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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos vém sendo alterados constantemente em decorréncia de agoes
antropicas. Buscamos avaliar a toxicidade e o potencial mutagénico de amostras de agua de dois
reservatorios da bacia hidrografica do rio Apodi/Mossoré,com piscicultura em tanques-rede. As
amostras de agua para o teste de crescimento de raizes de Allium cepaforam coletadas em
fevereiro e agosto de 2014, distribuidas em quatro tratamentos:1) agua destilada (controle -); 2)
Santa Cruz; 3) Umari e 4) sulfato de cobre 0,0006% (controle +). Os dados foram observados
apos 72 horas de incubagao e analisados estatisticamente com Anova e teste de Dunnet (a=0,05)
e Bonferroni (a=0,05). 35 exemplares de peixes, coletados entre fevereiro e agosto de 2014
foram utilizados para o teste de micronucleo. O esfregago sanguineo fixado foi analisado em
microscopia optica e os dados foram comparadospelo teste de Tukey (a=0,05). Houve maior
crescimento das raizes de A. cepa com as aguas do reservatério de Umari do que o de Santa
Cruz (a=0,05, p=0,036). Nao foram observadas diferengas significativas entre o periodo chuveso
e o seco. Os valores médios da frequéncia de microntcleo foram de 0,008£0,004, 0,007+0,005
e 0,013+£0,014 cm para Santa Cruz, Umari e a Lagoa de Apodi, respectivamente. O teste de
Tukey (a=0,05) indicou que estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas. Para os
periodos analisados as aguas dos reservatorios estudados apresentaram efeitos citotoxicos, mas
nao genotoxico.

Descritores: raizes, crescimento, micronucleo, reservatorios.

EVALUATION OF WATER QUALITY OF THE RESERVOIRS OF SANTA
CRUZ, RN E UMARI, RN: CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY

ABSTRACT

Aquatic ecosystems are being changed constantly as a result of human actions. We sought to
evaluate the toxicity and mutagenic potential of water samples from two reservoirs in the river
basin Apodi / Mossoro, with fish farming in cages. Water samples for the Allium cepa root growth
test were collected in February and August 2014, distributed in four treatments: 1) distilled water
(control - ); 2) Santa Cruz; 3) Umari and 4) Copper sulfate 0.0006 % (control +). Data were
observed after 72 hours of incubation and analyzed statistically by ANOVA and Dunnett's test (a
= 0.05) and Bonferroni (a = 0.05). 35 specimens of fish, collected between February and August
2014 were used for the micronucleus test. The fixed smears were analyzed with light microscopy
and the results were compared by Tukey test ( a = 0.05). There was strong root growth of A. cepa
with the waters of Umari reservoir than that of Santa Cruz (a = 0.05, p = 0.036). Significant
differences between the rainy and dry not were observed. The mean values of micronucleus
frequency were 0.008 + 0.004, 0.007 + 0.005 and 0.013 £ 0.014 cm for Santa Cruz, Umari and
Lagoa de Apodi, respectively. The Tukey test (a = 0.05) indicated that these differences are not
statistically significant. For the periods analyzed the waters of the studied reservoirs showed
cytotoxic effects, but not genotoxic.

Keywords: roots, growth, Micronuclei, reservoirs.
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INTRODUGCAO

A atividade pesqueira norte-rio-grandense desempenha papel relevante para a
economia do Estado, o que pode ser confirmado pelo grande numero de reservatorios
de grande porte presentes no Rio Grande do Norte (1). A construgdo de grandes
reservatorios nas cidades vem permitindo a intensificagao da atividade pesqueira, pelo
estimulo, através de programas governamentais, para produc¢ao de peixes em tanques-
rede. (2)

O cultivo intensivo de peixes em tanques-rede permite a saida das excretas
produzidas pelos animais e os produtos da excre¢cao adicionados as eventuais sobras
de alimentos ndo absorvidas ou ndo consumidas pelos peixes enriguecem o ambiente
aquatico com nutrientes. Entretanto, o grande volume de nutrientes na agua ocasiona
eutrofizacao dos ecossistemas aquaticos. Que pode ser observado quando ocorrem
formagdo de densas populagbes de algas e cianobactérias, o que resulta em serios
problemas ambientais, econémicos e sociais (3).

