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RESUMO GERAL

AMORIM, NATHAN PEREIRA LIMA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio verde
— Fevereiro de 2020. Avaliacdo ecotoxicologica de contaminantes ambientais em
populacdes de peixes de Unidade de Conservagcdo e ambiente antropizado.
Orientadora: Lia Raquel de Souza Santos. Coorientadores: Alessandro Ribeiro de
Morais e Fernando Rogério de Carvalho.

As atividades urbanas geram poluicdo aos ecossistemas aquaticos por meio do
escoamento de compostos toxicos de dificil quantificacdo, e podem ocasionar danos aos
organismos aquaticos. O uso de técnicas citologicas, como a analise da integridade de
células sanguineas a partir do teste do Micronicleo, pode auxiliar na deteccdo de
alteracOes eritrocitéarias nucleares e mutagcdes nos animais a nivel genético, como reflexo
da exposicdo a compostos toxicos. Neste estudo, esta técnica foi empregada para
comparar os efeitos dos efluentes urbanos em uma populacdo de peixes da espécie
Oreochromis niloticus (Tilapia-do-Nilo), os quais foram coletados e armazenados em
condicdes laboratoriais. A comparagdo ocorreu entre 0s mesmos individuos do dia da
coleta, e apds 30 dias e 45 dias de recuperacdo. Ndo foram encontradas diferencas
(p>0,05) na frequéncia de células com micronucleo, entretanto houve diferencas
significativas (p<0,05) quanto a outras alteragdes eritrocitarias nucleares, tais como:
célula com bolha nuclear, célula com ndcleo reniforme, nicleo lobado, célula
binucleada, nucleo entalhado, nucleo segmentado, para animais em exposi¢do quando
comparados aos animais de 30 e 45 dias de recuperacdo. O teste do MN é o mais usado

para avaliar efeitos mutagénicos em peixes, se comportando como uma ferramenta



eficaz para o diagnostico ambiental, que como demonstrado nos nossos resultados
pedem uma atencdo a salde dos peixes, considerando sua importancia econémica e
funcional.

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicologia; Micronucleos; Histologia; Conservagao;
Cerrado.



GENERAL ABSTRACT

AMORIM, NATHAN PEREIRA LIMA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio verde
— Fevereiro de 2020. Ecotoxicological evaluation of environmental contaminants in
fish populations of a Conservation Unit and anthropized environment. Orientadora:
Lia Raquel de Souza Santos. Coorientadores: Alessandro Ribeiro de Morais e Fernando
Rogério de Carvalho.

Urban activities generate pollution to aquatic ecosystems through the flow of toxic
compounds that are difficult to quantify, and can cause damage to aquatic organisms.
The use of cytological techniques, such as the analysis of blood cell integrity from the
Micronucleus test, can assist in the detection of nuclear erythrocyte alterations and
mutations in animals at the genetic level, as a reflection of exposure to toxic
compounds. In this study, this technique was used to compare the effects of urban
effluents on a population of fish of the species Oreochromis niloticus (Nile Tilapia),
which were collected and stored under laboratory conditions. The comparison occurred
between the same individuals on the day of collection, and after 30 days and 45 days of
recovery. No differences were found (p> 0.05) in the frequency of cells with
micronucleus, however there were significant differences (p <0.05) in relation to other
nuclear erythrocyte changes, such as: cell with nuclear bubble, cell with reniform
nucleus, nucleus lobed, binucleated cell, notched nucleus, segmented nucleus, for
animals on display when compared to animals at 30 and 45 days of recovery. The MN
test is the most used to assess mutagenic effects in fish, behaving as an effective tool for
environmental diagnosis, which, as demonstrated in our results, calls for attention to

fish health, considering its economic and functional importance.
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1. INTRODUCAO GERAL

As diferentes atividades antropicas exercidas pelo homem as margens de um
curso de dgua geram residuos e poluicdo que alteram a estrutura e o funcionamento dos
ecossistemas aquéaticos (Reboucas, 1997). Essas atividades em &reas urbanas estdo
relacionadas as descargas de efluentes industriais e domésticos, 0s quais quando
despejados nos corpos d’agua criam uma mistura entre os agentes bioldgicos e
quimicos, que ao interagirem com 0s organismos presentes podem causar efeitos de
dificil avaliagdo por meio de simples andlises quimicas da &gua (Vasanthi et al., 2013).
As reacOes e substancias formadas a partir destas misturas podem provocar efeitos na
biota aquatica, nas assembleias de peixes e pode levar risco a salde humana (Akaishi,
2007; Hering et al., 2015; Lorente et al., 2015).

A bacia do rio Parand encontra-se disposta em &reas populosas do Brasil e
sofre severamente com atividades antropicas, principalmente agricolas e urbanas
(Agostinho et al., 1997). Uma das maneiras de minimizar a contaminacdo destas areas é
a criacdo de Areas de Protecio Ambiental (APA) que sdo utilizadas para o manejo da
agua a partir de diretrizes que concedam protecdo e restauracdo das bacias
hidrograficas. No entanto, dependendo da regido alguns rios ficam de fora das APA’s
levando risco a satde humana (Barros et al., 2017, Dalzochio et al., 2018).

Os peixes, devido sua estreita dependéncia da agua em todo seu ciclo de vida,
sdo considerados organismos modelo para avaliacdo da qualidade do ambiente aquético
devido a sua interagio com os diferentes niveis troficos e a sensibilidade a

concentragOes de substancias toxicas (Rocha et al., 2009; Jesus et al., 2016). Assim, 0



monitoramento destes ambientes utilizando organismos modelos e técnicas que utilizam
biomarcadores constituem uma ferramenta eficaz a fim de avaliar o efeito destes
poluentes tanto no ambiente quanto no animal (Bueno-Krawczyk et al., 2015).

