantes do modelo Gompertz-
logistico fenomenolégico a um conjunto de dados de 14 anos. Esta mesma espécie foi utilizada para avaliar
a influéncia da temperatura na selecdo de macronutrientes (quantidades de energia de proteinas, lipidios e
carboidratos), combinando métricas de desempenho metaboélico, manipulacdes de alimentacdo e modelos

de geometria nutricional.

Especificamente a espécie A. saxatilis, varios estudos demonstram a efetividade desta espécie
como bioindicador. Herrera-Reveles et al (2013) observou em espécimes de Abudefduf saxatilis coletados
em corais venezuelanos, a deposicdo metais pesados nos seus otdlitos. Os autores atribuiram este efeito a

exposicao desses corais a polui¢do urbana.

Rodrigués-Fuentes & Luna-Ramirez (2013), ao observar a abundancia e distribuigdo desta espécie
nos litorais, reconheceram A. saxatilis como um bom bioindicador para monitoramento da polui¢cdo no
Caribe (México). Os autores observaram uma expressdo da enzima Colinesterase nesta espécie (enzima
tradicionalmente utilizada em biomonitoramentos envolvendo a contaminacdo por pesticidas e afins)

diretamente ligada a exposicdo a carbamatos e organofosforados.

Leduc et al (2021) demonstraram a resiliéncia da espécie A. saxatilis & poluicdo sonora. Os animais
ndo mostraram diferencas significativas quanto as habilidades cognitivas em diferentes tratamentos com

ruidos.

Yosef et al (2019) observaram que o ecoturismo afeta a reprodugéo A. saxatilis, com a constatacéo

da diminuicéo do tamanho e nimero de ninhos em recifes de agregacdo impactados.

2.6 PANDEMIA DO CORONAVIRUS, SARS-COV-2 (COVID 19) E O EFEITO DO
LOCKDOWN NO IMPACTO TURISTICO NO LITORAL

Em dezembro de 2019, uma nova variante infecciosa do Coronavirus Sars-Cov-2 (COVID 19) se
propagou na China (Rume & Islam, 2020). Essa nova variante viral, caracterizada por causar alguns
sintomas similares ao da gripe, pode levar ao quadro de sindrome respiratdria aguda grave (SARS), sendo
esta a grande causa da maioria dos 6bitos ocorridos (Arora et al, 2020). Com o nimero crescente de mortes,
contaminados e, principalmente, a auséncia de tratamentos médicos para amparar os enfermos, a doenca se
espalhou pelo mundo, gerando estado de emergéncia (Li et al, 2020; Manenti et al, 2020). Em marco de

2020, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) anunciou a crise como Estado de Pandemia.

Entendendo que a Unica medida segura de frear a propagacao do virus € o distanciamento social,
varios governos adotaram medidas de Lockdown; que sdo a¢Bes que impedem a mobibilidade humana
(Manenti et al, 2020). Fazem parte dessa estratégia: reclusdo doméstica e a proibicdo e fechamento de
atividades dos setores ndo essenciais a subsisténcia (academias, bares, restaurantes, etc). Em muitos paises,
a acdo afetou negativamente a economia desses setores, porém, em muitos casos essa disrupgdo econdmica-

social afetou positivamente o meio ambiente (Muhammed et al, 2020).



32

A suspenséo dos veiculos, transportes e industrias resultou numa queda stbita na poluicdo do ar e
em fontes d’agua de muitos paises (Bengala, Italia, india, Tailandia, Indonésia) (Rume & Islam, 2020). A
interrupcdo da movimentacdo turistica na costa foi um dos exemplos mais marcantes, pois sem a
disponibilidade de hotéis, restaurantes e mercados para satisfazer os visitantes, incluindo nos cenarios
costeiros, foi observada uma recuperacdo dos ecossistemas pela auséncia da perturbagdo antropica
(Zielinski & Botero, 2020).

Especificamente ao ambiente costeiro, varias praias indianas e latino-americanas apresentaram
diferencas claras entre os periodos pré e pés-lockdown nas suas configuracbes bitticas e abioticas.
PerturbacBes no ar por ruidos e gases do efeito estufa foram significativamente suprimidas e as aguas
marinhas ficaram mais claras com aspectos fisico-quimicos mais préximos ao ambiente ndo antropizado.
A vegetacdo apresentou sinais de restauracdo, além do aumento na densidade e diversidade da fauna local
(Franklin & Castro-Rodas, 2020; Coll, 2020; Edward et al, 2021).

O nordeste do Brasil foi uma das regides mais impactadas pelo virus no pais, pois, por ser uma das
regibes mais pobres, teve limitagdes para o controle dos casos, 0 que acabou acumulando um tergco dos
infectados brasileiros (Kerr et al, 2020). Apesar das dificuldades em executar as medidas de isolamento,
restricBes em hotéis e praias foram implantadas (Kerr et al, 2020). Porto de Galinhas, que captava nimeros
notaveis de turistas, teve uma séria diminuicdo no fluxo turistico devido as medidas restritivas. As
atividades recreativas na faixa de areia ficaram proibidas de margo de 2020 até junho de 2020, quando
voltaram a funcionar de forma de limitada até agosto de 2020. Os passeios de jangada continuaram
proibidos até agosto de 2020, medidas estabelecidas pelo decreto do estado de Pernambuco e Prefeitura de

Ipojuca (Brasil).

Esta inusitada situacdo ambiental tem proporcionado diversas pesquisas que objetivam avaliar 0s
impactos da auséncia/diminuicdo de acBes antrépicas no meio ambiente. Shafeeque et al (2021)
investigaram os efeitos do lockdown na poluicio atmosférica e perturbacio costeira na regido sul da Asia
através de sensoriamento remoto, e notaram que, ap6s a medida restritiva, a turbidez da agua diminuiu de
11 a 29% e a emissao de poluentes no ar de 17 a 32% nos locais amostrados. Bera et al (2021) fizeram as
mesmas analises na regido de Kolkata (india), reconhecendo uma queda significativa nos principais
poluentes locais e uma restauracdo do ambiente natural. Na Turquia, analises fisico-quimicas ao longo de
25 estacOes da bacia do rio Meri¢-Ergene (Um dos rios mais poluidos da Turquia) confirmaram uma
melhora radical na qualidade da &4gua durante o lockdown; o indice de risco de contaminacdo por metais

pesados caiu até 69% e o valor de risco carcinogénico, caiu de 60 a 94% (Tokatli & Varol, 2021).
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Resumo

A ocupacdo turistica nos litorais € um processo que gera preocupacgao ao setor ambiental por ameagar a
estabilidade dos varios ecossistemas costeiros. Por esta razdo é importante realizar monitoramentos
ambientais que analisem e quantifiquem o impacto ambiental dos seus ecossistemas. A praia de Porto de
Galinhas (Pernambuco - Brasil) possui uma das maiores demandas de visitagdo do Brasil.e sofreu
igualmente as restricbes de mobilidade humana devido & pandemia do Covid 19. Tais restricbes
possibilitaram avaliar o impacto do turismo na praia de Porto de Galinhas e o efeito da desocupag&o turistica
durante o periodo de lockdown de 2020. Amostras de sangue da espécie Abudefduf saxatilis foram
coletadas mensalmente, durante um ano e no trimestre de lockdown, para realizacdo do Teste de
Microndcleo (MN), AlteracGes Morfoldgicas Nucleares (AMN) e de forma sazonal (periodo seco/chuvoso)
do Ensaio Cometa. Como grupo controle, espécimes de A. saxatilis foram coletados em érea de prote¢édo
ambiental na praia de Tamandaré (68Km de Porto de Galinhas). Os testes de MN e AMN mostraram, de
forma significativa, a relacdo de maior ocorréncia de danos genémicos com o maior fluxo turistico. Em
relacdo ao ensaio cometa, o teste novamente monstrou uma maior incidéncia e frequéncia de danos
gendmicos no cenario normal de atividade turistica, do que nos cenarios quando a mobilidade humana
estava restrita (Lockdown e controle). Os resultados mostraram que o turismo vem causando significativo
impacto ambiental na praia de Porto de Galinhas. As observagdes levantadas no periodo de lockdown
mostraram como a auséncia da movimentagcdo humana resultou em mudancas favoréaveis a recuperacao

ambiental, demonstrada pela menor ocorréncia de danos genémicos.

