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RESUMO

O Riacho Cavouco € um afluente de uma das principais bacias hidrogréficas do
estado de Pernambuco. Estudos anteriores mostram que este ambiente vem
sofrendo impactos de origem antrépica, os quais tem contribuido para mudancas
expressivas na qualidade da agua e propagacdo de microrganismos. O objetivo
deste trabalho foi realizar um estudo de vigilancia no Riacho Cavouco por meio de
dados atuais e retrospectivos das condi¢cdes ambientais deste ecossistema, além de
realizar uma analise da literatura, afim de gerar artigos de revisao relacionados ao
tema. Para o aporte de dados atuais foi obtido coleta de agua em pontos especificos
do “Cavouco”. A determinacdo dos parametros fisico-quimicos e metais foram
efetuadas por meio de equipamentos e kits especificos. Ja a deteccdo de
contaminantes emergentes foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a analise da microbiota foi realizada por parametros morfologicos e
moleculares (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene 16S rRNA); além de
parametros parasitoloégicos. Os resultados apontaram que a maioria dos pontos
investigados estavam em ndo conformidade com a Resolugdo n° 357/2005 do
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), principalmente o0s metais
investigados, 0s quais estavam presentes em todos os pontos, com o Aluminio (Al) e
o Ferro (Fe) apresentando valores acima dos limitrofes estabelecidos pela
legislacdo. Os demais contaminantes (anilina, acido benzoico, catecol, acidos
organicos volateis, acucares, alcoois, 2,4-diaminoanisol, 2,4-dinitroanisol e 2-metoxi-
5-nitroanilina, ndo foram detectados pelas analises cromatograficas. Em relacdo a
microbiota, foi verificado que o “Cavouco” apresenta uma alta diversidade
bacteriana, representada por isolados Gram-positivos e Gram-negativos, alguns de
origem ambiental e outros de origem clinica, com a presenca de parasitas
(Paramecium) apenas no ponto 2. O estudo realizou, também, uma analise
restrospectiva e comparativa de dados obtidos a partir de 2013 até o presente
momento (2021). Os resultados revelaram uma bioacumulacdo gradativa de metais
e cargas organicas, além de uma significativa diversidade microbiana. Essa
condicdo ambiental revela que este ambiente continua sofrendo impacto ambiental
e, serve como um alerta para a gestdo e a comunidade académica e circunvizinha

de que, medidas efetivas precisam ser tomadas para resgatar e conservar a



qgualidade da agua e vida deste ecossistema.

Palavras-chave: Monitoramento; Isolados Bacterianos; Efluentes.



ABSTRACT

The Riacho Cavouco is a tributary of one of the main hydrographic basins in the state
of Pernambuco. Previous studies show that this environment has been suffering from
anthropogenic impacts, which have contributed to significant changes in water quality
and the spread of microorganisms. The objective of this work was to carry out a
surveillance study in the Riacho Cavouco through current and retrospective data on
the environmental conditions of this ecosystem, in addition to carrying out a literature
review in order to generate review articles related to the topic. For the input of current
data, water was collected at specific points in the “Cavouco”. The determination of
physical-chemical parameters and metals were carried out using specific equipment
and kits. The detection of emerging contaminants was performed using high-
performance liquid chromatography and the microbiota analysis was performed using
morphological and molecular parameters (MALDI-TOF-MS and 16S rRNA gene
sequencing); in addition to parasitological parameters. The results showed that most
of the investigated points were in non-compliance with Resolution No. 357/2005 of
CONAMA (National Council for the Environment), especially the investigated metals,
which were present in all points, with Aluminum (Al) and Iron (Fe) presenting values
above the limits established by legislation. The other contaminants (aniline, benzoic
acid, catechol, volatile organic acids, sugars, alcohols, 2,4-diaminoanisole, 2,4-
dinitroanisole and 2-methoxy-5-nitroaniline, were not detected by the
chromatographic analysis, it was verified that “Cavouco” has a high bacterial
diversity, represented by Gram-positive and Gram-negative isolates, some of
environmental origin and others of clinical origin, with the presence of parasites
(Paramecium) only in point 2. The study also carried out a retrospective and
comparative analysis of data obtained from 2013 to the present time (2021). The
results revealed a gradual bioaccumulation of metals and organic loads, in addition to
a significant microbial diversity.This environmental condition reveals that this
environment continues to be impacted by the environment and serves as a warning
to management and the academic community and the surrounding community that
effective measures need to be taken to rescue and conserve water. quality of water

and life in this ecosystem.

Keywords: Monitoring; Bacterial isolates; Effluents.
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1 INTRODUCAO

A agua é um bem de consumo renovavel e essencial, pois permite a
sustentabilidade da biodiversidade e o funcionamento das diversas formas de vida
nos ecossistemas, comunidades e populagbes. No entanto, com 0 aumento
populacional, tem aumentado também a demanda hidrica, 0 que resulta no
comprometimento da disponibilidade deste recurso (FROES; LIMA 2020).

A qualidade da agua é resultante de dois fatores: os fenbmenos naturais e a
atuacdo humana. Desta forma, € necessario avalid-la por meio de parametros
fisicos, quimicos e biolégicos e verificar se estes estdo em conformidade com os
padrdoes de potabilidade e balneabilidade destinados ao consumo e uso humano,
respectivamente. O consumo de agua contaminada tem sido associado a diversos
problemas de saude (CARTAXO et al.,, 2020), sendo as doencas de veiculacao
hidrica a segunda maior causa de morte na infancia (PINTANEL; CECCONELLO;
CENTENO, 2021).

Os rios e os riachos encontram-se entre 0s ecossistemas mais vulneraveis e
sujeitos a diversos impactos antropicos, sendo os riachos urbanos locais que
recebem alto grau de poluicdo provenientes do lancamento de esgoto in natura e
residuos solidos, considerados locais alvos para proliferacédo de espécies precusoras
de doncas, podendo resultar negativamente na qualidade de vida dos que reside em
seu entorno (ALVES; MARTINS; JESUS 2019).

O riacho Cavouco é um afluente que tem sua nascente no Campus Recife da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e desagua na bacia hidrografica do
Rio Cabibaribe. O trecho que percorre na universidade, este recebe uma alta carga
poluidora de residuos proveniente dos laboratérios de ensino e pesquisa, bem como
residos de unidades de saude e despejos domésticos oriundos da popuacao
circunvizinha (ARAUJO; OLIVEIRA 2013).

Neste contexto, a avaliacdo da qualidade da agua deste ambiente é
primordial, pois possibilita analisar parametros que auxiliam na detec¢édo do grau de
poluicdo presente, bem como auxiliam na tomada de decisbées por meio de
estratégias que melhorem a qualidade da agua e vida desses ecossistemas
(QUINELATO et al., 2020).

O objetivo deste trabalho foi contribuir e ampliar os estudos ja realizados

neste ambiente, por meio de uma vigilancia ambiental do Riacho Cavouco. Para
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isso, foram considerados dados anteriores (retrospectivos) e atuais (comparativos)

para verificar as condicbes ambientais deste ecossistema ao longo do tempo.



16

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Realizar um estudo de vigilancia no Riacho Cavouco por meio de dados
atuais e retrospectivos das condicdes ambientais deste ecossistema ao longo do

tempo.

2.2 ESPECIFICOS

e Realizar artigos de revisdo abordando as seguintes tematicas: 1.
Monitoramento de ambientes aquaticos impactados; 2. Predominancia de
bactérias em ambientes de agua doce;

e Avaliar a qualidade da agua do Riacho Cavouco por meio de parametros
fisicos e quimicos, e comparar os resultados com a legislacdo nacional

vigente;

e Avaliar a qualidade da agua por meio da quantificacado de coliformes totais e
Escherichia coli;

e Analisar qualitativa e quantitativamente metais de transi¢do toxicos na agua e

e Realizar andlises cromatogréficas para identificacdo de compostos quimicos
na agua;

e I|dentificar isolados bacterianos do Riacho Cavouco por meio de diferentes
técnicas moleculares;

e Avaliar a qualidade da agua e vida deste ambiente ao longo de uma escala

temporal.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 IMPACTOS CAUSADOS AO ECOSSISTEMA AQUATICO

Os ecossistemas aquéticos sao de suma importancia para o meio ambiente, a
biosfera e as populagbes humanas. Entretanto, devido aos estresses ocasionados
pelos impactos antropicos tém sido evidenciado crescentes mudancas nesse
ecossistema, dos quais, se torna uma preocupac¢ao cada vez maior, principalmente
no que se refere ao gerenciamento deste ambiente (DUBOIS et al., 2018).

De acordo com dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
juntamente com o Fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF) que avaliou
sobre as estimativas do “Progresso na agua potavel para uso domeéstico,
saneamento e higiene” no periodo de 2000-2017, um a cada trés pessoas, ou seja,
2,2 bilhdes de pessoas no mundo ndo possuem algum tipo de tratamento adequado
para potabilidade da agua e mais da metade da populacéo global, ou seja, 4,2
bilhdes de pessoas carecem de um saneamento seguro para 0S Servicos basicos
(WHO, 2019). A figura 1, apresenta dados referentes a cobertura global populacional

de agua potavel entre 2000-2017.

Figura 1 - Proporcéo da cobertura global de agua potavel, 2000-2017.

Agua da superficie
12 Nao melhoradas
3 Servigos limitados
~ Servicos basicos

[l Gerenciados com
seguranca

2
6
3

Populacao (%)

Fonte: WHO (2019).

A agua tém sido utilizada ao longo dos anos para varios fins: consumo,

saneamento, atividades agricolas e industriais, considerada, portanto, um recurso



18

natural essencial para a manutencgéo da vida. Seu uso adequado precisa, ha maioria
das vezes, de um tratamento prévio e especifico, o que exige aten¢ao e investimento.
Devido a expancao populacional em grandes cidades, a demanda por agua potavel
tém sido cada vez mais crescente no mundo, resultando na necessidade de uma
abordagem mais sustentdvel e consciente sobre o esgotamento desse recurso
(BEIRAS, 2018; DUBOIS et al., 2018, MARTINS; ANTUNES, 2019).

O ambiente aquatico € composto de ecossistemas marinhos e agua doce,
visto que, os de 4gua doce € um dos principais ecossistemas que tem sofrido com
crecentes intervencdes antropicas. Ao decorrer dos anos, a liberacdo continuada e
descontrolada de compostos organicos, como farmacos, pesticidas e aditivos
industriais tem aumentado significativamente, causando uma preocupacao cada vez
maior com a qualidade da agua, além dos organismos ali presentes (GARCIA et al.,
2020).

Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), os padrdes de
potabilidade da agua para o consumo humano deve estar livre de contaminacdes
fisicas, quimicas, microbioldgicas e radioativas, de modo que, ndo possa oferecer
guaisquer riscos a saude (CONAMA, 2011). Portanto, é de suma importancia o
estudo para avaliacdo de contaminantes nestes ecossistemas, mesmo em
concentracfes baixas, para que consigam ser adotados antecipadamente medidas
de prevencao que diminuam os efeitos toxicos que possam ser danosos (CARTAXO
et al., 2020).

3.2 POLUENTES EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS

Os ecossistemas aquaticos sdo responsaveis por cobrir aproximadamente
dois tercos do planeta terra, o qual possuem um papel fundamental na estabilizacéo
do clima global. Todavia, devido aos impactos provocados pelas atividades
antropicas, tem sido cada vez mais frequente efeitos deletérios nesses ambientes
(HADER et al., 2020), ocasionados, principalmente, por escoamentos agricolas,
industriais e urbanos, 0s quais, causam impactos negativos nos organismos
presentes, afetando, consequentementer o fornecimento de agua potavel (BEIRAS,
2018). Desse modo, esses compostos lancados de forma esporadica ou continua
sdo capazes de serem adsolvidos por sedimentos, e com isso perdurar por Varios
anos (CARDOSO et al., 2019).
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As principais fontes de poluicdo antrépicas que prejudicam ecossistemas
aquaticos marinhos e principalmente de &agua doce sao: esgotos, nutrientes,
materiais terrestres, petréleo, metais pesados e plasticos (HADER et al., 2020).
Esses problemas emergentes sdo detalhados na figura 2, que mostra as principais
fontes de poluicdo bem como seus mecanismos de dispersao e mitigagao.

Figura 2 - Principais fontes de poluicdo em ambientes aquaticos.

Metais pesados

Fonte: IndUstria

Mecanismo de Dispersao: Escoamento, ventos,
lixiviagdo

Controle de viabilidade/mitigagao: Alto

Esgoto

Fonte: Casas, animais domésticos, hotéis.
esgoto industrial

Plasticos

Fonte: Industria, consumidores
Mecanismo de Dispersao: Ventos, agua,
descargas de, esgotos. residuos humanos
Controle de viabilidade/mitigagao: Baixo

Mecanismo de Dispersao: Escoamento de
agua de tempestade, ralos e canais

Controle de viabilidade/mitigacao: Médio

Nutrientes e
materiais terrigenos

Fonte: Processo natural, cidades, agricultura
Mecanismo de Dispersao: Vento, descarregadores,

Oleo cru

Fonte: Industria
Mecanismo de Dispersao: Derramamentos perigosos
Controle de viabilidade/mitigagao: Alto

ribeirinhos
Controle de viabilidade/mitigagao: Médio

Fonte: Adaptado, Hader et al (2020).

Atualmente, hd uma crescente preocupacao sobre a presenca de compostos
organicos sintéticos em ambientes aquaticos, uma vez que estes podem causar
efeitos prejudiciais tanto no meio ambiente quanto na saude humana (LORENZO;
CAMPO; PICO, 2018). Esses compostos, em sua maioria, causam alteracdes em
estruturas populacionais de ecossistemas, como por exemplo, interferéncia em seu
metabolismo bioquimico (BERNHARDT; ROSI; GESSNER, 2017, SINGH et al.,
2020).
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Devido a extensdo das atividades industriais e a urbanizacdo, tem sido
desafiador para os seres humanos a disponibilidade por &gua potavel,
principalmente devido a crescente variedade de poluentes que sao lancados na
agua, tornando-a, assim, cada vez mais escassa, e permitindo mudancgas ambientais
preocupantes (BERNHARDT; ROSI; GESSNER, 2017).

Para andlise dos principais poluentes e suas consequéncias nestes
ambientes séo utilizados diferentes biomarcadores e bioindicadores em estudos de
diagndsticos e monitoramento ambiental. Este tema serd apresentado no tépico
resultado em foram de artigo de revisao ja publicado (ver adiante).

3.3 MICRORGANISMOS EM AMBIENTES AQUATICOS

As atividades ecossistémicas remediada por microrganismos possuem
impactos nas taxas de fluxo de energia e nutrientes, assim como, veeméncia em
interacdes troficas. Sendo assim, 0s microrganismos aquaticos sdo conhecidos por
possuirem elevadas taxas de metabolismo e crescimento, na qual, possuem
caracteristicas de serem demasiadamente responsivos as pressoes globais e locais,
além de serem influenciados por mudancas fisicos-quimicas do meio e entradas de
compostos poluentes, organicos e inorganicos (MARECKOVA et al., 2020).

A excessiva atividade humana e a degradacdo ambiental causada pelos
impactos de descargas xenobidticas resultaram no aparecimento de bactérias
multirresistentes (RESENDE; SILVA; DINIZ, 2020). Esses microrganismos s&ao
abundantes em sistemas de transporte e tratamentos de agua, no qual, séo
removidos uma parte da biomassa desses microrganismos. Entretanto, devido aos
imensos volumes de agua que sdo descarregados nesses locais, deriva-se um
grande carregamento de seres unicelulares nos ambientes aquaticos (NEWTON;
MCCLARY, 2019).

Desse modo, os microrganismos tem potencial de atuar fornecendo
resisténcia e resiliéncia contra distirbios em ambientes aquaticos, visto que, as
respostas mensuraveis aos estressores ambientais causadas pelas atividades
antropicas sdo capazes de serem previstas por mudancas na dinamica, atividade e
diversidade microbiana (JOUSSET et al., 2017, GARCIA et al., 2018).

Este topico sera melhor detalhado em um artigo de revisdo abordando os

principais microrganismos encontrados nestes ecossistemas (ver tépico de
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resultados).

3.4 CARACTERISTICAS GERAIS DO RIACHO DO CAVOUCO

O riacho Cavouco € um afluente que tem sua nascente no Campus da UFPE
(Universidade Federal de Pernambuco) e desagua na margem direita da bacia
hidrografica do Rio Capibaribe (Figura 3), utilizado como principal fonte de rescursos
hidricos para industrias, agricultura e pesca local (ESPINDULA; SANTOS, 2004;
PURIFICACAO et al., 2017).

Figura 3 - Localizacdo do riacho Cavouco no estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil.
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O Cavouco totaliza um percurso de aproximadamente 6 km que atravessa o
interior da UFPE, o qual recebe uma carga significativa de residuos poluentes de
laboratérios de pesquisa e ensino, assim como, de servigos de saude e domésticos
de populac¢des circunvizinhas (FREITAS et al., 2016).

Durante varios anos este riacho tem sofido com impactos antropicos causado
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pela urbanizacéo, além da poluicdo das aguas, da fauna e flora, de modo que, tem
causado desiquilibrios ecoldgicos nesse ambiente, modificando expressivamente a
qualidade da &gua e contribuindo para a propagacdo de microrganismos resistentes
(ARAUJO et al., 2019).

O Ndcleo de Biosseguranca e Meio Ambiente (NuBIOMA) da UFPE é um
grupo de pesquisa que tem desenvolvido desde 2012 estudos de monitoramento
deste ecossistema. Os trabalhos possibilitaram o isolamento e identificacdo de
espécies e géneros bacterianos, dos quais, pode-se originar uma Bacterioteca de
Ambientes Aquaticos Impactados (PURIFICACAO et al., 2017). Outros trabalhos
com o intuito de monitorar metais, outras substancias quimicas (colina, agrotdéxicos
anticolinesterasicos, etc.) vem sendo realizados (ARAUJO et al., 2020; 2018). No
entanto, estes dados foram publicados isoladamente. De modo que se faz
necessario uma analise retrospectiva e comparativa das condicdes ambientais deste
ambiente. Sendo assim, esta pesquisa foi realizada com a pretensédo de resgatar
estas informacdes e compara-las com as condi¢des atuais, considerando o contexto
histérico atual em que as atividades presenciais da instituicdo ficaram suspensas por

um periodo significativo devido a pandemia da COVID-19.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados na forma de
artigos.

4.1 ARTIGO DE REVISAO

A revisédo de literatura sobre a estado-da-arte de biomarcadores como
uma ferramenta para monitorar 0 impacto ambiental em ecossistemas
aquaticos foi construida na forma de artigo de revisao publicado em outubro de
2020 no periédico: Brazilian Journal of Development, link para acesso:
file:///C:/Users/Milena/Downloads/17871-46056-1-PB%20(3).pdf
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ABSTRACT

The assessment of aguatic contaminants through biomarkers is an efficient approach in studies of
environmental risk and impact since 1t detects the effects of living beings exposed to the polluted
environment early. In this semse, this study aims to demonstrate the use of metallothionemn,
acetylcholinesterase, micronuclel, comet assay, and cytochrome P450 biomarkers, correlating them
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to the xenobiofic process in the aguatic environment and how thev sigmal changes in this
environment. This 15 a bibliographic review, which was camed out searches in the VHL databases:
Lilacs, Medline, and Google Scholar, from 2006 to 2020, Metallothioneins 13 a biomarker that
assesses the process of detoxification and homeostasis of metal ions. Acetylcholinesterase 1s used
to assess the neurotoxic effects cansed by xenobiotics. Exposure to genotoxic compounds is venfied
by the micronucleus tests and comet azzay, being thiz an evaluation at the cellular level, where the
first analyzes nuclear abnormalities or deformation in the morphelogy of the nmucleus, and the other
verifies breaks in the DNA structure. Cytochrome P450 plays a central role in oxidative metabolizm
and detoxification of natural and xzenobiotic substances present in pesticides and ferfilizers. It is
known that aguatic contamination 15 a threat to the conservation and management of these
ecosvstems, making it necessary to use specific and sensitive biomarkers that are capable of
detecting the damage early. Therefore, biomarkers comespond to an effective tool for this purpose,
as it enables the production of reliable data, favoring the implementation of adequate measures for
the prevention, either-or recovery of aquatic ecosystems.

Kevwords: monitoring, polluted environment, contaminants.

