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RESUMO

No Brasil ha pouco controle sobre o langamento de residuos urbanos, industriais e agricolas
nos cursos d’agua, representando fontes de substancias contaminantes para as aguas
superficiais e para os sedimentos, além de um risco a salde humana e ao meio ambiente.
Diante disso, foi objetivo deste estudo analisar o potencial efeito genotdxico das aguas da
bacia do Rio Capibaribe (Pernambuco, Brasil) por meio do ensaio cometa em células
somaticas de Drosophila melanogaster. Amostras de aguas superficiais foram obtidas em 10
pontos da por¢do mais densamente povoada da bacia hidrogréafica, denominada de baixo curso
do Rio Capibaribe. Os locais foram pré-estabelecidos pela Agéncia Estadual do Meio
Ambiente de Pernambuco (CPRH) que monitora a qualidade da &gua nos locais. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata, e repetidos em dois periodos do ano de 2017, um
em maio, durante a estacdo chuvosa, e outro em novembro, na estiagem. Meios de cultivo
hidratado com as amostras de &gua coletadas foram administrados a individuos D.
melanogaster da linhagem Oregon-R com 72h de vida, para que se alimentassem por 24 horas
até completarem o terceiro estagio larval. Dois grupos controle negativo foram estabelecidos
(um submetido a agua destilada e outro, a agua de um acude preservado que desagua no rio
Capibaribe), além de um grupo controle positivo (submetido a ciclofosfamida). Em cada
réplica, 60 larvas foram abertas e a hemolinfa total coletada para que os hemdcitos fossem
submetidos aos diversos procedimentos do ensaio cometa. Estes foram classificados em
quatro niveis, de 0 a 4, sendo zero a auséncia de dano e 4, o dano maximo no DNA. A partir
destas medidas foram calculados o indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD%). As
mesmas amostras de agua (pontos CB10, 30, 40, 55, 60, 62, 71, 72, 80 e 95) foram também
investigadas pelo CPRH quanto aos parametros fisico-quimicos, que indicaram agua poluida
ou muito poluida, na maioria dos locais. Da mesma forma, o ensaio cometa evidenciou efeito
genotdxico alto, muitas vezes acima do controle positivo, em grande parte das amostragens
feitas na estacdo chuvosa, em comparagdes realizadas com o grupo controle negativo
ambiental, exceto CB30. Houve grande discrepancia de resultados entre a estacdo chuvosa e a
estacdo de estiagem. Na estiagem foi evidente o pouco efeito genotdxico das amostras de agua
da bacia do Capibaribe, e apenas trés pontos (CB40, 55 e 80) demonstraram efeito
genotoxico. CB30 e CB72 foram, inclusive, estatisticamente semelhantes ao segundo grupo
controle negativo, tratado apenas com &gua destilada. Fatores associados ao regime de chuvas
na regido Nordeste, com efeito no carreamento de produtos toxicos de lavouras, industrias,
comunidades e cultivos podem justificar os resultados obtidos na estacdo chuvosa. Os
resultados abrem perspectivas para a continuidade dos estudos, usando o organismos-modelo
D. melanogaster, e para o melhor controle por parte dos 6rgdos governamentais para a
reversao do quadro de risco apresentado.

Palavras-chave: Bioindicador. Ensaio de cometa. Hemacitos. Saude Humana.



ABSTRACT

In Brazil, there is little control over the release of urban, industrial and agricultural waste into
watercourses, representing sources of contaminants for surface waters and sediments, as well
a risk to human health and the environment. Therefore, it was the objective of this study to
analyze the potential genotoxic effect of the waters of the Capibaribe River basin
(Pernambuco, Brazil) by means of the comet assay in somatic cells of Drosophila
melanogaster. Surface water samples were obtained in 10 points of the most densely
populated portion of the catchment area, called the lower course of the Capibaribe River. The
sites were pre-established by the State Agency of the Environment of Pernambuco (CPRH)
that monitors the quality of the water in the places. All experiments were performed in
triplicate, and repeated in two periods of 2017, one in May during the rainy season, and
another in November, in the dry season. Hydrated culture media with the collected water
samples were administered to D. melanogaster individuals of the Oregon-R line with 72h of
life, to feed for 24 hours until completing the third larval stage. Two negative control groups
were established (one submitted to distilled water and another to the water of a preserved
reservoir that flows into the Capibaribe river), in addition to a positive control group
(submitted to cyclophosphamide). In each replicate, 60 larvae were opened and the total
hemolymph collected so that the hemocytes were submitted to the various procedures of the
comet assay. These were classified into four levels, from 0 to 4, zero being no damage and 4,
the maximum DNA damage. From these measurements the Damage Index (DI) and Damage
Frequency (DF%) were calculated. The same water samples (CB10, 30, 40, 55, 60, 62, 71, 72,
80 and 95) were also investigated by the CPRH for the physicochemical parameters, which
indicated polluted or heavily polluted water, of sites. Likewise, the comet assay evidenced a
high genotoxic effect, often above the positive control, in most of the samplings made in the
rainy season, in comparisons with the negative environmental control group, except CB30.
There was a large discrepancy between the rainy season and the dry season. In the dry season,
the low genotoxic effect of the water samples from the Capibaribe basin was evident, and
only three points (CB40, 55 and 80) showed a genotoxic effect. CB30 and CB72 were also
statistically similar to the second negative control group treated with distilled water alone.
Factors associated with the rainfall regime in the Northeast region, with effect on the transport
of toxic products from crops, industries, communities and crops can justify the results
obtained in the rainy season. The results open perspectives for the continuity of the studies,
using the model organisms D. melanogaster, and for the better control by the governmental
organs for the reversion of the presented risk

Key words: Bioindicator. Comet assay. Hemocytes. Human health.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem passado por problemas de abastecimento de dgua em muitas de suas
regides geograficas. O volume de &gua nos reservatorios da regido Nordeste, no semiarido,
por exemplo, atingiu 22%, o que revela o agravamento da crise hidrica na regido, conforme o
Instituto Nacional do Semiarido-INSA (INSA, 2016). Dos 452 reservatdrios analisados, 58%
ja entraram em colapso ou estavam em estado critico. Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte sdo os Estados mais afetados e, por isso, 0 INSA alerta para a necessidade de
priorizar o consumo humano e restringir os demais usos da dgua armazenada. Ainda segundo
0 INSA, apenas 14% dos reservatorios do semiarido em 2016 estavam com o volume acima
de 50%, sendo que Pernambuco estava em uma situacdo mais preocupante, pois 24 dos 69
reservatorios do Estado se encontravam sem agua (BRASIL, 2016). E importante salientar
que a agua, além de fundamental para consumo humano, propicia outros usos necessarios e de
interesse das comunidades, como industrial, agropecuério, turistico, paisagistico, recreacional,
de irrigacédo e de navegabilidade (BRUNKOW et al., 2004).

A intensa acdo antrépica afeta a qualidade da agua, seja com a constantemente
geracdo de despejos domeésticos ou industriais, ou com a dispersa aplicacdo de defensivos
agricolas no solo, que contribui para a introdugdo de compostos organicos e inorganicos.
Pode-se destacar que a disponibilidade de dgua doce na natureza é limitada e que ha alto custo
na sua obtencdo nas formas menos convencionais, como é o caso do tratamento das aguas
marinhas ou perfuracdo das aguas subterraneas. Deve-se, portanto, dar prioridade a
preservacao, ao controle e a utilizacdo racional das aguas doces superficiais em todo o planeta
(ALVES et al., 2008).

No Brasil, a qualidade da agua é regulamentada desde 17 de marco de 2005, pela
Resolucdo n. 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA (BRASIL, 2005).
Esta regulamentacdo classifica os corpos de &guas e determina os parametros fisicos e
quimicos toleraveis, buscando o controle da disposi¢do de poluentes no meio ambiente e em

niveis que ndo oferecam riscos aos organismos (BARBERIO et al., 2009).

A da bacia do Rio Capibaribe é um importante recurso hidrico situado no Estado de
Pernambuco, Brasil, e que passa por 42 municipios, dentre eles Santa Cruz do Capibaribe,
Séo Lourenco da Mata, Limoeiro e Recife. Neste tltimo, o Capibaribe & uma paisagem viva

para os seus habitantes. O rio serviu, no passado, como via de penetracdo e limitador natural
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para a ocupacéo do territorio, especialmente em seu baixo curso, desde os manguezais até as
planicies fluviais bem desenvolvidas, onde se instalaram os primeiros engenhos de cana-de-
acucar, hoje ocupadas por uma densa rede urbana (PROJETEC, 2010). Sendo assim, no
aspecto econdmico, o Capibaribe viabilizou e viabiliza até hoje o plantio de cana de aclcar no
solo em massapé das suas margens, contribuindo para o crescimento social do Estado de
Pernambuco. Entretanto, como ocorre em muitos outros rios do Brasil, ha pouco controle do
lancamento de residuos urbanos, industriais e agricolas nos cursos d’agua, o que ¢ fonte de
substancias contaminantes a superficie e sedimentos (EGITO et al., 2007). Esses residuos sdo
caracterizados como misturas complexas, podendo conter uma grande quantidade de
compostos organicos e inorganicos com potencial efeito genotéxico que, muitas vezes, ndo
sdo degradados durante o processo de tratamento da &gua devido a um alto grau de
persisténcia (NIELSEN; RANK, 1994, 1998).

Sabe-se que substancias quimicas podem gerar danos genéticos em seres vivos. Em
ambientes urbanos tanto a atividade industrial, quanto os esgotos domésticos nédo tratados, e
as atividades agricolas contribuem para a contaminacdo ambiental das aguas (AMARAL et
al., 2006; ADEOGUN et al., 2015; CAMPOS JUNIOR et al., 2016).

Um dano genético ocorre quando 0 organismo ndo é capaz reparar as alteracGes no
material genético (DNA) o que proporciona novas combinagdes e consequente variabilidade
genética. Se a mutacdo modificar a sequéncia de aminoacidos da proteina ha possibilidade de
um efeito negativo no fendtipo que podera causar aparecimento de aberracdes e tumores no
individuo. Por outro lado, se o dano genético ndo alterar a sequéncia de aminoacidos da
proteina, seu efeito é considerado neutro (SNUSTAD; SIMMONS, 2001). As mutagdes
podem contribuir para melhoramento adaptativo das espécies gerando variabilidade genética e
consequente vantagens as adaptacGes ambientais, sendo desta forma positivas. Porém, as

muta¢des podem ser também danosas ao material genético e sistemas celulares.

