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RESUMO

As nascentes representam um importante ecossistema aquatico que permitem a formacéo de
cursos maiores de agua. Devido a isso, as nascentes necessitam ser constantemente
monitoradas, fornecendo assim uma avaliacdo detalhada deste recurso hidrico. Neste
contexto, o presente estudo objetivou analisar a qualidade da agua de trés nascentes situadas
na Area de Protecdo Ambiental do Maracand, no municipio de Sdo Luis (MA), por meio de
ensaios ecotoxicoldgicos cronicos e biomarcadores histoldgicos e genotoxicos em peixes da
espécie Danio rerio. Foram analisados parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos da dgua
e observado o comportamento dos peixes. Apos a realizacdo dos ensaios, 0s peixes foram
anestesiados para a retirada de sangue por punc¢do caudal e feito o esfregaco para que fosse
realizado o teste do microndcleo. Posteriormente, os peixes foram fixados em formol,
desidratados em série alcodlica crescente, incluidos em parafina, cortados (Spum de espessura)
e corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE) para observagéo das lesfes de branquias
em microscopia de luz. Os resultados mostram que as nascentes estudadas estdo impactadas,
apresentando niveis elevados de coliformes totais tanto no periodo chuvoso para todos os
pontos, como no periodo seco, na nascente S2. O ensaio ecotoxicoldgico caracterizou a agua
das nascentes como ndo toxica para os peixes. Entretanto, observaram-se lesdes branquiais,
mutagénicas e anomalias nucleares nos peixes submetidos aos ensaios com a agua das trés
nascentes durante todo o periodo de estudo. Desta forma, os resultados demonstram que as
nascentes da APA do Maracand se encontram impactadas, comprometendo os cursos de dgua

formados e prejudicando a sanidade dos organismos que o0s habitam.



ABSTRACT

The springs represent an important aquatic ecosystem that allow the formation of larger
watercourses. Because of this, the springs need to be constantly monitored thus providing a
detailed assessment of this water resource. In this context, the present study aimed to analyze
the water quality of three springs located in the Maracand, Area of Environment of Protection
of Maracand, in the city of Sdo Luis (MA), through chronic ecotoxicological assays and
histological and genotoxic biomarkers in Danio rerio fish. Physicochemical and
microbiological parameters of the water were analyzed and fish behavior was observed. After
the tests were performed, the fish were anesthetized for blood withdrawal by caudal puncture
and smeared to perform the micronucleus test. Afterwards, the fish were fixed in
formaldehyde, dehydrated in an increasing alcoholic series, embedded in paraffin, cut (Sum
thick) and stained with Harris haematoxylin and eosin (HE) for observation of gill lesions
under light microscopy. The results show that the studied springs are impacted, presenting
high levels of total coliforms in the rainy season for all points, as well as in the dry period, at
the source S2. The ecotoxicological assay characterized the water from the springs as non-
toxic to the fish; however, branchial, mutagenic and nuclear anomalies were observed in the
fish submitted to water tests from the three springs throughout the study period. In this way,
the results demonstrate that the Area of Environment of Protection of Maracana springs are
impacted, compromising the formed water courses and damaging the sanity of the organisms
that inhabit them.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos oferecem uma vasta fonte de recursos que vao desde a
geracdo de energia elétrica até o fornecimento de alimentos (TUNDISI, 2006). A agua doce é
indispensével ao ser humano; sua importancia vai desde o consumo até atividades industriais e
agricolas, possuindo importancia vital para os animais e vegetais (REBOUCAS; BRAGA;
TUNDISI, 2002). Neste contexto, encontram-se inseridas as nascentes de agua natural que sdo
utilizadas no abastecimento das comunidades, sendo também importantes na formacdo de
cursos d’agua e de bacias hidrograficas (ROCHA, 2009).

As atividades antropicas tém provocado danos progressivos ao ambiente pela
introducdo de ampla diversidade de poluentes. O principal receptor destes poluentes é o
ecossistema aquéatico, mesmo que os poluentes sejam lancados no ar ou no solo (BORRELY,
2001). As transformagdes ambientais decorrentes podem resultar em mudancas na estrutura e
na dindmica de um ecossistema, como modificacdes no fluxo de energia de um sistema
natural (PEREIRA et al., 1997). Além disso, os impactos ambientais que resultam de
atividades mineradoras, construcdo de barragens e represas, retificacdo e desvio do curso
natural de rios, lancamento de efluentes domésticos e industriais na forma in natura,
desmatamento e uso inadequado do solo, exploracdo de recursos pesqueiros e introdugéo de
espécies exoticas tém modificado esse ecossistema (GOULART; CALLISTO, 2003).

Recentemente, o nivel de compostos xenobidticos nos ecossistemas aquaticos tem
aumentado drasticamente como resultado da atividade antropogénica sobre o meio. Este fator
contribui para a redugdo da qualidade ambiental, bem como para 0 comprometimento da
salide dos seres vivos que habitam esses ecossistemas (SILVA, et al., 2012).

Existem, essencialmente, duas formas pelas quais os poluentes atingem 0s corpos
d’agua: por meio de fontes pontuais e de fontes difusas. Nas fontes pontuais chegam ao meio
aquatico de forma concentrada (descarga de um emissario de esgotos num rio), enquanto nas
difusas os poluentes sdo levados de forma disseminada & bacia de drenagem (MACEDO,
2003).

Os corpos hidricos refletem sistematicamente todos os impactos das acdes e
degradacfes resultantes das atividades antropicas. Assim, a relevancia da identificacdo dessa
unidade como unificadora dos processos ambientais e das interferéncias humanas leva a sua
adocdo como unidade de pesquisa, permitindo a avaliagdo da qualidade e sustentabilidade
ambiental a partir da analise de fatores fisico-quimicos, bioldgicos e socioeconémicos (FAY,

2006).
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Ao julgar pela grande quantidade de efluentes langcados no ambiente aquatico por
atividades humanas, torna-se economicamente inviavel a identificacdo e estabelecimento de
padrdes de emissdo para todas as substancias. Além disto, um questionamento como este néo
avalia os efeitos toxicos que substancias podem apresentar a biota e a possivel existéncia do
efeito sinérgico entre as substancias langadas no ambiente (RAYA-RODRIGUEZ, 2000).
Essas alteracGes no ambiente causam queda acentuada da biodiversidade aquética, atribuidas a
desestruturacdo dos ambientes fisico e quimico e alteracbes na dindmica e na estrutura das
comunidades biolégicas (CALLISTO et al., 2001).

As acles antropicas desencadeiam desequilibrio ambiental, sendo observados
efeitos na populacdo que depende direta ou indiretamente desse ecossistema. Alguns animais
sdo capazes de responder de forma rapida a essas modificacdes no ambiente, constituindo um
grupo de grande importancia nas avaliacGes de toxicidade ambiental (JESUS; CARVALHO,
2008), como os peixes que sdo altamente vulnerdveis a varios poluentes aquéaticos, em
especial aqueles que afetam a permeabilidade de agua e ions (LUPI et al., 2007). Os peixes
apresentam duplo risco de contaminacdo, que pode ser absorvido de forma direta, através das
branquias ou por meio do alimento ingerido (ODUM, 1988).

As comunidades bioldgicas reproduzem a integridade ecoldgica do ecossistema,
como por exemplo, a integridade fisica, quimica e/ou bioldgica, integrando os impactos dos
diferentes agentes nocivos ao ambiente e proporcionando uma medida agregada dos impactos
(BARBOUR et al., 1999). Os grupos de animais aquéaticos sao representados por organismos
que exibem adaptac@es evolutivas a determinados requisitos ambientais, além de apresentar
limites de tolerancia a diversas alteracdes das mesmas (ALBA-TERCEDOR, 1996).

Os efeitos da contaminacdo em peixes sdo capazes de se manifestar em varios
niveis de organizagdo biologica, incluindo disfuncgdes fisioldgicas, alteragdes estruturais em
orgdos e tecidos e modificacdes comportamentais que levam ao prejuizo do crescimento e
reproducdo (ADAMS, et al., 1990). Devido a essas alteracdes, 0s 0rgaos desses animais sao
muitos estudados, e, entre eles, destacam-se as branquias. Modificacbes morfoldgicas nestes
6rgdos podem ser adotadas como biomarcadores para compostos quimicos especificos no
monitoramento dos efeitos agudos e crbnicos em ambientes aquaticos, poluidos ou
contaminados, além de proporcionar indices qualitativos de uma adaptacdo funcional ao
ambiente externo, permitindo avaliar as relagcdes quantitativas entre a estrutura e 0S processos
fisiolégicos (LUPI et al. 2007).
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Os peixes vém sendo descritos como excelentes modelos biologicos em estudos
de biomonitoramento (LIONETTO et al., 2013; FERNANDES, 2005; VAN DER OOST et
al., 2003). Uma vez que o grupo ocupa diferentes niveis troficos na cadeia alimentar e
bioacumula os contaminantes dissolvidos na agua, ele pode ser caracterizado como veiculo de
transferéncia de contaminantes para as popula¢Ges humanas por meio da alimentacdo, além de
apresentar um sistema imunolégico bem desenvolvido, semelhante ao dos mamiferos, fazendo
com que O grupo apresente “respostas” variadas a exposicdo de xenobidticos. (JESUS;
CARVALHO, 2008; SOUZA; FONTANETTI, 2007; LOPES-POLEZA, 2004).

Os biomarcadores em peixes sdo utilizados como instrumento para diagnostico de
efeitos toxicos diretos e indiretos que afetem tecidos animais. A escolha de 6rgdos alvos de
estudo é crucial para a relevancia dos dados obtidos. Orgdos de contato direto com agentes
toxicantes e 6rgaos de metabolismo e excre¢do de xenobidticos podem indicar alteracfes de
acdo toxica aguda ou cronica desses agentes em tecidos animais (LINS et al., 2010).

Nesse contexto, estudos de biomarcadores genotdxicos e histoldgicos em peixes
estdo sendo usados como indicadores das condigdes ambientais do ecossistema. As
abordagens histolégicas em ¢érgdos-alvo, como branquias e figados, provaram ser uma
alternativa viavel para detectar efeitos tdxicos diretos dos compostos quimicos durante as
etapas organicas e metabdlicas nos organismos (COSTA et al., 2011; YASSER; NASER,
2011; COSTA et al., 2009; LEONARDI; TARIFENO; VERA, 2009; AYAS et al., 2007;
CAMARGO; MATINEZ, 2007; AU, 2004; SCHWAIGER et al., 1997). Os biomarcadores
genotdxicos, por meio da presenca de alteragdes nucleares juntamente com o teste de
microndcleo, transmitem informagdes na escala celular, onde “erros” durante as divisdes
cromossdmicas podem ser indicativos de impactos antropicos (SERIANI et al.,, 2015;
CARROLA et al., 2014; BUCKER et al., 2012; SERIANI et al., 2012; OSSANA et al.,
2009).

Considerando que as nascentes representam um importante ecossistema aquatico
protegido pela Lei Federal n°12.651 de maio de 2012, onde em seu artigo 4° explana que
“consideram-se de preservacdo permanente, pelo efeito da lei, as areas situadas nas nascentes,
ainda que intermitentes e nos chamados olhos d‘agua, qualquer que seja sua situagdo
topogréfica, devendo ter no minimo um raio de 50 metros de largura” (BRASIL, 2012), torna-
se de extrema urgéncia o monitoramento e avaliacdo deste recurso hidrico. Desta forma, o
presente estudo objetiva avaliar a qualidade das aguas sobre os peixes, por meio de
biomarcadores e ensaios ecotoxicolégicos realizados em trés nascentes situadas na Area de
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Protecdo Ambiental (APA) do Maracand, a fim de determinar o grau de risco de toxicidade
ambiental a esses ecossistemas, além de fornecer dados que possam subsidiar o projeto de

manejo e a recuperacdo da area em questéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

* Analisar a qualidade da agua de trés nascentes situadas na APA do Maracand, por
meio de ensaios ecotoxicoldgicos e biomarcadores histoldgicos e genotoxicos em

peixes da espécie Danio rerio.
2.2 Objetivos especificos

» Realizar analises fisico-quimicas e microbioldgicas da agua;

» Realizar ensaios ecotoxicoldgicos cronicos, utilizando peixes da espécie Danio rerio
como instrumento para a avaliacdo do grau de toxicidade da agua de trés nascentes
situadas na APA do Maracana;

» Comparar os pontos de coleta entre si e com o controle, baseando-se nas alteracGes
observadas durante os testes, para verificacdo da situacdo ambiental dos locais de
coleta;

» Observar a ocorréncia de alteragbes histoldgicas branquiais e genotdxicas nos
organismos teste ap0s 0s ensaios ecotoxicologicos; e

» Fornecer dados que possam colaborar com 0s projetos de manejo e recuperacao

implantados na area em questéo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1Poluicéo aquatica

Os sistemas aquéticos sdo de fundamental importancia para 0s organismos, uma
vez que todos dependem de &gua para sobreviver (MORAES, 2013). Além disso, inUmeras
atividades sdo desenvolvidas nestes ambientes, tais como a geracdo de energia, abastecimento
das cidades, o transporte fluvial e maritimo, obtencdo de alimentos e irrigacdo (MORAES,
JORDAO, 2002).