RESUMO

A avaliacdo de confaminantes aquaticos atraves de biomarcadores & uma abordagem eficiente nos
estudos de nsco e impacto ambiental, uma vez que detecta os efeitos dos seres vives expostos ao
amhiente poluido precocemente. Neste sentido, este estudo visa demonstrar o uso de metalofionina,
acetilcolmesterase, mucromicleos, ensalo de cometa e blomarcadores de citocromo P430,
comelacionando-os com 0 processo xenobidtico mo ambiente aquatico e como eles sinalizam
mudancas neste ambiente. Esta é uma reviséo bibliografica, que fo1 realizada através de buscas nas
bases de dados da BVS: Lilacs, Medline, e Google Scholar, de 2008 a 2020. Metallothioneins & um
biomarcador que avalia o processo de desintoxicacio e homeostaze de ions metalicos. A
acetilcolinesterase é utilizada para avaliar os efeitos neurotoxicos causados pelos xenobioticos. A
exposigio a compostos genotoxicos & verificada pelos testes de micronicleo e ensaio de cometa,
sendo esta uma avaliacio a nivel celular, onde o primeiro analiza anormalidades muclearss oun
deformagdes na morfologia do micleo, e o outro verifica quebras na estutura do DNA. O citocromo
P450 desempenha um papel central no metabelismo oxidative e na desintoxicagdo de substincias
naturais & xenobioticos presentes em pesticidas e fertilizantes. Sabe-se que a contaminacioe aguatica
& uma ameaca 3 conservacdc e ao manejo destes ecossistemas, tormando mecessano o uso de
biomarcadores especificos e sensiveis, capazes de detectar os danos precocemente. Portanto, os
biomarcadores comespondem a wma ferramenta eficaz para este fim, pois permitem a produgio de
dados confiiveis, favorecendo a implementaciio de medidas adequadas para a prevencio, cu a
recuperagio dos ecossistemas agquaticos.

Palavras-chave: monitoramento, melo ambiente peluido, contaminantes.

1 INTRODUCTION

The world population growth caused the expansion of urban and rural activities, triggering
an increase i industrial activities and in the production of chemical residues that are produced ona
large scale, constituting, in most cases, the main polluting source of the aquatic environment. As a
consequence, these environments have been undergoing serious changes resulting from large
amounts of effluents without previous treatment, which generates physical, chemical, and biclogical
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deterioration, putting at risk the orgamsms that live there and the population health (AGUILLAE. et
al, 2020; SAVASSI, 2019; PURIFICAGAO JUNIOR. et al, 2017).

According to the World Health Orgamzation (WHO), water scarcity will affect two-thirds
of the world population in 2050 as a result of the excessive use of water resources for food
production and agriculture (FAOQ, 2015). Brazil holds almost 15% of the world's water reserves,
which 15 a scarce natural resource, mdispensable for life and most economic activities.
Contamination of this water can occur in several ways, with emphasis on pollution by sewage, heavy
metals, pesticides, and fertilizers (MIGUEL, 2019).

The consequences resulting from impacts on the aquatic environment lead to the degradation
of this environment, through changes in the characteristics of the local biota, resulting from human
activities that directly or indirectly affect the health of this ecosystem (GAECIA et al., 2018).
Therefore, it 1s necessary to assess the impact that pollutants cause on environmental quality, thus
identifying their effects on the living beings of these ecosystems. The use of biclogical parameters
to assess water quality 15 based on the response of orgamisms to the environment m which 1t is
inserted. In this context, the use of hiomarkers amses, which are mmportant tools for assessing
ecological risks, also used to assist in understanding the effects at the population or community
level, besides to determine the degree of impact on the biota, as well as identifying the stressors or
pollutants responsible for this effect. These blomarkers also assist in the diagnosis of nsk of
exposure to the human population (GOMES et al., 2019).

Thus, the assessment of aquatic contaminants through biomarkers is an efficient approach in
studies of nisk and environmental impact due to they detect early the effects that are cccwmng in
living beings exposed to the polluted environment. Also, The use of biomarkers 1s essential so that
protective measures can be taken for this environment This review demonstrates the use of
metallothionemn, acetylcholinesterase, micromucler, comet assay, and cytochrome P450 biomarkers.
These correlated to the xenobiotic process in the aguatic environment and how they can signal the

precesses of alteration in this medium.

IMETHODOLOGIES

This 15 a bibliographic review with a qualitative approach to the exploratory narrative type.
For this, there used as a strategy for the 1dentification and selection of articles, the survey of studies
indexed in the databases available in the Virtmal Health Library - VHL such as Lilacs, Medline, and
Google Schelar. In the bibliographic survey, there used descriptors based on the Health Sciences
Descriptors (H5D): Biomarkers and Aquatic Environment, also used in isolation and combination.
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There used uncontrolled descmiptors to meet the objective of this study, which are aguatic
environment and pollution biomarkers. Controlled descniptors represent the terms registered in the
HSD, while the uncontrolled ones refer to words or synonyms that represent the subject to be
searched. There uzed studies from 2006 to 2019, Portuguese and English were considered eligible,

bezides theses and dissertations.

J ENVIRONMENTAL IMPACTS CAUSED TO THE AQUATIC ECOSYSTEM

Water 13 an indispensable resource for the survival of various forms of living beings. Also,
it is essential for the maintenance of the physiological conditions of organisms. Due to the increased
demand for consumption, the availability of potable water is becommg increasmgly limited, as well
as the inerease in populaticn and the consequent degradation of its quality (YAMAMOTO, 2016).

According to CONAMA Resclution No. 01 of 01/23/86, the designation of environmental
impact comresponds to any changes in the physical, chemical, and biological properties of the
environment, as a result of human activities that, directly or indirectly, affect the health, safety,
either-or well-being of the population. Besides, social and economic activities, biota, sanitary and
aesthetic conditions of the environment, and quality of envirenmental resources.

Industrial growth and urbamization have been increasing exponentially in recent decades,
causing the expansion of urban and rural activities and significantly altering the aquatic ecosystem,
due to the multiple impacts ansing from human activities. The increase in these activities generates
important damages to these environments, since the improper destination of aguatic contaminants
such as solid, liquid, and volatile residues. Without the proper treatment, it can subsequently lead to
bicaccumulation and biomagmification processes in the different trophic levels of the food chain,
thus reaching places far from the starting point of the discharge (MENEZES et al., 2019; SILVA,
2018).

In Brazil, there produced, approximately 214 thousand tons of solid waste daily, almost all
of them are disposed of on the ground, either in the form of landfills, controlled landfills, or open-
air dumps. The main anising damages from these residues that can be considered the entrophication
of water bodies, leaching, mamly nitrate, and the emission of greenhouse gases. The inadequate
disposal of organic waste produced through agricultural activities, mainly ranching, leads to the
production of a large number of contaminants in the envirenment. The main damages resulting from
these residues are the eutrophication of water bodies, which causes partial and even total death of
aguatic life, and leaching, mainly of nitrate, which can reach groundwater, generating damage
maimnly for the man who uses this water for consumption. If not treated efficiently before being
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released into the environment, Leachates are potentially adverse to the environment and can
contaminate soil and ground, and surface water (MOBAES et al, 2020; TROMBETTA etal , 2020).
This changing process in the aguatic envirenment over time can compromise the species’
permanence in the ecosystem, which canses higher ecological damage if the commumity is affected
as a whele (SANTOS, 2013).

The environmental impact assessment (ELA) is a measure to predict changes that will occur
in the envirenment and aims te assess environmental impacts and their consequences. According to
the United Nations (UN), the United Nations Environment Program (UNEP) corresponds as the
main global autherity on the environment, responsible for prometing conservation and sustainable
development to improve the quality of population’s life without compromising environmental
resources and services of fiuture generations (ALMEIDA; GARRIDO; ATMEIDA 2017).

4 BIOMAERKERS AS A TOOL FOR ASSESSING EXPOSURE TO CONTAMINANTS

The homeostasis of a natural ecosystem depends on the process of monitoring and adopting
adeguate prevention and precautionary measures, based on the analysis of the harmful effects caused
by contaminants te the aguatic environment Therefore, environmental contamination
biomonitoring is a tool that provides information abeut the effects caused in this environment. One
of these biclogical teols is biomarkers, which can define as a measurable response that reflects the
interaction between a biological system and a potential stressor, whether physical, chemical, or
biclogical (SILVA, 2016; TAMAMOTO, 2016).

Biomarkers can be identified at the bicchemical cellular, individual, population,
community, or ecosystem levels. However, the initial effects have the highest impact on the most
basic erganizational levels of biochemical and melecular responses. These responses can be used as
biomarkers of early contamination since, at a low level, 1t is sufficient to cause physiological effects.
Thus, determining the nature and degree of contamination, making it pessible, in some situations,
to reverse the impact or prevent the environment from a more severs impamrment (LOUREIRO,
2017).

The use of biomarkers is largely advantageous since it 13 considered an indicator of
biclogical response to contaminants or environmental stressors. Its inclusion in environmental
research, especially in contaminated areas, is increasingly frequent. It is due fo its potential fo
evaluate the general health of organisms that live in contaminated ecosystems, in addition to having
the ability to detect contaminants early, reflecting a reversible toxic effect and subclinical. These
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enable efficiently and relatively quickly environmental changes. as they are low cost and robust in
their information (GOMES et al.. 2019; VASCO et al., 2016).

The need to detect and evaluate ansing mmpacts from pollutimg substances n low
concentrations and sublethal leads to the assessment of a range of biclogical responses in several
species, often using biomarkers at the cellular'molecular level. They assess changes in high levels
of biological ergamization, which 1s before death or disease onset. These can analyze damage caused
by exposure to mefals, organic xenobiotics, and organometallic compounds. The choice of the
species that indicates the guality of the environment under study, it must be done comectly, since it
will assist in the process of identifying the impacts cansed to the environment.

Ameng the countless animals present in these ecosystems, fish, mollusks, and benthic
macroinvertebrates have been widely used in the biomonitoring of aquatic environments, due to
their easy geographical distnibution and position in the trophic cham (CAMARGO; S0UZA;
BUFANELLO, 2019; RIBEIRO; NUNES 2017).

5 GENERAL CLASSIFICATION OF BIOMARKERS

Several types of blomarkers respond differently to the tomic effect of contaminants,
presenfing different functions, where some allow defining the presence of substances that cause
changes in the genetic material of the orzamism. It can cause mutagenic either-or potentially
carcinogenic effects (WASCO et al., 2016). These can be divided into three different classes the
exposure, effect, and susceptibility biomarkers.