Dano genéticos podem ser classificados como genotoxicos se alterarem a integridade
do material genético de uma célula, podendo ou nédo ser passivel de reparo. Por outro lado,
entende-se por mutagdo qualquer alteragdo subita no DNA e que seja transmitida a
descendéncia celular. Embora a mutacdo no DNA seja um fendmeno importante como fonte
primaria para a variabilidade genética e para 0s processos adaptativos dos organismos ao
meio, muitas vezes essas alteracdes podem acarretar um efeito negativo no fendtipo,
desencadeando patologias, alteracfes ou bloqueios de vias metabdlicas, interrupcdo do ciclo
celular, surgimento de tumores e aberragées (SNUSTAD; SIMMONS, 2001).
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As mudancas no DNA podem decorrer da adicéo, delecédo, substituicdo das sequéncias
dos nucleotideos. Além disso, um dano genético pode ser natural ou induzido. Danos
genéticos decorrentes de fontes naturais podem se originar, por exemplo, de rearranjo de
elétrons e protons nas moléculas, resultando em falhas das fungbes metabdlicas
(tautoméricas), decorrentes da propria instabilidade do DNA (LINDAHL, 1993). Podem
também resultar da ativacdo ou insercdo de elementos transponiveis, e provocadas ou
induzidas pela exposicéao a diversos agentes mutagénicos presentes naturalmente no ambiente,
tais como a radiacdo natural (SNUSTAD; SIMMONS, 2001; VERCOSA et al., 2017). Por
outro lado, danos genéticos induzidos sdo aqueles atribuidos a fatores quimicos, fisicos ou
biologicos. Estes agentes podem interferir na reproducdo, fisiologia e morfologia dos
organismos. Dentre os causadores de mutacfes podemos citar a luz ultravioleta (UV), a
poluicdo, a radiacao ionizante e metais pesados, que podem estar presentes na agua de rios por
influéncia antrépica (LINDAHL, 1993; SNUSTAD; SIMMONS, 2001). Quando a mutacdo
ndo é letal para a prdpria célula, pode propagar-se pelo corpo em crescimento, chamada de
mutacdo somatica, ou transmitir-se as geracdes seguintes quando afetar as células gaméticas
(RABELLO et al., 1991). Mutacdes podem ocorrer em qualquer célula e em qualquer estagio
do ciclo celular (ZAHA et al., 2003).

Segundo OHE et al. (2004) a polui¢do, quando em contato com 0s organismos, pode
modificar o material genético ainda que em baixas concentracBes e provocar perturbacdes na
reproducdo, inibicdo do crescimento, diminuicdo ou perda da funcdo enzimatica ou, até
mesmo, surgimento de tumores. Estudos de genotoxicidade ambiental permitem a descricéo
dos impactos individuais da poluicdo sobre os organismos, podendo atentar para sinais
precoces de alteracdes no DNA (BARSIENE et al., 2012; SILVA et al., 2000).

Entre os organismo-modelos testados até o momento para o efeito da poluicdo
podemos destacar Drosophila melanogaster (Insecta, Diptera), que se adequa muito bem a
metodologia do Ensaio cometa, ou Eletroforese de Célula Unica (Single Cell Gel
Electrophoresis), descrito por Ostling e Johanson (1984). O Ensaio cometa tem sido uma
excelente ferramenta para a investigacdo de danos genéticos e para o biomonitoramento
humano (URIOL et al., 2013) e do ambiente (VERCOSA et al., 2017; SANTANA et al.,
2018). E um método sensivel e de baixo custo, que permite a deteccio de quebras simples ou
duplas na molécula do DNA da celula, em um meio alcalino (AZQUETA,; COLLINS, 2013).
A visualizacdo do dano genético é feita diretamente nas 1dminas logo apos coloragdo do DNA

com compostos, como GelRed, que permitem sua visualizagdo em microscopia de
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fluorescéncia. Essa metodologia foi aprimorada por Vercosa et al. (2017) para a espécie D.
melanogaster e € muito aplicada no Laboratério de Genética do CAV-UFPE. Esta espécie tem
se destacado como um modelo biolégico muito adequado (GAIVAO; SIERRA, 2014).
Devido ao seu rapido ciclo de vida, em cerca de nove dias, facilidade de manipulacdo e
cultivo em laboratdrio, deteccdo de fenotipos (RAND, 2010) e conhecimento sobre seu
genoma (ADAMS et al., 2000), D. melanogaster € hoje um organismo-modelo alternativo,
sendo inclusive recomendada pelo Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos —
ECVAM (BENFORT et al.,, 2000; FESTING et al., 1998) em teste toxicoldgicos, em
substituicdo a ratos e camundongos (SIDDIQUE et al., 2005). Por realizar diversas reacdes de
ativacdo metabodlica semelhante as que acontecem com mamiferos, Drosophila é também um

excelente modelo de estudos de doencas humanas (LENZ et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa tem realizado diversas abordagens utilizando o Ensaio
cometa em D. melanogaster. Resultados ja publicados evidenciaram efeito genotdxico de
diferentes linhagens a ambientes naturalmente radioativos do estado do Rio Grande do Norte
(VERCOSA et al., 2017); efeito genotoxico da poluicdo atmosférica presente no centro
urbano da cidade de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco (SANTANA et al. 2018), e efeito
do uso de medicamentos (MORAES FILHO et al., 2017). Estes e outros estudos em
andamento tém confirmado a grande sensibilidade deste organismo a diferentes compostos,
além da adequacdo da metodologia e amplitude das investigacdes possiveis. Seguindo nesta
linha, este trabalho se propds a analisar o potencial genotoxico das aguas de rios que
abastecem a populacdo pernambucana, na busca pela melhoria da qualidade dos rios, meio

ambiente e satde humana.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar o efeito genotoxico das aguas superficiais da bacia do Rio Capibaribe, no seu
baixo curso e junto aos grandes centros urbanos da Regido Metropolitana do Recife,

utilizando o Ensaio cometa no organismo-modelo Drosophila melanogaster.

Objetivos Especificos

e Realizar analise dos efeitos genotdxicos nas aguas superficiais coletadas em 10 pontos

da bacia do rio Capibaribe, amostrados no periodo chuvoso e de estiagem;

e Comparar os resultados de genotoxicidade observados em D. melanogaster com as
avaliacOes fisico-quimicas realizadas pela Agéncia Estadual do Meio Ambiente de

Pernambuco, com as mesmas amostras de agua.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluicéo dos rios

Muitos paises do continente Europeu desenvolveram planos eficientes de
despoluicdo dos rios, tais como a Inglaterra com o Rio Tamisa, Portugal com o Rio Tejo, e a
Franca com o Rio Sena. Mas um dos casos de maior sucesso ocorreu no Rio
Cheonggyecheon, na Coreia do Sul (Figura 1) despoluido em um tempo recorde, de apenas

guatro anos.

Figura 1. Situacdo atual do Rio Cheonggyecheon, na Coréia do Sul, apds processo de despoluicdo que
iniciou em 2003.

%

Fonte SUPERBAC, 2018.

Rios sdo sistemas complexos em que suas aguas escoam naturalmente, formando as
bacias hidricas, que sofrem grande influéncia do clima e a geologia locais. Os sistemas l6ticos
tém suas préprias caracteristicas o que significa ndo existir apenas uma variavel que seja
indicadora de qualquer sistema hidrico (COUUILLARD; LEFEBVRE, 1985). Em
Pernambuco ha duas grandes bacias hidrograficas: a bacia do Atlantico Nordeste Oriental e da
bacia do rio Sdo Francisco. Os rios que escoam para o rio Sdo Francisco formam os chamados
rios interiores, enquanto que 0s rios que escoam para 0 Oceano Atlantico, constituem o0s
chamados rios litoraneos e fazem parte da bacia hidrografica do Atlantico Nordeste Oriental
(BRASIL, 2018).

Atualmente, os 500 maiores rios do planeta enfrentam problemas com a poluigéo,
segundo dados do Conselho Mundial da Agua. A poluicdo dos rios tem sido, ha alguns anos,
uma preocupacio para entidades ambientais e para o governo. E sabido que a 4gua é um dos

grandes veiculos de contaminagdo, capaz de expor a populacdo humana e demais espécies a
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grandes riscos. As &guas das chuvas, mesmo ndo contaminadas em sua origem, se deslocam
até os rios e, muito frequentemente, carregam consigo residuos toxicos produzidos pelos seres
humanos, sejam aqueles provenientes da inddstria, do agronegdcio (como os pesticidas) e dos
esgotos domeésticos que estiverem proximos. A contaminacdo dos mananciais € uma das
formas mais dramaticas de como os seres humanos estdo inutilizando as reservas de agua

potével do planeta, que sdo muito escassas (VICTORINO, 2007).

O Brasil ainda apresenta uma grande quantidade de rios com diversos niveis de
poluicdo, sendo um dos principais problemas ambientais da atualidade (VICTORINO, 2007).
Sao Vvérios os elementos que o homem despeja nos cursos de gua e que prejudicam a fauna e
flora. Em muitas cidades, o sistema sanitario é precério, ha falta de planejamento urbano, e o
esgoto doméstico € jogado diretamente nos rios sem receber o devido tratamento. Este esgoto
¢ um dos principais causadores da poluicdo nos cursos de agua. Além disso, este tipo de
poluicdo também causa 0 mau cheiro e o desenvolvimento de microrganismos nos rios,

facilitando a proliferacéo de doencas em casos de enchentes (VICTORINO, 2007).

Os esgotos domesticos tém, em maior quantidade, matéria organica biodegradavel,
além de bactérias, virus e nutrientes como nitrogénio, fésforo, éleos, detergentes e metais
(BENETTI; BIDONE, 1995). Outras fontes poluentes sdo aquelas definidas como térmicas,
decorrentes do lancamento de agua aquecida nos rios, que sdo utilizadas em processo de
refrigeracdo em siderdrgicas, refinarias e de usinas termoelétricas. Por fim, os residuos
solidos, tanto os suspensos quanto os coloidais dissolvidos, sdo fontes poluidoras, ao serem
careados pelas chuvas ou pela erosdo até as margens dos rios (BENETTI; BIDONE, 1995). O
resultado da poluicdo dos cursos de agua contribui para a morte de peixes e de outros tipos de

vida que costumam habitar as 4guas correntes.

3.2. A bacia do rio Capibaribe

A bacia hidrogréafica do rio Capibaribe estd localizada na porcdo norte-oriental do
Estado de Pernambuco, entre as latitudes 07°41°20”S e 08°19°30”’S e longitudes 34°51°00”0 e
36°41°58”0 (Figura 2). A bacia ocupa aproximadamente 7.500 km?, equivalendo a 8 % da
area total de Pernambuco (ANA, 2017). Limita-se ao norte com o Estado da Paraiba, com a
bacia do rio Goiana e grupo de bacias de pequenos rios litoraneos 1; limita-se ao sul com a
bacia do rio Ipojuca e o grupo de bacias de pequenos rios litoraneos 2; a leste com o Oceano

Atlantico; e a oeste com o Estado da Paraiba e a bacia do rio Ipojuca.
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O mais importante rio desta bacia é sem davida o rio Capibaribe (Figura 2) que nasce
na Serra de Jacarara, no municipio de Poc¢do. O rio apresenta direcéo inicial sudeste-nordeste,
até as proximidades de Santa Cruz do Capibaribe, quando seu curso toma a direcdo oeste-
leste, percorrendo uma extensdo total de cerca de 280 km ate sua foz, na cidade do Recife. De
acordo com o Plano Diretor da bacia hidrogréafica do rio Capibaribe, elaborado em 2002, a
divisdo da bacia se d4 em quatro unidades de analise (UA) (Figura 2). A UAL ou Unidade de
Toritama abrange aproximadamente o terco superior da bacia; a UA2 ou Unidade de
Jucazinho envolve parte da bacia que vai desde Toritama até o reservatorio Jucazinho; a UA3
ou Unidade de Limoeiro, compreende as areas de drenagem do Capibaribe desde o
reservatorio Jucazinho até o reservatorio Carpina; e a UA4 ou unidade de Sdo Lourencgo da
Mata, abrange as areas de drenagem do terco inferior da bacia, mais proximo do Oceano
Atlantico (PROJETEC, 2010).