De acordo com alguns especialistas, a crise da agua no século XXI esta
relacionada muito mais com o gerenciamento que se faz desse bem do que uma crise real de
escassez (ROGERS et al., 2006). Desta forma, a gestdo dos recursos hidricos no Brasil vem
sendo discutida de forma diferente, uma vez que a discussdo girava em torno dos elementos
relacionados a producdo de energia do pais, particularmente ao armazenamento e a contencao
de cheias por meio de barragens (BRASIL, 2003). Entretanto, atualmente, devido a
degradacdo qualitativa e quantitativa, a preocupacdo também estd sendo muito mais
relacionada ao controle de residuos industriais e domésticos que sao langados “in natura” nos
cursos d’agua (BRASIL, 2002).

Para outros especialistas, a crise da agua é resultado de um conjunto de problemas
ambientais agravados com outros problemas relacionados & economia e ao desenvolvimento
social (GLEICK, 2000), resultando em modificacdes nas opinides de comunidade cientifica e
comissdes regulatorias que vém tomando consciéncia sobre os impactos ambientais sobre a

salide humana e a sustentabilidade dos ecossistemas.

Impacto ambiental pode ser definido como qualquer alteracdo das propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas do meio ambiente resultante de atividades humanas que, direta
ou indiretamente, afetem a salde, a seguranca e o bem-estar da populagdo; as
atividades sociais e econdmicas; a biota; as condicBes estéticas e sanitarias do meio
ambiente e a qualidade dos recursos ambientais (CONAMA, 2005).

Tundisi et al. (2006) relataram que, no amplo contexto social, econébmico e
ambiental do século XXI, os seguintes agravantes sdo as causas principais da intitulada por

ele “crise da agua”.

e Intensa urbanizacdo, o que aumenta a demanda pela dgua, ampliando desta forma a

descarga de efluentes nos recursos hidricos contaminando-os;
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e Estresse e escassez de agua em muitas regides do planeta em razdo das alteracdes na
disponibilidade e aumento de demanda;

e Infraestrutura pobre e em estado critico, em muitas areas urbanas com até 30% de
perdas na rede apds o tratamento das aguas;

e Problemas de estresse e escassez em razdo de mudancas globais com eventos
hidrologicos extremos aumentando a vulnerabilidade da populacdo humana e
comprometendo a seguranca alimentar (chuvas intensas e periodos intensos de seca);

e Problemas na falta de articulacédo e falta de acdes consistentes na governabilidade de
recursos hidricos e na sustentabilidade ambiental.

Segundo Coelho (2006), embora o0s ecossistemas aquaticos apresentem
mecanismos fisicos, quimicos e bioldgicos para assimilar certas substancias toxicas, a medida
que estas atingem niveis acima da capacidade assimilativa do meio receptor, afetam a
sobrevivéncia, o crescimento e a reproducéo dos organismos que ali vivem.

Deste modo, a méa qualidade da &gua traz prejuizos ao crescimento, reproducéo,
sanidade, sobrevivéncia e qualidade do pescado, 0 que acaba comprometendo o sucesso dos
sistemas aquicolas. Isso ocorre devido a uma série de mudancas que podem induzir alteragdes
que comprometem a homeostase ou causam enfermidades com alta taxa de mortalidade. Além
disso, 0 estresse torna o peixe susceptivel as mais variadas enfermidades, particularmente as
infecciosas e parasitarias (WALTERS; PLUMB, 1980). Técnicas de avaliacdo do impacto
ambiental que demonstraram ocorrer alteracGes estruturais em populacdes de peixes de areas
vizinhas a grandes densidades demograficas onde ha elevado grau de contaminacdo por
sedimentos séo relatados por Malins (1989).

Ambientes de agua doce sdo 0s principais receptores aquaticos da maioria das
substancias toxicas produzidas e liberadas por atividades industriais, domésticas e agricolas
(MASSARO, 2006). O quadro se agrava, pois esses possuem caracteristicas abidticas e
ecoldgicas que colaboram para a disseminacdo de contaminantes e poluentes em todo seu
regime hidrico (GOULART, CALLISTO, 2003). Os poluentes podem gerar efeitos deletérios
tanto para os seres humanos, quanto para toda biota aquatica (MCGLASHAN; HUGHIES,
2001).

A degradacdo soma-se ao desmatamento em areas de nascentes e matas ciliares,
uso inadequado do solo e captacdo inadequada nos recursos hidricos que repercutem na vida

aquatica, exigindo urgentemente o gerenciamento a fim de garantir a sustentabilidade. Todos
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esses fatores induzem a degradacdo da qualidade da agua, a perda de diversidade bioldgica e
ao desperdicio de recursos hidricos (STRASKRABA; TUNDISI, 2008).

Esses processos desencadeiam a eutrofizacdo dos corpos hidricos, consistindo no
enriquecimento com nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio, que entram como solutos
e se transformam em particulas organicas e inorganicas. Em decorréncia disso, ocorre maior
abundancia de plantas aquéticas e o crescimento de grandes volumes de algas, potencialmente
toxicas, tornando-se um risco a salde do ecossistema. Esse aporte de nutrientes pode inferir
também na composicao, viruléncia e sobrevivéncia de agentes patdgenos residentes, além de
implicar em aumento no custo do tratamento da &gua para abastecimento (GALLI; ABE,
2010).

Essas areas muito importantes para manter o abastecimento de agua de boa
qualidade. Em contrapartida, as praticas que se seguem apds a retirada das arvores tendem a
produzir intensa e prolongada degradagédo da qualidade da agua (BROWN, 1988). Segundo o
Codigo Florestal, em nascentes (mesmo intermitentes) e olhos d’agua, a distdncia a ser
preservada com mata € de 50 m (BRASIL, 1965), no entanto, ndo é o que normalmente se
observa.

Entretanto, as acOes de preservacdo sdo essenciais, uma vez que 0S recursos
hidricos do Brasil apresentam grande significado ecolégico, econdmico e social, refletido na
economia, na area social e nos usos dos sistemas aquaticos. Contudo, esse gerenciamento
depende de uma forte base de dados e de desenvolvimento de mecanismos de transferéncia do
conhecimento cientifico basico para a aplicacdo. Como ha grandes diferencas
geomorfoldgicas, ecoldgicas e antropoldgicas nas varias latitudes no Brasil, essa atuacao
torna-se mais intrincada, pois depende de uma base local ou regional de dados e informag6es

cientificas compativeis, com os sistemas regionais (REBOUCAS et al., 2006).

3.2 Nascentes

Os conceitos de nascente contidos na literatura a caracterizam de forma genérica
sem englobar toda a sua complexidade. Os produtos cartograficos sao as formas tradicionais
utilizadas para mapear e caracterizar nascentes, os quais identificam as nascentes pelo comego
dos rios, pela variabilidade sazonal de vazdes, forma de ocorréncia e caracteristicas da feicao
hidrogeoldgica (FARIA, 1997).
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Sendo assim, a nascente, conhecida popularmente como olho d agua, € definida
como o local onde aflora naturalmente, mesmo que de forma intermitente, a &gua subterranea
e a dimensdo minima da faixa marginal de vegetacdo nativa a ser preservada nas nascentes sao
de 50 m de raio, segundo o Cédigo Florestal (Lei n° 4.771/65) (BRASIL, 1965) em seu artigo
segundo e, a Resolugio CONAMA 303/2002, artigo 3°, inciso 111 (BRASIL, 2002).

Esta protecdo esta reafirmada na Lei n® 9.433/97 (BRASIL, 1997) que instituiu a
Politica Nacional de Recursos Hidricos que esta fundamentada no fato de que a 4gua, embora
reconhecida como um recurso natural renovavel seja também um recurso de dominio publico.

Oliveira-Filho et al. (2005) destacaram que a devastacdo das matas ciliares tem
contribuido para o assoreamento, 0 aumento da turbidez das aguas, o desequilibrio do regime
das cheias, a erosdo das margens de grande numero de cursos d’dgua, além do
comprometimento da fauna silvestre. Arcova e Cicco (1997) enfatizaram que nas microbacias
de uso agricola o transporte de sedimentos e a perda de nutrientes sdo maiores quando
comparadas as de uso florestal.

Os niveis de qualidade das aguas naturais estdo dispostos na Resolucgdo n°® 357 do
Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2002), determinando os
parametros de classificacdo que estabelece que para dgua doce utilizada para abastecimento
sem pré-desinfeccdo ou com desinfeccdo simplificada, ndo devera ser excedido um limite de
200 coliformes totais por 100 mL. Para consumo sem desinfec¢do, o Ministério da Saude
estabelece na Resolugdo 2914 de 12/12/2011, que ndo deve conter nenhum coliforme total em
100ml de agua.

Para auxiliar na conservagio das nascentes, foram criadas as Areas de Protecéo
Ambiental (APAS), por meio de decreto, auxiliando na protecdo dos recursos hidricos, a fim

de controlar o crescimento urbano, bem como a exploragdo do recurso.

3.3 APA do Maracana

As Areas de Protecio Ambiental (APA) enquadradas como Unidade de
Conservacdo de Uso Sustentavel, sdo definidas pelo artigo 15 da Lei Federal n° 9.985, de 18

de julho de 2000, como.

[...] uma &rea em geral extensa, com certo grau de ocupacgdo humana, dotada de

atributos abidticos, bidticos, estéticos ou culturais especialmente importantes
para a qualidade de vida e o bem-estar das popula¢des humanas, e tem como
objetivos basicos proteger a diversidade biolégica, disciplinar o processo de
ocupacdo e assegurar a sustentabilidade do uso dos recursos naturais"
(BRASIL, 2000).
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Segundo Silva (2006) o objetivo principal da APA ¢ a protecdo dos recursos
naturais associada ao desenvolvimento de atividades produtivas, tendo em vista a melhoria
da qualidade de vida da populacéo local.

De acordo com Farias Filho (2010), “a APA do Maracana [...] engloba as
localidades do Maracand, Ferventa, Alto Alegre, parte da Vila Maranh&o, Vila Sarney, Vila
Esperanca e Rio Grande, a Vila Industrial e Vila Primavera”. Esta unidade de conservagéo foi
criada por meio do Decreto Estadual 12.103 de outubro de 1991, do Governo do Maranhdo,
devido a necessidade de proteger este local da constante acdo degradante do homem para com
0 meio ambiente, na medida em que esta situada proxima ao Distrito Industrial do Maranhéo,
da ALUMAR (Consorcio e Aluminio do Maranhdo) e do Aterro Sanitario da Ribeira.

Na APA, fica localizado o bairro do Maracand que esta distante 25 quilémetros do
centro de S&o Luis. Possui uma area de 1.831 hectares e estd situada proxima ao mar, é
cortada por dois rios o rio Grande e o rio Maracand (SANTOS; SANTOS 2009). A
preservacdo deste ecossistema & muitas vezes falha o que acaba por prejudicar diversas
espécies de organismos que dependem dele, assim como a qualidade de suas aguas.