Exposure biomarkers are capable of detecting and quantifying exogenous substances or a
metabolite, or even a product of the interaction between the xenobiotic or metabolite and an
endogencus component, establishing a relationship between external expesure and intermal
concentrations (OLIVEIRA, 2014). Exposure to a xenobiotic 13 a necessary condition, although not
sufficient to bring about changes in the body. Bearing in mind that these can be used for the most
vaned purposes, such as leading to the early detection of exposure, although significant changes m
the health of the exposed organism have not yet occurred. Thus, they can contnbute to the pnimary
prevention and adoption of measures useful for reducing exposure (SILVA, 2016).

The effect biomarkers do not provide mmformation about their nature, but they are
charactenstic of the occumence of stress that can be reversible. These include biochemical,
physiological, or other changes in the tissues of an organism, which begins with an adaptive
response at the molecularbiochemical level. However, if this recogniion mechanism fails or if its

response capacity 15 exceeded, it can lead to physiolegical or histopathelogical imeversible damage,
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depending on the capacity of the organ or system to respond to the stressor (CANTANHEDE, 2016;
NOGUEIRA, 2013).

Susceptibility biomarkers are indicators of processes that cause variations in responses over
time between exposure and the effect of a xenobiotic, which are predominantly genetic, although
pathologies, physiological changes, drugs, and exposure to other environmental agents can also
change individual susceptibility (CANTANHEDE, 2016).

Thus, biomarkers are sensitive and specific to chemical exposure and reflect the interaction
between a substance and a biological system being able to identify an early effect before 1t becomes
irreversible at a more complex level of biological orgamization (YAMAMOTO, 2016). Below are

described some of the biomarkers used in programs for monitoning impacted aquatic environments.

5.1 METALLOTHIONEINS

Metallothioneins (MT) correspond to a class of cytosolic proteins, rich in cysteines that have
low molecular weight and affinity for divalent cations. TM has the function of detoxification and
homeostasis of metal ions. It is through the presence of thiol groups {-5H) that they bind to excess
metals, polluting or not, protecting the organism from the texicity of these compounds. It acts on
the intracellular metabolism of copper (Cu), zine (Zn), and cadmium (Cd), helping te protect against
oxidative damage and toxicity resulting from excessive exposure to third metals. Thus, they act as
fimdamental chelating agents for the mechanism detox (LAVEADAS et al., 2016; GOMEZ et al.,
201%; KROON; STRETENN; HARRIES, 2017).

In aquatic crgamsms, there 15 iInduced production of MT by an increase in the entry of metals
into cells. The gills, kidney, and digestive glands are directly involved in this process of entry,
storage, and excretion. These alse act against cellular oxidative stress, being directly connected to
the cellular antioxidant defense system (SEVCIKOVA et al., 2013; SAVASSL, 2019).

The study by BEajeshkumar; Mini; Munuswamy (2013), found that the metals most often
related to inducing MT synthesis are Cd and Hg. Although the higher synthesis of this protein is
associated with the organs imvelved in the uptake, metabolism  and excretion of metals, this author
detected a higher concentration of metals in the liver of the evaluated organism, the milk-fish
{(Chaneos chanos).

According to Buzz; Marcovecchio (2016), MTs are early warming signs of exposure to
metals. In this study, they evaluated the levels of heavy metals in sediments and the synthesis of
MT in the crab Nechelice granulata from the estuary of Bahia Blanca, Argentina. The authors
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demonstrated that there was a slow decrease in the level of metals in the analyzed area, and the
female crabs showed a higher MT when compared to the males.

5.2 ACETYLCHOLINESTERASE (ACHE)

Acetylcholinesterase (AChE) is a biomarker widely used in the diagnesis of neurctoxzic
effects resulting from xenobiotics. It 13 an enzyme in the group of serine esterases that catalyzes the
hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) mn excess in the synaptic cleft, releasing
choline and acetate and preventing an exacerbated stimulation of neurcns in order to guarantee the
nomal functioning of the motor and sensory system (AR AUJO et al., 2016).

Inhibition of AChE activity leads to a block mn the transmission of nerve impulses, paralyzing
vital functions, resulting from the overlap of nerve impulses caused by the permanence of open Na™
channels. This consequence results in death im the exposed orgamisms, as an effect of
hyperstimulation of the parasympathetic autonomic nervous system (ARAUJO et al | 2018; FU et
al., 2018).

Besides, AChE is inhibited by pesticides of the carbamate and organcphosphate classes, as
well as by metals. The toxicity mechanism results in the accumulation of acetylcholine i the
synaptic cleft, leading to chelinergic hyperstimulation and alterations in the fimctionality of the
Central Nervous System (CNS), causing changes in behavior and even the death of the organizm.
Thus, this enzyme has been frequently used in the biomomtoring of the aquatic envirenment, being
considered as one of the best indicators of effect on acute or chronic exposure of fish species
(ARAUIJO et al, 2016; MORENO et al., 2019).

The organophosphate compounds phosphorylate AChE imreversibly, which prevents the
hydrolysis of acetylcholine, causing its accumulation in the muscannic and nicotinic synapses,
resulting in a continucus propagation of nerve impulses. Carbamates cause an action similar to
organcphosphates, differing only in the intensity and duration of the carbamylation bond, which is
lower, causing a reversible inhibition of acetylcholinesterase (SILVA, 2016).

Although these pesticides are rapidly hydrolyzed in the environment, the increase in their
use and discharge causes high toxic effects to the organisms exposed in the aguatic ecosystem.
Determination of the activity inhibition of this enzyme i3 a useful tool in the evaluation of the effects
of contamination, which makes it possible to moniter the presence of these compounds and their
possible risk for both the environment and buman health (COIMBEA et al., 2018; ARAUJO et al.,
2018).
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In their research, Alavimia et al, (2019) report that the exposure of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) to malathion leads to inhibition of AChE activities due to the binding of this
pesticide to the active enzyme site and consequent over-stimulation in synaptic fransmission
between nerve cells. The maximum reduction in AChE activity in brain tissue duning the time of
exposure to malathion can be seen by the increase in neurctransmission at synapses and subsequent
hyperactivity of cholinergic pathways. Recently, some researchers have reported sigmificant
inhibition of AChE brain activity in Nile tilapia (Oreochromis niloficus) (HAMED, 2015, as well
as juvenile coho salmon (Oncorkynchus kisuich) (WANG et al , 2016).

According to Araijo et al., (2016), the activity of cholinesterases (ChEs) of several fish has
been widely used as biomarkers in programs for monitoring water resources. In their work, the
authors investigated the activity of ChEs in the Jaguar cichlid (Parachromis managuenis), cbserving
the behavior of the enzyme in the presence of different substrates and selective inhibitors, metal
ions, as well as organophosphate and carbamate pesticides. The use of these substrates and selective
inhibitors evidenced the presence of AChE and butyrylcholinesterase (BChE) mn the bramm of P.
managuensis. In another work by Aragjo et al., (2018), they observed the in vifro exposure of
Tameata (Hoplosternum littorale) to pesticides and metal ion, and it led to AChE mhibition in the
brain of this species, as well as in the presence of specific AChE (BW284¢c51) and BChE (Iso-
OMPA) inhibitors (ARAUJO et al_, 2018).

53 MICRONUCLEUS

Another biomarker recently used for monitoring agquatic environments comesponds to
micronuclel. These are biomarkers at the cellular level for exposure to genotoxic compounds,
formed from the condensation of the acentric chromoesomes either-or whole chromosomes that do
not migrate to the poles of the mitotic spindles in cell mitesis, as they present a delay in cell division
due to lack of centromere, damage or defect in cytokinesis. These nuclear abmormalities or
deformaticns in the muclens’ morphology are considered indicators of genotoxic effects (SANTOS
etal 2016).

Henobiotics can act in two ways on the nuclens, directly on the chromesome or on the mitotic
spindle, leading to the loss of part or all of the chromesome (D°COSTA; SHYAMA; HUMAE,
2017). As previcusly mentioned, this process cccurs during cytokinesis in the formation of the
nuclear envelope and, if not incorporated into the main nucleus, they form their own envelope,

generating the micronuclel. These changes tend to be irreversible and continue to manifest
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themselves in future generations through heredity, which may lead to a reduction in species diversity
in the impacted aquatic ecosystems (BUENO et al, 2017; COIMBRA et al., 2018).

The frequency of micronuclens has been used as a quick and sensitive indication of changes
as it shows breaks in the genetic material that lead to chromosomal abnommalities. This test aims to
assess the mutagenic potential that substances have to cause stmctural or numerical chromosomal
damage to cells in the division stage. Damage 13 often associated with the appearance either-or
progression of tumors and with adverse reproductive effects, which makes early detection
importante (CANTANHEDE, 2016; COBANOGLU et al , 2019).

According to Costa; Shyama; Kumar (2017), the increased incidence of micronuclens in the
blood cells of Arius arius fish occurred due to high concentrations of trace metals, after long-term
exposure even with low concentraticns of these, leading to an increase in the effects genotoxic in
cells of this species and potentially other agquatic organisms.

The work of Khalek; Morsy; Shati (2020) demonstrated that the O. niloficus (Nile tilapia)
species, when exposed to zinc, showed an increase in nuclear deformities. However, when exposed
to nanoparticles of this metal, a significant increase in MN induction was observed, thus exerting a
clastogenic effect causing direct, ureversible chromosomal damage to DNA and loss of genetic
information. A similar result was demonstrated in the study by Gaete et al., (2019), showing that
when Perumytilus purpurafus was exposed to copper, the frequency of micromoclei was
significantly higher in all concentrations tested (1, 30 and 45 pg L by 24, 48 and 96 h).

It is worth mentioning that this test constitutes a relatively simple, inexpensive, and fast
results methodology on mutagemicity effects through simple laboratory tests of cell staining and
observation under an optical microscope. The erythrocyte's observation under the microscope
allows this identification. However, to be considered a micromucleus, it must be separated from the
main miclens of the cell, which presents distinguishable edges and with the same refringence as the
main miclens. It is possible to observe changes in the morphelogy and the nuclear envelope since
they are caused by the effects of chemical substances present in the water (ALVES, 2017).