Como evidenciado na Figura 2, o rio Capibaribe é o principal rio da bacia, e conta
com outros 74 rios afluentes. Juntos, esses rios abastecem 42 municipios pernambucanos,
entre  eles Caruaru, Toritama, Santa  Cruz, Salgadinho, Limoeiro, Carpina, Paudalho, Sdo
Lourenco da Mata e Recife, a capital de Pernambuco. Proximo a foz no Oceano Atlantico, o
rio divide a &rea central da cidade do Recife e atravessa diversos bairros como Varzea,
Caxanga, Apipucos, Monteiro, Poco da Panela, Santana, Casa Forte, Torre, Capunga, Derby e
Madalena. Por fim, faz confluéncia com orio Beberibe atrds do Palacio do Campo das
Princesas, antes de desaguar no mar. Na sua porcao final, percorre um ambiente dinamico,
com efeito das marés, e dos continuos lancamentos de afluentes industriais e domésticos
(TRAVASSOS et al., 1991). Cabe destacar que o rio atravessa a Regido Metropolitana do
Recife, considerada uma das mais populosas do Brasil. S&0 15 municipios e mais de 4

milhdes de habitantes em uma area de 3216 km2.

Figura 2. Bacia do Rio Capibaribe, em Pernambuco, Brasil, e Unidades de Analise (UA1 a UA4).

Pernambuco



https://pt.wikipedia.org/wiki/Serra_de_Jacarar%C3%A1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Po%C3%A7%C3%A3o_(Pernambuco)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Caruaru
https://pt.wikipedia.org/wiki/Toritama
https://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Cruz_do_Capibaribe
https://pt.wikipedia.org/wiki/Salgadinho_(Pernambuco)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Limoeiro_(Pernambuco)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carpina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Paudalho
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A3o_Louren%C3%A7o_da_Mata
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A3o_Louren%C3%A7o_da_Mata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Recife
https://pt.wikipedia.org/wiki/Recife
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Beberibe
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%A1cio_do_Campo_das_Princesas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%A1cio_do_Campo_das_Princesas

23

Fonte: Disponivel em: http://www.sirh.srh.pe.gov.br/hidroambiental/bacia_capibaribe/index.php/abertura Acesso em: 12 dez.
2018.

De acordo com o Plano Hidroambiental da Bacia Hidrografica do Rio Capibaribe
(PROJETEC, 2010) este recurso hidrico encontra-se poluido por residuos sélidos e liquidos,
organicos e inorganicos, industriais e agricolas. Apresenta altas taxas de assoreamento e tem
uma populagdo estimada em 430 mil habitantes em seu entorno, embora ainda apresente
potencial para usos diversos, como agricultura, pesca, abastecimento de agua, entre outras

atividades industriais e de servicos.

A Agéncia Estadual de Meio Ambiente (2018) estima que a area de drenagem da bacia
do rio Capibaribe é bastante significativa, com exatos 7.557,41 km?. A regido, entretanto,
sofre com a ocupacdo urbana e industrial; com as areas cultivadas com cana-de-agtcar; e com
a policultura. Uma parcela, entretanto, ainda € ocupada por areas de Mata Atlantica e de
Manguezal, junto a foz. Sendo assim, ha que se considerar como fator negativo e que interfere
na qualidade das aguas da bacia do rio Capibaribe o continuo desmatamento da regido do
entorno dos rios da bacia. Em conjunto com as chuvas na regido, sdo carreados aos rios
grandes quantidades de matéria organica e todo tipo de poluentes, tais como herbicidas e
nematicidas, largamente utilizados no cultivo de cana-de-agucar e outros cultivos na regido
(BARELA, CHRISTOFFOLETI, 2006).

Quanto ao regime de &guas, a bacia do rio Capibaribe € dividida em cursos, sendo seu
alto e médio cursos (situados mais a oeste) influenciados pelo regime fluvial intermitente,
com periodos de auséncia de dguas em varios meses do ano. O baixo curso do rio é perene a
partir do municipio de Limoeiro até sua foz no mar. Resultados apresentados pelo
PROJETEC (2010) indicam que a regido da bacia do rio Capibaribe apresenta variados totais
anuais de precipitacdo, tendo uma média de 1133,59 mm. Os indices de precipitacao
aumentam a medida que o rio Capibaribe avanca em direcdo ao litoral (sentido oeste-leste) e
também a medida que diminuem as altitudes dos postos estudados. Assim, nas areas UAL e
UA2 a precipitacdo anual média é de 702,95 mm; na UA3 é de 861,40 mm e na UA4 é de
2267,05 mm.

De acordo com Santos et al. (2018a) (Figura 3) no periodo entre 1998 e 2015 a regido
passou por anos de seca (como 1998, 2012 e 2015), que contrastaram com anos de chuvas
(2004, 2008, 2009 e 2011), de forma que a precipitacdo anual variou de 200 mm, em 1998, a

1400 mm em 2011. Na Figura 3 sdo apresentadas as medidas de precipitacdo mensal, em
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imagem que ilustra bem os padr@es e as variacdo da precipitacdo em diferentes municipios do
estado de Pernambuco, tendo como padréo os locais estudados pelos autores.
Figura 3. Variacdo anual da precipitacdo em 10 diferentes locais do estado de Pernambuco, avaliados

entre os anos de 1998 e 2015. S&o observados anos mais secos (como 1998 e 2012) e anos mais
chuvosos (como 2004 e 2011). Fonte: Santos et al. (2018a).
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E sabido que bacia hidrografica do rio Capibaribe apresenta apenas 0,05% de sua
extensdo legalmente protegido como unidade de conservacdo de protecdo integral e 0,03%
sob regime de uso sustentavel (RPPN). Diante deste quadro preocupante, e da crescente
ocupacdo humana na regido, é importante estudar padrdes de qualidade de suas aguas, tais
como 0s riscos genotoxicos, que poderdo servir de ferramenta para a tomada de decisdes,
tanto pela sociedade quanto pelo Poder Publico, para a reversdo da poluicdo e de suas

consequéncias para a salde humana e o meio ambiente.

Cabe destacar que, conforme mostrado na Figura 4, coletas de agua realizadas no més
de maio, como a que foi feita em nosso estudo, se caracterizam muito bem como amostras da
estacdo chuvosa, visto que as chuvas dao os primeiros sinais no més de janeiro e se estendem
até julho. Por outro lado, 0 més de novembro, escolhido neste estudo como representativo da

s

estacdo de estiagem, € um bom periodo para amostragem de &guas. A estiagem da os

primeiros sinais no més de agosto e se estende até dezembro.

A respeito da bacia do Rio Capibaribe é importante também destacar que no seu terco

médio, ao sul da bacia, existe um setor industrial bastante diversificado, com um importante
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polo de confecgbes. Esse polo de vestuario ndo s6 tem a necessidade de fornecimento
adequado de &gua, como também gera fortes impactos ambientais devidos aos efluentes dos
processos de lavagem e destonagem de tecidos. Somado a isso esta o resultado da cadeia
produtiva sucroalcooleira - que gera elevados volumes de efluentes que contaminam os solos
e mananciais hidricos - e a agropecuaria, que gera desmatamento, manejo inadequado do solo

(erosdo, assoreamento, saliniza¢do) e contaminacao por agrotoxicos (PROJETEC, 2010).

Figura 4. Variacdo mensal da precipitacdo em 10 locais do estado de Pernambuco avaliados entre os
anos de 1998 e 2015. Fonte: Santos et al. (2018a).
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Outras atividades industriais desenvolvidas na bacia hidrogréafica do rio Capibaribe sdo
as associadas a produtos alimentares, minerais ndo-metalicos, metallrgicas, produtos
quimicos, farmacéuticos e veterinarios, matéria plastica, perfumes, sabdes, velas, bebidas,
mecanica, material elétrico e de comunicacdo, material de transporte e madeira. Diante disso,
diversas regides da bacia do rio Capibaribe merecem grande atencédo e cuidados para a melhor
preservacao e manutencdo da boa qualidade dos recursos hidricos. Existe, infelizmente, uma
caréncia de trabalhos cientificos com esse objetivo. A CPRH analisa padrdes fisico-quimicos
das aguas do Capibaribe e, nesse sentido, este trabalho procurou dar subsidios cientificos para

0 alcance dessa meta.

3.3 Biomarcadores
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Diversos 0s parametros biolégicos podem estar alterados como consequéncia da
interacdo entre o agente quimico e o organismo. Entretanto, a determinacdo quantitativa
destes parametros, usados como biomarcadores, somente é possivel se existir correlagdo com
a intensidade da exposicdo e/ou o efeito bioldgico da substdncia. Desta forma, um
biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacgéo, assim como
qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja determinacdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou
ar exalado, avalie a intensidade da exposicdo e o risco a saude (AMORIM, 2003). Para
biomonitorar os poluentes ambientais, tem-se usado diversas metodologias em organismos
modelos, utilizados como biomarcadores de efeitos genotoxicos, mutagénicos e/ou
recombinogénicos. A utilizacdo de bioindicadores e testes citogenéticos contribuem para
avaliar o dano causado ndo apenas a integridade fisico-quimica do ambiente, mas sim a
resposta dos organismos a variagdes ambientais decorrentes da poluicdo ambiental
(MORAES, 2000).

3.4 Organismos bioindicadores

Sd0 denominados de bioindicadores aqueles organismos que respondem a
contaminante ambiental ao nivel individual. Estes efeitos podem ser medidos no organismo
ou numa matriz biolégica, indicando um desvio da condicdo normal, que ndo podera ser
detectado no organismo intacto (ARIAS et al., 2007) e que foi um grupo denominado controle
negativo. A simples mensuracdo dos niveis de substancias quimicas presentes no ambiente
ndo é suficiente para revelar os reais efeitos adversos da contaminagdo. E necesséria também
a avaliacdo dos efeitos biologicos da contaminacdo em diversos niveis hierarquicos. Na
revisdo de Arias et al. (2007) sobre o tema dos bioindicadores para a contaminacdo de
recursos hidricos, os autores destacam que a presenca de substancias contaminantes ou a
investigacdo da magnitude da resposta no organismo completo, podem ser obtidas em estudos
com os fluidos corporais, células, tecidos até mesmo sobre o organismo completo.
Organismos adequados para estes estudos permitem identificar as interac6es bioldgicas com
0s contaminantes, além de mensuracdo de seus efeitos, a fim viabilizar respostas para préatica
das agdes remediadoras ou, melhor ainda, acfes preventivas. Por esse motivo, a importancia e
0 interesse atual para a incorporagdo da analise com bioindicadores séo grandes em programas

de avaliacdo da contaminagdo ambiental (ARIAS et al., 2007).