Carvalho Neta e Farias-Filho (2010) descreveram a fauna da APA, que
basicamente estava composta por mamiferos de pequeno porte comuns a regido amazénica
(roedores em sua maioria), aves de pequeno e médio porte como beija-flores (Colibri
delphinae), jacands (Jacana jacand), urubus-de-cabeca-preta (Coragyps atratus), entre outros,
além de répteis como jacarés (Alligatoridae), lagartos de pequeno porte (Gekkonidae e
Tropiduridae), serpentes como cascavel (Crotalus e Sistrurus), jiboia (Boa sucuri Eunectes) e
caninana (Spilotes), anfibios, ras e sapos (Bufonidae, Leptodactylidae, Hylidae e Ranidae) e
peixes de agua doce: card (Cichlasoma psittacus, Geophagus brasiliensis); jeju (Erythrinus
unitaeniatus); piabas (Astyanax bimaculatus, Holoshestes heterodon, Cheirodon piaba);
peixe-sabdo ou lalau (Rypticus sp); tambaqui (Colossoma macropomum); tilapia
(Oreochromis niloticus); traira (Hoplias malabaricus); mugum (Synbranchus marmoratus) e
sarap0O (Gymnotus carapo, Apteronotus brasiliensis).

Ainda que seja uma area legalmente protegida, existem varias atividades que séo
desenvolvidas no local, tais como a extracdo de madeireira, a mineragdo, a captura de animais,
a realizagdo de queimadas e a criacdo extensiva de bufalos, que contrariam 0s VAarios
pressupostos de conservacao estabelecidos para uma area legalmente protegida (OLIVEIRA,;
FARIAS-FILHO, 2011), que levam segundo Oliveira e Herrmann (2005), “a perda de sua
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memoria e & degradacdo lato sensu”, pois geram diversos prejuizos aos ecossistemas locais e a
qualidade de vida das pessoas que moram na area.

Neste contexto, diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
preservar ou recuperar nascentes (CALHEIRQOS, et al. 2004; GOMES et al, 2005; MACEDO,
2005; DONADIO et al., 2005; MORMUL et al., 2006; FELIPPE; MAGALHAES, 2012),

pois apesar de protegidas pela legislacdo, ainda sofrem com acgdes antropicas.

3.4 Ensaios ecotoxicoldgicos

Entende-se por testes de toxicidade, os ensaios laboratoriais que sdo executados
sob circunstancias experimentais especificas e controladas, aplicadas para avaliar a toxicidade
de substéncias, efluentes industriais e amostras ambientais (RIBO, 1997). Nestes ensaios, 0S
animais, chamados organismos-testes sdo submetidos a exposicdo de diferentes tipos de
amostras, que podem ser diferentes concentragdes, e os efeitos toxicos produzidos sobre eles
sdo observados e quantificados (HILL et al., 2005).

Estes testes sdo excelentes métodos para analisar a qualidade da &gua e a carga
poluidora de efluentes, pois somente as analises fisico-quimicas realizadas de maneira
tradicional, seriam incapazes de predizer os efeitos dos constituintes quimicos sobre o0s
sistemas bioldgicos, sendo insuficientes para determinar o potencial de risco ambiental dos
contaminantes (RONCO et al., 2004).

Os testes sdo realizados com organismos que, devido as suas caracteristicas de
pequeno limite de tolerancia ecologica a determinadas substancias quimicas, apresentam
alguma alteracdo, seja ela fisioldgica, morfolégica ou comportamental, quando expostos a
determinados poluentes. A exposicdo pode ser aguda, quando o agente toxico é liberado em
um Unico evento e rapidamente absorvida, ou crénica, quando o agente tdxico é liberado em
eventos periodicos durante um longo periodo de tempo (SCHVARTSMAN, 1991).

Entretanto, os testes de toxicidade ndo substituem as andlises quimicas
tradicionais, uma vez que as analises quimicas identificam e quantificam as concentrac6es das
substancias toxicas e os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre
sistemas bioldgicos. Desta forma, as andlises quimicas e os testes de toxicidade se

complementam.
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3.4.1 Ensaio crbnico

Os testes cronicos permitem avaliar os possiveis efeitos adversos de uma amostra
sob condic¢des de longo tempo de exposi¢do a concentragOes subletais (RAND, 1995). Em
outras palavras, avalia a acdo dos poluentes cujo efeito traduz-se pela resposta a um estimulo
que continua por um longo tempo (RAND; PETROCELLI, 1985). No teste de ecotoxicidade
crbnico, os organismos-teste sdo observados e os efeitos cronicos podem ser evidentes
imediatamente apos a exposicao (DUFFUS, 1993). RAND; PETROCELLI, 1985).

De acordo com Chasin e Azevedo (2003), a intoxicacdo cronica pode ocorrer de
duas maneiras:

e Pela acumulacdo do xenobidtico no organismo que ocorre quando a quantidade do
xenobiotico eliminada é inferior a absorvida, assim, a concentracdo deste aumenta
progressivamente até a obtencédo de niveis suficientes para causar danos.

e Pela adicdo dos efeitos causados por exposicOes repetidas, sem que 0 agente toXico se
acumule no organismo.

No ambiente aquatico, a ocorréncia de efeitos crénicos € mais frequente, devido a
diluicdo pontual dos xenobidticos oriundos das &guas de contribuicdo, as relagdes
antagonistas entre as substancias, a rapida associacdo das particulas, a matéria himica e a
sedimentacdo de solidos em suspensdo. Sendo assim, 0s organismos ficam susceptiveis a
baixas concentragdes por um longo periodo de tempo ocasionando efeitos cronicos letais ou
subletais ao longo do tempo (STEPHAN; MOUNT. 1973).

3.4.2 Escolha do organismo teste

Muitas espécies vém sendo empregadas para a utilizagdo em testes de toxicidade,
porém alguns organismos ganham destaque quando o assunto é sensibilidade a agentes
toxicos, como microalgas, microcrustaceos, equinoides, poliquetas, oligoquetas, peixes e
bactérias, representando os mais diversos ecossistemas e niveis tréficos (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008).

De acordo com Rand e Petrocelli (1985), para escolher o organismo séo levados
em consideracao 0s seguintes critérios:
e Abundancia;
e Biodisponibilidade;
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e Expressao ecologica significativa dentro da biocenose;

e Cosmopotismo da espécie;

e Conhecimento de sua biologia fisiologia e habitos alimentares;

e Estabilidade genetica de sua populacao;

e Baixo indice de sazonalidade;

e Sensibilidade constante e apurada;

e Importancia comercial;

e Facilidade de cultivo em laboratorio;

e E se possivel, ser espécie nativa.

Segundo Klontz (1972), peixes sdo diretamente relacionados com o ambiente

aquoso, e as modificacdes fisicas e quimicas do ecossistema sdo refletidas de maneira muito

rapida como medidas fisiologicas quantificaveis nos peixes.

3.5 Utilizacao de peixes em estudos de toxicidade ambiental

Os animais aquaticos estdo expostos constantemente a um enorme ndmero de
substancias toxicas langadas no ambiente. A fonte dessa contaminacdo é diversa, que vai
desde efluentes industriais, processos de drenagem agricola (fertilizantes, agrotdxicos),
derrames acidentais e ndo acidentais de lixos quimicos (metais pesados, compostos organicos
e inorganicos) a lixos domiciliares que acabam por chegar a rios e mares, ocasionando a
destruicdo dos ecossistemas aquaticos (RASHED, 2001).

Os peixes sdo susceptiveis a um perigo duplo de contaminagéo por poluentes, uma
vez que podem ser contaminados através de absorcdo direta de substancias do meio pelas
branquias ou pelo alimento ingerido (ODUM, 1988). Assim, sdo organismos com capacidade
de bioacumulacdo, biotransformacdo, compensacdo morfofisioldgica, de regular a forma
neuroimunoendocrina e servem como modelo preditivo de mutacdo e teratogénese
(KLAASSEN, 2001; DE AZEVEDO; CHASIN, 2004).

Considerado um grupo de extrema importancia nas avaliacbes de toxicidade
ambiental, muitos sdo utilizados para esse fim devido as caracteristicas essenciais, pois além
de estarem presentes em varios ambientes e apresentarem ampla distribuicdo geogréfica,
participam ainda de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, sendo considerados
excelentes modelos bioldgicos de estudo (JESUS; CARVALHO, 2008). Além disso, 0s

peixes sdo muito utilizados nos estudos de impactos ambientais por possuir metodologia bem
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definida e de fécil desenvolvimento, gerarem respostas em curto prazo, serem de baixo custo
para analises e serem altamente sensiveis (FREIRE, 2008).

Os organismos que pertencem ao topo da cadeia alimentar comumente séo
empregados como biondicadores por possuirem uma relagdo intrinseca com o resto da cadeia
inferior, indicando respostas de efeitos cronicos, acumulativos e persistentes no nivel de
cadeia, além de efeitos diretos no nivel do individuo (LINS et al., 2010). Nos animais
bioindicadores sdo observados diversos parametros para mensurar a qualidade ambiental,
sendo eles bioguimicos, celulares, fisioldgicos ou genotoxicos, denominados biomarcadores
do bioindicador, pois essas variaveis irdo refletir alteraces provenientes da interacdo entre o
poluente e o bioindicador (MCCARTY et al., 1996).

A importancia dos indicadores na gestdo ambiental e, especificamente no processo
de administracdo da agua é retratada na problematica da caréncia de dados em quantidade e
qualidade adequadas, incluindo a linguagem acessivel, comprometendo a operacionalizacao
das bases da reforma na gestdo da agua no pais. Nesse sentido os indicadores sdo
instrumentos de auxilio ao processo decisério na gestdo da agua, facilitando a comunicacao e
a compreensdo da realidade (MAGALHAES JUNIOR, 2007).

Tundisi (2005) ressalta a importancia da biota aquatica no equilibrio do
funcionamento dos ecossistemas aquéticos, pois exercem papel relevante na manutencdo dos
ciclos biogeoguimicos, na constante reproducdo da biomassa vidvel que interage

permanentemente com 0s varios componentes do sistema.

3.6 Danio rerio (Zebrafish)

O zebrafish (Danio rerio), conhecido popularmente como paulistinha, € um
pequeno teledsteo de agua doce da familia Cyprinidae, amplamente utilizado como um
vertebrado modelo de estudos de desenvolvimento, neurobioldgicos, toxicoldgicos e
farmacoldgicos (RUBINSTEIN, 2003, GUO, 2004, HILL et al., 2005).

Trata-se de uma espécie gregaria e normalmente encontra-se em cardumes de 5 a
20 individuos de ambos os sexos, comportamento esse inato e hereditario. Porém, embora
possuam comportamento social, podem apresentar-se agonista, especialmente durante o
estabelecimento de hierarquias de dominancia, que ocorrem dentro de cada sexo e entre eles
(LAWRENCE, 2007).
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Possuem dimorfismo sexual, onde os machos sdo alongados, delgados e
levemente dourados, especialmente no abddémen e nas nadadeiras peitoral e caudal, e
apresentam lista abdominal completa. Ja as fémeas sdo robustas, ligeiramente maiores que 0s
machos e prateadas, geralmente apresentam o abdome inchado devido ao desenvolvimento
dos ovos e a lista abdominal é incompleta (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006).

Alimentam-se de uma ampla variedade de zooplancton e insetos e, em menor
proporcao, de algas, detritos e outros materiais organicos. Possuem habitos tipicamente
diurnos, mostrando os maiores niveis de atividade durante as primeiras horas da manha.
Descansam frequentemente, embora ndo exclusivamente, durante a noite. Esse padrdo de
atividade influi nos processos fisioldgicos, bioquimicos e comportamentais no animal, padrdo
esse que deve ser levado em consideracdo nos biotérios de criacdo (CONCEA, 2008).

No peixe da espécie Danio rerio, 0 manejo, a facilidade de reproducdo e de
manutencdo, e 0s métodos laboratoriais para sua criacdo ja estdo bem estabelecidos
(WESTERFIELD, 1994). Aléem disto, os peixes podem ser mantidos em grupos relativamente
grandes por aquario; porém sua manutencdo requer alguns cuidados basicos e a compra de
equipamentos especificos. Entretanto, estes sdo de baixo custo quando comparados aos
equipamentos exigidos por animais experimentais mais tradicionais, como roedores. Possuem
alta taxa de fecundidade e rapida maturacdo sexual, entre trés e seis meses (HILL, et al.,
2005).