5.4 COMET TEST

The comet assay (SCGE, Single-Cell Gel Electrophoresis) is an alternative widely used to
determine genotoxicity in aquatic environments. This methed checks for breaks in the DNA
structure after exposure that can be performed in vive or in vitro. It has as a prnciple the
investigation of DNA damage of cells, which are identified in the shape of a comet structure, whose
tail size is proportional to the damage suffered in the genetic matenial (LAPUENTE et al., 2015).
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It is a test widely used to assess the genotoxic effects of mdustnal, domestic, and agricultural
effluents that cause damage induction and DNA repair. It has the advantage of high sensitivity to
various types of damage. being considerad in some cases more sensitive to the action of toxic agents
than the micronuclens test, in addition to requiring a small number of cells and the mitotically active
cells do not need to be analyzed, enabling the analysis of any cell nucleus. This assay allows the
detection of breaks in single and double DNA bands, cross-links. alkali labile sites. and incomplete
excision repair sites (BIANCHI et al., 2017).

The basic principle of the test is the lysis of cell membranes, followed by the induction of
electrophoretic migration of DNA released in an agarese matnx. Thie test, in fum, promotes the
migration of DNA fragments through the flow of electrons. The smaller fragments after migration
along with the larger ones (encapsulated in the agarese mesh), when viewed under a microscope,
assume the apparent shape of a comet, with its head, nuclear region, and tail. Cells with a round
nucleus are considered normal and without detectable damage. In contrast, the injured are visually
identified by a species of the tail, which corresponds to the DNA fragments that were dragged by
the electrophoresis electnc current, and the damage observed is proportional to the length of the
comet's tail (KNAPPIE; RAMSDORE, 2020).

According to Singh et al , (2019), exposure to metals in freshwater triggered the process of
genotoxicity in fish of the species Channa punctatus. This study evaluated expesure to metals in
different periods and concentrations and revealed that they caunse selective DNA damage. with
Arsenic (As), Nickel (Wi}, and Chromium (Cr) being the main ones. Cadmium (Cd) did less damage.
However, at the time of the tail extension, the damage was observed in all evaluated organisms.

According to Galldo et al., (2019), the leaching process increases the damage to the DNA of
fish exposed to sublethal concentrations, given that this is considered a polluting process of agquatic
ecosystems that provides the transport of several toxic substances, such as metals. When present in
water bodies, these agents can inferact with agquatic organisms and present risks to local biota due
to their deleterious effects on organisms at various trophic levels. The use of the comet assay
technique in this condition allows detection even in small concentrations of these substances when
it causes DINA damage.

5.5 CITOCHEOME P450

Cytochrome P430 (CYP 430) belongs to the family of enzymes of the Mixed Function
Moncoxygenase (MFO) system and plays a central rele in the oxidative metabelism and
detoxification of natural and xenobiotic substances present in pesticides and fertilizers, for example.
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The 1soenzymes of CYP 430 are an enzyme complex that contains the heme group involved in the
metabelism of many drugs, steroids, and carcinegenic agents, and these enzymes are responsible
for catalyzing the oxygenation of numerous endogenous and xenobiotic substrates (FAINONE et
al, 2015).

CYP 450 has different isoforms, some of which are used as biomarkers. These are present
mainly in the liver, although they occur in a lower concentration in extrahepatic tissues. In fish,
different cytochrome subfamilies are responsible for the metabolism of xencbiohics, such as CYP1,
CYP3, and, to a lesser extent, CYP4, while CYP 450 15 related with the metabolism of endogenous
substrates (BHUTIA; RAT; PAT. 2015; CARDOSO; OLIVEIRA; ROCHA, 2019).

The subfamuly CYP1A, especially the enzyme etoxirescrufina-O-deethylase (EROD), plays
an important role in the biotransformation of erganic compounds, meluding polyeyelic aromatic
hydrocarbons (PAHs), polychlorinated biphenyls (PCBs), and dioxins. They are among the most
dangerous compounds released into aquatic habitats. The induction of this enzyme represents one
of the most studied biomarkers for contamination, as its levels and activities are related to exposure
to aromatic hydrocarbons n a dose-dependent manner, both in fish and in mammals (VIEIRA et al.,
2018; YAMAMOTO, 2016).

This enzyme has the function of metabolizing lipophilic xencbiotics into more hydrophilic
compounds to favor its excretion, but many of these metabelites formed in the detoxification process
are potentially reactive and can be genotoxic, which can canse DNA damage or lead fo
carcinogenesis. After exposure to xencbiotics, EROD levels increase, and this is the basis for using
this enzyme as a blomarker of the effects of water contamination by organic pollutants resulting
from anthropic activities (BURKINA et al_, 2018; SANTANA et al, 2018).

According to Aranjo et al., (2018), there reported mncreasing EROD activity in fish exposed
to a wide range of pollutants, such as PAHs. These findings demonstrate that the lowest EROD
activity is concenfrated in an area where most pollutants are incorporated into the sediment by
decantation due to the decrease in water flow. In contrast, Leggieri et al., (201%) showed that cil
contamination induces the enzyme CYP1A in rainbow trout (Oncorhynchus mykis). Similar results
have been reported in 0. niloticus under oil pellution, as demonstrated in the study of Ahmed et al.,
(2019), which showed that oil spills into natural water rescurces expose fish to serious problems.
The authors also observed a significant increase in CYP1 Al mENA expression levels in the liver
tissue of this fish.
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6 CONCLUSION

Agquatic contamination represents a direct threat to the conservation and management of
these ecosystems and drastically reduces the availability of quality water for the population. Besides,
it canses damage to the organisms that live there, influenced directly by human activities.

The growing use of toxic substances, such as pesticides, metals, and other orgamic
compounds, brings to the fore the need for their effects being evaluated in the environments in which
they are disseminated, te amalyze the damage caused, and aveid consequences to the agquatic
environment. In this context, the use of biomarkers is a very useful tool for this purpose.

Biomarkers serve different purposes in the aquatic environment, as shown throughout this
study, and can be used for assessments of genotoxicity, neurctoxicity, cytoplasmic organelle
integrity, which are indicators often used to assess damage to aquatic organisms caused by
xenobiotics.

For effective monitoring with these tools, it is important to pre-determine which biomarkers
and species will be used as a possible damage indicator. Besides, taking inte consideration the
internal particularities of each biomarker, considering extrinsic and intrinsic factors process that
may cause changes in the assessment.

Therefore, there strongly recommended the use of biomarkers in assessing impacts on the
aquatic environment, so that reliable data can be produced, enabling the implementation of
appropriate measures for the prevention, either-or recovery of aquatic ecosystems.
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Resumo

Os ambientes de agua doce s&o 0s principais ecossistemas que estdo sujeitos
a diversos impactos antropogénicos, o que tem causado a veiculacdo hidrica
de doencas causadas principalmente por bactérias. O objetivo principal deste
trabalho foi realizar uma andlise sistematica através da literatura sobre os
principais microrganismos encontrados em ambientes aquaticos impactados de
agua doce e relacionar os dados com 0s riscos para a saude publica. Esta
revisao foi conduzida, planejada e relatada seguindo o protocolo PRISMA, dos
guais, utilizou-se a estratégia PECO. As buscas por estudos foram realizadas a
partir das bases eletronicas PubMed, Medline e LILACS em setembro de 2021,
utilizando a estratégia de busca controlada: “Bacteria” AND “Ecosystem” AND
“‘Enviroment” AND “Aquatic” AND “Impacted. Sendo assim, foram considerados

elegiveis os estudos que atendenssem os critérios de eligibilidade, contando
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com a participagcdo de dois revisores independentes. Um total de 1058
trabalhos foram encontrados, dos quais, apenas 31 foram elegiveis para
compor o0s resultados dessa revisdo sistemética. Diante dos resultados,
observou-se que 0s géneros bacterianos predominantes em agua doce sao:
Pseudomonas, Aeromonas e Escherichia, tendo o continente asiatico
apresentado maior variedades de espécies bacterianas detectadas. Esses
microrganismos sao responsaveis por ocasionar doencas que podem levar o
individuo a Obito, o que mostra a importancia do monitoramento constante

deste ambientes por meio deste parametro.

Palavras-Chave: Agua. Microrganismos. Patogenicidade. Incidéncia.

Introducéo

A agua €& um dos recursos indispensaveis a manutencdo da vida.
Entretanto, atividades antropogénicas tém ocasionados graves problemas de
poluicdo, principalmente aqueles ambientes de agua doce (NGANJE et al.,
2020). Um dos principais fatores que causam deteriorizacbes nestes
ecossistemas corresponde ao lancamento de efluentes sem tratamento prévio,
principalmente pelas atividades agricolas, industriais e pecuérias, podendo
acarretar danos a saude das pessoas e aos organismos que ali habitam
(GARCIA et al., 2020).

A agua pode veicular bactérias danosas a saude, visto que, estes
microrganismos podem causar doencas de veiculacdo hidrica capazes de levar
ao Obito, conhecidos por se adaptarem aos mais distintos ambientes de forma
isolada ou agrupada (MURRAY et al., 2020). Estes microrganismos, por sua
vez, possuem papel fundamental no fornecimento de resisténcia e resiliéncia
contra alteracdes/poluicdes, 0s quais sdo capazes de mensurar 0S estressores
ambientais presentes pela pratica e/ou manejo inadequados destes
ecossistemas (GARCIA et al., 2018).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), a maior parte das
doencas e Obitos em paises em desenvolvimento sdo ocasionadas por
doencas de veiculagdo hidrica por microrganismos, principalmente pela falta de

saneamento, dos quais, podem elevar os gastos com internagdes hospitalares
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(PINTANEL; CECCONELLO; CENTENO, 2021), representando, portanto, risco
a saude humana, causando cerca de aproximadamente 870.000 mortes ao ano
(MELLO, 2020, AMORIM et al., 2021).

Portanto, a investigagdo de microrganismos em ambientes aquaticos de
agua doce é fundamental para avaliar mudancas nestes ecossistemas. Sendo
assim, o objetivo principal deste artigo foi realizar uma andlise sistematica por
meio da literatura sobre os principais microrganismos encontrados em
ambientes aquaticos impactados de agua doce e relacionar os dados com 0s

riscos para a saude publica.

Metodologia

Protocolo

Esta revisdo sistematica foi conduzida de acordo com os Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA), sendo

organizada nas fases de planejamento, conducéo e relato dos dados.

Critérios de elegibilidade

Utilizou-se a estratégia PECO para a conducdo desta revisdo
sistematizada: Populacdo — Microrganismos, Exposicdo — Ambientes aquaticos
de agua doce, Comparacao — nao aplicavel e Outcomes (desfecho) — Principais
microrganismos encontrados em ambientes aquaticos de agua doce.