Drosophila melanogaster tem se mostrado de grande importancia em varios

experimentos tornando-se um importante modelo para investigar mecanismos fisiologicos e
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genéticos fundamentais, sendo, portanto, adaptada para pesquisas com substancias de efeito
acumulador, em estudos de genotoxidade e seus mecanismos moleculares (GAIVAO;
SIERRA, 2014). A espécie pertence a familia Drosophilidae (Insecta, Diptera), que é
composta por mais de 4.200 espécies, distribuidas em diversos géneros (BACHLI, 2017).
Entre eles, o mais estudado é sem davidas o género Drosophila, para o qual s&o conhecidas
mais de 1.180 espécies. Neste género, D. melanogaster ¢ um dos organismos mais estudados
pela ciéncia, em todo 0 mundo, com incontaveis publicacGes cientificas nas areas da genética,
ecologia, taxonomia, evolucdo, fisiologia, comportamento, desenvolvimento, biologia
molecular e, como mencionado anteriormente, também na &rea da mutagénese
(DROSOPHILA 12 GENOMES CONSORTIUM, 2007; FERVEUR, 2003; GAIVAO;
SIERRA, 2014; GRIMALDI, 1990; RAND, 2010; REMSEN; O’GRADY, 2002; RUBIN;
LEWIS, 2000; SCHAEFFER et al., 2008; SHARMA et al., 2011)

Neste sentido, nosso grupo de trabalho tem incluido D. melanogaster em testes para
detectar efeitos mutagénicos efou genotoxicos de larvicidas (ACIOLE et al., 2014),
medicamentos (MORAES FILHO et al., 2017), radiacdo atmosférica natural (VERCOSA et
al., 2017), poluicdo atmosférica (SANTANA et al., 2018) e outros. No presente estudo,
ampliamos as analises com a investigacdo do possivel efeito genotdxico associado ao
consumo das aguas superficiais de trés rios que compdem da bacia do Capibaribe (Goita,
Tapacura e Capibaribe), juntamente com a andlise das propriedades fisico-quimica (feitas pelo
CPRH), investigando 20 amostras de aguas de um total de 10 pontos junto aos maiores

centros urbanos do estado de Pernambuco.
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Resumo

Na regido Nordeste do Brasil a bacia do Rio Capibaribe é um grande fornecedor de
4guas para a populacdo e os seres vivos em uma area de 7.500 km? incluindo a Regido
Metropolitana do Recife, que abriga a capital do Estado de Pernambuco. Neste estudo, a
qualidade das aguas foi investigada em 10 pontos da bacia (rios Capibaribe, Gloria de Goita e
Tapacura), em locais também avaliados pela Agéncia Estadual de Meio Ambiente (CPRH).
Com o objetivo de verificar possiveis efeitos genotdxicos das aguas superficiais do rio, foi
utilizada a metodologia do Ensaio cometa em células somaticas de Drosophila melanogaster.
Amostras de agua foram coletados em dois periodos do ano, um na estacdo chuvosa
(maio/2017) e outro na estacdo de estiagem (novembro/2017). Larvas cultivadas até o terceiro
estagio de D. melanogaster foram alimentadas por 24 horas em meio de cultivo hidratado com
as diferentes amostras de &gua. Os resultados foram comparados aos obtidos nos dois grupos
controle negativos: um grupo alimentado com meio hidratado com &gua destilada e outro,
com meio hidratado com agua de um acude preservado (Aldeia dos Camaras, Paudalho,
Pernambuco). A metodologia também estabeleceu um grupo controle positivo, em que 0s
organismos foram alimentados com ciclofosfamida (1mg/mL, diluida em agua destilada). Os
resultados das amostras da estacdo chuvosa revelaram efeito genotédxico significativo em oito
dos dez pontos estudados. Dois locais, portanto, ndo apresentaram risco genotoxico, sendo
eles o ponto CB10 (préximo a cidade de Limoeiro) e o ponto CB60 (em S&o Lourenco da
Mata). O efeito genotdxico foi muito menor na estacdo de estiagem, pois apenas trés dos 10
pontos investigados se mostraram genotdxicos. Parte dos resultados foi corroborado pelas
analises fisico-quimicas (temperatura, pH, oxigénio, turbidez, coliformes fecais, e qualidade
da agua) realizadas pela CPRH, que caracterizaram a maior parte das amostras, nos dois
periodos do ano, como poluidas ou muito poluidas. Conclui-se que no periodo chuvoso o
nivel de genotoxidade foi maior, o que pode ter sido resultante do uso de produtos quimicos
como pesticidas e outras substancias poluidoras, muitas vezes utilizadas no entorno da bacia

do rio Capibaribe, e careadas pelas chuvas até os recursos hidricos.

Palavras-chave: Bioindicador, ensaio de cometa, hemacitos, saude humana.



30

Introducéo

A bacia do Rio Capibaribe é formada principalmente pelo flimen de mesmo nome,
considerado um corpo d"agua de extrema relevancia para boa parte da populacdo do Estado de
Pernambuco, na regido Nordeste do Brasil. O Capibaribe € o principal rio da bacia, e conta
com 74 afluentes, que juntos abastecem 42 municipios pernambucanos. Esse rio atravessa a
Area Metropolitana do Recife (TRAVASSOS et al., 1991), um dos maiores centros
populacionais do Brasil, que acrescenta as suas aguas uma grande carga de despejos
domésticos e industriais, juntamente com compostos organicos e inorganicos nas aguas. Além
dessa intensa acdo antrépica no flimen, a regido Nordeste tem passado por problemas de
abastecimento de &gua. Segundo dados do Instituto Nacional do Semiérido, o
desabastecimento hidrico tem sido mais intenso nas regides semiaridas (SANTOS et al.,
2018), onde se localiza parte da bacia do Rio Capibaribe. Diante deste quadro, sdo necessarias
pesquisas para que se possa atestar a qualidade da &gua ja que seu uso € fundamental a

populacdo nordestina e para todas as espécies vivas.

Cabe destacar que em seus primeiros 60 km de curso o rio Capibaribe é um flimen
temporario, que apresenta aguas superficiais em apenas trés meses do ano, no periodo das
chuvas (PROJETEC, 2010). Embora pareca um leito de areia e pedras, o rio ndo esta
completamente seco, e um rio subterraneo corre por baixo de uma ndo muito espessa camada
de areia. A agricultura na regido se faz por meio da perfuracdo de pocos e a dgua é captada
durante o ano inteiro. Em contrapartida, os cultivos produzem residuos de pesticidas e
fertilizantes, que infiltram no solo, podendo contaminar as aguas do lencol subterraneo. Outro
problema caracteristico deste trecho é a retirada de areia para uso na construgéo civil. A partir
da cidade de Limoeiro, distante cerca de 80 km da cidade do Recife, o rio Capibaribe entra
numa regido de transicdo entre o Agreste e a Zona da Mata, recebendo grandes contribuigdes
de afluentes mais volumosos e iniciando a travessia de areas cobertas por extensas plantaces
de cana-de-acucar (PROJETEC, 2010). Até o inicio da colonizacdo brasileira, no século XVI,

essa regido era coberta pela densa Mata Atlantica, floresta que garantia qualidade da agua do
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rio, pois protegia as suas margens. Aos poucos, a floresta foi substituida pelo cultivo da cana-
de-agUcar, gerando uma série de problemas para o rio Capibaribe. Os niveis de deterioracdo
ambiental aumentaram durante as Ultimas décadas em resposta ao crescimento populacional e
desenvolvimento industrial local (PARANAGUA et al., 2005), que comprometeram a

qualidade da &gua no estuario.

Ottmann e Ottmann (1959) apresentaram a primeira avaliacdo da qualidade da agua no
estuario, seguido muitos anos depois por Koening et al. (1995) e, mais recentemente, por
Anjos et al. (2012) e Noriega et al. (2013). Esses autores notaram a ocorréncia, nos ultimos
anos, de um estado eutr6fico com alta biomassa fitoplanctdnica, baixa transparéncia e baixas
concentracfes de oxigénio. Além da eutrofizacdo, a contaminacdo industrial também parece

ter desempenhado um papel importante (Brayner et al. 2001, 2003; Macedo et al. 2007).

O presente trabalho se propds a analisar os possiveis efeitos genotoxicos de dez
amostras de agua da bacia do rio Capibaribe, utilizando a Drosophila melanogaster (Insecta,
Diptera) como organismo-modelo, buscando identificar fontes de risco & saude humana e
demais organismos. Para tanto foi utilizado o Ensaio cometa, seguindo a descri¢do de Vercosa
et al. (2017). Este Ensaio é considerado uma excelente ferramenta para a investigacdo de
danos genéticos e para o biomonitoramento humano (URIOL et al., 2013), e tém sido bem
aplicado ao estudo dos ambientes da regido Nordeste do Brasil, para regides sob efeito da
radiacdo (VERCOSA et al., 2017) e da poluicdo (SANTANA et al., 2018). Para este ensaio,
D. melanogaster tem se destacado como um modelo biolégico muito adequado (GAIVAO E
SIERRA, 2014). Por ter um rapido ciclo de vida, facilidade de manipulacdo em laboratério,
deteccdo de fendtipos (RAND, 2010) e grande conhecimento sobre seu genoma (ADAMS et
al., 2000), esta espécie tem se tornado um organismo-modelo alternativo, com recomendagéo
do Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos — ECVAM ( BENFORT et al.,
2000; FESTING et al., 1998) para uso em teste toxicoldgicos, em substituicdo a ratos e
camundongos (SIDDIQUE et al., 2005). Por realizar diversas reacdes de ativacdo metabolica
semelhante as que acontecem com mamiferos, Drosophila €, também, um excelente modelo

de estudos de doencas humanas (Lenz et al., 2013).

Material e Métodos
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Cultivo dos insetos

O cultivo e manutencdo dos insetos dipteros D. melanogaster linhagem Oregon-R
foram realizados no Laboratorio de Genética do CAV-UFPE. O meio de cultivo (elaborado
com a mistura de 25 mg de farinha de milho, 25 mg de fermento em pasta diluido em agua,
10g de farinha de centeio, 5g de gar, 1g de Nigapin e 50 mL de &gua) foi cozido por cerca de
20 min e colocado em vidros tapados com rolhas de espuma, para permitir a entrada do ar.
Apbs o resfriamento, os meios receberam os repiques dos drosofilideos adultos, para que as
fémeas ovopositassem e iniciassem uma nova geracdo de descendentes. Para a coleta das
larvas em terceiro estagio, foi preparado meio de ovoposi¢cdo, composto por fermento com
acucar, aplicado sobre uma base de &gar. Neste meio, fémeas adultas fecundadas
permaneceram por 8h para ovopositar. A coleta e contagem das larvas descendentes em
terceiro estagio (70 larvas por cada tubo/réplica) ocorreu 72h ap6s o inicio desse periodo de

ovoposicéo.

Coleta das amostras de agua da bacia do Rio Capibaribe

Coletas de agua na bacia do Rio Capibaribe foram realizadas em 10 locais pré-
estabelecidos pela Agéncia Estadual do Meio Ambiente (CPRH), que monitora os locais
quatro vezes ao ano, e que realizou analises fisico-quimicas paralelas das mesmas amostras de
agua. As informacGes sdo de dominio publico, como parte das atividades do CPRH. As
coletas de agua foram realizadas em maio de 2017 (periodo chuvoso), e em novembro de
2017 (periodo de estiagem). Um mapa detalhado dos locais amostrados encontra-se na Figura

1 e a descricdo dos pontos, na Tabela 1.