A eutrofizag@o pode desencadear um processo de desoxigenagao do ambiente e
liberagao de gases toxicos em regides anoxicas, com graves consequéncias, como:
morte de animais aquaticos; aumento nos custos de tratamento da agua; perda do valor
estético, turistico, prejuizos a atividades econémicas, e saude humana em decorréncia
de doengas de veiculagao hidrica (4).

Alem disso, a biota de ambientes degradados também pode sofrer danos
geneticos, e/ou disturbios na sua sintese proteica, que podera acarretar disfungoes
estruturais, regulatorias, cataliticas e/ou fisiologicas nas células dos organismos
expostos e, até mesmo, o desaparecimento de espécies de uma populagao local.
Entretanto, os estudos dos danos causados pela exposicao e consumo de aguas
poluidas ao nivel celular e molecular ainda € bastante deficiente no Brasil (5).

Sendo assim, é importante o monitoramento dos recursos hidricos sujeitos a
alteracdes decorrentes de atividades comerciais, como aquicultura. Para isso, 0s peixes
sdo importantes modelos ambientais para o monitoramento da qualidade da agua.

Como excelente organismo bioindicador, Oreochromis niloticus (Perciforme,
Cichlidae) € um peixe de agua doce, onivoro de origem africana introduzido no Brasil
pelo Centro de Pesquisas Ictiologicas do Departamento Nacional de Obras Contra a
Seca (DNOCS), em 1971, em alguns agudes do nordeste brasileiro (6-7).

E um peixe facilmente reconhecido por apresentar listras verticais na nadadeira
caudal, coloragao metalica, corpo curto e alto, cabeca e cauda pequenas e, quando
alevinos, um colorido metalico em tom verde azulado na cabega (8). Tal espécie é
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amplamente comercializada na regido nordeste, e responde de maneira rapida as
alteragdes ambientais (9).

Estes organismos, quando afetados, manifestam respostas biologicas,
inicialmente, a nivel celular, sendo possivel observar os efeitos de contaminantes e
outras alteragdes abidticas em longo prazo através de ensaios mutagénicos; ferramenta
de grande importancia para a avaliagdo e monitoramento de genotoxicidade ambiental
(10).

Esses ensaios permitem a analise de alguns aspectos que nao conseguem ser
avaliados apenas pelas variaveis abicticas. Assim, diversas técnicas sao aplicadas para
a analise de efeitos nos organismos submetidos as condigdes de alteragcdes ambientais
e possiveis agentes mutagénicos.

Os testes podem avaliar danos de toxicidade celular e danos ao material genético,
como alteragdes e quebras cromossomicas.

Em avaliagdes de citotoxicidade, o sistema teste vegetal com Allium cepa tem
demonstrado que € um excelente para o primeiro screening de toxicidade, devido ao
seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes, como os de
genotoxicidade, auxiliando os estudos de prevencao de danos a saude humana (11).

Uma das metodologias utilizadas para avaliar danos causados por substancias
xenobidticas nos organismos € o Teste do Micronucleo (MN), que foi inicialmente
desenvolvido em eritrocitos de medula ¢ssea de camundongos (12). Esse tipo de teste
tem sido recomendado para estudos de biomonitoramento ambiental, principalmente
por sua capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos), e de
agentes aneugénicos (segregagao cromossomica anormal) (13-14).

O teste de micronucleo € uma das metodologias mais promissoras para avaliagao
de possiveis danos mutagénicos, pois consiste em uma avaliagdo menaos invasiva, mais
rapida, de baixo custo e altamente sensivel para alteragoes cromossomicas estruturais
e numeéricas (15-16).