Plavras chaves: Monitoramento ambiental, praias, genotoxicidade, Impacto do turismo, Pandemia do Covid
19.
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1. Introducgdo

A répida expansdo da industria do turismo, resultante da crescente tendéncia das pessoas visitarem
novos lugares, tem realgado a elevada importancia social e econdmica dessa atividade (Canteiro et al., 2018;
Barbosa, 2020). Em 2019, o setor teve um aumento de 4%, sendo cerca de 1,5 bilhdes de translocagdes
turisticas observadas mundialmente (UNWTO, 2021). O turismo é também uma das mais importantes
atividades econémicas nas regides costeiras, em particular nos paises tropicais (Gossling et al, 2018). Os
beneficios que as regides costeiras trazem as populacdes humanas, como a disponibilizacdo de uma ampla
variedade de servicos ecossistémicos, induzem o seu rapido desenvolvimento, estimulado principalmente
pelo turismo e expansdo residencial. O ecossistema mais comum nas regides costeiras tropicais sdo as
praias, onde as interagdes entre espécies e humanos podem determinar a estrutura das comunidades animais

e vegetais (Aradjo et al., 2018; Cowburn et al., 2018).

As ameacas naturais e antrépicas podem influenciar na dindmica deste ecossistema, onde a
magnitude do impacto pode ser mensurada pela severidade da pressdo antrdpica e a vulnerabilidade do
préprio ecossistema (Suciu et al., 2017; Soto et al, 2021). O uso intensivo dos ambientes costeiros pode
resultar na reducdo dos servigos ecossistémicos disponibilizados, e, consequentemente, um aumento da
pobreza e inequidade (Canteiro et al., 2018). A degradacdo do ambiente (terrestre e marinho), associada a
perda da biodiversidade, esta classificadas entre os 5 principais riscos para a economia global (Diaz et al.,
2019; Coll, 2020). Portanto, o entendimento e quantificacio destes efeitos tém se tornado premente para a
tomada de ag¢des, visando o desenvolvimento sustentavel e a manutencéo do equilibrio das interagdes entre

humanos e a vida selvagem (Coll, 2020).

O que o turismo e a ocupacgdo desordenada podem causar nas praias e nas espécies que ali habitam?
AvaliacOes de diversos parametros fisicos, quimicos e biolégicos em espécies bioindicadoras podem

contribuir na resposta a esta questao.

Todas as caracteristicas dos organismos dependem de um arranjo genético complexo, que é
selecionado ao longo do tempo evolutivo. O genoma das espécies &, portanto, 0 mantenedor de todas as
informacdes bioldgicas que permitem a persisténcia as perturbacGes ambientais, que garantem a
possibilidade da sustentabilidade e preservacao dos ecossistemas (Grant et al., 2017; Wytock et al., 2020;
Cai and Des Marais, 2021). Mas as perturbagdes ambientais podem alterar a estrutura e/ou contetdo do
material genético das espécies (Kumar et al., 2017; Falcdo et al., 2020) e sdo conhecidos como agentes
genotoxicos. Mesmo em concentragdes muito baixas (consideradas subletais), esses agentes sdo capazes de
lesionar o genoma dos individuos. Estes danos gendmicos podem alterar os mecanismos de reproducao,
embriogénese, desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia, favorecendo também 0s processos
carcinogénicos, defeitos hereditérios e teratogénicos (Gutiérrez et al., 2019; Galldo et al., 2019), bem como
resultar na perda da diversidade genética (erosdo genética), o que resulta na incapacidade das popula¢Ges
de persistirem diante de um agente perturbador (Garcia-Ulloa et al., 2020). Assim, indicar e quantificar os
efeitos dos perturbadores ambientais € de fundamental importancia para reconhecer os limites da resiliéncia
das espécies, 0 que melhora a gestdo do uso dos ecossistemas pelas atividades humano-mediadas. A

quantificacdo de danos no genoma vem sendo uma das abordagens mais efetivas no gerenciamento da
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qualidade de ambientes aquaticos. As metodologias mais empregadas para estes fins se encontram o ensaio
microndcleo e o ensaio cometa. (Adam et al., 2010; Pinheiro et al., 2013; Lima et al., 2019; Falcdo et al.,
2020). Tais protocolos estdo baseados na deteccdo da fragmentacdo do material genético em diferentes
graus de magnitudes: macrolesdes e microlesdes, respectivamente (Fenech et al., 2016; Olive et al., 1990;
Bolognesi and Cirillo, 2014). Por outro lado, a quantificagdo das alteragbes morfoldgicas nucleares se
mostra como uma terceira categoria de protocolos que visam a identificacdo de toxicidade genética por
meio da identificagdo e quantificacdo das malformagdes nucleares, devido a presenga de perturbadores
ambientais (Carrasco et al., 1990; Souza and Fontanetti 2006; Sula et al., 2020). O Sergeant-major
(Abudefduf saxatilis) ¢ um peixe bastante comum nas piscinas naturais de Porto de Galinhas, sendo um dos
componentes atrativos para a visitagcdo neste ambiente e, portanto, bons sentinelas para testar a qualidade

dos seus ambientes (Ledo and Aradjo, 2017).

A quantificagdo dos impactos do turismo nas praias apresenta a dificuldade de estabelecer locais
para comparagdes (controles), devido a improbabilidade de existirem ambientes similares, mas sem
perturbacdes (Soto et al., 2021). Apesar de praias turisticas com visitagdo anual terem diminuicdo das
pressdes antrépicas na baixa estacdo, as mesmas ndo deixam de ser afetadas por perturbadores ambientais,

ainda que em intensidade menor (Reyes-Martinez et al., 2015; Soto et al., 2021).

Os lockdown resultantes da decretacdo da pandemia de COVID 19 pela OMS em marco de 2020
causaram o confinamento de milhares de pessoas no mundo todo. As atividades turisticas durante a
Pandemia do COVID-19 foram extremamente afetadas mundialmente, com reducéo em torno de 52-78% e
com perdas econdmicas estimadas em 120 bilhdes de ddlares (UNTWO, 2020). Neste contexto, o turismo
costeiro foi um dos mais afetados (Ormaza-Gonzaléz and Castro-Rodas, 2020). O distanciamento social e
0 lockdown impostos por varios paises diminuiram consideravelmente a pressdo antropica sobre os
ambientes. Portanto, essa condi¢cdo ambiental tornou-se uma oportunidade rara para o entendimento da
magnitude dos danos ecoldgicos decorrentes da intervencdo humana (Edward et al., 2021). Neste contexto,
a pandemia do COVID-19 veio favorecer a transposicdo da dificuldade de compara¢es com um ambiente
com 0 minimo de perturbagfes antrépicas, uma vez que as restricdes a visitacdo e permanéncia nas praias
estabeleceram condicdo impar no que se refere a possibilidade da avaliagcdo da auséncia temporéria de
turistas neste ambiente (Coll, 2020; Manenti et al., 2020; Ormaza-Gonzaléz and Castro-Rodas, 2020; Rume
and Islan, 2020; Arora et al., 2020; Zielinski and Botero, 2020; Soto et al., 2021; Edward et al., 2021).

O Brasil por ser um pais tropical com mais de 8.500 Km de costa e clima favoravel, principalmente
na regido nordeste, possui grande potencial turistico (Aradjo et al, 2018). Todavia, durante o periodo de
restricdo social este setor econémico tem sofrido uma intensa reducéo em mais de 80% na taxa de ocupagéo
hoteleira (Barbosa, 2020). Um exemplo do impacto da pandemia de Covid 19 sobre o turismo € a praia de
Porto de Galinhas (Ipojuca, Pernambuco, Brasil) que, devido as suas belezas naturais de flora e fauna, boa
infraestrutura hoteleira e culindria, é classificada como das praias brasileiras mais atrativas para turistas
(Barbosa et al., 2015; Aradjo et al., 2018). O decreto n® 667/2020 que interditou todas as praias do litoral,
rios e mangues do Municipio do Ipojuca (PE), causou severo impacto no turismo em Porto de Galinhas,
tendo também sido suspensa a atra¢do turistica mais famosa da praia, 0s passeios de jangada até as piscinas
coralineas. (Prefeitura de Ipojuca, 2020).
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No presente estudo foi avaliado o impacto do turismo em uma praia tropical (Porto de Galinhas —
Brasil) através de parametros de danificacdo gendmica, sendo comparados periodos de intensa
movimentacdo humana nesta praia e uma regido pristina, bem como o periodo de lockdown imposto pela
pandemia do COVID 19.