O Danio rerio possui grande sensibilidade quando exposto a produtos quimicos,
por ser capaz de absorver de forma rapida os compostos que sdo diretamente adicionados na
agua e por acumula-las em diferentes tecidos, principalmente no sistema nervoso central
(GROSEL; WOOD, 2002). Essas alteracbes nos 6rgdos e tecidos sdo denominadas de
biomarcadores de contaminacdo ambiental (VAN DER OOST et al., 2003).

3.7 Biomarcadores

As analises fisico-quimicas sdo vantajosas por expressarem seus resultados de
forma especifica e quantitativa. Porém, as concentracfes dos elementos quimicos mensurados
no solo, na agua ou no ar, ndo representam um “valor” bioldgico, ou seja, nao sugerem quais
séo as implicagdes na biota (OLIVEIRA, 2000).

As modifica¢bes em nivel celular, tecidual ou sistémico séo indicativas de danos

que os contaminantes podem provocar nos peixes (NOGUEIRA et al, 2008). Essas altera¢oes
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sdo denominadas de biomarcadores, sendo muito utilizadas para 0 monitoramento ambiental,
pois permitem identificar as interacBes que ocorrem entre 0s contaminantes e 0s organismos
vivos e possibilitam mensurar os efeitos subletais (JESUS; CARVALHO, 2008).

Em outras palavras, os biomarcadores sdo respostas funcionais de exposi¢do a
fatores de estresse manifestados em nivel molecular, fisiolégico ou comportamental, que
geram alteracbes moleculares, celulares, genéticas, imunoldgicas e fisiologicas (JESUS;
CARVALHO, 2008). O uso dos biomarcadores é¢ de fundamental importancia na avaliacao
dos danos ocasionados pela exposicdo a xenobidticos. A utilizacdo do termo biomarcador esta
diretamente ligada aos pardmetros bioquimicos, fisioldgicos ou histolégicos, 0s quais atuam
no organismo ou em partes dele (BERNET et al., 1999). H4 biomarcadores moleculares,
celulares e em nivel de individuo (LIVINGSTONE, 1993; CARVALHO-NETA et al. 2012;
CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2013). Porém, as duas caracteristicas mais
importantes relacionados a todos eles séo:

e Permite observar as relagdes que acontecem entre poluentes e 0s organismos;
e Proporciona a determinacéo de resultados subletais.

Além disso, sua avaliacdo antecipa mudancas nos altos niveis de organizacdo
bioldgica, uma vez que pode ser detectada antes da morte do individuo, e assim, permite
observar os efeitos antes que se manifestem em niveis de populacdo e comunidade
(MONSERRAT et al., 2003).

De acordo com Rudiger (1999), a classificagdo dos biomarcadores depende de
sua finalidade e aplicacdo, podendo ser classificado em 3 tipos:

 Biomarcadores de exposicdo, que podem ser utilizados para confirmar e avaliar a
exposicdo individual ou de um grupo, a uma determinada substancia, estabelecendo um elo
entre a exposicdo externa e a quantificacdo da exposi¢éo interna.

« Biomarcadores de efeito, que podem ser utilizados para evidenciar as alteracfes pré-
clinicas ou efeitos adversos a saude derivados da exposicdo e absorcdo de tal substéncia
quimica. Assim, a comunicacdo dos biomarcadores entre exposicao e efeitos contribui para a
definicdo da relacdo dose-resposta.

 Biomarcadores de suscetibilidade, que permitem esclarecer o nivel de resposta da
exposicao ocasionada nos individuos.

Existem varios tipos de biomarcadores, tais como bioguimicos, histoldgicos,
genotoxicos, hematologicos, entre outros, uma vez que essas alteracdes bioquimicas,
fisiologicas, celulares ou teciduais em resposta a poluentes ambientais, podem ser
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mensuradas, indicando a presenca, o efeito, e por vezes, o grau de contaminacdo (WALKER,
1996).

Alteracdes branquiais sdo muito utilizadas em estudos de avaliacdo da qualidade
ambiental de ecossistemas aquéticos, tanto em ambientes naturais (NOGUEIRA et al., 2008;
SANTOS-FILHO et al., 2014) quanto em ensaios toxicolégicos (BRESEGHELO et al.,
2004). Esses biomarcadores vém sendo utilizados em peixes no Maranhdo para avaliar a
qualidade da agua de ambientes naturais e de pisciculturas (CARVALHO-NETA et al., 2012;
PINHEIRO-SOUSA et al., 2013; PEREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2014).

3.7.1 Biomarcadores histoldgicos em peixes

S&o muito sensiveis a mudancas ambientais (LUPI et al., 2007), e os resultados da
interacdo com os poluentes sdo capazes de serem evidenciados em células e tecidos, antes de
serem identificadas mudancas significativas no comportamento ou na aparéncia externa
(VAN DYK, 2005). Devido a isso, os efeitos iniciais na biologia dos peixes tém sido muito
utilizados em funcéo do estresse provocado pelos poluentes para identificar sinais iniciais de
danos aos peixes e tém sido sugeridos como biomarcadores em varias espécies (NOGUEIRA
et al., 2008).

Diversos organismos da biota aquéatica podem ser utilizados como indicadores das
alteracdes que os habitats vém sofrendo. Entre os taxons mais utilizados, os peixes destacam-
se como bons bioindicadores, uma vez que podem vir a assimilar, absorver, acumular e
transferir compostos dissolvidos no ambiente (MINISSI et al. 1996; PORTO et al. 2005;
BOLOGNESI; HAYASHI, 2011).

As alteracdes histoldgicas em tecidos de peixes representam instrumentos
significativos para verificar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em 6rgdos-alvo,
logo, séo fortes indicadores de exposicdo prévia a estressores ambientais (HINTON et al.,
1992; SCHWAIGER et al., 1997; GAGNON; BAKHTYAR 2013; SOUSA et al. 2013).
Também possibilitam que se facam previsdes sobre provaveis condi¢Ges de higidez dos
peixes submetidos a grandes modificacdes ambientais, com custo baixo e proporcionando o
alcance de respostas em periodos de tempo relativamente curtos. Essas alteracdes tambem
refletem a lesdo causada em funcdo da duracdo e da intensidade da exposi¢do ao elemento
poluente, bem como a capacidade de adaptacdo do tecido a este agente (JOHNSON et al.,
1993).
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Desta forma, as caracteristicas zooldgicas e fisioldgicas possibilitam a esses
peixes a sobrevivéncia nas mais variadas condi¢bes ambientais dos diferentes habitats, sendo
considerados bons indicadores do ambiente em que vivem, sobretudo, no que diz respeito a

efeitos persistentes e acumulativos ao longo da cadeia alimentar (MIRANDA, 2006).

3.7.1.1 Branquias

A maioria dos peixes realiza trocas gasosas por meio de branquias localizadas na
cavidade opercular. Sdo divididas em arcos dos quais partem filamentos branquiais nos quais
sdo inseridas duas fileiras de lamelas secundéarias, ocorrendo na maioria dos teledsteos
(FERGUSSON 1989). Sdo 6rgdos extremamente importantes nos peixes, pois exercem varias
funcBes vitais; além disso, estdo envolvidas nos processos de osmorregulacdo equilibrio
acidobasico e excrecao de compostos nitrogenados (WILSON et al., 2002).

Elas atuam como interface seletiva entre 0os ambientes interno e externo e
possuem células de muco que desempenham importante papel na protecdo do epitélio a
substancias toxicas e patogénicas (BERNET et al., 1999), uma vez que 0s agentes agressores
que estdo dissolvidos na agua e que entram em contato com os filamentos branquiais e com as
lamelas em altas concentracbes podem alterar a morfologia normal das branquias
(LUVIZOTO, 1994). Sendo caracterizadas como um bom 6rgdo para observacdo da
toxicidade aquatica (BARRETO, 2007). Isso pode ocorrer devido ao epitélio branquial
possuir importante papel na manutencdo osmotica e ibnica dos peixes, e as células que o
constituem respondem de forma direta ou indireta aos fatores ambientais e a alteragdes

internas do organismo (LUPI et al., 2007).

3.7.2 Biomarcadores genotdxicos

Os agentes genotdxicos se relacionam quimicamente com o material genético,
ocasionando modificacdes no DNA, onde na grande maioria dos casos a lesao é reparada pelo
préprio sistema de reparo da célula ou a mesma € eliminada. Entretanto, caso a lesdo seja
fixada, provocando mutacOes, perpetuando nas células filhas durante o processo de
replicacio, o agente é considerado mutagénico (MiDIO; MARTINS, 2000).
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Em geral, os biomarcadores de danos no DNA séo ferramentas valiosas para
observar os efeitos da exposi¢cdo aguda e crénica de organismos aquaticos a substancias
genotoxicas. Além disso, como as genotoxinas podem induzir mudancas no DNA que sdo
transmitidas as futuras geracdes, esse tipo de biomarcador pode ser usado para evitar
consequéncias ecoldgicas irreversiveis (MONSERRAT et al., 2007).

Ainda que as mutagdes possam surgir de maneira espontanea, geralmente séo
provocadas por agentes fisicos, quimicos ou biologicos (MATSUMOTO, 2004). Neste
sentido, a utilizacdo desses parametros, como método de averiguacdo da qualidade hidrica,
possibilita avaliar a consequéncia dos poluentes no meio, além de observar as modificacfes
de seu potencial toxico ou genotoxico apo6s interacdo com o ambiente (JESUS; CARVALHO,
2008).

Os xenobiontes* também trazem danos no DNA, modificando a estabilidade
genética. Este processo € capaz de representar 0S passos iniciais para 0 processo
carcinogénico além da diminuicdo da viabilidade e fertilidade de gametas (RIBEIRO, 2003),
sendo considerada uma étima ferramenta de observacao do nivel de contaminacéo.

Em nivel celular sdo utilizados pelo menos dois tipos de biomarcadores
genotdxicos como indicativos de dano ao material genético: o teste do micronucleo e o ensaio
cometa (JESUS; CARVALHO, 2008).

No teste do micronulcleo sdo observadas altera¢cbes mutagénicas, ou seja, que ndo
ha reversdo, uma vez que sdo modificacdes que ocorrem durante a divisao celular, sendo
transmitidas as células-filhas, e anomalias nucleares, que também constituem um indicativo
de genotoxicidade (VICARI, 2009).

Outra técnica muito utilizada para deteccdo de genotoxicidade é o ensaio do
cometa (KAMMANN et al., 2001; KAMER; RINKEVICH, 2002; AKCHA et al., 2003). Esta
técnica ndo é utilizada para detectar mutagdes, mas sim lesdes genémicas, que apos serem
processadas, podem resultar em mutacgdo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas com o
teste do cometa sdo passiveis de correcdo (GONTIO; TICE, 2003), constituindo, portanto,
lesGes pré-mutagénicas. Por ser considerado sensivel, rapido e econdémico, 0 ensaio cometa
tem sido indicado como um método capaz de detectar mudancas na estrutura do DNA
(KAMMANN et al., 2001).
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3.7.2.1 Teste do micronucleo

O teste do micronucleo é uma das metodologias mais utilizadas na atualidade para
observar e avaliar anormalidades ocasionadas por substancias xenobidticas** nos organismos.
Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrécitos de medula éssea de camundongos
(SCHIMID, 1975). OHE et al. (2004) fizeram uma analise de 128 publica¢cbes em uma
revisao incluindo dados de bioensaio mutagénico/genotdxico e concluiram que os tipos de
danos mais avaliados pela genotoxicidade em espécies geralmente marinhas, sdéo mutacGes no
nivel cromossdémico (teste de microndcleo), DNAaductos (32P-pds-marcacdo) e quebras de
cadeia de DNA (ensaio cometa).

Esse tipo de teste tem sido muito indicado para estudos de biomonitoramento
ambiental, essencialmente por sua habilidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de
cromossomos), e de agentes aneugénicos (segregacdo cromossdmica anormal). Entretanto
exige a proliferacdo celular para a observagédo do biomarcador de efeito (FENECH, 2000;
RIBEIRO et al., 2003).

De acordo com Walker et al., 1996).

O microntcleo (MN) é uma pequena massa nuclear delimitada por uma
membrana independente do nicleo principal que aparece nas células filhas como
consequéncia de danos, ndo reparados, ocorridos nas células -maes.