Considerou-se elegiveis estudos que contemplassem o0s principais
microrganismos isolados em ambientes aquaticos de agua doce sem restricdes
de ano e/ou idioma. A exclusdo competiu a arquivos editoriais, documentos de
discussdo geral, comentarios, cartas, estudos com dados incompletos ou
insuficientes (estudos que ndo continham informacfes de metodologia de

identificacdo de microrganismos) e duplicatas.
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Fontes de Informacéo e Pesquisa

As buscas foram realizadas nas bases eletronicas PubMed, Medline e
LILACS em setembro de 2021. A definicdo dos descritores e sinGbnimos foram
selecionados no Medical Subject Headings (MeSH) e Decs (Descritores de
Ciéncias da Saude), dos quais, também foram utilizadas palavras-chaves para
auxiliar na estratégia de busca controlada dos estudos cientificos. Portanto, os
termos resultantes para a estratégia de busca foram: “Bacteria” AND
“‘Ecosystem” AND “Enviroment” AND “Aquatic” AND “Impacted”.

Selecéo de Estudos

A selecdo de estudos contou com a participacdo de dois revisores
independentes, dos quais, tornou-se a selecédo confiavel, de forma separada e
cega, visto que, considerou-se as variaveis: Motivos de inclusdo e exclusdo dos
estudos. A 12 Etapa consistiu na analise de estudos por titulo, de modo que,
foram eliminadas duplicatas. A 22 etapa foi composta pela discussdo dos
critérios de elegibilidade, com a relacdo da estratégia PECO, visto que, foram
eliminados estudos que nao se relacionavam com a estratégia proposta. A 32 e
Ultima etapa contou com a eliminacdo de estudos apos leitura do resumo e
leitura completa dos estudos, dos quais, nao forneciam informacdes e dados
suficientes para a conducédo desta revisédo sistematica, como: Género e espécie

dos microrganismos e o tipo de ambiente do estudo.

Processo de Coleta de Dados

Logo apos a selecao de estudos foram extraidas informacdes através de
um formulério criado pelos autores com o propésito de registrar os dados dos
estudos selecionados, na qual utilizou-se um protocolo definido. Os itens
inclusos consistiram: Primeiro autor, ano de publicacdo, local do estudo, género
e espécie do microrganismo isolado e tipo de ambiente que o autor (es)
realizou o estudo, sendo assim tabuladas em uma planilha Excel. Quaisquer
célculos necessarios para os dados foram realizados por dois pesquisadores, e

caso houvesse discrepancias, seriam resolvidas por meio de discussdo em
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grupo.

Risco de viés

O risco de viés foi avaliado utilizando a lista de verificacdo de avaliacdo
critica do Instituto Joanna Briggs (JBI) para pesquisa qualitativa (LOCKWOOD
et al., 2017). A classificagdo do risco consistiu em: Alto (maior que 49% dos
estudos pontuando em “sim”), Moderado (estudos alcangando 50 a 69% de
pontuacdo “sim”) e Baixo (estudos atingindo maior que 70% a pontuacéo
“sim”), sendo assim, excluidos aqueles que apresentassem alto viés de
publicacdo. Diante disso, dois revisores avaliaram cada estudo de modo
independente, e, em seguida, as informacdes foram verificadas, de modo que,
havendo ambiguidade, um terceiro revisor foi envolvido na avaliacdo de viés

dos estudos.

Resultados

De acordo com as buscas realizadas nas bases eletronicas, obteve-se
uma totalidade de 1058 estudos, dos quais, 173 foram eliminados por
duplicacdo, 716 por titulo e 103 por ndo atenderem aos critérios de
elegibilidade, contabilizando um apanhado total de 31 estudos incluidos nesta
revisdo sistematica. A Figura 1 corresponde ao fluxograma demonstrando os
respectivos dados quantitativos e qualitativos da exclusdo e inclusdo dos

artigos.



Identificacéo

Bases Eletronicas

Pubmed: (n = 1049)
Medline: (n =6)
Lilacs: (n = 3)

Total de estudos
(n=1058)

Estudos removidos antes
datriagem:

Estudos duplicados
removidos
(n=173)

Triagem

Estudos selecionados
(n = 885)

Estudos excluidos por titulo
(n=716)

!

Estudos avaliados para
elegibilidade
(n |: 169)

l

.

Incluidos

J

Estudos incluidos na
revisao

(n=31)

Estudos excluidos:

Apos leitura do resumo
(n=35)

Estudos que néo
atendiam aos critérios
de elegibilidade
(n=103)

Fonte: Autores, 2021.
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Diante dos estudos elegiveis, foi realizada uma primeira analise

identificando a predominancia dos microrganismos nos ambientes aquaticos

distribuidos nos diferentes continentes. Como primeiro resultado, observou-se

gue os continentes norte americano e asiatico tiveram maiores numeros de

estudos publicados sobre este tema, dos quais, a China e os Estados Unidos

foram os que mais contemplaram publicacbes na area. Em relacdo ao

continente latino-americano, o Brasil se destaca como 0 pais que possui maior

guantitativo de publicacéo. A sintese dos dados relacionada as publicacdes do

tema por continente e seus respectivos paises pode ser observada na Tabela

1.



Tabela 1 - Sintese quantitativa de publicages por continente e paises.
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CONTINENTE PAISES ESTUDOS N° | Total
Republica
Africa Democratica do Laffite et al., 2016 1 1
Congo
Canada Gromala; Neufeld; Mcconkey, 2021 1
Williams et al., 2018,
América do Choi; Dunams; Jiang, 2010,
Norte EUA Chu et al., 2018, Skwor et al., 2020, 7 9
Harmon et al., 2019, Londono et al.,
2019, Bared et al., 2013
México Brito et al., 2015 1
Carvalho et al., 2007,
Brasil Conte et al., 2021, Regina et al., 2021, 4
Ameérica do Purificacéo et al., 2017 6
Sul Coldmbia Perlaza et al., 2019
Chile Leon et al., 2012
Chen et al., 2019, Li et al., 2019,
hi Liang et al., 2020, Liao et al., 2018, 8
Asia China Niu et al., 2019, Xiao et al., 2013, 9
Xie et al., 2021, Zhang et al., 2020
Japéao Miyagi et al., 2019 1
Espanha Piedra et al., 2017 1
Franca . .Devarf';\jan et al., 2015, 5
Girlich, Poirel, Nordmann, 2011
Europa Italia Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2012 1 6
Portugal Tacao; Correia; Henriques, 2015 1
Suica Corno et al., 2014 1

Fonte: Autores, 2021.

No que se refere aos principais géneros e espécies de microrganismos

encontrados nestes ambientes, pode-se observar a distribuicdo qualitativa na

Tabela 2. Foi observado um total de 99 diferentes géneros bacterianos e 150

espécies



Tabela 2 - Sintese qualitativa dos principais géneros e espécies de microrganismos encontrados em ambientes de agua doce impactados.

50

GENERO ESPECIE TIPO DE AMBIENTE ESTUDOS
Chu et al., 2018, Liang et al., 2020, Regina et al., 2021,
Aeromonas Spp. Rio, Lagoa Girlich; Poirel; Nordmann, 2011
A veroni Aguas Residuais, Rio, Brito et al., 2015, Skwor et al., 2020, Harmon et al., 2019,
' Lagoa Tacao; Correia; henrigques, 2015, Conte et al., 2021
A. caviae Aguas Residuais Conte et al., 2021, Skwor et al., 2020
Aeromonas p;
A. sanarelli Aguas Residuais Conte et al., 2023
A hvdronfila Aguas Residuais, Lagoa, Conte et al., 2024, Corno et al., 2014, Skwor et al., 2020,
- hydrop Rio Tacao; Correia; henrigues, 2015
A. jandaei Skwor et al., 2020, Tacao; Correia; henriques, 2015
A. média Rio Skwor et al., 2020
Acidovorax Acidovorax Spp. Riacho Londono et al., 2019

Acinetobacter

Acinetobacter Spp.

Lagoa, Rio, Riacho

Chu et al., 2018, Gromala; Neufeld; Mcconkey, 2021, Liao et al., 2018,
Londono et al., 2019, Regina et al., 2021, Zhang et al., 2020

Alkaliphilus Alkaliphilus Spp. _ Niu et al., 2019
Rio
Anammoxglobus Anammoxglobus Spp. Chenetal., 2019
Aquabacterium Aquabacterium Spp. Lietal, 2019
- - Lagoa -
Arenimonas Arenimonas Spp. Lietal., 2020
Arcicella Arcicella Spp. Riacho Londono et al., 2019
Arcobacter Arcobacter Spp. Lagoa Lietal., 2019
Armatimonas Armatimonas Spp. Riacho Londono et al., 2019
Bacillus Spp. Lagoa, Rio Li et al., 2019, Niu et al., 2019
B. cereus Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2012
Bacillus B. subtilis Riacho Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2013

B. licheniformis

Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014, Purificacéo et al., 2017
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B. pumilis Purificacéo et al., 2017
Bacteroides Bacteroides Spp. Rio, Lagoa Perlaza et al., 2019, Regina et al., 2021, Williams et al., 2018
Brevundimonas Spp. Lagoa Gromala; Neufeld; Mcconkey, 2021
Brevundimonas B. intermedia Corno et al., 2014
B. vesiculares Riacho Londono et al., 2019
Brocadia Brocadia Spp. Rio Chen et al.,, 2019
Burkholderia B. cepacia Riacho Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
Chromobacterium C. haemolyticum Rio Tacao; Correia; henriques, 2015
Citrobacter C. diversus Riacho Miyagi et al., 2019
Clostridium Clostridium Spp. Lagoa Lietal., 2019
Cronobacter Cronobacter Spp. Rio Niu et al., 2019
Cryobacterium Cryobacterium Spp. Riacho Londono et al., 2019
Cupriavidus C. gilardii Lagoa Harmon et al., 2019
Delftia D. tsuruhatensis Riacho Londono et al., 2019
Desulfatiglans Desulfatiglans Spp. Lietal, 2019
Desulfatirhabdium D. butyrativorans Lagoa Williams et al., 2018
Desulfobacca Desulfobacca Spp. Li et al., 2019
Dolichospermum Dolichospermum Spp. _ Liao et al., 2018
Enterobacter Spp. Rio Regina et al., 2021
E. clocae Riacho, Rio Purificacéo et al., 2017, Miyagi et al., 2019, Piedra et al., 2017
Enterobacter E. aerogenes Riacho Miyagi et al., 2019
E. asburiae Lagoa, Rio Harmon et al., 2019, Tacao; Correia; henrigues, 2015
E. ludwigii Rio Tacao; Correia; henriques, 2015
Enterococcus Enterococcus Spp. Lagoa, Aguas Residuais Devarajan et al., 2015, Laffite et al., 2016
Escherichia Spp. Lagoa Chu et al., 2018
Escherichia E col Rio, Aguas Residualis, Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014, Bared et al., 2013, Perlaza et al., 2019,