2. Materiais e métodos

2.1 Amostragem do material bioldgico

Mensalmente 10 espécimes de Abudefduf saxatilis foram coletados em uma das piscinas naturais
de Porto de Galinhas (Ipojuca, Pernambuco, Brazil; Fig. 1) entre julho/2017 e junho/2018 (Com turismo),
bem como durante as restri¢des pandémicas (junho a agosto de 2020 — Sem turismo). O critério de escolha
de uma Unica piscina para a amostragem foi devido & ocorréncia de impactos relacionados ao pisoteio e
visitacdo acentuada, incluindo a préatica de banho. Todas as coletas foram realizadas na maré baixa (variagdo
entre 0,0 — 0,5), no periodo da manha. Para a amostra controle foram coletados dez espécimes da mesma
espécie na Praia de Tamandaré (PE - Controle) a 58,7 km de Porto de Galinhas, em junho de 2018. Esta
coleta em Tamandaré foi realizada em uma piscina natural situada a uma distancia de 2 km da zona de praia

onde ndo sdo realizadas visitagOes turisticas, sendo esta regido uma area de prote¢do ambiental.

Fig. 1. Mapa de localizacdo das praias de Porto de Galinhas e Tamandaré (Estado de Pernambuco
Brazil). A. Praia de Porto de Galinhas e a piscina natural onde foi realizada a coletados animais. B.
Jangadas na piscina natural, local de amostragem. C. A espécie amostrada Abudefduf saxatilis. D.

Coleta de sangue em Abudefduf saxatilis. Fonte: O autor
-40.00 -38.00 -36.00 -34.00 32,00 T332 32 @5:‘

A

-6.00

Legenda

(© Pernambuco
@ P. de Galinhas
@ Tamandaré

-8.00

-10.00

0 100 200 km

Fonte: O Autor (2021)

2.2 Coleta de dados ambientais
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No momento da coleta do material bioldgico, foi verificada a temperatura da agua em graus Celsius
(°C), com termbémetro em haste, a uma profundidade de um metro dentro da piscina em questdo. Dados
pluviométricos mensais da regido também foram obtidos na Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima

(http://www.apac.pe.gov.br). O nlimero de visitagdes mensais feitas por jangadas até a piscina natural em

estudo foi obtido na Associacdo de Jangadeiros da Praia de Porto de Galinhas — Secretaria do Meio
Ambiente do Municipio de Ipojuca (Pernambuco, Brazil). Nesta mesma secretaria foi obtida a taxa de

ocupacdo hoteleira mensal em Porto de Galinhas.
2.3 Analises genotdxicas

A partir do sangue dos espécimes amostrados foram obtidos dados de danos gendmicos pelo ensaio
microntcleo (MN) [sensu Heddel (1973) e Schmid (1975), com algumas modificacGes], pelo ensaio cometa
(CA) [sensu Singh et al (1988) com algumas modificacdes] e alteracdes morfoldgicas nucleares em
eritrécitos (ENAS) (Carrasco et al., 1990).

2.3.1 Micronucleos e Alteracdes morfoldgicas nucleares

Cerca de 0.5 ml de sangue periférico foi coletado de cada animal no momento da captura. Com
uma gota de sangue de cada animal foi realizado um esfregaco sanguineo em laminas para microscopia
secas, numeradas, datadas e identificadas e, posteriormente, mantidas a temperatura ambiente. No
laboratorio, as laminas foram fixadas em metanol absoluto por cerca de 5 minutos, sendo, posteriormente,
lavadas em agua destilada e coradas com Giemsa (absoluto — cerca de 2 minutos). Depois de secas a
temperatura ambiente, as ldminas foram analisadas em microscopia Optica, em objetiva de 100x, sendo
observadas 3000 células (eritrécitos) por animal entre as quais foram contabilizadas as células normais e

micronucleadas.

Para a andlise das alteragbes morfologicas nucleares foram utilizadas as mesmas laminas
confeccionadas para a analise de micronucleos, seguindo a metodologia acima descrita. Também foram
contabilizadas cerca de 3000 células por individuo, sendo discriminadas de acordo com a classificagdo
proposta por Carrasco et al. (1990). Portanto, a contabilizacdo das alteragdes morfoldgicas nucleares

ocorreu concomitantemente aquela referente as células micronucleadas.

2.3.2 Ensaio cometa

O CAs foi realizado sazonalmente nas estagdes seca e chuvosa que caracterizam o clima da regido.
A estacdo seca compreende o periodo entre setembro a fevereiro. As chuvas se concentram entre maio e
julho. Os meses de abril e agosto sdo meses de transicao, tendo sido considerado neste estudo abril como
periodo chuvoso e agosto sendo incluido no periodo seco. No més de junho de 2020, correspondendo o
periodo pandémico, também foi incluido nesta andlise. A realizagdo sazonal desta metodologia contribuiu
sobremaneira para a analise dos diferentes danos possivelmente causados na molécula de DNA, conforme
a possivel disponibilizagdo diferencial dos agentes genotdxicos nas duas estagdes, como também na

auséncia de turismo na praia de Porto de Galinhas.


http://www.apac.pe.gov.br/
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Para a realizacdo desta metodologia o procedimento de coleta de sangue foi realizado
concomitantemente e igualmente a coleta para o0 Ensaio Microntcleo e Alteracdes Morfolégicas Nucleares.
Laminas para microscopia foram previamente preparadas com agarose (1,5% - 1,5 g de agarose em 100 ml
de solucdo PBS) conforme os procedimentos propostos por Singh et al. (1988). Foram analisadas 100
células de cada individuo. A avaliagdo foi feita de acordo com o comprimento da cauda em quatro classes;
0 — sem dano aparente; 1 — dano aparente; 2 — dano pequeno; 3 — dano médio; 4 — dano maximo. Os niveis
de danos no DNA foram comparados entre as coletas sazonais (periodo seco e chuvoso) e a pandémica,

sendo estabelecidos os indices e frequéncias de danos.

2.4 Analises estatisticas

As médias gerais dos danos gendmicos (microntcleos e alteragdes morfologicas nucleares) de cada
periodo de estudo (controle, com turismo e sem turismo) foram calculadas e foram estabelecidos os indices
de proporcionalidade nas seguintes comparagdes: controle vs com turismo, controle vs sem turismo e com
turismo vs sem turismo. Esses indices de proporcionalidades indicam quantas vezes maiores foram

observados os danos gendmicos em cada uma das comparacgdes descritas acima.

Para cada amostra, o nimero de células micronucleadas e o nimero de alteracbes morfolégicas
nucleares foram contados, e as taxas e frequéncias de danos foram determinadas pelo ensaio do cometa.
Esses valores foram comparados utilizando & analise de varianicia & um fator (data log (x+1) transformado),
considerando as praias (Porto de Galinhas e Tamandaré) e o turismo (presenga ou auséncia) como variaveis
preditoras. O teste Tukey foi realizado quando os resultados de ANOV A se mostravam significativos (Zar,
2010). Adicionalmente, & analise de variancia permutacional multivariada a um fator (PERMANOVA)
(Anderson, 2001) foi aplicada comparando todo o total de alteragdes nucleares (MN+ENAS) (data log(x+1)
convertido — Distancia euclidiana), com as praias (Porto de Galinhas e Tamandaré) e o turismo (presenca e
auséncia) como variaveis preditoras. Uma andlise candnica das coordenadas principais (CAP) (Anderson
& Willis, 2003) foi usada para avaliar os padrdes multivariados das altera¢fes nucleares (com base em
matrizes de semelhancga preparadas usando distancia euclidiana com data log(x+1) transformado) entre as

praias e as datas das coletas.

O modelo linear baseado e distancia (DistLM) foi tilizado para identificar quais caracteristicas
ambientais (temperature, pluviometria, ocupacdo hoteleira e nimero de passeios de jangada) eram
preditoras das altera¢fes nucleares. O melho modelo foi escolhido utilizando o procedimento direto com
9999 permutagdes com base no critério de selecdo AIC. As anélises e os testes foram executados no
PRIMER 7 + PERMANOVA (Anderson et al., 2008), e um nivel de 5% de significacia foi executado para

todos os testes.