O teste do Micronucleo é um dos biomarcadores mais usados para avaliar 0s
efeitos mutagénicos em peixes se comportando como uma ferramenta eficaz para o
diagnéstico ambiental (Hoshina et al., 2008; Jesus et al. 2016). Micronucleos s&o
pequenos corpos nucleares que surgem a partir de fragmentos cromossémicos
acéntricos que se atrasam durante o processo de divisdo celular da anafase, de tal forma
que ndo se incorporam ao nucleo das células filhas. Essas anormalidades celulares
podem ser irreversiveis e se manifestarem nas geracdes futuras, levando a perda da
diversidade de espécies em ambientes impactados (Obiakor, 2012). Outras
anormalidades eritrocitarias nucleares como picnose, cariolise, cariorréxi, brotos e
cromatina condensada, também sdo avaliadas e quando presentes demonstram em
conjunto a formacdo de instabilidade genética (Carrasco, 1990). Assim, ferramentas
morfologicas contribuem para entendimento de como as substancias genotoxicas
afetam, em nivel celular estes organismos (Gayfullina et al., 2006; Uckan & Sak, 2010).

Pesquisas a fim de elucidar o impacto destes contaminantes nas assembleias de
peixes a partir da técnica do MN tém se intensificado nos Gltimos anos. Barros et al.,
(2017) ao avaliar a importancia de areas de protecdo ambiental (APA) para a
manutencdo da qualidade ambiental em cinco rios da bacia do rio Parand, abre um alerta
para areas onde espécies apresentem alta frequéncia de MN e danos no DNA. Os
estudos de Viana et al. (2018) e Dalzochio et al. (2018), utiliza da técnica para avaliar a
qualidade da &gua dos rios e riscos a satde publica.

No entanto, mesmo existinto trabalhos que abordem a importancia de estudos
ecotoxicoldgicos, ainda existe uma lacuna sobre seus efeitos nas assembleias de peixes.
Dessa forma, esse estudo propds avaliar os efeitos dos contaminantes ambientais sobre
uma populacdo de peixes de ambiente urbano, de modo a diminuir essas lacunas de

conhecimento.
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2. OBJETIVOS

Geral:

Analisar os efeitos genotdxicos dos contaminantes urbanos a partir da
formacdo de microndcleos (MN) e outras alteracGes eritrocitarias nucleares (AEN) no
tecido sanguineo de peixes adultos, coletados em area urbana (com incidéncia de
atividades industriais e domésticas) no municipio de Rio Verde, GO. Também
objetivou-se avaliar a capacidade de recuperacdo dos animais mantidos por um periodo

de 30 e 45 dias livres da exposicdo a efluentes urbanos.

Especificos:

- Identificacdo dos espécimes de peixes coletados;

- Analisar a formacéo de micronucleos (MN) no tecido sanguineo dos peixes;

- Identificar outras possiveis anormalidades eritrocitarias nucleares (AEN) nos animais;
- Verificar o potencial de recuperagdo dos animais quando livres da exposi¢do a

contaminantes ambientais.
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3. CAPITULO I

AVALIACAO ECOTOXICQLOGICA DE CONTAMINANTES AMBIENTAIS
EM POPULACOES DE PEIXES DE AREA URBANA



AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE CONTAMINANTES AMBIENTAIS
EM POPULACOES DE PEIXES DE AREA URBANA

RESUMO

As atividades urbanas geram poluicdo aos ecossistemas aquaticos colocando em risco a
integridade dos organismos. O uso de técnicas citolégicas, como a analise da
integridade de células sanguineas a partir do teste do Micronucleo, pode auxiliar na
deteccdo de alteracdes eritrocitarias nucleares e mutacdes nos animais a nivel genético,
como reflexo da exposicdo a compostos toxicos. Neste estudo, esta técnica foi
empregada para avaliar os efeitos dos efluentes urbanos em uma populacdo de peixes,
0s quais também foram coletados e avaliados em condi¢des laboratoriais. A comparagdo
ocorreu entre 0s mesmos individuos in situ, e apds 30 e 45 dias desses animais em
recuperacdo. Constatamos que nao houve diferenca quanto a frequéncia de micronucleo
nos animais do dia da captura em relacdo aos animais que permaneceram por um
periodo de recuperacdo (p>0,05). Por outro lado, outras anormalidades nucleares
eritrocitarias, como, bolha nuclear, reniforme, ndcleo lobado, binucleada, entalhada,
segmentada estiveram em maior frequéncia nos animais do dia da coleta quando
comparados aos recuperados. Esses resultados evidenciam que o0s animais correm risco
quando expostos aos xenobidticos urbanos, entretanto, sdo capazes de se recuperar com
a restauracao da qualidade ambiental e com o tempo.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, Ecotoxicologia, Anormalidades eritrocitarias

nucleares, Micronucleo, Genotoxicidade.



ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF ENVIRONMENTAL
CONTAMINANTS IN FISH POPULATIONS IN URBAN AREA

ABSTRACT

Urban activities generate pollution to aquatic ecosystems putting the integrity of
organisms at risk. The use of cytological techniques, such as the analysis of blood cell
integrity from the Micronucleus test, can assist in the detection of nuclear erythrocyte
changes and mutations in animals at the genetic level, as a reflection of exposure to
toxic compounds. In this study, this technique was used to evaluate the effects of urban
effluents on a population of fish, which were also collected and evaluated under
laboratory conditions. The comparison took place between the same individuals in situ,
and after 30 and 45 days of these animals in recovery. We found that there was no
difference regarding the frequency of micronucleus in the animals on the day of capture
in relation to the animals that remained for a recovery period (p> 0.05). On the other
hand, other erythrocyte nuclear abnormalities, such as nuclear bubble, reniform, lobed
nucleus, binucleated, notched, segmented were more frequent in the animals on the day
of collection when compared to those recovered. These results show that animals are at
risk when exposed to urban xenobiotics, however, they are able to recover with the
restoration of environmental quality and over time.