O teste em peixes foi proposto por Heddle (1973) e Schimid (1975) como uma
avaliacdo do dano no DNA por meio da quantificacdo e analise dos corpusculos de Howell-
Joly. Durante as analises de microndcleos, alguns pesquisadores observaram a existéncia de
outras anormalidades nucleares, sugerindo que estas devam ser reportadas em seus resultados
(FENECH et al., 1999). Essas lesdes ainda ndo apresentam sua origem completamente
compreendida. Entretanto, Carrasco, Tylbury e Myers (1990) descreveram e fotografaram
alteragcBes morfologicas encontradas em ndcleos de eritrocitos de peixes. Tais lesdes foram
classificadas em.

*Xenobiontes:  (do grego, xenos =estranho)  sdo compostos  quimicos estranhos a  um organismo ou
sistema biolégico. Pode ser encontrado num organismo mas ndo é normalmente produzido ou esperado existir
nesse organismo. O termo é também aplicado a substancias presentes em concentra¢gdes muito mais elevadas que
o nivel normal. Em especifico, medicamentos tais como antibiéticos sdo xenobidticos em humanos porque o
corpo humano ndo os produz nem fazem parte da dieta humana. .

**Xenobioticos: Compostos sintetizados quimicamente, isto é, ndo ocorrem naturalmente. Os xenobi6ticos
compreendem uma longa lista de compostos, a qual inclui pesticidas, bifenois policlorados (PCBs, utilizados em
transformadores elétricos e em indUstrias geradoras de energia), municdes, corantes e solventes clorados.
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e Blebbed (Segmentado): nicleos com pequena evaginacdo da membrana nuclear, o que
parece conter eucromatina ou heterocromatina (mais escuro). O didmetro destas
evaginacOes pode variar desde pequenas protuberancias a estruturas completamente
circunscritas, semelhantes aos microndcleos, mas ainda ligadas ao nucleo principal.

e Lobed (Lobulado): nicleos com evaginagdes maiores que as descritas para os blebbed.
Sua estrutura ndo € tdo definida como a anterior. Alguns nucleos apresentam varias
destas estruturas.

e Vacuolated (Binucleado): nucleos que apresentam uma regido que lembra os vacuolos
no seu interior. Estes “vactiolos” apresentam-se destituidos de qualquer material
visivel no seu interior.

e Notched: nicleos que apresentam um corte bem definido em sua forma. Geralmente
com uma profundidade aprecidvel no nudcleo. Esses cortes parecem ndo possuir
nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana nuclear.

Segundo Fenech (2000) essas anormalidades relacionam-se aos erros que ocorrem
durante a mitose ou meiose, com 0s processos de morte celular (necrose e apoptose), além da

prépria mutagenicidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacéo da area de estudo

De acordo com o DECRETO 12.103 de OUTUBRO de 1991, a APA do
Maracana foi criada em 1991 com o objetivo de manter os recursos hidricos da regido
preservados, uma vez que 2% do abastecimento da ilha de S8o Luis vém desses mananciais
situados na APA, pois 0s mesmos desaguam no reservatorio do Batatda (Brasil, 1991).
Atualmente, essa unidade de conservacdo tem funcionado como zona de amortecimento de
impactos do Parque Estadual do Bacanga (DIAS, 2012), sendo os principais corpos hidricos
os rios Maracand, Ambude, Bacanguinha e Batatd. A vegetacdo das margens desses rios &,
em geral, caracterizada pela presenca de jucarais/bambuzais, vegetacdo tipica de varzea, ou
mata de sitios, quando ha substituicao, em caso de constru¢es (PINHEIRO-SOUSA, 2015).

A érea (Figura 1) esta delimitada ao Norte pelo Parque Estadual do Bacanga, ao
Sul pela localidade do Rio Grande, a Leste pela BR-135 e a Oeste pelo Distrito Industrial de
Sdo Luis, possuindo um total de 1.8131 ha (VASCONCELOQS, 1995). Localiza-se na latitude
04°13'30"S e longitude 44°47'48"W, pertencendo a Microrregido do Médio Mearim e
Mesorregido do Centro Maranhense (MARANHAO, 2009).
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Figura 1: Mapa da regido da APA do Maracand, Sao Luis-MA.
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A comunidade do bairro do Maracana é de classe média baixa. No bairro é
possivel encontrar ruas sem estrutura basica como agua encanada, esgoto e asfalto. Uma
parte da sociedade trabalha no Distrito industrial, por estar situado proximo a localidade e
outra parte, sobrevive da venda da jucara e do turismo (SANTOS; SANTOS, 2011).

Foram, observadas trés nascentes (Figura 2), pontos foram nomeados de S1, S2
e S3 (Figura 3). Na nascente situada no ponto S1, foi observada uma éarea relativamente
impactada, porém com bastante area verde ainda preservada e poucas residéncias proximas;
no S2 observou-se menor area com menor area de vegetagdo preservada e muitas residéncias
nas proximidades, além de descargas de efluentes na nascente; ja no S3 foi observado uma
area de vegetacdo bem extensa, mas com grande indicio de desmatamentos no entorno para
construcdo de casas. Estas areas devem ser consideradas como vulneraveis, uma vez que a
maioria esta exposta as interferéncias antrépicas, como utilizacdo da &gua para realizar

atividades cotidianas, plantio de espécies vegetais exdticas, construcdo de taludes para
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desenvolver a préatica de piscicultura e desvios do fluxo de &gua para irrigacdo (SOARES,

2010).

Além disso, o crescimento populacional em consequéncia da expansao urbana,

construcdo de estradas e edificagBes, auséncia de saneamento basico, langcamento de esgotos

domeésticos, ma disposicdo do lixo no ambiente, erosdo do solo e assoreamento, lavagem de

veiculos e roupas e 0 surgimento de novos povoados por meio de ocupacdes irregulares

aumenta ainda mais a degradacdo ambiental (VINHOTE, 2008).

Figura 2: Mapa da regido da APA do Maracand com destaque para os pontos de coleta nas

nascentes
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4.2Normas e conduta para o uso dos organismos-teste

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal (CEEA) da Universidade Estadual do Maranhédo (protocolo n° 20/2017) e seguiu as

normas que regem esse comiteé.
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Além disso, também foi solicitada licenca junto a Secretaria de Estado de Meio
Ambiente e Recursos Naturais — SEMA (protocolo n°® 126750/17), para a utilizagdo da agua
das nascentes, devido a sua condicdo de area protegida, obedecendo a Instrugdo Normativa n°
154 de 01/03/07 do IBAMA e a Lei Estadual n° 9.413 de 13 de julho de 2011.

Figura 3: Locais de amostragem na Area de Protecdo Ambiental do Maracan, S&o Luis-
MA. (A) S1, (B) S2 e (C) S3,

Fonte: Arquivo Pessoal

4.3Coleta e analise da agua

As amostras de agua foram coletadas em fevereiro e setembro de 2017,
considerando os periodos chuvoso e seco, em trés nascentes situadas na APA do Maracana.
As nascentes escolhidas como pontos de coleta levaram em consideracdo a acessibilidade,
além do impactc cbservado, tais como construcdes, desmatamentos e acimulo de lixo.

As amostras de agua foram coletadas a cada 48h, durante os 7 dias de cada
ensaio, em galdes de pléastico com capacidade para 20 litros e transportadas para o
Laboratorio de Ecotoxicologia do curso de Oceanografia do Departamento de Oceanografia
da Universidade Federal do Maranhdo, onde foram realizados os ensaios ecotoxicologicos.

Uma amostra de agua foi coletada a aproximadamente 30 cm de profundidade
da superficie da agua, acondicionadas em frascos esterilizados de boca larga com tampas
esmerilhadas e capacidade para 250 mL de agua, durante os ensaios dos periodos seco e
periodo chuvoso, e levada ao Laboratdrio de Agua e Alimentos da UEMA para a anélise
microbioldgica.

As anélises foram feitas pelo método colilert, que tem como principio a
identificacdo dos microrganismos pela analise de suas enzimas tipicas, sendo o tempo

estimado 24 h. O meio contém dois substratos para identificar as enzimas: o cromfgenico
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orto-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (ONGP) e fluorogénico 4-metilumbeliferil-p-D-
glucoronideo (MUG), que detectam as bactérias do grupo coliforme total em amostras de
agua (SILVA et al. 2010).

4.4Ensaios ecotoxicologicos

Os exemplares da espécie Danio rerio foram obtidos de cultivo do Laboratorio
de Ecotoxicologia do Curso de Oceanografia da Universidade Federal do Maranhdo, onde os
organismos eram mantidos sob condic¢Ges constantes (fotoperiodo 12c:12e; temperatura de
23°C; aeracdo constante e alimentacdo). A espécie foi escolhida em funcdo da existéncia de
protocolos de procedimentos metodoldgicos estabelecidos pela ABNT (NBR 15499), por
estar disponivel comercialmente, ser facilmente criado em laboratorio e apresentar alta
sensibilidade a substancias toxicas.

Os testes ecotoxicoldgicos foram conduzidos em salas climatizadas do
Laboratorio de Ecotoxicologia do curso de Oceanografia da Universidade Federal do
Maranh&o, Séo Luis-MA. Os bioensaios foram realizados de acordo com as normas da
ABNT (NBR 15499) para experimentos, com o0s protocolos da Organization for Economic
Co-Operation and Development (OECD, 2008).

Para a avaliacdo ecotoxicoldgica cronica, foram realizados dois ensaios em
laborat6rio, um no periodo chuvoso e um no periodo seco, utilizando 48 exemplares da
espécie Danio rerio. Os ensaios tiveram duracdo de durante 7 dias e os peixes foram expostos
as amostras de agua coletadas in situ, a cada 48h, caracterizando um ensaio semi-estatico.

Foram monitorados diariamente os valores de oxigénio dissolvido, pH e
temperatura da agua para a validacdo do experimento. Foi registrada a biometria de cada
exemplar, mensurando o comprimento total, comprimento padrdo e peso com intuito de
verificar a relacdo peso, comprimento dos peixes e a quantidade de agua necessaria para a

realizacdo do teste (Figura 4).
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Figura 4: Espécime de Danio rerio medido no Laboratério de Ecotoxicologia da UFMA

Fonte: Arquivo pessoal

Com as amostras de agua das trés nascentes foram realizados ensaios crénicos,
sendo 3 grupos teste, com 12 peixes cada um. Para observar se ocorriam diferengas quando
se utilizava agua limpa, foi conduzido um grupo controle com a mesma quantidade de
peixes que dos grupos teste, utilizando para tanto 500mL de &gua filtrada da torneira e
500mL de &gua destilada (Figura 5).

Figura 5: Ensaio ecotoxicoldgico realizado no Laboratdrio de Ecotoxicologia da UFMA.

Fonte: Arquivo pessoal
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Ao término dos testes ecotoxicoldgicos, 0s organismos-teste foram anestesiados
com solucdo anestésica de 6leo de cravo. Posteriormente foi retirado o sangue por punc¢édo
caudal com o auxilio de uma seringa de insulina para a realiza¢do do teste do micronucleo.
Em seguida, cada exemplar foi eutanasiado com hidrocloreto de benzocaina (método de
eutanasia citado na Resolucdo N° 714 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina

Veterinaria). Na sequéncia, os peixes foram fixados por inteiro em formaldeido a 10%.

4.5 Teste do microndcleo (MNS)

O sangue foi coletado por puncdo caudal com o auxilio de seringa de insulina e
gotejado sobre uma lamina para ser feito o esfregaco e aguardou-se a secagem do material.
A lamina foi submetida a um banho de corante Rosenfield modificado por 6 minutos e, em
seguida colocado em &gua destilada por 4 minutos. Posteriormente, foi colocado para secar
em temperatura ambiente de 25° C.

Depois de seco, o material foi observado em microscépio de luz para contagem
dos micronucleos presentes e posterior analise dos dados. A analise citogenética foi
realizada em microscopio de luz em objetiva de 100x com contagem de 2000 células por
lamina (GRISOLIA, 2002).

Os MNs foram identificados seguindo o critério proposto por Fenech et al.
(2000).