A Figura 2 ilustra dois dos pontos do rio Capibaribe, nomeados pelos cédigos CB71 e
CB72, seguindo a direcdo Leste-Oeste, iniciando no municipio de Limoeiro (CB10) e
terminando Recife (CB95). Como local controle ambiental bem preservado foi escolhido um
acude que desagua no rio Capibaribe (Figura 1) situado em um condominio residencial no
distrito de Aldeia dos Camaras (coordenadas -7.914686 -35.079819), municipio de
Paudalho, Pernambuco, Brasil. Além do controle negativo ambiental, um segundo grupo foi
estabelecido em laboratério, submetido apenas a agua destilada. Para fins de controle da
geracdo de danos genotoxicos esperados, foi também estabelecido um grupo controle positivo.
Para este caso, foi administrado o composto mutagénico ciclofosfamida, a 1mg/mL, diluido

em agua destilada.



33

Todas as amostras de agua (e suas respectivas trés réplicas) hidrataram o meio de
tratamento, composto por puré de batata desidratado (Yoki SA), onde 70 larvas de D.
melanogaster permaneceram por 24 h se alimentando. Em cada amostragem feita nos rios, um
litro de agua foi obtido com ajuda de um balde em ago inox, sendo transportado em vidros
dentro de caixas térmicas com gelo até o Laboratorio de Genética, onde foram armazenadas a

-20°C (freezer) até o inicio dos experimentos do Ensaio cometa, feitos em dezembro de 2017.

Procedimentos do Ensaio cometa

Para realizacdo do Ensaio cometa foram preparadas previamente algumas solucdes de
uso e estoque, como gel de agarose de baixo ponto de fusdo (LM); gel de agarose padréo;
solucdo de EDTA,; solucdo de hidroxido de sédio (NaOH); tampéo fosfato alcalino (PBS).
Outras solucGes foram preparadas exclusivamente no momento do teste, como a Solucéo de
lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 1 M NaOH, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, e 10% DMSO)
ajustada para pH 10, e o Tampéao de eletroforese (1M NaOH, 200 mM EDTA) ajustado para
pH>13. Para a montagem das laminas contendo o material bioldgico (hemdcitos), laminas de
vidro foram previamente lixadas na face superior para facilitar a adesdo da agarose a lamina.
Em seguida foram lavadas com agua e detergente e secas em alcool. Para cada réplica deste
estudo, 60 larvas foram retiradas dos tubos com meio de tratamento e colocadas em uma placa
de Petri e em seguida resfriadas a 4°C por um minuto, para diminuir a taxa metabdlica e
facilitar sua manipulagdo. Passado um minuto, cada larva foi, individualmente, transferida
para um po¢o de uma placa escavada Kline, contendo solucdo de EDTA para evitar a
coagulacdo da hemolinfa. Para retirada da hemolinfa, as larvas foram cortadas lateralmente e
a hemolinfa foi colhida e transferida para um microtubo de 1,5 mL. O tubo contendo a
solugéo de EDTA e a hemolinfa foi centrifugado 2x a 3000 rpm por 3 min, e descartado 100
puL do sobrenadante. Para completar o volume do tubo foram acrescentados mais 100 pL de
EDTA, e submetida a mais uma centrifugacdo. Esta etapa e as demais descritas a seqguir

seguiram o protocolo padrdo de Vercosa et al. (2017).

Apds a coleta de 60 pL da hemolinfa de D. melanogaster o material foi
homogeneizado em 100 uL de solugdo de 0,5% de agarose de baixo ponto de fusdo (agarose
LM) a 37°C. Por se tratar de uma etapa fotossensivel, esse procedimento foi realizado na
auséncia de luz. O homogeneizado foi aplicado em laminas previamente banhadas em agarose
padrdo. Uma laminula (24 mm x 60 mm) foi colocada sobre o material e resfriada a 4°C por

10 min. Passado esse tempo as laminulas foram retiradas e as laminas com o material
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biologico foram imersas em solugdo de lise e mantidas a 4°C por 72 h. Ao término a lise, as
laminas permaneceram por 20 min em uma solugdo tampdo a 4°C e em seguida foi realizada a
corrida de eletroforese em uma cuba de 40 cm, por 20 min a 40 v e 300 mA. Em seguida, as
laminas foram neutralizadas (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 min e fixadas por imersdo em

etanol absoluto por 5 min, sendo armazenadas a 4°C até a analise microscopica.

Anélise microscopica e contagem dos danos genéticos

As laminas foram coradas com 50 puL. de GelRed diluido em &4gua destilada na
proporcéo de 1:500 e observadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Imager, M2) com
filtro AlexaFluor 546, no aumento de 40x. Foi observado um total de 100 nucledides por cada
réplica, sendo 50 em cada uma das duas ldaminas analisadas. Os cometas contabilizados foram
classificados em cinco classes, da 0 a classe 4, de acordo com o comprimento da cauda e a
intensidade descritos em Vercosa et al. (2017). Na classe 0 estdo as células consideradas
intactos, ou seja, sem danos causados pela exposicao; a classe 1 corresponde a cometas com
danos minimos; classe 2 a cometas com danos médios; classe 3 a cometas com danos
intensos; e a classe 4 corresponde aos cometas com danos maximos. Apos esta classificacéo,
foram calculados dois parametros: o indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%). Os
valores obtidos através do ID para cada individuo podem variar de O (totalmente intacta: 100
células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4). ID foi calculado atraves da seguinte

férmula (N=NUmero) da Equacéo I:

ID Total =0 (N de cometas da classe 0) + 1 (N de cometas da classe 1) + 2 (N de cometas da classe 2) + 3 (N de
cometas da classe 3) + 4 (N de cometas da classe 4)

O segundo parametro, FD%, foi calculado como a porcentagem de todos 0s cometas
danificados (classe 1 a classe 4) em relacéo ao total de cometas contados, que vai da classe 0 a
classe 4 (n° total). Neste caso, foi aplicado o seguinte célculo, da Equacéo II:

FD% = [(N total de cometas — N de cometas da classe 0) .100] / N total de cometas

Para as comparacdes das diferencas de ID e FD% entre as amostras foi aplicado o teste
paramétrico da Anéalise de Variancia (ANOVA), e o p0Os-teste de Bonferroni no software

STATA versdo 12. O nivel de significancia em todos os testes estabelecidos foi P< 0,05.

Resultados
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As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados de andlise dos danos genéticos médios,
obtidos nos trés grupos controle e nas 10 amostras de &gua da bacia do Rio Capibaribe, nas
duas estacdes do ano investigadas. Os dados completos, incluindo cada uma das 3 réplicas
analisadas por experimento, encontram-se no Material Suplementar S1 e S2, para cada uma

das estacdes.

Na estacdo chuvosa, os resultados analisados por meio do teste estatistico ANOVA e
pos-teste Bonferroni (Tabela 4) demonstraram que dois pontos amostrados (CB10 e CB60)
do rio Capibaribe nédo apresentaram efeito genotoxico. Os demais pontos (CB30, 40, 55, 62,
71, 72, 80 e 95), apresentaram niveis relativamente altos de genotoxicidade, quando
comparados aos controles negativos, sendo alguns até superiores aos valores observados no
grupo controle positivo. Na estacdo de estiagem (Tabela 5), as analises estatisticas
demonstraram menor risco genotdxico, pois apenas trés (CB40, 55 e 80) dos 10 pontos
investigados se mostraram estatisticamente diferentes do grupo controle negativo ambiental.
Novamente, o ponto CB10 ndo foi genotdxico, como ocorreu na estagdo chuvosa. A este
resultado se somaram também os pontos CB30, 60, 62, 71, 72 e 95. Pelas analises fisico-
qguimicas da CPRH (Tabela 6) feitas nas mesmas amostras de agua estudadas na estacdo
chuvosa para o Ensaio cometa, os pontos CB10 e CB60 foram classificados como Muito
Poluidos (MP). Os resultados para estes dois pontos, entretanto, ndo foram corroborados pela
analise do Ensaio cometa. Da mesma forma, as analises fisico-quimicas da CPRH feitas para
as amostras de agua da estacdo de estiagem (Tabela 7) registraram os pontos CB10 e CB60

como Muito Poluidos (MP), o que novamente nédo foi corroborado por nossos resultados.

Com a finalidade de comparar os efeitos genotoxicos em cada local na estacdo
chuvosa e de estiagem foram elaborados gréficos das Figuras 3 e 4, com demonstracdo dos
valores médios do Indice de Dano e Frequéncia de Dano. Sobre os graficos estfo indicados os
locais que se mostraram estatisticamente diferentes do grupo controle negativo ambiental
(tratado com agua de um agude preservado). E possivel observar claramente que houve maior

efeito genotdxico nas amostras obtidas na estacdo chuvosa, do que na estacdo de estiagem.

Discussao

O ensaio cometa se mostrou adequado para 0 biomonitoramento da genotoxicidade
de fontes hidricas. O conjunto de resultados indica que D. melanogaster é adequada ao estudo

da poluicdo dos rios e alerta para o risco atual que a poluigdo pode representar para a satde
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humana. Ficou demonstrado elevado potencial genotoxico das aguas da bacia do rio
Capibaribe investigadas, e este resultado foi evidente em oito locais na estagdo chuvosa. Os
pontos CB10 e CB60 nédo apresentaram genotoxicidade significativa, quando comparados aos
grupos controle negativo ambiental ou controle negativo com agua destilada. Por outro lado,
as amostras de agua destes dois locais foram classificadas como Muito Poluidas (MP) apds
andlises da composicdo fisico-quimica realizada pela CPRH. Nos demais pontos, tanto os
resultados genotdxicos quanto os fisico-quimicos da CPRH coincidiram, porém houve
divergéncia para as analises genotoxicas da estacdo da estiagem, quando apenas 3 pontos se

mostraram de risco.

Conforme dados da CPRH (Tabela 6), no ponto CB10, situado em Limoeiro, 0
Oxigénio Dissolvido (OD) foi zero, e a agua foi considerada Muito Poluida (MP). O ponto
CB60, em Sdo Lourenco da Mata, teve OD=1,5. Este ponto também foi também considerado
Muito Poluido (MP). De acordo com a resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente-
CONAMA N° 357/05, o valor de OD para agua doce ndo deve ser inferior a 6 mg/LO..
Embora os dois pontos sejam considerados MP e 0 OD esteja abaixo das normas estabelecidas
de 6 mg/LO; estes pontos ndo apresentaram resultados estatisticamente diferentes do controle
negativo do experimento, no Ensaio cometa. Contudo, os outros oito pontos do rio
apresentaram potencial genotoxico elevado. Destacam-se 0s pontos CB60 e CB71 locais em
que existe captacdo d’agua para abastecimento publico para a populagdo, através da
COMPESA, sendo que o ponto CB71 apresentou elevada genotoxicidade pelo Ensaio cometa.
Pela analise fisico-quimica realizada pelo CPRH e a qualidade 4gua se mostrou Poluida (P)
com OD= 2,0 considerado muito abaixo do padrdo aceitdvel. A amostra de 4gua do ponto
CB80, situado na cidade do Recife, Av. Caxanga, apresentou-se altamente genotdxico, e

OD=1,2 sendo classificado como MP.