Key words: Oreochromis niloticus, Ecotoxicology, Nuclear erythrocyte abnormalities,

Micronucleus, Genotoxicity



13

3.1 INTRODUCAO
As atividades antrOpicas em areas urbanas potencializam as descargas de

efluentes industriais e domésticos nos cursos hidricos. Estes efluentes quando
despejados nos corpos d’agua criam uma mistura complexa entre os agentes bioldgicos
e quimicos. As reacdes e substancias formadas a partir destas misturas podem provocar
efeitos na biota aquatica e nas assembleias de peixes, além de elevarem os riscos a
salde humana (Akaishi, 2007; Hering et al., 2015; Lorente et al., 2015).

Essa contaminagdo dos corpos d’agua ¢ uma preocupacdo ambiental crescente
por serem depositos finais de varios outros xenobidticos de origem agricola, doméstico
e industrial, além dos impactos referentes ao represamento, assoreamento, mineracao e
introducdo de espécies exoticas (Drummond et al., 2005; Langeani et al., 2009; Vieira et
al., 2016). Assim, esses contaminantes interagem com 0S organismos e podem causar
efeitos de dificil avaliacdo por meio de uma simples anélise quimica da agua (Vasanthi
et al., 2013). Dessa forma, 0 uso de organismos bioindicadores como 0s peixes podem
gerar maior espectro da saude dos ecossistemas aquaticos.

Os peixes, devido a estreita dependéncia da dgua em todo seu ciclo de vida, séo
considerados organismos modelo para avaliacdo da qualidade do ambiente aquético.
Possuem intima interagdo com os diferentes niveis troficos e sensibilidade as baixas
concentragfes de substancias toxicas (Rocha et al., 2009; Jesus et al., 2016). Nesse
sentido, os peixes tornam-se fortes candidatos a sentinelas da qualidade dos recursos
hidricos.

Nesse contexto, o ensaio de micronucleo, conduzido no sangue periférico de
peixes tém sido utilizado principalmente como variaveis na avaliacdo da genotoxicidade
(Barsiene et al., 2006) a mais de 30 anos. Essa técnica ¢ considerada uma das menos

invasivas e muito utilizada no monitoramento da fauna selvagem (Benvindo-Souza et
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al., 2019; Borges et al., 2019a, 2019b). Baseia-se na analise da integridade de células
sanguineas e podem auxiliar na deteccdo de mutacOes e alteracBes eritrocitérias
(Bolognesi & Hayashi, 2011; Arslan et al., 2015). Os microndcleos sdo produzidos a
partir de fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros que ficam na divisao
celular devido & falta de centrdbmero, dano no centrébmero ou defeito na citocinese
(Barsiené¢ et al., 2006). Portanto, as anormalidades celulares podem se manifestar nas
geracOes futuras, levando implicacdes na integridade genética e ecoldgica das espécies
afetadas (Obiakor, 2012).

Assim, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos genotdxicos em peixes
coletados em corrego urbano em um dos municipios mais populoso do estado de Goias,
com o intuito de rastrear 0s possiveis efeitos da poluicdo urbana sobre esses
organismos. O estudo avaliou, portanto, se existe diferenca na frequéncia de
microndcleo e anormalidades nucleares eritrocitarias em peixes capturados em corrego

poluido e a reandlise desses animais apds 30 e 45 dias de recuperacdo em agua limpa.

3.2 MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta dos espécimes

Rio Verde € o quarto municipio mais populoso do Estado de Goias, e o cdrrego
do Sapo junto com o corrego Barrinha, sdo os principais corpos d’agua que atravessam
a cidade recebendo efluentes domésticos e industriais. Consequentemente o0 avanco
urbanistico, industrial e agropecudrio trazem riscos a saide destes corpos d’agua e da
sua biodiversidade aquética. Para avaliar o nivel de contaminagdo presente no corrego
do Sapo e o impacto na assembleia de peixes, foram coletados em outubro de 2018
peixes da espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae), conhecidos como
Tilapias-do-Nilo. Foram coletados individuos adultos com comprimento médio de
17,3+1,82 cm, para evitar diferencas intraespecificas relacionadas ao tamanho.

A espécie modelo, O. niloticus, possui ampla distribuicdo na area amostrada.
Sdo exdticas, origindrias do continente africano e foram introduzidas para fins
pesqueiros. Esses animais pertencentes a familia dos ciclideos sdo bioindicadores de méa
qualidade ambiental, tendo em vista que sdo espécies oportunistas que toleram grandes

variagdes no habitat e ambientes degradados (Casatti et al., 2009; Cunico et al., 2011;
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Duprat, 2012). Possuem habito alimentar onivoro, se alimentam de larvas de insetos e
detritos e sdo usadas como modelos devido ao facil manejo em cativeiro.

A pesca dos exemplares (n=54, 99,8g+17,3cm) ocorreu com 0 uso de tarrafa
(malha 30 mm entre nd) onde posteriormente foram transportados ao Laboratério de
Biologia Animal do Instituto Federal Goiano — campus Rio Verde para anélises
laboratoriais e incorporacdo a colecdo cientifica. Os procedimentos legais foram
encaminhados a apreciacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Federal Goiano (CEUA/IFGoiano) e ao Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIio/SISBIO), tendo as devidas licencas autorizadas em ambos os
0rgdos (CEUA, n. 6548100418 e SISBIO, n.62687-1).