Lagoa




Purificacéo et al., 2017, Miyagi et al., 2019, Piedra et al., 2017,
Laffite et al., 2016, Devarajan et al., 2015

E. coli enterohemorragica Rio Xiao et al., 2013
Exiguobacterium Exiguobacterium Spp. Rio, Lagoa Zhang et al., 2020, Liao et al., 2018
Faecalibacterium Faecalibacterium Spp. Rio Perlaza et al., 2019
Flavobacterium Spp. Lagoa, Rio, Riacho Li et al., 2019, Liao et al., 2018, Londono et al., 2019, Xie et al., 2021
Flavobacterium F. aquatile Riacho Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
F. rigense
Fluoribacter F. dumoffii Rio Carvalho et al., 2007
Fluviicola Fluviicola Spp. Rio, Riacho Liao et al., 2018, Londono et al., 2019
Francisella Francisella Spp. Chu et al., 2018
Gaiella Gaiella Spp. Lietal., 2019
Geobacter Geobacter Spp. Lagoa Williams et al., 2018
Haliangium Haliangium Spp. Lietal, 2019
Helicobacter Helicobacter Spp. Chu et al., 2018
Jetternia Jetternia Spp. Rio Chenetal., 2019
Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014, Purificacéo et al., 2017, Piedra et al.,
K. pneumoniae Riacho, Rio 2017,
Miyagi et al., 2019
Klebsiella K. aerogenes Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
K. ozaenae Riacho Miyagi et al., 2019
K. oxytoca Rio Piedra et al., 2017
Kuenenia Leclercia Spp. Rio Liang et al., 2020
Leclercia Legionella Spp. Lagoa Chuetal., 2018

L. pneumophila
Legionella L. birminghamensis Rio Carvalho et al., 2007
L. bozemonil
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L. lytica
Liminohabitans Liminohabitans Spp. Rio, Lagoa Liang et al., 2020, Perlaza et al., 2019, Xie et al., 2021, Zhang et al., 2020
_ Luteolibacter Spp. Rio Liao et al., 2018
Luteolibacter L. agae Riacho Londono et al., 2019
Malikia Malikia Spp. Li et al., 2019
Massilia Massilia Spp. Lagoa
Methylobacter M.tundripaludum Williams et al., 2018
Methylobacterium M. tardum Riacho Londono et al., 2019
Methylocaldum Methylocaldum Spp.
Methylosinus Methylosinus Spp. _ Perlaza et al., 2019
Rio -
Methylotenera M. mobilis Liao et al., 2018
Methyloterna M. versitalis ] Williams et al., 2018
agoa
Micrococcus M. luteus J Corno et al., 2014
Microcystis Microcystis Spp. Rio Liao et al., 2018
Moraxella Moraxella Spp. Lagoa Chuetal, 2018
o _ Mycobacterium Spp. Rio, Lagoa Zhang et al., 2020
Mycobacterium M.smegmatis Rio Brito et al., 2015
Neisseria Neisseria Spp. . Chuetal, 2018
agoa —
Nitrosospira N. briensis Williams et al., 2018
Nitrospira Nitrospira Spp. Rio, Lagoa Li et al., 2019, Zhang et al., 2020
, , Novosphingobium Spp. Lagoa Lietal, 2019
Novosphingobium
N. subterraneum Riacho Londono et al., 2019
Opitutus Opitutus Spp.
Paenibacillus Paenibacillus Spp. _ Niu et al., 2019
Rio -
Pantoea Pantoea Spp. Liao et al., 2018
Phenylobacterium Phenylobacterium Spp. Riacho Londono et al., 2019
Polynucleobacter Spp. Rio Liang et al., 2020, Perlaza et al., 2019

Polynucleobacter
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P. vulgaris _ Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
Proteus P. mirabilis Riacho Purificacéo et al., 2017, Miyagi et al., 2019
Providencia P. alcaligenes Rio Tacao; Correia; henriques, 2015
Devarajan et al., 2015, Gromala; Neufeld; Mcconkey, 2021, Laffite et al.,
Pseudomonas Spp. Lagoa, Ag“;i Residuais, | 2016, Leon et al., 2012, Li et al., 2019, Liang et al., 2020, Liao et al., 2018,
Regina et al., 2021, Girlich; Poirel; Nordmann, 2011
Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014,
P. putida Lagoa, Riacho, Rio Leon et al., 2012, Purificacéo et al., 2017
P.aeruginosa Rio Brito et al., 2015, Tacao; Correia; henriques, 2015
Pseudomonas P. taiwanensis Riacho, Rio Londono et al., 2019, Tacao; Correia; henriques, 2015
P. cedrina Lagoa Harmon et al., 2019
P'P?ec;ii;t;li:ta Lagoa, Rio Harmon et al., 2019, Tacao; Correia; henriques, 2015
P. stutzeri Lagoa Harmon et al., 2019
P. beteli
P. hibiscicola Rio Tacao; Correia; henrigques, 2015
P. protegens
Pseudoxanthomonas | Pseudoxanthomonas Spp. Rio Liang et al., 2020
Psychrobacter Psychrobacter Spp. Lagoa Gromala; Neufeld; Mcconkey, 2021
Rahnella R. aquatilis Riacho Miyagi et al., 2019
Raoultella R. ornithinolytica Rio Piedra et al., 2017
Rhodobacter Rhodobacter Spp. Lagoa, Rio Li et al., 2019, Perlaza et al., 2019, Liao et al., 2018
- Rhodococcus Spp. Lagoa Corno et al., 2014
odococeus R. equi Riacho Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
Rh Rhodoferax Spp. Rio Liang et al., 2020
odoferax R. ferrireducens Williams et al., 2018
Rhodoluna Rhodoluna Spp. -agoa Xie et al., 2021




Rickettsia

Rickettsia Spp.

Chu et al., 2018
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Roseburia

Roseburia Spp.

Ruminococcus

Ruminococcus Spp.

Perlaza et al., 2019

Perlaza et al., 2019

Salmonella Salmonella Spp. Rio Xiao et al., 2013
Scalindua Scalindua Spp. Chen et al.,, 2019
Sediminibacterium Sediminibacterium Spp. Liao et al., 2018
Serratia S. rubidaea Riacho Miyagi et al., 2019
Shewanella Spp. Liang et al., 2020, Liao et al., 2018
Shewanella S. xiamenensis Rio Tacao; Correia; henrigues, 2015
Sideroxydans S. lithotrophicus Lagoa Williams et al., 2018
Sphingomonas Spp. Leon et al., 2012
Sphingomonas S.panni Riacho Londono et al., 2019
Sphingopyxis Sphingopyxis Spp. Rio Liang et al., 2020
Sporacetigenium Sporacetigenium Spp. Lagoa Lietal, 2019
Staphylococcus S T;\ureuts - Riacho Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
S. epidermidis
S.pavanii Riacho Londono et al., 2019
Harmon et al., 2019, Girlich; Poirel; Nordmann, 2011,
Stenotrophomonas S. maltophilia Lagoa, Rio Tacao: Correia: henriques, 2015
S.pavanii Lagoa Harmon et al., 2019
Streptococccus S. agalactiae Riacho Adelowo; Akinlabi; Fagade, 2014
Sulfur-icella S. -denitrificans Lagoa Williams et al., 2018
Sulfuritalea S. hidrogenivoros
Synechococcus Synechococcus Spp. Lagoa, Rio Xie et al., 2021, Zhang et al., 2020
Thiocapsa Thiocapsa Spp. Rio Perlaza et al., 2019
Trichococcus Trichococcus Spp. Lagoa Gromala; Neufeld; Mcconkey, 2021
Vibrio Vibrio Spp. Rio Liang et al., 2020




V. cholerae

Choi; Dunams; Jiang, 2010
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Yersinia

Yersinia Spp.

Lagoa

Chu et al., 2018

Fonte: Autores, 2021.
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Os géneros bacterianos que foram encontrados com maior incidéncia, foram:
Pseudomonas (n=15), Aeromonas (n=11) e Escherichia (n=9) e as especies mais
abundantes foram: Pseudomonas — P. putida, P.aeruginosa, P. taiwanensis, P.
geniculata, P. otitidis, Aeromonas- A. veronii , A. caviae, A. hydrophila; Bacillus - B.
licheniformis; Enterobacter - E. clocae, E. asburiae; Escherichia - E. coli e Klebsiella -
K. pneumoniae.

Em relacado a diversidade de microrganismos por continente, foi verificado que
0s ambientes aquaticos impactados do continente asiatico se destacaram, seguido
da Europa, América do Norte e Sul e Africa (Figura 2).

Figura 2 - Distribuic&o e predominéncia dos microrganismos pelos continentes.
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Fonte: Autores, 2021.

No que diz respeito a avaliacao do risco de viés JBI, observou-se que a maior
parte das respostas do questionario de avaliacdo critica dos 31 estudos consistiram
em respostas “Sim” (>70%), indicando que os respectivos estudos obtiveram baixo

risco de viés. Sendo assim, possuem uma alta qualidade metodoldgica.
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Discussdes

Os ambientes aquéticos sdo formados por ecossistemas marinhos e/ou doce.
No entanto, os de 4gua doce sdo o0s principais ambientes nos quais observa-se uma
crescente intervencdo antropogénica, como efluentes domésticos, hospitalares,
industriais, agricolas e pecuaria (GARCIA et al., 2020), uma vez que, rios, riachos e
aguas residuais estdo entre as principais fontes que tem sofrido pela contaminacéo
desses emergentes (ARAUJO; OLIVEIRA, 2013, GIEBULTOWICZ et al., 2018).

Sendo assim, a liberacdo continua desses compostos organicos de origem
antropogénica tem ocasionado a degradagdo ambiental, além de resultar cada vez
mais no aparecimento de microrganismos (RESENDE; SILVA; DINIZ, 2020). Esses,
apresentam como caracteristicas principais altas taxas de crescimento além de um
metabolismo elevado, dos quais, também possuem particularidades de serem
influenciaveis por alteragbes fisico-quimicas e pela introdugcdo de compostos
organicos, inorganicos e poluentes no meio em que habitam (MARECKOVA et al.,
2021).