3. Resultados

As maiores precipitacdes pluviométricas, temperatura da agua, taxa de ocupacdo hoteleira (%) e
namero de jangadas na piscina natural foram observados em abril de 2018 (534,4mm), marco de 2018
(310C), janeiro de 2018 (89,06% dos quartos de hotel ocupados) e janeiro de 2018 (25.583 jangadas). Em
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agosto e novembro de 2017 a temperatura da agua (240C) e a precipitagdo pluviométrica (6 mm) foram
minimas. A taxa de ocupacdo hoteleira foi minima no periodo de Lockdown (junho/2020: 11,0 %;
julho/2020: 11,9% e agosto/2020: 12,3%). Neste periodo também néo foi observada visitacdo por jangada

nas piscinas naturais (Tab. 1).

Tabela 1. Valores médios de precipitacdo pluviométrica, temperatura da agua, taxa de ocupacdo
hoteleira, nimero de visita¢cdes de jangadas nas piscinas naturais e nimero de células micronucleadas e
com alteragcbes morfolégicas nucleares em Abudefduf saxatilis. Com turismo (Porto de Galinhas de
julho/17 a junho/18), Sem turismo (Porto de Galinhas de jun-ago/20, periodo de restri¢do de mobilidade

humana) e Controle (Praia de Tamandarg).

Month/Year  Rainfall Water Hotel Number  Micronucleated Nuclear
(mm) temperature  occupation  of hoats cells morphological
(°C) rate (%) alterations

Control 496,8 25 NA NA 9,9 41,5
Jul/17 496,8 25 73,86 13989 13,4 84,2
Aug/17 55,5 24 64,06 8780 18,9 107,5
Sep/17 124,7 25 74,39 10153 16,1 130,0
Oct/17 40,3 27 71,86 12245 32,2 112,8
Nov/17 6,0 28 68,79 11599 17,0 72,5
Dec/17 60,9 29 75,49 15601 18,0 63,7
Jan/18 130,4 30 89,06 25583 31,4 65,5
Feb/18 191,3 30 82,26 13844 20,0 49,2
Mar/18 242,5 31 70,45 14017 18,3 106,2
Apr/18 534,4 29 72,67 9454 21,6 65,2
May/18 221,3 28 63,95 8326 21,9 28,3
Jun/18 87,3 28 65,96 7123 12,3 38,0
Averages 182,62 27,83 72,73 12559,9 20,09 76,92
Jun/20 368,4 27 20,0 0,0 11,0 27,6
Jul/20 163,3 27 25,5 0,0 11,9 20,9
Aug/20 123,2 28,5 33,5 0,0 4,6 46,7
Averages 218,3 27,5 26,33 0,0 9,16 31,73

Os danos gendmicos em eritrocitos de Abudefduf saxatilis, coletados em Porto de Galinhas
mensurados mensalmente, revelaram uma variacdo entre as médias dos danos observados. Em relagdo a

presenca de células micronucleadas, a menor média (4,6) de micronicleos foi observada no més de agosto
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de 2020, e maior média (32,2) em outubro de 2017 (tabela 1). As alteracbes morfoldgicas nucleares
apresentaram a menor média em julho de 2020 (20,9) e a maior em outubro de 2017 (112,2). Todos 0s

valores observados estdo sumarizados na tabela 1.

Os indices de proporcionalidade relativos as médias gerais de células micronucleadas e alteragdes
morfologicas nucleares estdo apresentados na tabela 2, conforme as seguintes comparagdes: controle vs

com turismo, controle vs sem turismo e com turismo vs sem turismo.

Tabela 2. indices de Proporcionalidade das médias gerais de células micronucleadas e alteracdes
morfoldgicas nucleares de Abudefduf saxatilis nos periodos de estudo.

Micronucleated cells

Periods Control With tourism Without tourism
Averages 9.90 19.31 9.16
Proportionality Index
Control 9.90 1.95 1.08
With tourism 19.31 211
Without tourism 9.16

Nuclear morphological alterations

Periods Control With tourism Without tourism
Averages 31.60 94.50 31.53
Proportionality Index
Control 31.60 2.99 1.00
With tourism 94.50 2.99
Without tourism 31.53

A anélise de varincia do nimero de eritrdcitos micronucleados observados nos meses de estudo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,0001) (figura 2) em relagdo ao controle nos
meses de outubro de 2017 e janeiro de 2018. A analise a posteriori pelo teste de Tukey confirma tais
diferencas estatisticas (tabela 3). O periodo de lockdown apresentou, segundo a ANOVA e Tukey, diferenca
estatistica altamente significativa de células micronucleadas em relacéo aos meses com as maiores médias
de células micronucleadas (32,2; 31,4; 21,6 e 29,9 em outubro/17, janeiro/18, e abril e maio/18,

respectivamente) (Tabela 3).
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Micronucleated cells
Current effect: F(15, 140)=4,6022, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

Micronucleated cells

Control Augl7 Oct17 Dec17 Feb18 Apris Jun18 Jul20

Samples/month

Fig. 2. Anélise de Varidncia (ANOVA: média e desvio
padrdo) dos nimeros de células micronucleadas observadas
nos eritrécitos de Abudefduf saxatilis coletados mensalmente
em Porto de Galinhas (periodo com e sem turismo) e no
controle ao longo do periodo de estudo, em relagdo a amostra
controle e o periodo de lockdown.

Tabela 3 Comparagdes pelo teste de Tukey entre 0s nimeros de micronlcleos em eritrocitos de Abudefduf
saxatilis, coletados em Porto de Galinhas no periodo de monitoramento (Jul/17-Jun/18) e lockdown
(Jun/20-Ago/20) em relacdo ao Controle. Nivel de significancia 0,05

Samples

control  jul/l7  aug/l7 sep/l7 oct/17  nov/17 dec/l7 jan/18 feb/18 mar/18 apr/18 may/18 jun/18 jun/20  jul’20  aug/20
control 0,999996 0,87732 0,995336 0,0011822 0,982129 0,943925 0,001428 0,8613 0,925499 0,511654 0,466041 1 1 1 0,999173
juliiz 0,998737 0,999999 0,0164258 0,999994 0,999848 0,020522 0,996766 0,999672 0,938185 0,918536 1 1 1 0,895097
aug/17 0,999998 0,3295712 1 1 0,392948 1 1 0,999999 0,999995 0,991164 0,95425 0,984356 0,183376
sep/l7 0,0879626 1 1 0,109475 0,999995 1 0,998737 0,997718 0,999987 0,999472 0,999952 0,542462
oct/17 0,141596 0,22727 1 0,642955 0,258764 0,717447 0,757621 0,00755 0,002836 0,005624 0,000017
nov/17 1 0,174648 0,999999 1 0,999848 0,999672 0,999802 0,996705 0,999472 0,40719
dec/17 0,276082 1 1 0,999994 0,999981 0,998116 0,984356 0,99607 0,276082
jan/18 0,716538 0,716538 0,78956 0,825459 0,009371 0,003475 0,006956 0,006956
feb/18 1 1 1 0,984616 0,940102 0,975448 0,213879
mar/18 0,999998 0,999994 0,996705 0,976933 0,993523 0,242347
apr/18 1 0,847447 0,679715 0,801898 0,039871
may/18 0,813869 0,634795 0,763843 0,032836
jun/18 1 1 0,963118
jun/20 1 0,993523
juli20 0,976933

aug/20
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Diferengas estatisticamente significativas (ANOVA e Tukey) entre os valores de alteracBes

morfoldgicas nucleares, contabilizadas mensalmente nos eritrocitos dos animais, foram observadas

principalmente entre o periodo de lockdown e os meses de julho a outubro de 2017, e margo de 2018 (Figura
3, tabela 4)

Morphological Nuclear Alterations

Morphological Nuclear Alterations

Current effect: F(15, 140)=7,4069, p=,00000

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Fig. 3. Andlise de Variancia (ANOVA: média e desvio
padréo) das alteracfes morfoldgicas nucleares observadas nos
eritrdcitos de Abudefduf saxatilis coletados mensalmente em
Porto de Galinhas, em relacdo ao controle e o periodo de

lockdown.