Os animais apos as coletas foram divididos em dois grupos (Caixa A e Caixa
B) e acondicionados em dois recipientes com capacidade de armazenamento de 500 L
de 4gua cada. A agua usada nos experimentos era proveniente de poco artesiano, as
quais foram armazenadas anteriormente para descloracdo. Dentre os cinquenta e quatro
(n=54) animais coletados, dezoito (n=18) peixes foram submetidos ao tratamento
inicial, que consistiu na extragdo imediata de amostras de sangue (40 puL) assim que eles
foram retirados do corrego do Sapo. Apos a coleta das amostras esses peixes foram
destinados a cole¢do cientifica. Os trinta e seis (n=36) restantes foram distribuidos na
caixa A e na caixa B, os quais permaneceram respectivamente por 30 e 45 dias em agua
limpa para uma posterior avaliacdo da analise sanguinea. Apds o término do periodo de
recuperacdo, foram colhidas amostras de sangue para cada tempo de experimento e
aplicada a técnica do esfregaco sanguineo.

Durante o periodo experimental, os peixes receberam racdo ad libitum e os
restos da racdo ndao consumida foram removidos e a agua renovada a cada 24 horas. A
renovacdo da agua ocorria diariamente, com agua declorada apds o procedimento de
sifonacdo. Os recipientes foram cobertos com sombrite, permitindo fotoperiodo natural.
Os variaveiss fisicos e quimicos da agua foram medidos uma vez ao dia durante todos
os dias do experimento através da utilizacdo de um medidor multivariaveis portatil

(Bante900P) para anélise de agua.

Teste do Micronucleo e Analise das Alteracdes Eritrocitarias

Amostras de sangue foram obtidas por meio de puncdo da veia caudal
(Ishikawa et al., 2010) com auxilio de seringa (1 ml SR LUER SLIP Insulina)
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heparinizada. Foram confeccionadas duas laminas por animal com aproximadamente 40
pL de sangue, e aplicada a técnica do esfregago sanguineo. Posteriormente (BarSiené et
al., 2004, 2006), as laminas foram fixadas em metanol por 20 minutos, coradas com
solucdo Giemsa 5%, lavadas com agua destilada e secas em temperatura ambiente. A
andlise citologica foi realizada em microscopio éptico (Laborana LAB-1001TB) com
camera acoplada (Laborana 3.0Mp) com magnificagdo de 1000x. Foram analisadas
2.000 células por animal (Rocha et al., 2016) por um Gnico observador.

Para identificacdo do microntcleo (MN) foram estabelecidos critérios tais
como: 1) didmetro menor que 1/3 do nuacleo principal; 2) ndo refringéncia, a mesma
intensidade de coloracdo do nucleo principal; 3) sem conexdo ou ligacdo com o0s
nacleos principais; 4) sem sobreposi¢cdo com o nucleo principal; 5) ndo mais do que
quatro MNs associados ao nucleo (BarSiené et al., 2006; Bolognesi et al., 2006; Arcaute
et al., 2016). As demais alteracOes eritrocitarias nucleares (AENS) identificadas foram:
celula com bolha nuclear, célula binucleada, célula com nucleo entalhado, célula com
nucleo reniforme, célula com nacleo lobado e célula com ndcleo segmentado, de acordo
com Carrasco et al. (1990), Pacheco e Santos (1997), Fenech (2000) e Bolognesi et al.
(2006).

Variavies hidroldgicas

As analises fisicas e quimicas da agua foram conduzidas com um medidor
multivariaveis (Bante900P) in situ e no laboratério durante o experimento para
verificacdo de pH, Condutividade, Soélidos Totais Dissolvidos (TDS), Salinidade,
Resistividade, Oxigénio Dissolvido (OD) e Temperatura. Em seguida, amostras de dgua
foram coletadas no local de captura dos espécimes, armazenadas em garrafas proprias (-
4°C) e enviadas para laboratorio especifico para analises de xenobidticos e
microbiologicas. Os varidveiss avaliados, tais como: coliformes totais, metais e
agroquimicos, foram baseados na resolugdo n® 357 do CONAMA de 17 de margo de
2005 e 0 DECRETO N° 1745, de 06 de dezembro de 1979, da Lei 8.544, de 17 de
outubro de 1978.

Andlises estatisticas
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As varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de homoscedasticidade
(Levene) e de normalidade (ShapiroWilk). Os valores de MN e AENSs sé&o apresentados
como médiatdesvio padrdo. Para os dados paramétricos foi aplicado a analise de
variancia (ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Tukey. O teste Kruskal-Wallis
seguido pelo teste Dunn’s foi conduzido para os dados ndo-paramétricos. Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo de acordo com Zar (1999).

3.3 RESULTADOS

Variavies hidrologicas

Uma analise fisico e quimica (Tabela 1 e Tabela 2) e microbiolégica (

Tabela 3) da agua foi realizada no cérrego do Sapo e na agua, em que 0S

animais ficaram acondicionados em laboratério.

Tabela 1. Valores médios das variaveis fisicas e quimicas da agua coletada no cérrego
do Sapo (in situ) no municipio de Rio Verde e dos animais acondicionados em
laborat6rios (ex situ) durante o experimento.