Segundo Bertoni e Tucci (2002), a chuva € o tipo de precipitacdo mais importante para
a hidrologia, pois ela tem como consequéncia, a erosdo hidrica. E possivel que esta erosio
esteja relacionada aos indices genotoxicos observados em nossos experimentos na estacdo
chuvosa. Isso porque as chuvas sdo capazes de produzir escoamento de produtos toxicos,
ocasionado pela baixa retengdo da umidade nos solos. Neste processo hé erosdo das camadas
do solo, considerada um processo de origem natural com a finalidade de formacdo da
paisagem e renovacgdo do solo. Contudo, as atividades desenvolvidas pelo homem ao longo
dos anos tém ocasionado impactos na superficie com destaque aos solos outrora ocupados

pela Floresta Atlantica, na Zona da Mata do Nordeste do Brasil. A erosdo do solo pode ser
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entdo acelerada por atividades humanas, tornando-se um problema nas bacias hidrograficas
(Pires e Souza, 2013). Sem a protecdo da Mata Atlantica, milhdes de metros cubicos de terra
fértil sdo carreados para dentro da calha dos rios. E este processo se agrava nos locais onde ha
o0 cultivo de cana-de-acucar no entorno dos rios da bacia do Capibaribe. O cultivo da cana
exige o uso intensivo de fertilizantes e agrotoxicos (herbicidas, nematicidas) e os residuos
destes produtos acabam sendo arrastados pelas chuvas na dire¢do dos rios (PROJETEC,
2010). Os resultados de genotoxicidade apresentados neste estudo corroboram estas ideias, e
apoiam o fato de que no periodo de chuvas deve ocorrer aumento dos indices de poluentes nos
rios e, consequentemente, de dano ao material genético dos organismos. Os resultados
indicam a necessidade de mais estudos focados nesta problemética, e com abordagens

variadas ao nivel genético, em outros organismos e locais da bacia do Rio Capibaribe.

FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Mapa da bacia do rio Capibaribe e sua posicdo geografica no estado de Pernambuco,
Nordeste do Brasil, e posicdo dos 10 pontos amostrais de agua (CB10, CB30, CB40, CB55, CB60,
CB62, CB71, CB72, CB80, CB95).
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Figura 2. Imagem ilustrativa de dois dos 10 locais do Rio Capibaribe em que foram realizadas
amostras, em maio de 2017. O ponto CB71 é local de coleta pela rede de distribuicdo do Estado de
Pernambuco, situada em Castelo, Sdo Lourengo da Mata; o ponto CB72 situa-se em S0 Lourengo da
Mata; e o ponto denominado controle negativo ambiental situa-se em Aldeia dos Camaras, Paudalho

(Agude dos Camardes).

“ontrole negativo ambiental

Figura 3. Valores médios do Indice de Dano em hemdcitos de larvas de Drosophila melanogaster
(Oregon-R) tratados com amostras de d&gua em 10 pontos da bacia do Rio Capibaribe, em duas épocas
do ano, e valores médios obtidos nos grupos controles negativos e controle positivo. Asteriscos
vermelhos indicam valores significativamente diferentes dos obtidos no grupo controle negativo

ambiental.
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Figura 4. Valores médios da Frequéncia de Dano em hemécitos de larvas de Drosophila melanogaster (Oregon-
R) tratados com amostras de agua em 10 pontos da bacia do Rio Capibaribe, em duas épocas do ano, e valores
médios obtidos nos grupos controles negativos e controle positivo. Asteriscos vermelhos indicam valores
significativamente diferentes dos obtidos no grupo controle negativo ambiental.
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Tabela 1. Descricdo dos locais de amostragem das aguas da bacia do Rio Capibaribe, coincidentes
com os avaliados pelo CPRH para as condi¢des fisico-quimicas.

Ponto

Corpo d’agua

Municipio de Pernambuco Coordenadas*




CB 10
CB 30
CB 40
CB 55
CB 60
CB 62
CB71
CB 72
CB 80
CB 95

Rio Capibaribe
Rio Capibaribe
Rio Capibaribe
Rio Goita

Rio Capibaribe
Rio Tapacura
Rio Capibaribe
Rio Capibaribe
Rio Capibaribe
Rio Capibaribe

Municipio de Limoeiro

Carpina e Lagoa do Itaenga

Paudalho

S&o Lourenco da Mata e Paudalho

Sé&o Lourenco da Mata
Vitdria de Santo Antéo
Sé&o Lourencgo da Mata
Sé&o Lourencgo da Mata
Recife
Recife

-7,856094444 -35,39699167
-7,888680556 -35,23967778
-7,894911111 -35,17416667
-7,965530556 -35,09235833
-7,981630556 -35,07804722
-8,099913889 -35,26044722
-7,995636111 -35,05366944
-7,999352778 -35,03344722
-8,030838889 -34,95703611
-8,062722222 -34,90174722

* Datum de referéncia cartografica: SAD 69
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Tabela 2. Avaliacdo dos danos genéticos em hemdcitos de Drosophila melanogaster Oregon-R
expostos ao controle negativo (dgua destilada), controle negativo ambiental (Aldeia dos Camaras),
controle positivo (ciclofosfamida) e as 10 amostras de aguas superficiais da bacia do Capibaribe,
coletadas em maio/2017, estacdo chuvosa.

Tratamentos Nivel de Dano Indice  Freq. de
Maio, 2017 0 1 2 3 4 deDano Dano (%)
CONTROLE NEGATIVO
Média 77,67 16,33 4,67 1,00 033 30,00 22,33
Desvio padréo 12,66 9,29 3,21 0,00 0,58 16,52 12,66
CONTROLE NEGATIVO AMBIENTAL
Média 71,00 14,67 12,33 1,67 0,33 45,67 29,00
Desvio padréo 3,61 8,62 4,16 2,08 0,58 6,35 3,61
CONTROLE POSITIVO
Média 33,00 17,67 1833 22,00 9,00 156,33 67,00
Desvio padréo 10,54 3,06 13,05 2,65 3,00 9,50 10,54
BACIA DO CAPIBARIBE
CB 10 Média 77,33 8,33 233 733 467 53,67 22,67
Desvio padrdo 3,06 0,58 1,15 2,52 1,53 11,06 3,06
CB 30 Média 6567 500 4,33 16,33 8,67 97,33 34,33
Desvio padrdo 2,52 2,65 0,58 4,16 3,51 8,02 2,52
CB 40 Média 48,67 4,00 1,67 19,67 24,33 163,67 51,33
Desvio padréo 1,15 1,73 1,15 5,13 1,15 12,74 1,15
CB 55 Média 44,33 1,00 0,33 30,33 24,00 188,67 55,67
Desvio padrdo 1,53 1,00 0,58 1,15 1,00 7,09 1,53
CB 60 Média 72,33 3,00 2,33 13,33 9,00 83,67 27,67
Desvio padrdo 2,89 3,00 1,53 1,53 1,00 5,51 2,89
CB 62 Média 36,33 233 6,67 26,33 2833 208,00 63,67
Desvio padréo 4,62 1,53 2,31 4,51 1,15 16,37 4,62
CB 71 Média 50,33 1,00 2,67 20,00 26,00 170,33 49,67
Desvio padrdo 2,31 1,00 1,53 2,00 3,46 12,01 2,31
CB 72 Média 38,00 2,00 2,33 36,00 21,67 201,33 62,00
Desvio padréo 4,36 1,00 2,52 700 2,89 12,34 4,36
CB 80 Média 3300 2,00 2,00 3300 30,00 225,00 67,00
Desvio padréo 7,55 1,00 0,00 964 7,00 21,70 7,55
CB 95 Média 40,00 1,33 2,67 26,67 29,33 204,00 60,00
Desvio padrdo 5,29 1,53 1,15 4,04 1,53 19,00 5,29

Tabela 3. Avaliagdo dos danos genéticos em hemdcitos de Drosophila melanogaster Oregon-R
expostos ao controle negativo (dgua destilada), controle negativo ambiental (Aldeia dos Camaras),



41

controle positivo (ciclofosfamida) e as 10 amostras de aguas superficiais da bacia do Capibaribe,
coletadas em novembro/2017, estacdo da estiagem.

Tratamentos Nivel de Dano indice  Freq. de
Novembro, 2017 0 1 2 3 4 de Dano Dano (%)
CONTROLE NEGATIVO
Média 77,67 16,33 4,67 1,00 033 30,00 22,33
Desvio padrdo 12,66 9,29 3,21 0,00 0,58 16,52 12,66
CONTROLE NEGATIVO AMBIENTAL
Média 71,00 14,67 12,33 1,67 0,33 45,67 29,00
Desvio padrdo 3,61 8,62 4,16 2,08 0,58 6,35 3,61
CONTROLE POSITIVO
Média 33,00 17,67 1833 22,00 9,00 156,33 67,00
Desvio padréo 1054 306 13,05 265 3,00 9,50 10,54
BACIA DO CAPIBARIBE
CB 10 Média 59,33 23,00 17,33 0,33 0,00 58,67 40,67
Desvio padréo 4,51 5,03 1,00 0,00 0,00 4,16 4,51
CB 30 Média 53,33 24,67 21,00 1,00 0,00 69,67 46,67
Desvio padréo 451 5,03 1,00 000 0,00 4,16 451
CB 40 Média 42,00 16,67 3567 533 033 105,33 58,00
Desvio padréo 781 9,61 3,06 1,15 0,58 9,07 7,81
CB 55 Média 46,33 19,00 27,00 6,00 1,67 97,67 53,67
Desvio padréo 0,58 3,46 3,46 3,00 2,08 8,50 0,58
CB 60 Média 55,33 2567 16,67 233 0,00 66,00 44,67
Desvio padréo 833 252 462 321 0,00 19,08 8,33
CB 62 Média 64,67 18,67 12,67 3,00 1,00 57,00 35,33
Desvio padréo 8,62 9,50 3,51 1,73 1,73 3,00 8,62
CB 71 Média 55,00 20,00 20,67 4,00 0,33 74,67 45,00
Desvio padréo 5,57 2,65 8,14 1,00 0,58 12,90 5,57
CB 72 Média 6333 16,33 17,33 3,00 0,00 60,00 36,67
Desvio padréo 379 462 208 2,00 0,00 7,21 3,79
CB 80 Média 42,00 16,33 26,33 1300 233 117,33 58,00
Desvio padréo 5,20 7,09 3,21 4,58 1,53 7,09 5,20
CB 95 Média 60,00 1567 20,00 4,00 0,33 69,00 40,00
Desvio padréo 3,46 3451 4,36 1,73 0,58 2,65 3,46
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Tabela 4. Resultados da analise estatistica do pos-teste Bonferroni, para comparacdes par a par entre indice de Dano (abaixo da diagonal, em cinza) e
Frequéncia de Dano (acima da diagonal) em Drosophila melanogaster dos grupos controles negativos (CO-), controle positivo e dos diferentes tratamentos
com a agua do Rio Capibaribe, coletadas nos pontos CB10 a CB 95, em maio de 2017 (esta¢&o chuvosa).