4.6 Andlise histologica

No Laboratério de Morfofisiologia Animal do Departamento de Quimica e
Biologia da Universidade Estadual do Maranhdo, os peixes foram descalcificados em &cido
nitrico a 10% por seis horas. Em seguida, o material foi desidratado em série crescente de
alcoois (70%, 80%, 90%), diafanizado em xilol, impregnado e emblocado por inteiro em
parafina. Foram feitos cortes transversais dos blocos para a confec¢do das laminas de Sum
de espessura e estas foram coradas com Hematoxilina e eosina (LUNA, 1968) para posterior

leitura e anélise das lesdes.
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Nos estudos morfoldgicos foram analisadas as branquias. As seccles
histologicas foram analisadas em toda sua extensdo em busca de alteragdes morfoldgicas
que fossem representativas do efeito da agua das nascentes dos rios no tecido animal,
sempre comparando estas altera¢cGes com o padrdo de organizacdo dos 6rgaos em condicdes
normais. Para a anélise morfoldgica, as 1aminas histoldgicas foram analisadas em toda sua
extensdo e fotografadas 10 por campo ao acaso em cada animal. As lesGes encontradas
foram avaliadas, quantificadas e classificadas quanto ao grau de severidade e possibilidade
de recuperacdo: alteracbes consideradas leves, que ndo alteram a fungdo do tecido;
alteragcdes moderadas, que alteram parcialmente a fungéo do tecido; e alteragdes severas, que
alteram totalmente a funcéo do tecido (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Foi calculado o Indice de Alteracdo Histologica (IAH) baseado na severidade de
cada lesdo por meio da formula: IAH= 1xY 1+ 10xY II + 100x>_ III, em que: I refere-se as
alteracGes de estagio I, que ndo comprometem o funcionamento do érgdo; Il, as alteracoes
de estagio I, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do o6rgdo; e lll, as
alteracdes de estagio Ill, muito severas e irreversiveis (Tabela 1).

A partir do valor do IAH, classificaram-se as lesdes histolégicas branquiais em
cinco categorias (Tabela 2), sequndo Poleksic; Mitrovic — Tutundzic (1994). Para todas as
contagens e medicBes foram calculados valores médios e desvios-padrdo, seguidos de

analise estatistica.

Tabela 1. Classificacdo das alteracfes histologicas branquiais segundo Poleksic e Mitrovic—Tutundzic

(1994).

Estagio |

Estagio Il

Estagio Il

Congestao dos vasos
sanguineos

Levantamento do epitélio
respiratério

Fusdo incompleta das lamelas

Dilatacdo do seio venoso

Parasito

Hipertrofia e hiperplasia do
epitélio respiratorio

Hiperplasia e hipertrofia das
células de muco

Hiperplasia e hipertrofia das
células de cloreto

Fusdo completa das lamelas

Espessamento descontrolado
do tecido proliferativo

Rompimento do sistema de
células pilares

Telangectasia
Necrose e degeneracdo celular

Aneurisma lamelar
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Tabela 2. Classificacdo da severidade das lesdes por categoria de IAH, segundo Poleksic e Mitrovic

Tutundzic (1994).
Valores Classificacdo
0-10 Funcionamento normal do tecido
11-20 Dano leve ara moderada do tecido
21-50 Modificacdo moderada para severa do tecido
51-100 Modificacdo severa do tecido
>100 Dano irreparavel do tecido

4.7 Anéalise Estatistica

Foi conduzido o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com o programa
software BioEstat 2.0, caracterizando as amostras com distribuicdo normal. Para as amostras
com distribuicdo normal (Branquias), realizou-se o Teste t de Student para observar se havia
diferencas significativas entre os pontos de coleta escolhidos e o controle e Anova, para
comparar as diferencas significativas entre os pontos estudados e entre os periodos seco e
chuvoso (p<0,05).

Para as amostras que nao possuiram distribuicdo normal, Os dados entre o0s
periodos sazonais e entre as areas e 0s scores das classes de danos no DNA foram
comparados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, com o uso do software BioEstat 2.0.
O resultado € considerado se observado diferenca significante de no minimo p<0,05 entre os

dados analisados.
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5 RESULTADOS

No ensaio realizado no periodo chuvoso ndo houve mortalidade dos individuos

em nenhum dos pontos durante os 7dias. Entretanto houve mudancas de comportamentos dos

peixes nos trés pontos testados, tais como agitacédo e agressividade uns com os outros.

Ja no ensaio realizado no periodo seco, houve a mortalidade de 1 individuo no

ponto 2, entretanto, ndo representou resultado relevante, uma vez que representou menos de

10% de mortalidade. Todavia, também houve mudancas de comportamentos dos peixes nos

trés pontos testados, tais como agitacao e agressividade.

Os dados das variaveis fisico-quimicas das amostras ambientais de dgua também

foram considerados normais (Tabela 3).

Tabela 3: Média das variaveis fisica quimicas das amostras de agua das nascentes situadas

nos trés pontos da APA do Maracana.

PONTOS PARAMETROS PERIODO SECO PERIODO VMP* UNIDADES
CHUVOSO
pH 6,5 7.8 5,0-9,0 -

St T°C 25 25 - -
oD 57 5,6 >5,0 mg/L 02
pH 59 7,2 5,0-9,0 -

S2 T°C 25 25 - -
oD 53 55 >5,0 mg/L 02
pH 6,3 6,5 5,0-9,0 -

S3 T°C 25 25 -
oD 6.1 5.9 >5,0 mg/L 02

VMP = Valor m&ximo permitido, segundo resolugdo CONAMA (n°357).
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Os valores de pH foram menores no periodo seco que no periodo chuvoso, com
destaque para S1, com média de 7,8, no periodo seco. Quando se observa 0s niveis de
oxigénio dissolvido, percebe-se que eles sdo menores nas nascentes durante o periodo seco,

destacando a nascente S2.

Os valores das varidveis microbioldgicas das amostras de agua durante os

periodos seco e chuvoso encontram-se na tabela 4.

Tabela 4. Valores microbioldgicos das amostras de agua dos trés pontos das nascentes da
APA do Maracana no periodo chuvoso e seco.

Pontos N° Coliformes totais N° permitido de Coliformes N° permitido de Coliformes
(NMP*) encontrado a cada  totais a cada 100mL * totais a cada 100mL **
100mL
Chuvoso Seco
Sl 24.196 15,80 200 0
S2 24.196 >2500 200 0
S3 24.196 62,00 200 0

*Valores permitidos pela Resolucdo 2914 de 12/12/2011 do Ministério da Saude
**Valores permitidos pela Resolugdo CONAMA n° 357

Nos valores obtidos para coliformes totais durante os dois periodos de teste,
foram observados niveis elevados de coliformes no periodo chuvoso em todas as nascentes
estudadas. No periodo seco, houve diminui¢do nos valores para coliformes, porém a nascente
S2 obteve resultado superior a 2500/100mL, ainda ficou acima das legislag6es vigentes.
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As lesBes genotoxicas (micronucleo e anomalias nucleares) foram mais evidentes

durante o periodo chuvoso, com valores elevados nas trés nascentes estudadas. Ja no periodo

seco, houve diminuicdo nos valores, porém ainda foram considerados altos, sendo a nascente

S2 mais representativa. Houve diferenca significativa entre as nascentes S2 e S3 durante 0

periodo chuvoso (Kruskal-Wallis, p=0,0225), entretanto ndo houve diferenca significativa

durante o periodo seco (Kruskal-Wallis p=0,235). Quando comparados os periodos chuvoso e

seco, também ndo houve diferenca significativa, com médias semelhantes, porém houve

diferenca quando comparadas a nascentes com o controle.

As lesbes genotoxicas e anomalias nucleares nos eritrocitos observadas constam

nas tabelas 5 e 6, e figura 6.

Tabela 5. Quantidade total, média e desvio padrdo dos eritrécitos com lesdes genotdxicas

no periodo chuvoso (n=12).

LESOES CONTROLE S1 S2 S3
Micronucleo 5(0,42+0,6°) 116 (9,7£0,5°) 119 (9,92+0,9°)* 91(7,7°+1,5%)
Notched 36( 3,08+0,9) 31(2,66+1,23) 55 (4,58+1,56)
(Entalhada)
Lobed 2(0,16+0,38) 18 (1,66+0,88) 18 (1,66+0,98) 10 (0,8340,71)
(Lobulado)
Blebbed 21 (2+1,53) 28 (2,5+0,79) 22 (1,83+0,71)
(Fragmentado)
Vacuoled 1(0,8+0,28) 18 (1,66+1,23) 19 (1,754£1,21) 8 (0,66+0,65)

(Binucleado)

a= média b= desvio padrédo

*valor significativo em relagdo ao controle e ao ponto S3
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Tabela 6. Quantidade total, média e desvio padrao dos eritrocitos com leses genotoxicas no
periodo seco (n**=12).

LESOES CONTROLE Sl S2 S3
M/DP M/DP M/DP M/DP

Microncleo 3(0,12+0,38%) 70(5,83°+1,26°) 82(6,33*+1,07°)*  76(6,33*+1,07°)

Notched 0(0£0) 1(0,08+0,28) 2(0,16+0,38) 2(0,16+0,38)
(Entalhada)
Lobed 0(0£0) 3(0,25+0,45) 0(0+0) 0 (0+0)
(Lobulado)
Blebbed 0(0£0) 0(0£0) 0(0+0) 0(0£0)
(Fragmentado)
Vacuoled 0(0£0) 0(0£0) 0(0+0) 20,16+0,38)

(Binucleado)

a= média b= desvio padrdo  *valor significativo em relacdo ao Controle

**n=11, no ponto S2, devido a mortalidade de um exemplar.

Figura 6. Imagens dos danos genotoxicos e anomalias nucleares mais observadas em Danio
rerio. Em A, Micronlcleo (seta). B, brotamento (seta); C, fragmentado (seta) e D,

binucleado (seta). 50 um.

Fonte: Arquivo pessoal
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Gréfico 1: Média e desvio padrdo dos IAH para branquias de Danio rerio, durante o periodo

chuvoso, no ano de 2017.
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Graéfico 2: Média e desvio padrdo dos IAH para branquias de Danio rerio, durante o periodo

seco, no ano de 2017.
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* Valor significativo em relacéo ao controle e aos pontos de coleta
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As médias dos indices de alteracdo histolégica (IAH) foram mais representativas
durante o periodo chuvoso, sendo encontrados valores elevados deste indice em todas as
nascentes estudadas. Entretanto, apesar desses valores diminuirem no periodo seco, houve um
valor representativo para a nascente S2, com 18,5. Porém todos os resultados ficaram dentro
da mesma categoria de classificacéo de severidade das lesdes, com dano leve a moderado do
tecido. Ndo houve diferenca significativa dos pontos, durante o periodo chuvoso (Anova,
p=0,307399), porém houve diferenca significativa do periodo seco (Anova, p=0,0009).
Quando comparados os periodos, também houve diferenga significativa (Anova,
p=0,000137), com destaque para maior contaminacao no periodo chuvoso. Além disso, houve
diferenca significativa entre os pontos estudados e o controle, tanto no periodo chuvoso
guanto no periodo seco, com médias e variancias diferentes entre si, observadas no Teste t de
Student.
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Figura 7. Fotomicrografia de branquias. Em A, descolamento do epitélio respiratério
(seta). Em B, deslocamento do epitélio, hiperplasia epitelial (setas); C, congestdo(seta) e D,

fusdo total das lamelas (seta), H.E.

As lesbBes encontradas tanto no periodo seco quanto no chuvoso foram as
mesmas, diferindo somente na intensidade de observacdes entre os dois periodos. As lesdes
mais comumente encontradas foram descolamento do epitélio respiratorio, congestdo e
fusdo parcial das lamelas, todas de estagio I. Entretanto, encontrou-se também fuséo total

das lamelas, caracterizada como lesdo de estagio II.
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6 DISCUSSAO

Os testes ecotoxicoldgicos realizados nos periodos chuvoso e seco tiveram
duracdo de 7 dias, um ensaio curto, apesar de ser considerado crénico, pois de acordo com as
normas da ABNT (NBR 15499), para ser considerado cronico, 0 ensaio deve conter mais de
72h de duragdo, a fim de observar os efeitos no comportamento ou mesmo letais ao
organismo. No presente trabalho foram utilizados individuos adultos e, desta forma, no teste

foram observadas mudancas de comportamento e danos letais ao organismo.