Variaveis Ambiente in situ Ambiente ex situ
Temperatura 25,1°C 24,2°C
pH 6,68 7,66
Oxigénio Dissolvido 376,39 mg/L 1397,83 mg/L
Condutividade 152,5 p/s 298 W/s
TDS 75,8 ppm 145,6 ppm
Salinidade 0,07 psu 0,14 psu
Resistividade 6,5 KQ 3,42 KQ

Tabela 2. Valores das varidveis quimicas da &gua coletada no cérrego do Sapo, no
municipio de Rio Verde.

1
- _ 7005 'DECRETO
Variaveiss Resultados  Unidade LQ cl 1.745/1979
asse |1 (VMP)
(VMP)

Surfactantes anidnicos 0,09 mg/L 0,001 NR NR
Nitrogénio amoniacal total 0,28 mg/L 0,01 3,7 0,5
Aluminio dissolvido 0,09 mg/L 0,01 0,1 NR
Chumbo total 0,01 mg/L 0,01 0,01 0,05

Cobre total 0,06* po/L 0,001 0,009 1
Cromo total 0,01 Cu 0,01 0,05 0,05
Ferro dissolvido 1,58* mg/L 0,01 0,3 NR
Fosforo total 0,03 mg/L 0,01 NR NR
Manganés total 0,01 mg/L 0,01 0,1 NR
Niquel total 0,05* mg/L 0,01 0,025 NR

Zinco total 0,012 mg/L 0,01 0,18 5
Antimdnio < 0,004 mg/L 0,004 0,005 NR
Arsénio total < 0,006 mg/L 0,010 0,010 0,05

Bario total 0,222 mg/L 0,001 0,700 1
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Berilio total <0,0003 mg/L 0,0003 0,0400 NR
Boro total <0,2 mg/L 0,2 0,5 1
Céadmio total < 0,0005 mg/L 0,0005 0,0010 NR
Cobalto total < 0,001 mg/L 0,001 0,050 NR
Litio total < 0,008 mg/L 0,008 2,500 NR
Mercurio < 0,0002 mg/L 0,0002 0,0002 0,002
Prata total < 0,005 mg/L 0,005 0,010 NR
Selénio total < 0,008 mg/L 0,008 0,010 0,01
Vanadio total <0,01 mg/L 0,01 0,10 NR
Alaclor <0,1 pg/L 0,1 20,0 20
Aldrin + Dieldrin < 0,002 Mg/L 0,002 0,005 0,03
Atrazina <10 pg/L 1,0 2,0 2
Carbaril <0,01 pg/L 0,01 0,02 NR
Clordano Cis + Trans <0,02 pg/L 0,02 0,04 0,001
2 — Clorofenol <0,05 po/L 0,05 0,10 NR
24-D <0,15 po/L 0,15 4,00 0,007
Demetggﬁi;‘}est)o” O+ <0,02 ug/L 0,02 0,10 NR
1,2 Dicloroetano < 0,000450 pg/L 0,000450 0,01 NR
1,1 Dicloroeteno <0,00010 pg/L 0,00010 0,00300 NR
2,4 Diclorofenol <0,05 pg/L 0,05 0,30 NR
DDT (p,p”-DDT+p,p’-DDE +
p.p’ < 0,003 po/L 0,003 0,002 0,08
-DDD)
Mirex
(Dodecacloropentaciclodecano) <0,001 Ho/L 0,001 0,001 NR
Endossulfan Alfa +
Endossulfan <0,03 pa/L 0,03 0,06 NR
Beta + Endossulfan Sulfato
Endrin < 0,001 pg/L 0,001 0,004 0,001
Glifosato <55 pg/L 55 65 NR
Gution < 0,004 po/L 0,004 0,005 NR
Heptacloro Epéxido + <0,02 ug/L 0,02 0,01 0,03
Heptacloro
Hexaclorobenzeno <0,001 pg/L 0,001 0,007 NR
Lindano (Gama-BHC) <0,01 pg/L 0,01 0,02 0,018
Malation <0,05 pg/L 0,05 0,10 NR
Metolacloro <01 pg/L 0,1 10,0 NR
Metoxicloro <0,001 pg/L 0,001 0,030 0,012
Paration <0,01 pg/L 0,01 0,04 NR
Pentaclorofenol < 0,00010 pg/L 0,00010 0,009 NR
Simazina <01 pg/L 0,1 2,0 NR
245T <1,0 pg/L 1,0 2,0 0,03
Tetracloreteno <0,000310 pg/L 0,000310 0,010000 NR
Toxafeno <0,01 pg/L 0,01 0,01 NR
Trlclorobenfir;(?s()l,Z,B +124 < 0,43000 ug/L 0,43 NR NR
Tricloroeteno <0,0020 ug/L 0,002 0,0300 NR
2,4,6 Triclorofenol < 0,00010 pg/L 0,0001 0,01000 NR
Trifuralina <0,05 po/L 0,05 0,20 NR
245TP <1,0 pg/L 1,0 10,0 0,03

LQ: Limite de Quantificacdo, VMP: Valor maximo permitido, NR: N&o ha recomendacéo pela legislagio 'Aguas de Classe I, Il e
11 - limites definidos segundo a Resolugdo N° 357 do CONAMA de 17 de margo de 2005. 2 DECRETO N° 1745, de 06 de
dezembro de 1979, aprova o regulamento da Lei 8.544, de 17 de outubro de 1978, que dispde sobre a prevencédo e controle da
polui¢do do meio ambiente. * Valores acima dos limites definidos pelo CONAMA 357/2005.