Grupos CO- CO- Controle

(Maio/2017) (Agua destilada) (Ambiental)  positivo CB 10 CB 30 CB 40 CB 55 CB 60 CB 62 CB71 CB72 CB 80 CB 95
CO- (Agua destilada) 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0001 * 0.0001*  1.0000 0.0001 * 0.0001 * 0.0001*  0.0001 * 0.0001 *
CO- (Ambiental) 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0070 * 0.0010 *  1.0000 0.0001 * 0.0180 * 0.0001*  0.0001 * 0.0001 *
Controle positivo 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001*  0.2520 1.0000 0.0001 * 1.0000 0.1050 1.0000 1.0000 1.0000
CB 10 1.0000 1.0000 0.0001 * 1.0000 0.0001 * 0.0001*  1.0000 0.0001 * 0.0010 * 0.0001* 0.0001* 0.0001*
CB 30 0.0001 * 0.0060 * 0.0010 * 0.0400 * 0.1260 0.0120*  1.0000 0.0001 * 0.2990 0.0001* 0.0001* 0.0010*
CB 40 0.0001 * 0.0001 * 1.0000 0.0001 * 0.0001 * 1.0000 0.0020 * 1.0000 1.0000 1.0000 0.2520 1.0000
CB55 0.0001 * 0.0001 * 0.5320 0.0001 * 0.0001*  1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
CB 60 0.0100 * 0.3960 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0040 * 0.0001*  0.0001 * 0.0001 *
CB 62 0.0001 * 0.0001 * 0.0060 * 0.0001 * 0.0001*  0.0340 * 1.0000 0.0001 * 0.5850 1.0000 1.0000 1.0000
CB71 0.0001 * 0.0001 * 1.0000 0.0001 * 0.0001*  1.0000 1.0000 0.0001 * 0.1600 1.0000 0.1050 1.0000
CB72 0.0001 * 0.0001 * 0.0290 * 0.0001 * 0.0001*  0.1600 1.0000 0.0001 * 1.0000 0.7110 1.0000 1.0000
CB 80 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001*  0.0010 * 0.2180 0.0001 * 1.0000 0.0030 * 1.0000 1.0000
CB 95 0.0001 * 0.0001 * 0.0150 * 0.0001 * 0.0001* 0.0870 1.0000 0.0001 * 1.0000 0.3960 1.0000 1.0000

* Diferencas significativas (P <0,05).
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Tabela 5. Resultados da analise estatistica do pos-teste Bonferroni, para comparacdes par a par entre indice de Dano (abaixo da diagonal, em cinza) e
Frequéncia de Dano (acima da diagonal) em Drosophila melanogaster dos grupos controles negativos (CO-), controle positivo e dos diferentes tratamentos
com a agua do Rio Capibaribe, coletadas nos pontos CB10 a CB 95, em novembro de 2017 (estacdo de estiagem).

Grupos CO- CO- Controle

(Novembro/2017) (Agua destilada) (Ambiental)  positivo CB 10 CB 30 CB 40 CB 55 CB 60 CB 62 CB71 CB72 CB 80 CB 95
CO- (Agua destilada) 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0001 * 0.0001 * 1.0000 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 *
CO- (Ambiental) 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0070 * 0.0010 * 1.0000 1.0000 0.5900 1.0000 0.0001 * 1.0000
Controle positivo 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.2520 1.0000 0.0001 * 1.0000 0.1050 1.0000 1.0000 1.0000
CB 10 0.1000 1.0000 0.0001 * 1.0000 0.3280 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.3280 1.0000
CB 30 0.0030 * 0.4340 0.0001 * 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
CB 40 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0010 * 1.0000 1.0000 0.0280 * 1.0000 0.0520 1.0000 0.2430
CB 55 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0030 * 0.0123 * 1.0000 1.0000 0.0290 * 1.0000 0.3810 1.0000 1.0000
CB 60 0.0090 * 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0030 * 0.0370 * 1.0000 1.0000 1.0000 0.3810 1.0000
CB 62 0.0170 * 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0001 * 0.0020 * 1.0000 1.0000 1.0000 0.0280 * 1.0000
CcB71 0.0001 * 0.0890 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0520 0.5888 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
CB72 0.0650 1.0000 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0001 * 0.0050 * 1.0000 1.0000 1.0000 0.0520 1.0000
CB 80 0.0001 * 0.0001 * 0.0030 * 0.0001 * 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.2430
CB 95 0.0030 * 0.5310 0.0001 * 1.0000 1.0000 0.0080 0.1000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0001 *

* Diferencas significativas (P <0,05).
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Tabela 6. Descri¢do dos 10 pontos das analises fisico-quimica do CPRH no més de maio/2017.

Data: CPRH- Agéncia Estadual de Meio Ambiente- Pernambuco- State-Brazil
Experiment I, samples collected in may, 05 and 06- 2017

CB10 CB30 CB40 | CB55 CB60 CB62 CB7 | CB72 CB80 CB95
Carp. L. Pau S.L Vitoria de 1
Parameters Limoei do Dalho | Mata | S.LMata | S-Antdo S.L Recife Recife
ro Itaenga P. S.L Mata
Dalho Mat
a
Temperature °C 26 27 - - 28 31 29 30 28 29
Reaction (pH) - 7.1 7.6 - - 75 73 7.8 7.3 7.2 7.2
Electrolytic us/S-1 2329 1650 - - 482 763 445 404 337 17280
conductivity
Total Dissolved Solids mg/L - - - - - - - - - -
(TDS)
Total solids mg/L - - - - 299 - 312 - - -
Dissolved oxygen mg/L 0.0 34 - - 1.5 <0.5 2.0 3.7 1.2 0.0
(DO)
DBO mg/L 4.7 2.2 - - 27.6 36.2 7.5 5.8 7.7 28.9
Determination of the
Biochemical Oxygen
Demand - BOD
Color Pt/Co 70 70 - - - - - 100 200 50.0
Turbidity NTU 2.0 15 - - 40 - 70 20 30 15
Ammonia mg/L 0.38 0.40 - - nd 21.7 0.37 2.04 1.87 1.03
TP- Total Phosphorus mg/L 2.13 0.18 - - 0.03 1.75 0.10 0.45 0.45 0.67
Thermally tolerant NMP/100 780 - - 450 14.0 35000 >160000 >160000
coliforms 400 >160000 00
Total chromium mg/L uc uc - - - - - uc - -
Salinity PSU 1.7 0.9 - - 0.3 0.6 0.2 0.2 0.2 11.4
Classe Conama 357/05 *
Class - 158 s [ - 1T - 1 2 2 [ 2 ] 2 2 15B40
Quality Indicators
(DO) Saturation % 0 43 - - 19 26 57 49 15 0
Quality - HP P - - HP HP P P HP HP
Trophic State Index - HE74 EU(61) - ME(56) 0OL(51) HE(69) SE(6 HE(65) SE(67) -
(TSI). River 4)
Salinity risk - H H - - L M L L L VH
Pluviometry in Lagoa de ltaenga (Carpina Dam) - APAC Source- Carpina- PE -Brazil
Monthly total mm 108 108 174 177 177 177 177 177 292 292
Historical average mm 134 34 18 182 182 137 82 143 33 291

Quality: UC = uncommitted, PC = Poorly Committed, MC = Moderately Compromised, P = Polluted and HP = heavily polluted.

Soil salinity risk: L = low, M = Medium, H = High, VH = Very High

TROPHIC STATE INDEX (TSI): UO = Ultraoligotrophic, OL = Oligotrophic, ME = Mesotrophic, EU = Eutrophic, SE = Supereutrophic and HE =
Hypereutrophic

Rainy period in bold. Source: PERH (Plano Estadual de Recursos Hidricos), Brazil.

Bold and underlined values not conforming to the framing class according to *CONAMA Resolution No. 357/2005 (Conselho Nacional do
Meio Ambiente), Brazil.
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Tabela 7. Descri¢do dos 10 pontos das analises fisico-quimica do CPRH no més de novembro/2017.

Data: CPRH- Agéncia Estadual de Meio Ambiente- Pernambuco- State-Brazil
Experiment Il, samples collected in November, 10 and 11- 2017

CB10 CB30 CB40 CB55 CB60 CB62 CB71 CB72 CB80 CB95
Carp. L. Pau S.L Vitoria
Parameters Limoei do Dalho | Mata | S.LMata | deS. S.L S.L Recife Recife
ro Itaenga P. Antéo Mata Mata
Dalho
Temperature °C 25 25 25 24 24 27 28 26 28 30
Reaction (pH) - 7.6 7.2 7.9 0.3 7.4 7.5 7.5 8 7.3 7.8
Electrolytic ys/S-1 3260 1537 4.8 - 537 48.6 436 436 1243 34300
conductivity
Total Dissolved Solids mg/L 1776 - 473 - 286 - - 242 - -
(TDS)
Total solids mg/L 1896 - 525 - 352 - 369 - -
Dissolved oxygen mg/L 0,6 <0.5 <0.5 0.8 8.6 <0.5 4.5 7.7 1.6 3.0
(DO)
DBO mg/L 66.3 0.0 585 0.9 48.6 10.9 3.0 14.4 9.3
Determination of the
Biochemical Oxygen
Demand - BOD
Color Pt/Co 80 150 60 50 - - - 100 100 50
Turbidity NTU 2.0 4.0 3.0 3.0 2.5 - 30 8 6.0
Ammonia mg/L 0.22 0.58 2.64 0.17 0.14 19.5 0.17 6.12 3.59 3.01
TP- Total Phosphorus mg/L 2.65 0.82 0.50 0.08 0.04 1.63 0.33 0.91 0.93 0.67
Thermally tolerant NMP/100 200 3200 400 <180 3.900 17.000 54000 >160000 35.000
coliforms >160000
Total chromium mg/L ND ND - - - - - - - -
Salinity PSU 1.7 0.8 0.4 0.3 0.3 0.4 0.2 0.2 0.6 21.3
Classe Conama 357/05 *
Class - [1s8 | 18 [ 2 [ 2 | 2 2 2 2 2D 15B40
Quality Indicators
(DO) Saturation % 9 6 6 10 102 6 57 38 20 40
Quality - HP HP HP HP uc HP P P HP HP
Trophic State Index - HE76 HE(69) SE(66) ME(56) ME(53) HE(72) SE(64) HE(69) HE(69) -
(TSI). River
Salinity risk - VH H M L L M L L M VH
Pluviometry in Lagoa de Itaenga (Carpina Dam) - APAC Source- Carpina- PE -Brazil
Monthly total mm 3 5 3 7 7 7 7 7 15
Historical average mm 59 18 16 37 37 26 37 21 33

Quality: UC = uncommitted, PC = Poorly Committed, MC = Moderately Compromised, P = Polluted and HP = heavily polluted.

Soil salinity risk: L = low, M = Medium, H = High, VH = Very High

TROPHIC STATE INDEX (TSI): UO = Ultraoligotrophic, OL = Oligotrophic, ME = Mesotrophic, EU = Eutrophic, SE = Supereutrophic and HE =
Hypereutrophic

Rainy period in bold. Source: PERH (Plano Estadual de Recursos Hidricos), Brazil.

Bold and underlined values not conforming to the framing class according to *CONAMA Resolution No. 357/2005 (Conselho Nacional do
Meio Ambiente), Brazil.