Tabela 4. Comparagdes entre os nimeros de alteragbes morfoldgicas nucleares em eritrocitos de
Abudefduf saxatilis, coletados em Porto de Galinhas no periodo de monitoramento (Jul/17-Jun/18) e
lockdown (Jun/20-Ago/20) em relagdo ao Controle. Nivel de significancia 0,05

Samples

control  jul/l7  aug/l7 sep/17 oct/17  nov/17 dec/l7 jan/18  feb/18 mar/18 apr/18 may/18 jun/18 jun/20  jul’20  aug/20
control 0,189426 0,003118 0,000014 0,001539 0,609313 0,90448 0,860579 0,999926 0,004112 0,868603 1 1 1 0,999997 0,999965
juliiz 0,994449 0,408235 0,9686724 0,999999 0,99861 0,999519 0,91317 0,996972 0,99942 0,120309 0,392813 0,108579 0,036723 0,744139
aug/17 0,996151 1 0,828812 0,488493 0,563409 0,183861 1 0,550857 0,001513 0,011619 0,001293 0,000271 0,046187
sep/17 0,9998822 0,094867 0,021391 0,029697 0,005457 0,993099 0,028139 0,000057 0,000705 0,000047 0,000007 0,000593
oct/17 0,674241 0,331154 0,395688 0,11114 1 0,384555 0,000742 0,005874 0,000634 0,000132 0,030106
nov/17 1 1 0,998115 0,865959 1 0,472097 0,843703 0,443775 0,215186 0,984752
dec/17 1 0,999995 0,542494 1 0,816376 0,985304 0,79354 0,529966 0,999848
jan/18 0,999976 0,617606 1 0,755111 0,972616 0,729217 0,455849 0,999488
feb/18 0,213873 0,999981 0,999404 0,999998 0,999127 0,984977 1
mar/18 0,605158 0,002018 0,014948 0,001729 0,00037 0,069429
apr/18 0,76588 0,97517 0,740439 0,46802 0,999577
may/18 0,999999 1 1 0,999603
jun/18 0,999998 0,999837 1
jun/20 1 0,999383
jul/20 0,984752

aug/20
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Na Analise de Canonica de Coordenadas - CAP (Figura 4) foi possivel observar a separacdo entre
as amostras dos momentos com turismo daquela onde esta atividade foi restrita e a area controle. Também
foi observada uma sobreposicdo dos danos gendmicos apresentados nos momentos sem turismo e a area
controle, além de uma sobreposicédo parcial entre 0 dano gendmico da area controle e aqueles nos momentos
com turismo. Sutis sobreposicBes foram observadas entre os danos genémicos de todas as situacdes
avaliadas. A CAP foi capaz de explicar 95% (m:9) da relagdes e classificou 71% das amostras. O primeiro
eixo canodnico (31 : 0,61), demonstra a correlagdo mais forte com a hipotese de que existem dois grupos
principais de amostras, sendo o primeiro o grupo com atividades turisticas ativas e o segundo o grupo com
0 turismo restrito e a area controle. As varidveis de danos gendmicos mais fortemente correlacionadas com
a separacdo das amostras foram: Micronucleos, Ncleo Blebbed, Ndcleo Vacuolado, Bud Nuclear e Nicleo

Lobulado, todas com valores mais altos nas amostras de peixes nos momentos do turismo.

Fig. 4. Gréafico da Analise Candnica de Coordenadas Principais das variaveis de danos
gendmicos e areas com e sem turismo e controle. Os vetores a direita indicam as variaveis com
correlacdo de Pearson maior que 0,5, em relacdo a divisdo dos grupos
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Fonte: O Autor (2021)

Ao comparar 0 nimero de micronucleos é possivel perceber a diferenca estatistica significativa entre os
momentos com turismo e o controle, e com o turismo e sem o turismo. Porém, a comparagdo entre 0
momento sem turismo e o controle ndo apresentou diferenca estatisticamente significativas. O mesmo

padrdo se repetiu para o conjunto de alteracdes nucleares totais (MN+ENAS) (tabela 5).

Tabela 5. ComparacGes (PERMANOVA) entre 0s momentos com e sem turismo e area controle em
relacdo aos nimeros de micronucleos e danos gendmicos totais (microntcleos + alteragcdes morfoldgicas

nucleares).

Micronuclei
Source of df SS MS Pseudo-F P (Perm) Unique

variation permutations
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Sampling 2 57.59 28.79 16.41 0.001 999
occasion
Residuals 153 268.46 1.76
Average distance between/within sampling occasions
With Tourism Without Tourism Control
With 1.58
Tourism
Without 1.83* 1.24
Tourism
Control 1.79* 1.25 1.35
Whole Nuclear Alterations
Source of df SS MS Pseudo-F P(Perm) Unique
variation permutations
Sampling 2 330.42 165.21 8.27 0.001 999
occasion
Residuals 153 3055.5 19.97
Average distance between/within sampling occasions
With Tourism Without Tourism Control
With 6.52
Tourism
Without 6.09* 3.63
Tourism
Control 5.93* 3.94 4.05

Fonte: O Autor (2021)

Os Modelos Lineares baseados em Distancia (DistLM) (tabela 6) ajustados entre os danos

gendmicos e as varidveis ambientais, o namero de células micronucleadas (microndcleos) foi a alteragéo

nuclear com a maior correlagdo com as variaveis ambientais, sendo principalmente influenciado pela

guantidade de jangadas nas piscinas naturais de Porto de Galinhas. Por sua vez, o nimero total de alteragdes

morfolégicas nucleares e o conjunto de total de alteragdes nucleares (micronlcleo + alteracBes

morfologicas nucleares), além do nimero de jangadas, foram influenciados pela temperatura.



61

Tabela 6. Modelos lineares baseados em distancia ajustados entre os danos genémicos e as variaveis

ambientais.
Micronuclei — Sequential tests for stepwise model (r? =0.59)
Variable AIC Pseudo-F P Prop! res.df?
Number  of -11.5 18.726 <0.01 0.59 13
rafts

Morphological Nuclear Alterations - Sequential tests for stepwise model (r? =0.52)

Variable AIC Pseudo-F P Prop! res.df?
Number  of -22.9 8.66 0.01 0.41 13
rafts
Temperature -23.94 2.99 0.12 0.11 12

Whole Nuclear Alterations - Sequential tests for stepwise model (r? =0.44)

Variable AIC Pseudo-F P Prop? res.df?
Temperature 34.83 431 <0.01 0.28 13
Number  of 32.47 4.05 <0.01 0.21 12
rafts

Fonte: O Autor (2021)

A andlise de danos genémicos sazonais (periodo seco, chuvoso e lockdown) pelo Ensaio Cometa
apresentou diferenca estatistica significativa (ANOVA e Tukey - p<0,001) nas comparagdes entre 0s

periodos e entre 0s mesmos e o grupo controle, com relacdo aos indices de danos (Figura 5, tabela 7).

Fig. 5. Andlise de Variancia (ANOVA: média e desvio padrdo) dos
indices de danos (ensaio Cometa) observados nos eritrdcitos de
Abudefduf saxatilis coletados mensalmente em Porto de Galinhas, em
relagdo ao controle e o periodo de lockdown.

Samples/Seasons/Lockdown; LS Means
Current effect: F(3, 36)=87,397, p=,00000

Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Fonte: O Autor (2021)
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Tabela 7. Comparagdes entre os indices de danos (ensaio Cometa) em
eritrocitos de Abudefduf saxatilis, coletados em Porto de Galinhas nos
periodos seco, chuvoso e lockdown em relagdo ao Controle. Nivel de
significancia 0,05

Samples
Controle Seco Chuvoso Lockdown
Controle 0.000159* 0.000159* 0.000159*
Seco 0.024611* 0.000159*
Chuvoso 0.000211*
Lockdown

Fonte: O Autor (2021)

As frequéncias de danos (ensaio Cometa) entre os periodos seco e chuvoso ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si (ANOVA e Tukey). Contudo, ambos diferiram em relagdo ao
controle. Porém, as frequéncias de danos gendmicos observadas no periodo de lockdown néo diferiram em

relagdo a nenhum dos periodos sazonais e ao controle (Figura 6, tabela 8).

Fig. 6. Andlise de Variancia (ANOVA) das Frequéncias de Danos
(ensaio Cometa) observados nos eritrocitos de Abudefduf saxatilis
coletados mensalmente em Porto de Galinhas, em relagéo ao controle
e 0 periodo de lockdown.

Samples/SeasonsiLockdown; LS Means

Current effect: F(3, 36)=6,3539, p=,00144
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Fonte: O Autor (2021)
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Tabela 8. Comparagdes entre as Frequéncias de danos (ensaio Cometa) em
eritrdcitos de Abudefduf saxatilis, coletados em Porto de Galinhas nos
periodos Seco, Chuvoso e Lockdown em relagdo ao Controle. Nivel de
significancia 0,05.