Em estudos realizados por (17), o teste do Micronucleo foi utilizado para
biomonitoramento ecotoxicoldgico nos Rios Itajai-Agu e Itajai-Mirim, no Estado de Santa
Catarina-BR, para verificar o grau de polui¢ao atraves da exposi¢ao as aguas dos Rios
utilizando peixe tilapia (Oreochromis niloticus) como bioindicador.

Desse modo, foi buscado avaliar, através do teste de citotoxicidade de
crescimento de raizes em Allium cepa de amostras de agua e teste de micronucleos
pisceos de dois reservatorios localizados na bacia hidrografica do rio Apodi/Mossoro
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com praticas de piscicultura desenvolvidas em sistema de tanques-rede as condigdes
de citotoxicidade e/ou genotoxicidade ambiental dos referidos locais.

MATERIAL E METODOS

O Reservatorio de Santa Cruz do Apodi (5° 45' 59" S e 37° 47" 5770) detém a
segunda maior capacidade de reserva de agua do Estado do Rio Grande do Norte. E o
reservatorio de Umari (5° 45" 59" S e 37° 47' 57"0) é o terceiro maior reservatorio do
Estado do Rio Grande do Norte com um volume de acumulagao de 292.813.650,00 m®.
Ele foi construido para atender a agricultura irrigada, dar suporte a atividade
agropecuaria e desenvolver a produgao de pescado em sua represa, beneficiando cerca
de 25.492 habitantes (18). (Figura 1).

As barragens estao localizadas no oeste do Estado de Rio Grande do Norte na
bacia do rio Apodi-Mossoro, que possui uma area de 14.276 km? o que representa
26,8% da area estimada do Estado, e constitui a maior bacia hidrografica genuinamente
potiguar. O clima local € do tipo BSw'h’, da classificacdo climatica de Kdppen,
caracterizado por um clima muito quente e semiarido, com a estagao chuvosa se
atrasando para o outono (19).

As atividades de piscicultura nos reservatorios s@o desenvolvidas pela
Associagao dos Aquicultores de Apodi (Aquapo) e pela Associagao dos aquicultores de
Upanema.

Figura 1. Mapa da localizagdo geogréfica do Reservatério de Santa Cruz, Apodi, RN (a) e
Reservatério de Umari, Upanema, RN (b) Em destaque (setas) os pontos de localizagdo dos
tanques-rede.

Para a caracterizagao do regime pluviometrico, durante o periodo de estudo,
foram utilizados os dados de precipitagdo obtidos a partir de estagdes meteorologicas
automaticas instaladas nos reservatorios, com medigdes a cada hora, durante 24 horas,
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0 que permitiu observar que em 2014, a precipitagao em Fevereiro e Maio foi de 86,4
mm, em cada més, e em Agosto foi de apenas 9 mm. De modo que, foi possivel avaliar
0s dois primeiros meses como chuvosos e 0 ultimo como seco.

Para a avaliagdo de citotoxicidade, através do crescimento de raizes, as
amostras de agua foram coletadas com garrafa de Van Dohr vertical, nos meses de
fevereiro e maio de 2014, no local exatamente abaixo dos tanques-rede, de acordo com
metodologia padronizada (20-21). E em seguida, as amostras de agua foram
transportadas em recipientes de polestireno opacos, para o Laboratorio de Genética e
Evolugcao — Lagene da Ufersa onde foram distribuidas em recipientes de vidro, com
capacidade de 100 ml cada. Foi colocado um bulbo de cebola em cada recipiente, com
a area radicular em contato com a agua, sendo deixados para germinar em temperatura
ambiente controlada (25°C).