Quanto a avaliacdo da toxicidade, ao final dos ensaios qualitativos, determinou-se
que as substancias toxicas presentes nas aguas das nascentes oferecem risco a espécie alvo
Danio rerio a nivel tecidual. Pois, a constatacdo de auséncia de toxicidade apds o ensaio
crénico ndo representa auséncia de efeito subletal (BURATINI; BRANDELLI, 2006), uma
vez que o acUimulo de substancias quimicas pode determinar outros efeitos deletérios em
niveis organizacionais menores (moléculas, células e tecido), que ainda nao foram capazes de

se manifestar no organismo como todo (DECAPRIO, 1997).

A avaliagdo da toxicidade aquéatica é um procedimento no qual as respostas dos
organismos aquaticos sdo usadas para detectar e medir os efeitos de uma ou mais substancias,
residuos ou fatores ambientais, sozinhos ou em combinagdo, durante um determinado tempo
(AUGUSTO, et al. 1997). Esses efeitos resultam em altera¢6es bioquimicas e fisioldgicas no
sangue dos peixes, 0 que pode indicar o seu estado fisioldgico. Desta forma, os eritrocitos dos
peixes tém se mostrado adequado para a analise de microndcleos sendo adequados para o
teste (UDROIU, 2006; POLARD et al., 2011). Os micronucleos sdo fragmentos de
cromossomos que nao sdo incluidos no ndcleo principal durante a mitose, onde sua formacao
resulta de alteragches estruturais cromossOmicas espontaneas ou decorrentes de fatores
ambientais ou, ainda, de falhas no fuso mitotico. Esses fragmentos sdo muito utilizados
porque sdo capazes de detectar alteracbes no ambiente, uma vez que sdo induzidos por
agentes toxicos, e varios estudos tém demonstrado o valor dos micronucleos como
biomarcadores em peixes (ANDRADE et al., 2004; FERRARO et al., 2004; SOUZA,
FONTANETTI, 2006).

No presente trabalho foram observados muitos eritrocitos com microndcleo, uma
vez que dentro de uma contagem de 2000 células de cada lamina visualizada foram
encontradas, no ensaio realizado no periodo chuvoso, 119 células contendo o micronucleo,
nos 12 peixes testados na nascente S2. Ja no periodo seco, apesar de ter sido observada
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quantidade menor, também foram encontradas lesdes mutagénicas e anomalias nucleares.
Houve diferenca significativa entre as nascentes durante o periodo chuvoso (Kruskal-Wallis,
p=0,0225); entretanto, ndo houve diferenca significativa durante o periodo seco (Kruskal-
Wallis p=0,235). Isso pode estar relacionado a quantidade de efluentes que provavelmente
estdo sendo despejados na forma in natura nesta nascente, uma vez que foi observada uma
adutora de esgoto na mesma. Esses poluentes podem despejar grande quantidade de agentes

genotoxicos.

Os agentes genotdxicos causam modificagbes nos eritrocitos, ocasionando dano
ao DNA e, caso ndo ocorra reparo das lesbes, pode ser iniciada uma cascata de consequéncias
bioldgicas nas células, 6rgdos e no animal como um todo, atingindo a populacdo e
comunidade do organismo. Tais danos podem ser associados a reducdo do crescimento
corporal, desenvolvimento anormal, diminuicdo da sobrevivéncia de embrifes, larvas e
animais adultos (LEE; STEINERT, 2003). Assim, o aumento da frequéncia de células
micronucleadas ¢ um marcador de genotoxicidade e pode refletir exposicdo a agentes com
clastogénicos ou aneugénicos de acdo (BOMBAIL et al., 2001).

Os resultados observados comprovam o emprego do teste do micronicleo como
sendo um instrumento de monitoramento rapido (SILVA; NEPONUCENO, 2010), e o peixe
da espécie Danio rerio, um biomonitor eficiente para detectar a presenca de agentes
genotoxicos no meio ambiente aquatico. Desta forma, a presenca de micronucleo nos
ambientes estudados mostra intima correlagdo com agentes genotdxicos, sugerindo

contaminacg&o nos locais.

Durante as pesquisas dos micronucleos é possivel analisar também as anomalias
nucleares sugerindo que essas sejam levadas em consideragdo por estarem relacionadas aos
processos de citotoxicidade, acdes sobre a divisdo celular e genotoxicidade (CARRASCO, et
al. 1990; SOUSA; FONTANELLI, 2003). No presente trabalho, as alteracdes observadas com
maior frequéncia foram notched e fragmentado, no periodo chuvoso e lobulada e notched, no

periodo seco.

O numero elevado de lesGes mutagénicas e anomalias nucleares observadas nos
testes citogenéticos, sugere que as nascentes aqui analisadas apresentam grandes quantidades
de substancias com potencial genotdxico, tanto no periodo chuvoso quanto no periodo seco.
Foram observados maior indice de alteragdes mutagénicas e anomalias nucleares nos ensaios
realizados no periodo chuvoso, sugerindo que os contaminantes podem ter sido carreados pela
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chuva até as nascentes; entretanto ainda que em menor quantidade, também foram observadas
essas alteracOes durante o periodo seco, 0 que nos leva a observar que existem contaminacdes
nos trés pontos ao longo dos dois periodos, pois a frequéncia elevada de micronulcleos traduz
danos genotoxicos irreversiveis, o que em longo prazo pode comprometer a sanidade dos
peixes, uma vez que estes organismos foram submetidos a ensaios curtos, de apenas 7 dias,
em longo prazo os danos podem levar a morte do animal. Embora as origens das
anormalidades ndo tenham sido identificadas, varios estudos suportam a hipdtese de que isso
reflete os eventos genotdxicos (FERRARO et al. 2004).

O processo de alteragdes do meio aquatico pode interferir de maneira significativa
na sanidade dos peixes, acarretando, também, uma série de alteracdes morfoldgicas
reversiveis ou irreversiveis a fisiologia de seus 6rgaos, como as branquias que constituem um
Orgdo vital para os peixes, uma vez que € o principal ponto de trocas gasosas, além de estarem
envolvidas no processo de osmorregulacao e excrecdo de produtos nitrogenados. Sendo assim,
é um importante alvo de estudo para observar as alteracdes fisiologicas nos tecidos desses
organismos, pois estdo em contato direto com o ambiente aquatico (POLEKSIC; MITROVIC-
TUTUNDZIC, 1994).

Quando se observa a histologia das branquias, nota-se que ela apresenta varios
tipos celulares no epitélio, tais como células pavimentosas, células mucosas, células de
cloreto, células ndo diferenciadas e células neuroepiteliais (LICHTENFELS, 1996). Se o
ambiente ndo oferece equilibrio ou est4 impactado, pode levar a ocorréncia de alteracGes na
morfologia normal desse 6rgdo como forma de adaptacdo as modificacdes no ambiente.

Segundo Polesksic e Mitrovic-Tutundzic (1994), as mudancgas nas estruturas das
bréanquias dos peixes podem ser utilizadas para monitorar os efeitos subletal e crénico de

poluentes, principalmente nos casos em que outros métodos de avaliacdo ndo séo satisfatorios.

As principais lesbes encontradas nas branquias dos peixes estudados no ensaio
foram congestdo dos vasos sanguineos, levantamento do epitélio respiratério, hiperplasia do
epitélio lamelar, fusdo incompleta e completa das lamelas. A maioria das lesGes ocorreu
durante o periodo chuvoso, no ponto S3, uma vez que, segundo 0s moradores, esta area esta
cada vez mais impactada devido aos projetos de construcédo realizados no entorno. No periodo
chuvoso, foi encontrado maior percentual de lesbes, sendo as mais frequentes o levantamento
do epitélio respiratério, fusdo parcial das lamelas e congestdo, todas de estagio I, e fusdo
completa das lamelas secundarias, de estagio Il. Ja no periodo seco, foram encontradas as
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mesmas lesdes citadas, porém em menor quantidade, sugerindo que a &gua da chuva esteja
levando uma série de contaminantes, levando os peixes a desenvolverem lesées em um curto

periodo de tempo.

A elevacdo epitelial € uma das primeiras alteracfes que ocorrem quando o animal
estd sob algum tipo de estresse, pois se trata de uma lesdo inicial em resposta ao estresse. E
como foi um ensaio de curta duracao, ja era esperado que se observasse com mais frequéncia.
Além dessa alteracdo, a congestdo dos vasos sanguineos, hiperplasia do epitélio lamelar e
fusdo incompleta e completa das lamelas foram alteracGes frequentes. Todas estas se
classificam de acordo com Poleksic e Mitrovic—Tutundzic (1994) em lesbes de estagio I:
alteracBes leves que ndo comprometem o funcionamento normal do 6rgdo, permitindo a
recuperacgdo da estrutura e da funcdo dos tecidos branquiais caso haja melhoria nas condigdes

ambientais.

Os valores médios de IAH nos pontos de coleta mostraram que a maior incidéncia
de lesBes nas branquias foi encontrada durante o periodo chuvoso, no S3, com a média de
20,2, indicando dano leve ou moderada do tecido, caracterizando acdo mais intensa de
Xenobidticos nas branquias dos espécimes neste ponto, 0 que leva a sugerir uma maior

contaminacéo por efluentes domésticos nesta area.

Os pontos S1 e S2, com média de 20,1 e 17,75, respectivamente, apresentaram um
resultado em que se constatou também uma danificacdo leve a moderada do tecido. J& o
controle obteve média de 1,2, o que mostra a partir da classificacdo de Poleksic e Mitrovic—
Tutundzic (1994), que ndo ha dano tecidual, ou seja, hd funcionamento normal do tecido. De
acordo com Carvalho-Neta et al. (2015), a area de Maracana é proxima a uma industria de
metal e algumas areas da nascente S1 estdo perto de estradas com altos fluxos de trafego,
onde os poluentes de varias fontes podem ser transportados pelo vento e pela 4gua da chuva, o

que pode ajudar a explicar a contaminacao desta nascente no periodo chuvoso.

No periodo seco houve uma diminuicdo do IAH, onde a maior média foi
encontrada para o S2, com 18,5, sugerindo maior contaminacdo neste ponto. Entretanto, se
levarmos em conta o periodo de exposicdo dos peixes a estes contaminantes, houve

comprometimento grave, pois 0s mesmos foram expostos por apenas 7 dias.

Sendo assim, 0s peixes que vivem nestes ambientes, bem como os que dependem
direta ou indiretamente deles, podem estar seriamente comprometidos, visto que sua

exposicao e constante.
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Os testes estatisticos mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os
pontos durante o periodo chuvoso (p= 0,307399), porém houve diferenca significativa entre
0s pontos durante o periodo seco (p= 0,000923). Quando comparamos 0s dois periodos em
que foram realizados os testes, percebe-se que tambem houve diferenca significativa (p=
0,000137). Quando comparados cada ponto com o controle, tanto no periodo seco quanto no
periodo chuvoso, percebe-se que ha diferenca significativa, entre eles, visto que a diferenca
de lesGes é muito grande entre os pontos S1, S2 e S3 comparados ao controle, no periodo
chuvoso e no periodo seco (com médias e variancias diferentes entre si). Deste modo,
podemos observar que o nivel de xenobidticos variou entre os pontos estudados, causando
lesGes de estagio | e Il, nos periodos seco e chuvoso nos trés pontos, mas com incidéncias
diferentes.

A vista disso, em ensaio de curta duracio era esperado que se encontrasse um
namero maior dessas lesdes de estagio I, porém também foram encontradas lesdes de estagio
I1, sendo preocupante, uma vez que em um ensaio de apenas 7 dias encontrou-se lesdes deste
tipo, 0s organismos aquaticos que possuem estas nascentes como habitat podem estar com as
funcdes fisiologicas seriamente comprometidas.

As branquias desempenham um papel fundamental para as trocas gasosas e
osmorregulacdo, quando esta funcdo estd prejudicada, estas alteragfes histolégicas podem
afetar diretamente na sobrevivéncia dos peixes (MEYERS; HENDRICKS, 1985).

As alteracdes morfoldgicas das branquias, em resposta a mudangas ambientais,
podem representar estratégias adaptativas para conservacdo de algumas funges fisiologicas.
Por conseguinte, os resultados obtidos levam a sugerir que 0s organismos estavam tentando
minimizar os danos aos 0rgaos.