Amostras
Controle Seco Chuvoso Lockdown
Controle 0.003261* 0.003261 * 0.132370
Seco 1.000000 0.429941
Chuvoso 0.429941
Lockdown

Fonte: O Autor (2021)

4, Discussao

A biodiversidade é a principal fonte de funcionalidade de um ecossistema, o qual depende de uma
variedade de interacGes entre os seus constituintes, incluindo os humanos, para a manutencdo do seu
equilibrio. Qualquer perturbacdo que tenha como consequéncia a desestruturacdo desse equilibrio pode
acarretar sérios e irreparaveis danos a Natureza (Nazir et al., 2021). Entretanto, 0 meio ambiente sofre
constantes variagdes e mudangas inerentes a um sistema dindmico e ndo linear, sendo moldado
principalmente por interagfes socioecoldgicas. A exploragdo antrdpica dos recursos naturais tem causado
perturbagdes intensas na natureza, comprometendo a biodiversidade, afetando ndo sé o equilibrio natural
do ecossistema, mas também afetando negativamente a vida humana. A transposicdo dos limites dessa
dindmica pode levar a consequéncias significativas em diferentes escalas espaciais e temporais, tornando
desafiadora a compreensdo e a previsdo dos seus impactos ndo s6 para os cientistas, mas também para a

sociedade como um todo (Cheval et al., 2020; Nazir et al., 2021).

Os impactos ambientais do turismo sdo ainda poucos e inconclusivos, e apenas consideram
geralmente o impacto do transporte, ndo relacionando o setor de hospedagem e servicos, que também
causam impactos no meio ambiente (Nagaj and Zuromskait, 2021). As escassas abordagens cientificas
sobre o impacto do turismo na biota podem ser categorizadas em efeitos diretos e indiretos. Os efeitos
diretos, em geral, levam em consideracdo as consequéncias comportamentais, bioquimicas e fisiologicas
nos organismos (Lamine et al., 2019; Lynch et al., 2019; Smith et al., 2021). Nos efeitos indiretos, as
abordagens se baseiam, por exemplo, em respostas a diferentes concentraces de contaminantes especificos
ou a densidades populacionais de determinados organismos, que possam ter como causa de variacdo as
atividades turisticas (Gul and Griffen 2018; Lazcano et al., 2020; Soares et al., 2020). Os resultados
inéditos, associando diretamente a visitagdo turistica e os danos genémicos em A. saxatilis, apresentados

no presente estudo, contribuirdo para a compreensdo dos impactos do turismo nos ecossistemas praianos.
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Apesar da inquestionavel importancia socioecondmica do turismo praiano, esta atividade tem
causado grande impacto ambiental nas zonas costeiras, onde as praias exercem o papel de uma fonte
recursos naturais indispensaveis (Doris, 2020; Zambrano-Monserrate et al., 2020; Loizia et al., 2021; Bhat
etal., 2021). Neste contexto, a praia de Porto de Galinhas, devido a sua grande extenséo de recifes de corais
com sua alta diversidade de organismos, e sendo um dos polos turisticos mais frequentados do litoral
brasileiro, vem sofrendo uma alta pressdo antrépica (Aradjo et al., 2018). Além do seu alto nivel de
urbanizacdo, a alta visitacdo turistica anual (tabela 1) tem impactado este ambiente, como mostram os
resultados de danificagdo gendmica aqui obtidos, independente da estacdo climatica (seco/chuvoso)
(Figuras5e 6, tabelas 7 e 8).

Através da quantificacdo de danos gendmicos nas células de A. saxatilis, pode-se observar dois
cenarios distintos, pela Analise Canénica de Coordenadas Principais (figura 4). O primeiro cenario engloba
a maior frequéncia de danos gendmicos apresentados (tanto micronucleos quanto alteracdes morfologicas
nucleadas), sendo este correspondente ao periodo anual (julho/2017 a junho2018) com acesso turistico a
praia de Porto de Galinhas. O segundo cenario apresenta as menores frequéncias de danos, os quais foram
encontrados nos eritrcitos dos animais coletados em Tamandaré (regido controle) e no periodo sem
atividades turisticas (lockdown - junho a agosto de 2020). A magnitude das diferencas entre a expressao de
danos gendmicos, indicada pelos indices de Proporcionalidade (IP) entre as médias gerais de células
micronucleadas e aquelas com alteracGes morfoldgicas nucleares (tabela 2), indica um impacto cerca de
duas vezes maior para as alteracGes morfoldgicas nucleares (IP =2,99) e o dobro de células micronucleadas
(IP=1,95) quando comparadas as regies controle e o periodo com turismo na praia de Porto de Galinhas.
Tais magnitudes, quando comparados os periodos com e sem turismo (lockdown), apresentaram indices de
proporcionalidade também considerdveis, com valores acima de 2, tanto para as médias de células

micronucleadas (IP=2,11) quanto para as altera¢fes morfoldgicas nucleadas (IP=2,99).

Em termos gerais, a quantificacdo dos danos gendmicos em A. saxatilis permitiu observar dois
cenarios bem distintos. Um deles mostrou que as maiores frequéncias tanto MNs quanto ENAs estiveram
no periodo de turismo no ambiente recifal de Porto de Galinhas. J& o outro, caracterizado pelo lockdown
pandémico, revelou as menores frequéncias de ambas as categorias de danos gendémicos. Segundo Marshall
et al. (2014), praias com alta frequéncia de turistas durante todo 0 ano, como ¢ o caso de Porto de Galinhas,
apresentam uma grande variedade de estressores ambientais, entre os quais podem ser citados: o barulho,
residuos solidos, atividades humanas e odores. Convém salientar que a atividade de banho é permitida na
piscina onde foram coletados os peixes, promovendo uma interacdo maior entre 0s humanos e 0s animais,
podendo ocasionar o estresse nos animais residentes. Adam et al. (2011) demonstraram a relacéo direta
entre o estresse e a frequéncia de MNs em células de Rattus novergicus decorrente das mudancas no ciclo
circadiano, temperatura, e barulho. N&do apenas a presenga dos humanos, mas estes Gltimos parametros
podem ter contribuido para o estresse dos animais e, consequentemente, 0 aumento de expressdo de danos

gendmicos.

Portanto, esses indices proporcionais de danos apresentados apontam indubitavelmente para o
impacto do turismo nesta praia, sendo corroborado pelo fato de que a comparacéo entre a regido controle e

N

0 periodo sem turismo apresentaram valores proximos a 1 quanto a incidéncia de ambos os danos
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(micronucleos 1P=1,08; altera¢cdes morfoldgicas nucleares 1P=1,00), e, portanto, sem impacto relativo. As
maiores frequéncias de células micronucleadas ocorreram em outubro/2017, janeiro/2018. Apesar da
ocupacdo turistica na praia de Porto de Galinhas acontecer durante o ano todo, como demonstrado pelos
indices de ocupacdo hoteleira (tabela 1), o periodo de alta temporada acontece entre os meses de setembro
a abril, no qual se enquadram os meses acima citados, e, portanto, com um alta incidéncia do turismo.
Convém salientar que a Praia de Porto de Galinhas, pela sua insercéo geogréafica na Regido Metropolitana
do Recife (Capital do estado de Pernambuco), também recebe a visitagdo intensa de moradores da regiéo,
a qual nao foi incluida na contabilizacdo das taxas de ocupacdo hoteleira, pois tais turistas ndo costumam
pernoitar, retornando a sua residéncia ao final da tarde. Tal apontamento pode estar relacionado as
incidéncias de células micronucleadas observadas nos meses de abril e maio/2018, nos quais ocorreram
feriados prolongados (Pascoa, Dia do Trabalho e Corpus Christi), periodos onde ocorre grande

deslocamento de moradores locais para as praias.

Em janeiro/2018, que houve a maior ocupacdo hoteleira (89,06%), maior nimero de jangadas
(25583) em visitagdo as piscinas naturais de Porto de Galinhas e significativamente mais células
micronucleadas, os resultados sugerem claramente o impacto da atividade turistica nesta praia, assim como
forte relagdo dos danos gendmicos com as varidveis ambientais como nimero de jangadas e temperatura.
O microndcleo foi o parametro de danificagdo gendmica mais correlacionado ao efeito do turismo e as
variaveis ambientais (tabelas 5 e 6), sendo este, portanto, o principal biomarcador que comp®e a robustez
das analises. Tendo em vista que o nimero de células micronucleadas se relacionou principalmente com o
namero de jangadas que visitaram as piscinas naturais durante o periodo de estudo, esta correlacdo aponta

para o grande impacto da presenca turistica neste ambiente.