Os bulbos de cebolas da espécie A. cepa (diametro: 60 a 80 mm e peso: 160 a
180 g), com catafilos externos brancos, nao germinados e saudaveis foram adquiridos
comercialmente em supermercados em Mossore-RN. Foram mantidos em local livre de
umidade e ao abrigo de luz. E antes do teste, os catafilos externos secos foram
removidos com bisturi, cuidando-se para que a area radicular nao fosse danificada. Em
seguida, os bulbos foram postos em agua de torneira por duas horas para reduzir os
efeitos de inibidores do brotamento (21).

Apo6s 72 horas de exposigao, as raizes foram medidas com o auxilio de uma
régua, e para padronizacao foi extraida a maior raiz de cada bulbo. Como controle
negativo foi utilizada agua destilada e como controle positivo, sulfato de cobre a 0,0006
mg/mL (21).

Para a analise de genotoxicidade foram realizadas coletas de exemplares de O.
niloticus nos meses de fevereiro, maio e agosto de 2014 nos tanques-rede dos
reservatorios de Santa cruz e Umari. No més de agosto ainda foi realizada uma coleta
adicional na Lagoa do Apodi, no municipio de Apodi - RN.

Amostras de sangue retiradas das branquias com o auxilio de uma seringa foram
gotejadas sobre laminas de microscopia para confeccionar o esfregago sanguineo e,
em seguida, apos 24 horas, o material foi fixado com metanol (100%) por 10 minutos e
deixado para secar por 24 horas. Posteriormente o material foi corado, por 30 minutos
em solugao Giemsa (1:30), seco ao ar, em temperatura ambiente.

Foram analisados 35 espécimes, sendo contados 1000 eritrocitos intactos por
animal atraves dos esfregacos em laminas de microscopia analisados em microscopios
opticos de luz (aumentos de 400x e 1000X).
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As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Prisma 6.0.
Para o crescimento de raizes as medias do crescimento das raizes de cada localidade
foram comparadas com as medias dos controles negativo e positivo, com 100% de
crescimento. Tambem foi realizada uma analise de variancia ANOVA e testes de
Dunnett (a=0,05) e Bonferroni (a=0,05) a posteriori. Para comparacéo entre as medias
de micronucleos foi realizada uma ANOVA e Teste de Tukey (a=0,05) a posteriori.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores medios do crescimento de raizes estudados pelo teste de crescimento
de raizes em Allium cepa nas coletas de fevereiro e maio de 2014 foram: controle
negativo 1,49+1,88 e 1,64+0,93 cm; e controle positivo 0,46+0,23 e 0,4+0,27 cm,
respectivamente. As amostras do reservatorio de Santa Cruz foram 0,99+0,40 e
1,56+1,62 cm, respectivamente; e as do reservatorio de Umari foram 3,04+1,70 e
1,27+1,46 cm, respectivamente. Desse modo, os valores medios finais das coletas
foram: 3,13+2,81cm para o controle negativo; 0,86+0,51 cm para o controle positivo;
2,55+1,93 cm para Santa Cruz e 4,31+3,17 cm para Umari (Grafico 1).
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Grafico 1. Média do comprimento da raiz (cm) (n=10) de Allium cepa por ponto de coleta e
controles. a=0,05 em relacdo ao controle negativo (C-) — Anova, Dunnet.

Observa-se que nao houve grande variagao no crescimento das raizes de A.
cepa com as aguas dos reservatorios de Santa Cruz e Umari quando comparados ao
controle negativo. Contudo, quando sdo comparados os valores do reservatorio de
Santa Cruz com o de Umari observa-se que houve maior crescimento das raizes nas
aguas do reservatorio de Umari em relagdo a Santa Cruz. Estes dados foram
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confirmados pelo Teste de Bonferroni (a=0,05, p=0,036), significando que o reservatorio
de Santa Cruz apresenta-se mais afetado pela piscicultura do que o reservatorio de
Umari.