Tabela 3. Anélise microbiologica da agua coletada no corrego do Sapo, no municipio
de Rio Verde.
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'CONAMA ’DECRETO
Variaveiss Resultados Unidade LQ gﬁ;ﬁgoﬁ 1.745/1979
VMP) (VMP)
Coliformes 4 5y 104« NMP/100mL 1 1000 1000

Termotolerantes
LQ: Limite de Quantificacdo, VMP: Valor méximo permitido, NR: N&o ha recomendacéo pela legislagdo. Aguas de Classe I, Il e
11 - limites definidos segundo a Resolugdo N° 357 do CONAMA de 17 de margo de 2005. 2DECRETO N° 1745, de 06 de
dezembro de 1979, aprova o regulamento da Lei 8.544, de 17 de outubro de 1978, que dispde sobre a prevencdo e controle da
poluicdo do meio ambiente. * Valores acima dos limites definidos pelo CONAMA 357/2005.

Os contaminantes encontrados in situ, tais como: Nitrogénio Amoniacal Total,
Aluminio dissolvido, Zinco Total e Béario Total, apresentaram valores acima do seu
limite de quantificagdo e mantiveram valores dentro da resolugdo do CONAMA/2005.
Entretanto, os Surfactantes Anionicos apresentam valores acima do limite de
quantificacdo, mas ndo ha recomendacdo minima na legislacdo. No entanto, os metais
Cobre Total, Ferro Dissolvido e Niquel Total, apresentam os valores de quantificacdo
acima do permitido pela legislacdo brasileira (CONAMA 357/2005). A anélise
microbioldgica revelou que os valores de Coliformes Termotolerantes ultrapassaram
drasticamente os limites de quantificacdo propostos pelo CONAMA. Quanto aos
agrotoxicos quantificados na analise da agua, todos estiveram dentro dos limites

permitido pela legislacdo brasileira.

Teste do Micronucleo e Analise das Alteracdes Eritrocitarias

Micronucleo (Figura 1) uma série de outras anormalidades nucleares foram
encontrados nos eritrécitos de peixes do corrego do Sapo (Figura 2 e Tabela 4).
Contudo, ndo foi evidenciada diferenca na frequéncia de microndcleo naqueles animais
obtidos inicialmente no cérrego quando comparado aos animais que permaneceram por
um periodo de recuperacdo (H(2;54) = 2,00; p = 0,367). No entanto, na analise de
outras anormalidades eritrocitarias nucleares foi detectada diferenca para células com
bolha nuclear (F(2;51) = 7,2507; p = 0,001), indicando uma menor frequéncia dessa
anormalidade celular em 45 dias de recuperacdo em relacéo ao periodo inicial (p<0,05).
Além disso, houve também menor frequéncia das demais anormalidades nucleares para
animais que permaneceram por 30 e 45 dias livres da contaminagdo, comparado a
analise inicial in situ (p<0,05), para celulas com ndcleo reniforme (F(2;51) = 4,7326; p
= 0,013), células com ndcleo lobado (F(2;51) = 10,5904; p = 0,0001), nucleo entalhado
(F(2;51) = 11,5708; p = 0,00007), nacleo segmentado (H(2;54) = 6,4539; p = 0,039) e
célula binucleada (H(2;54) = 14,4619; p = 0,0007; Tabela 4).
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Figura 1. Fotomicrografia de: A) Célula saudavel e B) Micronucleo encontrados no
sangue periférico de peixes (objetiva de 100x).

Figura 2. Alteraces eritrocitarias nucleares (AENSs) presentes em sangue periférico de
peixes (objetiva de 100x). A) Célula com Bolha Nuclear; B) Célula com Nucleo
Lobado; C) Célula com Nucleo Reniforme; D) Célula com Nucleo Entalhado; E) Célula
com Nucleo Segmentado; F) Célula Binucleada.

Tabela 4. Média de MN e AENSs (2000 células/animal) em eritrécitos de Oreochromis
niloticus coletados no cérrego do Sapo, municipio de Rio Verde.

Tratamentos

MN e AENSs Inicial 30 dias 45 dias
Micronucleo 0,00+0,002 0,000,002 0,00+0,072
Bolha Nuclear 2,00+1,39° 1,00+1,28% 0,00+0,972
Reniforme 0,47+0,32° 0,15+0,29? 0,00+0,308
Entalhada 0,60+0,27° 0,00+0,182 0,30+0,228
Nucleo Lobado 1,00+0,36° 0,530,422 0,30+0,23%
Segmentada 0,47+0,28° 0,00+0,222 0,000,172
Binucleada 0,60+0,37° 0,00+0,182 0,00+0,162
Soma das AENs 20,00+11,22° 8,00+8,032 5,004,672

Uma diferenca estatistica entre os tratamentos é representada por letras distintas, enquanto que letras semelhantes ndo indicam
diferenca. Teste ANOVA (post-hoc Tukey) e teste de Kruskal-Wallis (post-hoc Dunn’s).
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Além das analises individuais das ANEs, quando somadas também indicaram
uma diferenca (p<0,0001; Figura 3), evidenciando maior frequéncia de danos nos
animais investigados inicialmente no corrego. Dessa forma, realcando a recuperagéo
dos animais em 30 e 45 dias em agua livre de contaminantes.
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Figura 3. Frequéncia média da soma das alteracdes eritrocitarias nucleares nos peixes
Oreochromis niloticus coletados no corrego do Sapo em Rio Verde-GO e dos peixes
gue permaneceram em laboratério em agua limpa para avaliacdo da recuperacao.

3.4 DISCUSSAO
No presente estudo, foi constatado que os peixes coletados in situ no cérrego do

Sapo sdo impactados com o0s contaminantes ambientais que sdo liberados nesse
ambiente. O cdrrego urbano € caracterizado por despejo de esgoto doméstico, industrial
e agricola, o que favoreceu a disponibilidade de metais pesados, surfactantes e
coliformes termotolerantes. Estes efluentes quando n&o tratados sao fontes de poluicéo e
podem causar efeitos genotoxicos em peixes. Nesse sentido, as alteracOes eritrocitarias
nucleares detectadas nesse estudo, juntamente com uma série de relatérios, alerta para
os problemas relacionado a poluicdo urbana e suas implicagbes genotoxicas e
mutagénicas em peixes nesses ambientes (Adjroud, 2013; Kubrak et al., 2013; Topal et
al., 2017).