Fontes antropogénicas de estresse ambiental podem afetar em diferentes magnitudes e maneiras
0s ambientes praianos (Araujo et al., 2018). Araujo et al. (2018) observaram ainda que a praia de Porto de
Galinhas teve uma quantidade maior de lixo (plastico, restos de comida, madeira (espetos de madeira) e
pontas de cigarro) proveniente de seus usuarios do que outras praias com maiores niveis de urbanizacéo.
Dovzhenko et al (2020) observaram um grau (1,5 — 2,0 vezes) de danos no DNA (ensaio Cometa) em
células de branquias e glandulas digestivas de mexilhdes (Mytilus trossulus) expostos a fragmentos de
plastico in natura em comparagdo com um grupo controle. As pontas de cigarro, por se constituirem de um
filtro, retém os mais de 7000 compostos quimicos presentes no cigarro (Mansouri et al, 2020). Entre estes
se encontram metais pesados (aluminio, zinco, chumbo, selénio, cromo, niquel, cadmio, etc.), nicotina, etil
fenol, aménia, formaldeido, butano, acrilonitrila, tolueno, benzeno, alcaléide, cianeto e amianto, onde a
maioria apresenta efeito genotoxico (Thirunavukkarasu et al., 2020; Al-Saleh et al., 2020; Yamin et al.,
2020; Zhang et al., 2020; Gokalp et al., 2020; Salem et al., 2018; Laio et al., 2019; Zafra-Lemos et al.,
2021). A origem da maioria destes compostos quimicos no cigarro vem de pesticidas, inseticidas, herbicidas
e fungicidas utilizados na cultura do tabaco (Lee, 2012), que também apresentam potencial genotéxico (de
Oliveira et al., 2020; Amaeze et al., 2020). A disposicao no ambiente destes poluentes presos as pontas do
cigarro se da através da lixiviacdo e, no caso das praias, alcangam o mar sendo levados pelo movimento

das marés (Freiberg, 2014; Kadir and Sarani, 2015; Lee, 2012). Restos de comida também podem ser fontes
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poluidoras de metais pesados e pesticidas (Kopp et al, 2018), e, portanto, contribuir para a observacao de

danos no DNA em organismos expostos.

Somado a todos estes agentes perturbadores ambientais, se encontram os protetores solares, que
representam uma das principais fontes de nanoparticulas de TiO2 e ZnO encontradas nos ambientes
costeiros (Schiavo et al., 2018), com alto potencial genotéxico (Di Giampaolo et al., 2021; Kukla et al.,
2021), Desta maneira, todos os compostos acima citados podem ter contribuido para os efeitos genotdxicos

observados nos eritrocitos de A. saxatilis, coletados em Porto de Galinhas.

Diferencas estatisticamente significativas também foram observadas quanto as alteracOes
morfoldgicas nucleares (figura 3, tabela 4). A origem de tais alteracdes se baseia na ineficiéncia dos
mecanismos de extrusdo em eliminar do nucleo os fragmentos de DNA danificado (que provavelmente
originariam micronucleos), os quais permanecem ligados ao envoltério nuclear (Seriani et al., 2011). O
estresse oxidativo, em consequéncia das espécies oxigénio reativas (ROS), produzido por perturbadores
ambientais também pode ser uma causa da formagdo das alteraces morfoldgicas nucleares. Segundo
Morina et al. (2013), tal estresse oxidativo pode alterar a permeabilidade do envoltdrio nuclear, aumentando
a susceptibilidade do ndcleo a originar eritrocitos com anormalidades nucleares. Assim, as alteracdes
morfolégicas nucleares com diferencas estatisticas significativas observadas nos meses de julho a outubro
de 2017 e marco de 2018, somam-se aos efeitos genotoxicos causados pelo impacto do turismo em Porto
de Galinhas. Esta afirmagdo também se sustenta pela Analise Candnica de Coordenadas Principais (figura
4), PERMANOVA (tabela 5) e de Modelos Lineares baseados em Distancia (tabela 6). Sugere-se, portanto,
a complementaridade de ambas as abordagens metodolégicas, a analise de células micronucleadas e com

alteraces morfoldgicas nucleares, para fins de diagnostico de perturbacdes ambientais.

A sazonalidade do impacto do turismo em Porto de Galinha foi avaliada pelas microlesbes no
DNA, quantificadas pelo Ensaio Cometa. Apesar das frequéncias das microlesdes terem sido
estatisticamente significativas em relagdo ao controle e periodo de lockdown (figura 6, tabela 8), entre as
duas estacOes (seca e chuvosa) ndo foram observadas diferengas significativas. Porém, quando foram
considerados os indices de danos, as duas esta¢Ges foram significativamente diferentes entre si e em relagdo
ao controle e periodo de lockdown (figura 5, tabela 7). No periodo seco (com uma pluvisiodade média de
166,31mm; temperatura média de 28,620C, taxa média de ocupacdo hoteleira igual a 74,75%, e média do
nUmero de jangadas nas piscinas naturais igual a 14062) ocorreu uma expressdo maior de microlesdes no
DNA dos animais em rela¢do ao periodo chuvoso (pluviosidade média igual a 251,22mm, temperatura
média de 26,25°C, taxa média de ocupacdo hoteleira igual a 66,95%, e média do nimero de jangadas nas
piscinas naturais igual a 9554). De acordo com Geric et al (2018), variaveis ambientais como o indice de
incidéncia de raios UV e temperaturas mais altas, como aquelas apresentadas no periodo mais quente do
ano em Porto de Galinhas (variacdo de temperatura da agua entre 25-310C no periodo seco), podem induzir
uma maior expressao de danos observados no ensaio Cometa, aumentando também o nivel de expressao
basal (baseline) de tais danos. Tais afirmagdes estdo de acordo com os resultados apresentados pelos
animais de Porto de Galinhas. Entretanto, quando se analisam tais resultados levando em consideragao os

periodos com e sem turismo (figuras 5 e 6, tabela 7 e 8), ambos os periodos seco e chuvoso diferem quanto
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a expressdo de danos em relagdo tanto ao controle quanto ao lockdown, apontando para o impacto causado

pela intensa presenca turistica nesta praia, independente da estacdo climatica.

O periodo de lockdown deve ser considerado com uma maior atencdo, pois este periodo, o qual
vem sendo denominado anthropause (Rutz et al., 2020), pode contribuir inequivocamente para o
entendimento das interages entre humanos e a vida selvagem relativas, neste caso, a presenca de turistas
nas praias (Coll, 2020; Soto et al., 2021). Ao contrario dos efeitos negativos sem precedentes na sociedade
e na economia, o lockdown tem ajudado a reparar alguns danos ambientais (Shakil et al., 2020). E inegavel
que a pandemia do Covid-19 tem levado a melhoria da qualidade ambiental no que se refere ao ar, agua e
poluicdo sonora (Koohdaragm and Ahadi Ravoshti, 2020; Bhat et al., 2021).

Como ja mencionado, as restricdes de movimentacdo humana e distanciamento social
estabelecidas mundialmente, em combate a Pandemia do Covid-19, impactaram o setor turistico, dentro do
qual o turismo praiano foi um dos mais afetados. A auséncia da movimentacdo turistica nas praias tem
levado a mudangas notaveis neste ecossistema, como relatam varios pesquisadores (Zambrano-Monserrate
et al., 2020; Zielinski and Botero, 2020; Ormaza-Gonzalez and Castro-Rodas, 2020; Edward, et al., 2021;
Loizia et al., 2021). Segundo Mousazadeh et al. (2021), a restricdo turistica nas praias tem resultado na
evidente reducdo de poluentes na agua, e, como consequéncia, muitos animais (peixes, golfinhos e aves)
tém retornado a estes ambientes. Soto et al. (2021) observaram mudancas positivas notaveis em relacdo aos
componentes biolégicos e diminuicao de estressores antropogénicos (poluicdo, ruido, atividades humanas

e densidade do usuario) em 29 praias turisticas urbanas em sete paises latino-americanos.