Quando comparado o controle negativo com o controle positivo os valores foram
significativos, confirmado pelo Teste de Dunnet (a=0,05, p=0,032), o que demonstra que
a substancia utilizada como controle positivo (sulfato de cobre 0,0006%) conseguiu inibir
satisfatoriamente o crescimento das raizes, enquanto que o controle negativo permitiu
0 seu crescimento, confirmando estes controles, como uma fonte confiavel de
comparagao dos dados.

Para o teste de micronucleo foram identificados e classificados como
micronucleos apenas 0s que apresentavam diametro menor que um tergo do nucleo;
nao refratario; e de coloragao nao mais escura que a do nucleo (21). (Figura 02).

Figura 02. Fotografia de micronticleo (seta) em eritrécitos de O. niloticus (1000x).

Os valores médios da frequéncia de micronucleo das trés coletas foram de
0,008+0,004, 0,007+0,005 e 0,013+£0,014 cm para o reservatorio de Santa Cruz, Umari
e a Lagoa de Apodi, respectivamente (Grafico 2).

Apesar das coletas terem sido realizadas no periodo chuvoso e seco, nao foram
observadas diferencas significativas entre as estacoes. No entanto, quando foram
comparadas as localidades, entre si, foi observado que a Lagoa de Apodi apresentou o
maior indice de microntcleos, podendo ser considerada como o controle positivo, pois
€ um ambiente com intensa concentragao de nutrientes. No entanto, com o auxilio do
teste de Tukey (a=0,05) foi observado que estas diferencas néo sao estatisticamente
significativas.
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Grafico 2. Média do nimero de microntcleos nos trés ambientes analisados.

Considerando os parametros analisados, os dados de crescimento de raizes,
apresentaram uma inibigao menor do crescimento no reservatorio de Umari em relagao
ao reservatorio de Santa Cruz. Observa-se deste modo, que o primeiro reservatorio
apresenta potencial citotoxico inferior ao segundo. Isso € evidenciado pela divergéncia
nos dados das raizes tratadas com os controles positivos e negativos.

No entanto, quando levado em consideragdo os valores da frequéncia de
micronucleo, que embora tenham sido observadas variagao entre coletas e
reservatorios as diferencas nao sao estatisticamente significativas, de modo que, nao
foi possivel estimar com seguranga os dados para a populagao.

Assim, infere-se que possivelmente os reservatorios apresentem potencial
mutagénico nas amostras estudadas.Essa possibilidade pode ser levantada porque se
observa na literatura cientifica que os efeitos genotoxicos e citotoxicos estao
diretamente relacionados (22-24).

Vale salientar que, as atividades antropicas atuam na redugdo da qualidade da
agua, e que a atividade de piscicultura influencia diretamente nas taxas de
sedimentacao. Na regidao dos tanques-redes a sedimentacao de nutrientes e materia
organica é maior do que em regides afastadas do cultivo, sendo assim torna-se
necessario conhecer, com estudos em longo prazo, quais efeitos os compostos podem
produzir no organismo (25-27).

O teste de micronucleo se mostra eficaz e tem se consolidado como uma técnica
preferencial para monitoramentos ambientais, devido sua simplicidade e rapidez na
deteccao de impactos genotoxicos em organismos, e pelo fato de que a formagao
espontanea de micronucleos € baixa e quase uniforme entre as espécies (28).

Portanto, € importante que sejam realizados outros bioensaios, como o0 ensaio de
cometa, teste de ames, além da analise da frequéncia de micronucleos, para a avaliagao
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de genotoxicidade e mutagenicidade dos corpos d'agua, que sao os principais
receptores de residuos das atividades antropogénicas e se possa desenvolver
metodologias para diminuir o impacto ambiental (29).

CONCLUSOES

As aguas dos reservatorios estudados apresentaram efeitos citotoxicos, mas nao
genotoxico para os periodos analisados. E necessaria a realizagéo de novas pesquisas,
no intuito de realizar um monitoramento ambiental dessa bacia, para criar medidas
mitigatorias e amenizar os possiveis impactos provenientes das atividades de
piscicultura.
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