As lesdes branquiais, mutagénicas e anomalias nucleares estdo correlacionadas
com o alto indice de contaminacdo das nascentes. Desta forma, a utilizacdo de indicadores
fisico-quimicos e microbioldgicos da dgua fornecem os dados que foram observados in sito.
Para estabelecer os padrdes de contaminagé@o dessas nascentes.

Foram consideradas as Resolu¢cdes do CONAMA n° 357/2005 e resolucdo n°
2914de 12/12/2011 do Ministério da Saude, que estabelecem as diretrizes ambientais para o
enquadramento dos corpos de agua, determinando condi¢bes e padrdes de lancamento de
efluentes, visando a protecdo das comunidades aquaticas (BRASIL, 2002).

O pH das nascentes S1 e S2 durante o0 ensaio realizado no periodo chuvoso esteve
mais proximos da neutralidade, enquanto S3 possuiu 0 pH mais baixo. No periodo seco, 0s
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pardmetros também ndo diferiram muito do periodo chuvoso. Os pardmetros de temperatura
foram controlados em laboratério, devido a isso ndo houve diferenca entre 0s pontos.

Nas observacdes sobre as concentracdes de oxigénio dissolvido, ainda que tenham
sido controladas em laboratorio, houve diferencas, uma vez que esta variavel pode apresentar
interferéncias de bactérias, pois 0 processo de deterioracdo de material orgénico presente é
realizado através da acdo oxidante de bactérias aerobicas, com bactérias consumindo o OD,
convertendo-o em moléculas mais simples como dioxido de carbono e dgua (BRANCO, et
al., 2007). O oxigénio dissolvido tem um papel fundamental na distribui¢do, sobrevivéncia e
fisiologia da fauna e flora dos ecossistemas aquaticos. O gas apresenta além dessa
importancia biologica, a funcdo de participacdo em inUmeras reacdes quimicas. Sua
dissolucdo na agua depende das interacdes ar/agua, temperatura e pressao atmosférica
(TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI, 2008). As taxas de oxigénio também sdo controladas
pelos processos de respiracdo, nitrificacdo e oxida¢do quimica e o consumo de oxigénio é
compensado pela fotossintese, bem como, a aeracdo provocada pelos fluxos dos cursos
d’agua pouco profundos (FIORUCCI; FILHO, 2005).

No periodo chuvoso, as concentra¢Bes ndo diferiram entre os pontos, entretanto,
no periodo seco houve diferenca acentuada no S2 em relagdo aos outros pontos, pois neste
ponto a agua estava visivelmente mais comprometida, o que pode levar a sugerir maior
contaminacdo e, consequentemente, maior quantidade de micro-organismos que estejam
utilizando o oxigénio disponivel, o que torna esta 4gua um veiculo de transmissdo de doencas,
por isso a sua qualidade microbioldgica torna-se um indispensavel para a satde publica. Para
observar e mensurar a contamina¢do de corpos d’agua por dejetos humanos empregam-se
indicadores microbioldgicos, principalmente os microrganismos do grupo coliformes, uma
vez que a contaminagdo por estes tipos de microrganismos sugere contaminagdo fecal e,
portanto, derramamento de esgotos de forma in natura.

Martins (2005) atribui ao langamento de esgotos domésticos a altas concentracdes
fecais, mas revela que a intensidade das chuvas, dilui as aguas, diminui a salinidade, carreia
as bacterias do solo e favorece a proliferacdo. LIAO et al. (1984) também confere a salinidade
a capacidade de autodepuracdo, e justifica a contaminacdo dessa area pelo menor volume
hidrico e menor salinidade, uma vez que, a maré nao sobe até a cabeceira, mas nao isenta o
langamento de detritos fecais nessa regiéo.

De acordo com Mormul et al., (2006), a ocorréncia de coliformes na agua

consumida em areas rurais representa um risco possivel para a satde, uma vez que existe um
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namero alto de doencas de veiculacdo hidrica causadas por bactérias do grupo coliformes.
Além disso, segundo eles, entre todas as doencas no pais 60% tém origem no uso de aguas
contaminadas.

Os valores encontrados do NMP de coliformes termotolerantes por 100mL nas
analises microbioldgicas da agua superficial das nascentes nos trés pontos foram 24.196, nos
trés pontos, durante o periodo chuvoso, e 15, 8; >2500 e 62,0, nos pontos S1, S2 e S3,
respectivamente, no periodo seco. De acordo com a Resolucdo 2914 de 12/12/2011 do
Ministério da Saude, ndo é permitido que sejam encontrados coliformes totais para cada
100mL, uma vez que as nascentes s@o utilizadas para o consumo de forma in natura, ou seja,
sem nenhum tipo de tratamento, ou mesmo com tratamento simplificado. Assim, nenhuma
das trés nascentes estd de acordo com a legislacdo, uma vez que o nimero mais provavel
estava igual para todos os pontos, durante a coleta no periodo chuvoso. Ja as analises de
periodo seco mostraram valores diferentes, entretanto, também n&o satisfizeram a resolucéo.

Segundo a Resolugdo CONAMA n° 357/2005, também houve resultado acima do
permitido para o periodo chuvoso, uma vez que nenhum dos trés pontos esta dentro do limite
estabelecido pela legislacdo, com os pontos S1, S2 e S3 apresentando niveis elevados de
coliformes. Ja no periodo seco, de acordo com esta resolugdo, os pontos S1 e S3 estdo dentro
do limite permitido, uma vez que obtiveram resultados de 15,80 e 62,00/100mL,
respectivamente. Entretanto o ponto S2 ndo obteve um resultado permitido pela legislacéo,
pois foi encontrado um total > 2.500,00 coliformes/100mL, sugerindo intensa contaminacéo.

Esta contaminagdo por bactérias do grupo coliformes indica contaminacdo fecal,
uma vez que sdo organismos que vivem no intestino humano (BRANCO et al., 2006). Este
tipo de bactéria ndo causa dano ao organismo no intestino, pois ela vive em relagéo ecoldgica
interespecifica chamada comensalismo, onde ela tem alimento e abrigo no 6rgdo, sem que o
prejudique (NATARO; KAPER, 1998; TRABULSI et al., 2002). Porém, quando ingerida
pode causar varias doencas, entre elas infeccdes abdominais, infecgdes urinérias, pneumonia
entre outras, podendo levar a 6bito por complica¢es (SOUSA; FONTANELLI, 2006).

Alves et al. (2012) afirmaram que a qualidade da agua esta intimamente ligada a
sua utilizacdo, as atividades que sdo realizadas em seu entorno e ao ambiente do qual cada
uma delas faz parte, sugerindo que existem modificagfes no entorno das nascentes que podem
estar contribuindo também para sua degradacdo. Entretanto, uma nascente deve ser protegida,

pois existe uma dimensdo minima da faixa marginal de vegetacdo nativa a ser preservada (50

58



m de raio), segundo o Cadigo Florestal (Lei n° 4.771/65) (BRASIL, 1965) em seu artigo 2° e,
segundo a Resolucdo CONAMA 303/2002, artigo 3°, inciso 111 (BRASIL, 2002).

Deste modo, os resultados obtidos com o teste ecotoxicolégico e 0s
biomarcadores estdo de acordo com os resultados encontrados sobre a qualidade da agua, uma
vez que estes foram menos favoraveis no periodo chuvoso. Entretanto, no periodo seco,
houve uma diminuicdo das lesdes, assim como melhora na qualidade de agua, sugerindo que
0s contaminantes podem ter sido carreados para as nascentes, provocando contaminacao mais
intensa (MOURA et al., 2009).

No S2 do periodo seco, houve um nimero acentuado de lesGes nas branquias e
também nos resultados de coliformes na &gua, mesmo que tenha se constatado diminuig&o nos
outros pontos. 1sso pode estar relacionado ao grande nivel de contaminacdo dessa nascente,
uma vez que os préprios moradores ao falarem da nascente em questdo apontam como area
extremamente impactada por escoamento de esgotos, principalmente depois que foram
iniciadas obras de um programa de residéncias no entorno, onde ja foram construidas mais de
2 mil residéncias, no programa “Minha casa, minha vida!”. Essas construcdes, segundo eles,
estdo piorando as condi¢Bes das nascentes situadas na APA, pois, “as esta¢des de tratamento
ndo foram muito bem construidas, entéo o esgoto é langado nos corregos e nos riachos”.

Além disso, as construcGes na area da APA podem ter aumentado a contaminagéo
das aguas devido as fossas sépticas necessarias pela falta de saneamento, e as a¢des antropicas
na area, como desmatamento, que deixaram 0 solo sem cobertura vegetal, facilitando o
carreamento de sedimentos e contaminantes para as nascentes. Além disso, estudos de
Carvalho Neta et al. (2014), observaram que a dinamica do ecossistema da APA do Maracana
foi intensamente modificada, com sobrepesca de espécies nativas (por exemplo, tambaqui), a
introducdo de espécies exdticas, perda de cobertura vegetal e a poluicdo teve um grande
impacto na area e, outro estudo de Carvalho-Neta et al. (2012) detectaram a presenca de
metais pesados em uma area industrial localizado perto da Area Protegida de Maracana, o que
pode estar contribuindo para a reducdo da qualidade da agua dessas nascentes. Desta forma, €
importante salientar que a ma qualidade da dgua, além de contaminar 0s peixes e gerar risco a
salude da populacdo, pode ocasionar uma serie de problemas em nivel tecidual do peixe
devido ao estresse, podendo ocasionar a morte do animal.

Os dados se mostram preocupante, uma vez que se trata de uma area de protecao
ambiental. Entretanto, fornecer dados aos 6rgdos e entidades publicas responsaveis pode dar
subsidios para a execucdo de politicas publicas ambientais voltadas para conservacdo e
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melhoria do recurso ambiental em anélise, uma vez que o0s projetos de manejo implantados na

area podem auxiliar em beneficios econdémicos, sociais e ambientais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As nascentes situadas na APA do Maracand, apesar de serem areas com dupla
protecdo, pois estdo enquadradas como unidades de conservacdo de uso sustentavel, além
disso, as nascentes também sdo protegidas pela legislacdo; tem apresentado elevada
fragilidade ambiental, se tornando vulneraveis a fatores como aumento da urbanizacéo,
crescimento demografico e exploragdo nativa.

De acordo com as resolugdes CONAMA e do Ministério da Saude, os resultados
da analise microbioldgica estdo em desacordo com a legislacdo, indicando valores acima dos
permitidos pela legislacdo para coliformes, principalmente no periodo chuvoso, 0 que sugere
que contaminantes nas proximidades estejam sendo carreados até as nascentes, aumentando
os danos causados pelas a¢des antropicas.

Na analise de microndcleo observaram-se danos mutagénicos e anomalias
nucleares nas células nos peixes em todos os pontos estudados, indicando a presenca de
xenobidticos na agua que causam danos ao DNA, podendo ser transmitida aos descendentes
e comprometendo a sobrevivéncia dos organismos.

Ja na andlise de branquias, ndo houve diferencas significativas nas analises do
IAH entre os pontos durante o periodo chuvoso, indicando contaminacdo em todas as
nascentes, porém houve diferenca significativa entre os pontos durante o periodo seco, com
uma maior contamina¢do no S2. Quando comparados entre o grupo controle com cada
ponto durante os dois periodos, houve diferenca significativa, indicando que ha presenca de
agentes que danificam esse 6rgdo dos peixes nos trés pontos estudados durante os periodos
chuvoso e seco.

Desta forma, as alteragdes histoldgicas, mutagénicas e anomalias nucleares, apos
0s ensaios ecotoxicolégicos utilizando a agua das trés nascentes da APA do Maracand, em
conjunto com os resultados das analises da agua, indicam o comprometimento da sanidade
destes peixes e da qualidade da &gua do local.

Estes dados podem auxiliar nos projetos de manejo implantados na area, uma vez
que essa area deve ser utilizada de forma sustentavel em consonancia com a conservacao dos
recursos naturais ali existentes, sem comprometer a capacidade de suporte desse ambiente.
Desta forma, como 0 manejo deve ter o proposito de proporcionar 0s meios e as condigdes

para que todos os objetivos da unidade de conservacdo possam ser alcancados de forma
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harmonica e eficaz, os resultados do trabalho podem subsidiar se tais objetivos estdo sendo

atingidos e promover meios para melhorar as medidas utilizadas na preservacao.
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