Todas as comparacBes aqui estabelecidas entre os periodos com e sem turismo (controle e
lockdown) na Praia de Porto de Galinhas, em relacdo aos danos no genoma pelas trés abordagens
metodolégicas (micronucleo, alteracdes morfolégicas nucleares e ensaio cometa), mostraram a notavel
diminuigdo de efeitos genotdxicos nas células de A. saxatilis na auséncia de turistas. A sobreposicdo dos
resultados observados no periodo de lockdown aos da regido controle, ambos com a auséncia de turistas,
observada na analise de Candnicas de Coordenadas Principais (figura 4) apontam para o efeito negativo do
turismo nesta praia. Convém ressaltar que o periodo de lockdown apresentou as menores médias de células
micronucleadas (9,16) e de alteragdes morfoldgicas nucleares (31,73) tanto em relagdo ao controle (9,9 e
41,5, respectivamente) quanto ao periodo com a presenga de turistas (20,09 e 76,925, respectivamente).
Assim, a eliminacdo dos efeitos perturbadores antropogénicos, como o acontecido no lockdown, pode ser

considerada uma condicéao (baseline) mais prdxima das condi¢Ges ambientais naturais.

5. Conclusions.

Os resultados aqui apresentados vém preencher a atual lacuna no que se refere a quantificacdo dos
impactos do turismo em praias, principalmente, em relacdo ao periodo pandémico atual. A menor incidéncia

de danos gendmicos observados no lockdown, nos eritrocitos de A. saxatilis, sugere que a auséncia de
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turistas pode resultar na retomada das condi¢des ambientais mais proximas das naturais. De maneira
contrdria, a intensa presenca humana neste ecossistema pode comprometer o seu equilibrio natural, como
os efeitos negativos mensurados pelos danos gendmicos demonstraram. Portanto, as métricas aqui

apreseentadas poderdo contribuir para a elaboragédo de condutas sustentaveis para o uso do meio ambiente.
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ANEXO

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O sitio onde foram coletados os espécimes de Abudefduf saxatilis localiza-se nas piscinas
naturais da praia de Porto de Galinhas, Ipojuca - Pernambuco, Nordeste do Brasil (8°30°32.19°’S,
34°59°54.61°°0). O ponto selecionado para a captura dos animais foi a principal piscina natural
com a maior circulacdo dos turistas que chegam até a mesma por meio dos passeios de jangada.
A coleta de animais para compor o grupo controle foi realizada dentro da zona de exclusao da
Area de Protecio Ambiental Costa dos Corais, na faixa situada em Tamandaré, Ipojuca -
Pernambuco, Nordeste do Brasil (8°45'40.89"S, 35° 5'51.85"0), em uma piscina natural a cerca

de 2 mil metros da faixa de areia.

Coleta das amostras bioldgicas

Foram realizadas coletas mensais no periodo de julho de 2017 a junho de 2018 e
novamente de junho de 2020 a agosto de 2020, este correspondendo ao periodo de restri¢do de
mobilidade humana nas praias. Foram capturados dez espécimes de Abudefduf saxatilis por més
com o uso de pulsar (rede de pesca em haste). Os animais coletados foram imediatamente
processados no local para evitar que o estresse da captura e transporte pudessem causar novas
expressdes de dano gendmico, 0s quais poderiam levar a um viéz nos resultados das analises.
Cerca de 0,5 ml de sangue periférico foi coletado de cada animal, sendo destinado a confec¢éo de
esfregacos sanguineos em lamina de microscopia e para o0 ensaio Cometa. A amostra de sangue
periférico de cada organismo foi misturada a anticoagulante (HEMOFOL) no momento da captura

para que o material biol6gico fosse entdo levado para o laboratério.

Concomitante a captura dos peixes, a temperatura da agua foi aferida com um termémetro
convencional, a uma profundidade de um metro dentro da piscina natural. Os dados de
pluviometria mensal foram disponibilizados pela Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima
(APAC). Os dados mensais de passeios de jangada foram obtidos com a Associagcdo dos
Jangadeiros de Porto de Galinhas (AJPG). Os dados mensais quanto & ocupagao hoteleira de Porto

foram fornecidos pela Empresa de Turismo de Pernambuco (EMPERTUR).
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Avaliacdo da genotoxicidade

Teste de microndcleos de alteragdes morfoldgicas nucleares

A avaliacdo de microndcleos e alteracdes morfologicas nucleares foi realizada pela
analise de eritrdcitos em esfregaco sanguineo. As ldminas foram feitas em duplicatas, numeradas
e transportadas para o laboratério. No laboratério, as laminas foram fixadas com metanol (5
minutos), coradas com giemsa (3 minutos) e visualizadas em microscopio 6ptico (100x). Cerca
de trés mil (3000) células por individuo foram analisadas verificando a presenca de microntcleos
e alteragdes morfoldgicas nucleares. Para a analise de alteracbes morfoldgicas nucleares, foram
consideradas dez categorias morfolégicas: Nucleo fragmentado, Bud nuclear, Nucleo binucleado,
Caridlise, Nucleo retraido, Micrdcito, Nucleo Vacuolado, Nucleo lobado, Blebbed, e Notched.

Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa foi realizado sazonalmente, representando o periodo seco e 0 chuvoso
durante o primeiro ano de coleta, e posteriormente no periodo de restricdo de mobilidade humana.
Para a execucdo desta metodologia, ldminas foram previamente preparadas com uma superficie
de agarose (1,5% - 1,5g de agarose em 100ml de solugdo PBS), nas quais foram colocados 5 ul
da solu¢do sangue/agarose de cada animal. Esta solugdo foi preparada previamente com 120 pl
de agarose de baixo ponto de fusdo e 10 ul de sangue, sendo homogeneizada levemente. A técnica
foi executada como descrita por Ostling e Johanson (1984) e aprimorada por Singh et al (1988).

Em seguida, as laminas foram cobertas com laminulas e refrigeradas por 10 minutos.

Ao fim desse tempo, as laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas foram
acondicionadas em um porta-laminas, com a adi¢do da solucdo de lise alcalina (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, 1% Triton x-100, 10% DMSO, pH 10) previamente refrigerada (4°C) por pelo
menos uma hora. Todo o ensaio para confeccdo do material sanguineo em laminas aconteceu de
forma fotossensivel. Apés a fase alcalina, as laminas foram submetidas a uma corrida de
eletroforese refrigerada (£ 4°C) adicionando tampédo (TBE — Tris Boro EDTA 1X), onde
permaneceram por 20 minutos antes do inicio da rea¢do. O tempo de agdo foi de 20 minutos, em
40 V a 300mA. Terminado mais essa etapa, as laminas foram fixadas em etanol por 5 minutos e
coradas com 50 pl de GelRed diluido em agua ultra purificada (1:100), sendo cada ldmina coberta
com uma laminula. No escuro, as laminas foram analisadas com microscépio de epifluorescéncia.

Foram analisadas 100 células de cada animal. O reconhecimento do dano aconteceu de acordo
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com comprimento da cauda em cinco classes: 0 — sem dano aparente; 1 — dano pequeno; 2 — dano
médio; 3 — dano grande; 4 — dano maximo. Desses niveis de dano foram calculados os indices e
frequéncias de dano, que entdo foram comparados ao grupo controle do estudo.

Analises Estatisticas

A partir das médias gerais de micronucleos e alteragdes nucleares, foram estabelecidos
os indices de proporcionalidade (IP) para ambas as lesGes, relacionando: controle x com turismo,
controle x sem turismo e com turismo x sem turismo. Para verificar a correlacdo multivariada
entre os dados ambientais (precipitagdo, temperatura, passeios de jangadas e ocupacgdo turistica)
com os valores mensais do teste de micronucleos e alteragdes morfoldgicas nucleares, foi aplicada
a Permanova (Software: PRIMER 7 + PERMANOVA) (Anderson, 2001) e os modelos lineares
baseados em distancia (DistLM); identificando quais variaveis mais se relacionam com as lesbes
e comparando os periodos de coleta entre si. O DistLM foi executado com 9999 permutacdes a
5% de significancia (Anderson et al., 2008). A Analise Candnica das Coordenadas Principais
(CAP) (Anderson & Willis, 2003), foi realizada para avaliar relacdo da expressao dos danos
nucleares com os multiplos fatores. A variancia dos dados do ensaio cometa, micronuicleo e
alteraces morfologicas nucleares foi calculada com o teste ANOVA e o teste a posteriori de
Tukey (Software: StatSoft STATISTICA v. 6.0).
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