Foi observado que as concentragdes dos metais na dgua, como, Cobre total,
Niquel total e Ferro dissolvido ultrapassaram os valores adotados pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), o0 que leva uma preocupacao quando ocorre
qualquer uso para o abastecimento humano. Uma das possiveis explicacbes para a

presenca de metais em coOrregos urbanos é o despejo de esgotos (Gagnon et al., 2006).
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Além disso, a presenca de agrotoxicos também é conhecida como potencial fonte de
metais, como, o Cobre (Cu), Zinco (Zn), Cadmio (Cd) e Chumbo (Pb) (Lopes et al.,
2011; Silva et al., 2017; Simonato et al., 2016). Esses niveis elevados de Cobre e Niquel
sdo indicativos de toxicidade para os organismos que dependem do ambiente aquético.

Os pesticidas possuem elevado grau de persisténcia no ambiente, e tem sido
detectados em &guas subterraneas e superficiais. Nesse caso, sendo Rio Verde uma
cidade circundada por lavouras de soja, milho e cana-de-agucar, ressalta-se sua
potencial fonte de contaminacdo ao corrego do Sapo, principalmente pela uso de
pesticidas nestas culturas. Estes contaminantes apresentam baixa concentragdo, quando
encontrados em &gua, este efeito pode ser devido a diluicdo e solubilidade em agua,
entretanto ndo existe um nivel seguro da presenca deste produtos no ambiente aquatico,
terndo em vista que ha espécies que podem concentrar estes compostos, podendo
ocorrer magnificacdo (Eichelberger & Lichtenberg, 1971; Higashi, 1991; Dores & De
Lamonica-Freire, 2001).

O Cobre ¢ um metal que esta relacionado a inibicdo de mecanismos
osmorreguladores nos peixes, enquanto que o Niquel é indutor na formacdo de MN
(Grosell et al., 2002; Okunola et al., 2015), e embora ndo tenhamos detectado nesse
estudo a frequéncia de MN, de modo geral as AENSs sdo consideradas precursoras para a
formacdo de células micronucleadas, justificando assim a grande frequéncia dessas
outras anormalidades encontradas no trabalho. Apesar dos metais serem essenciais para
0s seres Vivos, seja nos processos fisioldgicos quanto nos processos metabolicos,
principalmente dos organismos aquaticos, quando encontrados em altas concentragdes
no ambiente podem ser tdxicos (Heath, 1995).

A contaminagdo de corpos d’agua por poluentes toxicos COMO 0s metais, podem
indicar possiveis efeitos bioldgicos em diferentes niveis troficos, o que poderia ameacar
a saude das populacbes de organismos aquaticos (Lima et al., 2018). Além disso, os
metais pesados podem ser repassados através da cadeia trofica, pelo processo de
bioacumulagdo. Diante dessa capacidade e considerando os peixes como fonte de
recursos alimenticios para o homem, a presenca dessas AENs, como biomarcador
morfologico e indicativo de genotoxicidade em peixes, torna-se preocupante e cria um
alerta para a seguranca alimentar.

Considerando a caracterizacdo e origem genética das ANEs pontuadas no
presente estudo, o nucleo lobado possui um ndcleo cheio de evaginagdes, enquanto que,

as celulas com formato em bolha nuclear possuem uma pequena fenda entrando no
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nacleo (Ghisi et al., 2014). Para Cavas e Ergene-Goziikara (2005), a formacdo destas
anormalidades pode estar relacionada a falhas na segregacdo de cromossomos
emaranhados, e pela amplificacdo de genes através do ciclo de quebra-fusdo-ponte
durante a eliminacdo do DNA amplificado do nucleo. As alteracfes que apresentaram o
nacleo entalhado apresentam uma abertura conpiscua se aprofundando até o centro do
nacleo da célula (Ghisi et al., 2014). Esta anormalidade de acordo com Fernandes et al.
(2007), pode ocorrer pela adicdo ou perda de um cromossomo e acontece pela falha na
incorporacdo da tubulina para formar o fuso e a citocinese sob a acdo aneugénica dos
toxicantes. Esta acdo pode resultar na formagéo de células com nucleos binucleadas. Por
outro lado, as células binucleadas possuindo dois nucleos, pode indicar falhas no
processo de citocinese (Ghisi et al., 2014). De acordo com Cavas et al. (2005), essa
falha pode resultar no desequilibrio genético nas células, levando a efeitos
carcinogénicos. As células com nucleos em forma segmentada parecem ter mesma
origem das células binucleadas. E finalmente as células com ndcleo reniforme (Carrola
et al., 2014), é um precursor da formacdo de MNs ou binucleacdo (Harabawy e Mosleh,
2014).

Assim constata-se que estudos elucidando o impacto de contaminantes nas
assembleias de peixes a partir do teste do MN tém se intensificado nos Gltimos anos.
Del-Guercio et al. (2017) avaliaram o impacto do tratamento de efluentes domésticos
(esgoto) em Oreochromis niloticus (Tilapia-do-Nilo), revelando que o tratamento do
esgoto doméstico foi satisfatério na minimizacdo da formacdo de MN. Batista et al.
(2016) ao avaliarem o impacto das atividades antropicas (agricultura familiar, residuos
urbanos entre outros) sobre o rio Corrente, em Piaui, encontrou que as espécies de
peixes apresentaram efeito mutagénico, alertando aos 6rgdos publicos da necessidade de
monitorar constantemente locais com degradacdo ambiental, causada principalmente
por descargas de esgoto urbano.