46

MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Avaliacdo dos niveis de dano genético (0 a 4), Indice de Dano (D) e Frequéncia de Dano
(DF%), Media e desvio padrdo (SD) dos diferentes tratamentos com Drosophila melanogaster submetidas
a duas condicBes de controle negativo, ao controle positivo (ciclofosfamida), e as 10 amostras de aguas
superficiais da bacia do rio Capibaribe (pontos CB 10 a CB 95), em trés réplicas (a, b, c). As coletas de
agua foram realizadas em maio, 2017 (periodo chuvoso).

Dano genético

Tratamentos
Maio, 2017 0 1 2 3 4 1D FD%
CO- (Agua destilada) * 92 6 1 1 0 11 8
CO- (Agua destilada)® 68 24 7 1 0 41 32
CO- (Agua destilada) © 73 19 6 1 1 38 27
Média 77,67 16,33 4,67 1,00 0,33 30,00 22,33
SD 12,66 9,29 3,21 0,00 0,58 16,52 12,66
CO- (ambiental) 72 7 17 4 0 53 28
CO- (ambiental 1) ° 74 13 11 1 1 42 26
CO- (ambiental) © 67 24 9 0 0 42 33
Média 71,00 14,67 12,33 1,67 0,33 45,67 29,00
SD 3,61 8,62 4,16 2,08 0,58 6,35 3,61
Controle positivo ? 34 17 17 23 9 156 66
Controle positivo ° 43 15 6 24 12 147 57
Controle positivo © 22 21 32 19 6 166 78
Média 33,00 17,67 18,33 22,00 9,00 156,33 67,00
SD 10,54 3,06 13,05 2,65 3,00 9,50 10,54
cB10*® 80 9 3 5 3 42 20
CB10° 74 8 3 10 5 64 26
cB10° 78 8 1 7 6 55 22
Média 77,33 8,33 2,33 7,33 4,67 53,67 22,67
SD 3,06 0,58 1,15 2,52 1,53 11,06 3,06
CcB30° 66 2 5 15 12 105 34
CB30° 63 7 4 21 5 98 37
CB30° 68 6 4 13 9 89 32
Meédia 65,67 5,00 4,33 16,33 8,67 97,33 34,33
SD 2,52 2,65 0,58 4,16 il 8,02 2,52
CB40*° 48 2 3 24 23 172 52
CB40° 50 5 1 14 25 149 50
CB40° 48 5 1 21 25 170 52
Média 48,67 4,00 1,67 19,67 24,33 163,67 51,33
SD 1,15 1,73 1,15 513 1,15 12,74 1,15
CB55? 44 1 0 31 24 190 56
CB55° 46 2 0 29 23 181 54
CBb55° 43 0 1 31 25 195 57
Média 44,33 1,00 0,33 30,33 24,00 188,67 55,67
SD 1,53 1,00 0,58 1,15 1,00 7,09 1,53
cB60* 69 6 1 15 9 89 31
CB60° 74 0 4 12 10 84 26
CB60° 74 3 2 13 8 78 26
Média 72,33 3,00 2,33 13,33 9,00 83,67 27,67

SD 2,89 3,00 1,53 1,53 1,00 5,51 2,89
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CB62°? 39 4 8 22 27 194 61
CB62° 39 2 4 26 29 204 61
CB62°¢ 31 1 8 31 29 226 69
Média 36,33 2,33 6,67 26,33 28,33 208,00 63,67

SD 4,62 1,53 2,31 451 1,15 16,37 4,62
cB71° 49 1 4 22 24 171 51
CB71° 49 0 1 20 30 182 51
cB71°¢ 53 2 3 18 24 158 47
Média 50,33 1,00 2,67 20,00 26,00 170,33 49,67

SD 2,31 1,00 1,53 2,00 3,46 12,01 2,31
cB72°? 40 2 5 33 20 191 60
cB72° 41 1 2 31 25 198 59
cB72°¢ 33 3 0 44 20 215 67
Média 38,00 2,00 2,33 36,00 21,67 201,33 62,00

) 436 1,00 2,52 7,00 2,89 12,34 4,36
CcB80*? 26 3 2 44 25 239 74
CB80° 32 2 2 26 38 236 68
CB80° 41 1 2 29 27 200 59
Média 33,00 2,00 2,00 33,00 30,00 225,00 67,00

SD 7,55 1,00 0,00 9,64 7,00 21,70 7,55
CB95*? 34 0 4 31 31 225 66
CB95° 44 3 2 23 28 188 56
CB95° 42 1 2 26 29 199 58
Média 40,00 1,33 2,67 26,67 29,33 204,00 60,00

SD 5,29 1,53 1,15 4,04 1,53 19,00 5,29

Tabela S2. Avaliagdo dos niveis de dano genético (0 a 4), indice de Dano (D) e Frequéncia de Dano
(DF%), Média e desvio padrdo (SD) dos diferentes tratamentos com Drosophila melanogaster submetidas
a duas condicdes de controle negativo, ao controle positivo (ciclofosfamida), e as 10 amostras de aguas
superficiais da bacia do rio Capibaribe (pontos CB 10 a CB 95), em trés réplicas (a, b, ¢). As coletas de
agua foram realizadas em novembro, 2017 (periodo de estiagem).

Dano genético

Tratamentos
Novembro, 2017 0 1 2 3 4 1D FD%
CO- (Agua destilada) ? 92 6 1 1 0 11 8
CO- (Agua destilada)® 68 24 7 1 0 41 32
CO- (Agua destilada) © 73 19 6 1 1 38 27
Média 77,67 16,33 4,67 1,00 0,33 30,00 22,33
SD 12,66 9,29 3,21 0,00 0,58 16,52 12,66
CO- (ambiental) ? 72 7 17 4 0 53 28
CO- (ambiental) 74 13 11 1 1 42 26
CO- (ambiental) © 67 24 9 0 0 42 33
Média 71,00 14,67 12,33 1,67 0,33 45,67 29,00
SD 3,61 8,62 4,16 2,08 0,58 6,35 3,61
Controle positivo® 34 17 17 23 9 156 66
Controle positivo ° 43 15 6 24 12 147 57
Controle positivo 22 21 32 19 6 166 78

Média 33,00 17,67 18,33 22,00 9,00 156,33 67,00



SD 10,54 3,06 13,05 2,65 3,00 9,50 10,54
CB10°? 58 23 19 0 0 61 42
CB10°" 60 22 18 0 0 58 40
CB10° 60 24 15 1 0 57 40
Média 59,33 23,00 17,33 0,33 0,00 58,67 40,67

sSD 1,15 1,00 2,08 0,58 0,00 2,08 1,15
CB30°? 58 20 21 1 0 65 42
CcB30°" 49 30 20 1 0 73 51
CB30° 53 24 22 1 0 71 47

Média 53,33 24,67 21,00 1,00 0,00 69,67 46,67

SD 4,51 5,03 1,00 0,00 0,00 4,16 4,51
CB 40°? 47 8 39 6 0 104 53
CB40°" 46 15 35 4 0 97 54
CB40° 33 27 33 6 1 115 67
Média 42,00 16,67 35,67 5,33 0,33 105,33 58,00

SD 7,81 9,61 3,06 1,15 0,58 9,07 7,81
CB55? 47 21 29 3 0 88 53
CB55" 46 21 23 6 4 101 54
CB55°¢ 46 15 29 9 1 104 54
Média 46,33 19,00 27,00 6,00 1,67 97,67 53,67

SD 0,58 3,46 3,46 3,00 2,08 8,50 0,58
CB60? 46 26 22 6 0 88 54
CB60°" 62 23 14 1 0 54 38
CB60° 58 28 14 0 0 56 42
Média 55,33 25,67 16,67 2,33 0,00 66,00 44,67

SD 8,33 2,52 4,62 3,21 0,00 19,08 8,33
CB62? 57 28 13 2 0 60 43
CB62° 63 19 16 2 0 57 37
CB62 ¢ 74 9 9 5 3 54 26
Média 64,67 18,67 12,67 3,00 1,00 57,00 35,33

sSD 8,62 9,50 3,51 1,73 1,73 3,00 8,62
CB 712 60 21 15 3 1 64 40
CB71° 49 17 30 4 0 89 51
CB71¢ 56 22 17 5 0 71 44
Média 55,00 20,00 20,67 4,00 0,33 74,67 45,00

SD 5,57 2,65 8,14 1,00 0,58 12,90 5,57
CB72°% 65 19 15 1 0 52 35
CB 72" 66 11 18 5 0 62 34
CB72¢ 59 19 19 3 0 66 41
Média 63,33 16,33 17,33 3,00 0,00 60,00 36,67

SD 3,79 4,62 2,08 2,00 0,00 7,21 3,79
CB80*? 36 24 30 8 2 116 64
CBS80°® 45 10 24 17 4 125 55
CB80° 45 15 25 14 1 111 55
Média 42,00 16,33 26,33 13,00 2,33 117,33 58,00

sSD 5,20 7,09 3,21 4,58 1,53 7,09 5,20
CB9%* 62 16 15 6 1 68 38
CB95° 56 19 22 3 0 72 44
CB9%°¢ 62 12 23 3 0 67 38
Média 60,00 15,67 20,00 4,00 0,33 69,00 40,00

SD 3,46 34,51 4,36 1,73 0,58 2,65 3,46

48
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5 CONCLUSOES FINAIS

O Ensaio cometa se mostrou adequado para o biomonitoramento da genotoxicidade de
fontes hidricas. Os resultados indicam que D. melanogaster é adequada ao estudo dos efeitos das
aguas dos rios e alerta para o risco atual que a poluicdo pode representar para a saude humana.
Ficou demonstrado elevado potencial genotoxico das aguas do rio Capibaribe, em oito locais
investigados, na estagdo chuvosa. Na estacdo de estiagem apenas trés locais estiveram nessa
situacdo: CB40, CB55, CB80. Os pontos CB10 e CB 60 ndo apresentaram genotoxicidade
significativa, quando comprados aos grupos controle negativo, nas duas estacbes do ano
investigadas. Entretanto, as amostras de agua destes locais foram classificadas como Muito
Poluidos (MP) pelas anélises da composicdo fisico-quimica realizada pela CPRH (dados néo
mostrados). O ponto CB10 situasse a jusante da cidade de Limoeiro, local onde o rio é perene até
0 municipio de Recife-PE. O ponto CB60 é local em que o rio Capibaribe recebe agua de dois de
seus afluentes, o rio Goita e o rio Tapacura, na ponte a montante da usina Tiuma. O local é
também de captacdo de agua pela Companhia Pernambucana de Saneamento (COMPESA), no

municipio de Sao Lourenco da Mata.

A maior ocorréncia de genotoxicidade na estacdo chuvosa pode estar refletindo um efeito
carreador das chuvas sobre o solo desprotegido, destituido da Mata Atlantica original, com
consequente aumento da quantidade de substancias tdxicas - tais como agrotoxicos, herbicidas e
nematicidas — que escoam até o leito dos rios. Sugere-se a realizacdo de andlises fisico-quimicas
acompanhadas de ensaios de genotoxicidade, para o biomonitoramento da bacia hidrografica do
Rio Capibaribe, com vistas a uma efetiva melhoria da qualidade da salide humana e do meio

ambiente.
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