Quando analisados as variaveis da dgua, em ambiente in situ (corrego) X ex situ
(aquario de recuperacéo), os resultados in situ, como esperado, s&o mais instigantes para
os valores de temperatura e principalmente o pH. De acordo com Hoffman et al. (2010)
e Pollo et al. (2015), estes variaveiss quando alterados podem influenciar na toxicidade
de diversos poluentes. Ja as varidveis de solidos dissolvidos, condutividade elétrica e
oxigénio dissolvido, apresentaram valores mais baixos no ambiente in situ. No entanto
cabe considerar que o ambiente in situ, por estar situado em area urbanizada, recebe

efluentes domesticos e industriais e esses fatores que podem aumentar 0s picos de vazédo
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do corrego devido ao escoamento superficial e langamento ilegal de esgotos como cita
Tucci e Mendes (2006). Para a avaliacdo da condutividade elétrica, de acordo com
Esteves (2011), a mesma pode inferir sobre as alteraces na composi¢do quimica da
agua, dada a presenca de concentracGes de ions no ambiente. Assim, é possivel detectar
as fontes poluidoras a partir da coleta dos dados sobre 0 metabolismo dos organismos
aquaticos (Da Silva et al., 2018).

Vale sublinhar que a coleta dos animais ocorreu em outubro, inicio da época de
chuvas (média de 173mm/Clima-Data.org). Este fator € um agravante que influencia
diretamente na dureza da agua (Esteves, 2011). Os valores de sélidos dissolvidos estdo
relacionados a presenca de carbonatos e bicarbonatos no ambiente, compostos que
podem modificar a solubilidade de alguns metais (Da Silva et al., 2018). Assim, 0s
valores de dureza encontrados nesse trabalho in situ podem influenciar diretamente no
aumento da abundancia de espécies tolerantes a ambientes antropizados, haja visto o
recebimento de efluentes urbanos e industriais contendo compostos toxicos (Felipe e
Starez, 2010, Sibanda et al., 2015). Com relacdo aos valores mais altos de dureza em
ambiente de laboratdrio, o mesmo pode ser explicado pela propria natureza da condigédo
experimental, cujo fluxo e escoamento de 4gua ndo se mantem igual ao do ambiente
natural. Quanto aos valores de oxigénio dissolvido, quando comparado a ambos 0s
ambientes, apresentaram mais baixo no ambiente in situ e de acordo com Sipauba-
Tavares (1994) o oxigénio dissolvido interfere na satde do peixe, pois sua solubilidade
esta relacionada a fatores como temperatura e salinidade.

Como observado nesse estudo, apenas as ANEs foram significativamente mais
frequentes nos peixes coletados inicialmente in situ quando comparado aos animais em
recuperacdo mantidos em agua livre de contaminantes. Esses achados indicam uma
significativa diminuicdo de danos genotdxicos constatada pela reducdo da frequéncia
das anormalidades eritrocitarias nos grupos em recuperacao da poluicdo urbana. Assim,
parece haver uma resiliéncia da saude dos animais em razéo as condi¢cdes ambientais e
rearranjo do sistema de reparo genético. Embora ndo tenham sido observadas
significativas frequéncia de dano mutagénico como a formacdo de MN, as
anormalidades nucleares sdo consideradas uma consequéncia de um efeito genotoxico
(Strunjak-Perovic et al., 2009). Essas anormalidades celulares podem ser irreversiveis e
se manifestarem nas geracOes futuras, levando a perda da diversidade de espécies em

ambientes impactados.
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3.5 CONCLUSAO
Em nosso estudo, o teste de microndcleo foi aplicado em sangue periférico de

Tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) em cérrego urbano. Embora tenham sido
observados contaminantes oriundos de despejo de esgoto domeéstico, industrial e
agricola, ndo foi observada significativa frequéncia de micronicleo nos peixes
comparados ao periodo de recuperacdo 30 e 45 dias em aquarios livre de contaminantes.
No entanto foi observado que a poluicdo de recursos hidricos urbanos favorece a
susceptibilidade de formacdo de anormalidades eritrocitarias em peixes. Animais em
exposicdo a xenobiodticos podem recuperar a integridade celular, diminuindo a
freqliéncia de danos genotdxicos.

O fruto da nossa pesquisa pode ser utilizado em forma de educagdo ambiental,
demonstrando o efeito dos xenobidticos nos organismos aquaticos e levantar um alerta a
salde publica, j& que os animais, como os as Tilapia-do-Nilo, sdo frequentemente
coletados pela populacdo para consumo, além do contato direto com a éagua

contaminada.
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4. CONCLUSAO GERAL

A aplicagdo dos biomarcadores propostos tal como, o teste de micronlcleo e
outras anormalidades eritrocitarias nucleares se mostraram eficientes para investigar os
efeitos dos contaminantes urbanos (esgotos domésticos, industriais) em peixes. Os
animais apd6s o periodo de recuperacdo apresentaram menor frequéncias de dano
genotoxico (micronucleo e anormalidades nucleares eritrocitarias), indicando a
influéncia dos fatores ambientais sobre a salde de peixes, pricipalmnete pela méa
qualidade da é&gua. Assim, fica demonstrada a importancia do monitoramento
ecotoxicolégico em peixes que habitam os cursos d’agua de grandes centros urbanos,
como ferramenta de auxilio a conservagdo dos mesmos, tendo em vista sua importancia

econdmica.
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