O presente trabalho realizou uma revisdo sistematica, na qual o continente
asiatico apresentou maior diversidade microbiana quando comparado aos demais
continentes, sendo a China, o pais que apresentou maior representatividade
bacteriana. Considerando as caracteristicas populacionais e de desenvolvimento
gue vem ocorrendo ao longo do tempo em suas areas, sobretudo as areas urbanas,
(NGUYEN et al., 2019, CAO et al., 2020), é provavel que estes eventos venham
contribuindo para a poluicAo aquatica em ambientes de &agua doce e,
consequentemente maior diversidade bacteriana.

Taxonomicamente, os géneros Pseudomonas, Aeromonas e Escherichia
foram os predominantes em todos os continentes. Essas bactérias merecem
destaque ndo apenas por sua predominancia, mas por causarem doencas
veiculadas a 4gua sendo, portanto, importantes para a saude publica. Em relacdo as
principais espécies predominantes de géneros bacterianos isolados pelos estudos, a
P. aeruginosa, A. veronii, A. caviae, A. hydrophila, K. pneumoniae e E. coli sdo as
mais relatadas, as quais, possuem capacidades patogénicas preocupantes
(JANKOSKI et al., 2018, SOUZA et al., 2019, CHEN et al., 2021).

Um ponto que merece atencdo € que quando identificados em ambientes

aguaticos, estes microrganismos podem ser utilizados como bioindicador de
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contaminacdes da agua, refletindo a qualidade da agua, seja para balneabilidade ou
para potabilidade. Um exemplo de espécie bacteriana utilizada para avaliar a
qualidade da agua é a E. coli; um dos principais indicadores de contaminacgfes
fecais em ambientes aquéticos de agua doce; dos quais, possuem fortes relagcbes
com riscos de doencas gastrointestinais em seres humanos (JANKOSKI et al.,
2018).

Ja a P. aeruginosa é uma bactéria isolada de forma frequente em lagoas e
rios, além de &guas residuais devido a elevada carga de nutrientes encontradas
nesses ambientes. Estudos recentes, conferem um papel fundamental da 4gua para
a colonizacdo desse microrganismo em seres humanos, devido ao fato dessas
bactérias possuirem multiplos fatores de viruléncia que promovem sua alta
patogenicidade (SOUZA et al., 2019).

A K. pneumoniae € um microrganismo que pode habitar em ambientes
aquaticos, solos, plantas e esgotos. Essa bactéria pode ser isolada da orofaringe,
trato gastrointestinal de humanos e mamiferos e fezes de individuos sadios, além de
ter a capacidade de colonizar humanos de forma assintomatica. As principais
infeccbes mais comuns consistem em pneumonia, infecgcdes no trato urinario,
feridas, bacteremia e meningite (HOLT et al., 2015).

No que diz respeito as espécies do género Aeromonas, estas sao
encontradas em diversos habitats, em particular em ambientes aquaticos, dos quais
estd amplamente difundida. Em ambientes de agua doce, estdo presentes
principalmente em aguas residuais, dos quais algumas espécies se apresentam
como patdgenos zoondticos relevantes. Dentre estas, a A. veronii, A. caviae e a A.
hydrophila tem sido relacionadas a doencas em seres humanos, em especial com
sintomas de diarreia, septicemia e infec¢cdes de tecidos moles de feridas apos
exposicdo a agua, consideradas uma ameaca emergente em diversos ambientes,
principalmente a sautde humana (CHEN et al., 2021).

Portanto, a contaminacdo de microrganismos patogénicos em ambientes
aquaticos, principalmente de agua doce ocasionou em um extenso problema de
saude publica mundial, sobretudo no que se refere a doencas de veiculacao hidrica,
visto que, varios desses microrganismos sdo entéricos e podem levar ao Obito
(KELLER; JUSTINO; CASSINI, 2013, JANKOSKI et al., 2018).
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Conclusodes

Os estudos dessa revisdo sistematica mensuraram que uma extensa
diversidade de géneros e espécies bacterianos foram isolados de ambientes
aquaticos de agua doce impactados, tendo em vista, que cada continente obteve sua
particularidade de variagcbes de microrganismos detectados. Os achados e
evidéncias demonstraram que 0s géneros Pseudomonas, Aeromonas e Escherichia
e suas respectivas espécies foram os principais microrganismos isolados, ou seja,
demonstraram serem 0s mais predominantes, o que indica que esses patdégenos
podem se apresentar como principais indicadores de qualidade em ambientes de
agua doce que estejam sendo impactos.

Contudo, estes dados sustentam a relevancia de uma analise continua de
microrganismos em ambientes aquaticos de agua doce, principalmente para
avaliagdo do impacto a fauna local, e a dindmica da qualidade da &agua e
sobrevivéncia dos seres que ali estejam, auxiliando no monitoramento deste
ecossistema e indicando os possiveis riscos a populacdo que depende direta ou
indiretamente destes locais. Os dados apresentado reforcam que estes ambientes
nao apenas albergam, mas disseminam patdgenos, representando risco a saude

publica quando ndo monitorados ou néo preservados.
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4.3 ARTIGO EXPERIMENTAL 1

Os resultados do artigo experimental 1: APLICABILIDADE DE TECNICAS
PARA IDENTIFICACAO MICROBIANA EM UM RIACHO URBANO IMPACTADO

estdo apresentados no artigo a seguir, a ser submetido para publicagao.

ARTIGO
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Resumo

O crescente processo de urbanizacdo e seus impactos ambientais tém interferido na
dinAmica dos ecossistemas aquaticos, modificando a estrutura e funcdo das
comunidades microbianas. A rapida e acurada identificacdo de microrganismos
presentes nesses ambientes é necessaria para o monitoramento de mudancas
dessas comunidades e para identificar possiveis riscos a saude publica. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a aplicabilidade de técnicas na identificacdo de
bactérias isoladas de um riacho urbano contaminado. Amostras de agua foram
coletadas de cinco pontos estratégicos (P1-P5) do riacho Cavouco onde 50 isolados

foram obtidos e caracterizados morfologicamente (por meio de caracteristicas
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fenotipicas) e molecularmente (através das técnicas de MALDI-TOF-MS e
sequenciamento do gene 16S rRNA). As analises morfologicas revelaram uma
uniformidade no formato das coldnias e caracteristicas distintas para os demais
parametros analisados, ndo sendo possivel, portanto, identifica-las a nivel
taxondmico. Diferentemente das andlises moleculares, onde 86% (n=43) foram
identificados ao nivel de espécie e 12% (n=7) ao nivel de género. Nessa
caracterizagado foi verificada uma elevada concordancia entre a identificagédo
realizada pelo MALDI-TOF-MS e pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, onde 13
géneros foram detectados, quatro gram-positivos e nove gram-negativos,
evidenciando a importancia de um constante e eficaz monitoramento da microbiota
local. Os resultados obtidos confirmam a eficiéncia das técnicas moleculares na
identificacdo de microrganismos e sugerem que, apesar de ser direcionada para
bactérias de interesse clinico, a técnica MALDI-TOF-MS € uma alternativa rapida e

eficaz na identificacdo de microrganismos de ambiente impactado.

Palavras-chaves: Fendtipo, técnicas moleculares, diversidade.

Introducéo

Os microrganismos sao essenciais para o meio ambiente, pois contribuem
para a estabilidade dos ecossistemas, participando de varios ciclos biogeoquimicos.
No ecossistema aquatico, esses organismos participam da decomposi¢cao de matéria
organica em nutrientes e do controle da qualidade da agua (MARECKOVA et al.,
2020). Nas Ultimas décadas, esse ambiente tem sido alterado de maneira
significativa em funcdo do crescente processo de urbanizacdo, modificando a
estrutura e a diversidade da microbiota ali presente (FREITAS et al., 2011;
PURIFICACAO et al., 2017).

A identificacdo e caracterizacdo desses microrganismos S80 necessarias para
entender o impacto ambiental e sua influéncia na composicdo e dinamica local
(HEMME et al., 2015; TREXLER et al., 2014), além de reconhecer bactérias
patogénicas de importancia para saude publica (MARTIN et al., 2017). Apesar de
todas essas contribuicbes e necessidades, estudos sobre comunidades microbianas
ambientais ainda sao escassos (KOUBEK et al.,2012; VIVER et al., 2015; AVANZI et
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al., 2017).

Tradicionalmente, as técnicas de identificacdo bacteriana sdo baseadas nas
caracteristicas morfolégicas e fenotipicas e s&o utilizadas como primeira
diferenciacdo entre as amostras. Contudo, essas técnicas convencionais sdo, muitas
vezes, limitadas por sua baixa capacidade de diferenciacdo de espécies e pelo
custo, além de consumirem tempo e serem laboriosas (WOO et al., 2008; SANTOS
et al. 2016).

Com o surgimento da Biologia Molecular, diversas técnicas foram
desenvolvidas, contribuindo significativamente para um grande avanco do
conhecimento da diversidade microbiana. Dentre essas técnicas, a analise
comparativa de sequéncias nucleotidicas do gene 16S rRNA tem sido considerada
como “padrdo ouro” em estudos taxondmicos e filogenéticas (SRINIVASAN et al.,
2015).

Recentemente, novas tecnologias tém sido desenvolvidas, como a Matrix-
assisted Laser Desorption/ionization-time-of-flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS), que vem sendo utilizada como uma técnica simples, confiavel e rapida
(BRUYNE et al., 2011; MARTIN et al.,, 2017; STAROSTIN et al.,, 2017). Esta é
baseada na analise de um fingerprint de proteinas ribossomais e outras proteinas
basicas que sédo especificas para cada espécie microbiana (WILKINS et al., 2006;
GIEBEL et al., 2010). Dentre suas diversas vantagens, destacam-se: utilizacdo de
células intactas de microrganismos que podem ser obtidas diretamente do meio de
cultivo, custo-beneficio, curto tempo de processamento e analise e alto rendimento
(o consumo de material biologico € insignificante) (ALLEN et al., 2015; AVANZI et al.,
2017).

Vérios estudos tém demonstrado a eficiéncia e a alta reprodutibilidade desse
meétodo, entretanto, a maioria é direcionado para microrganismos de interesse
clinico, como Escherichia coli e outros membros da familia Enterobacteriacea (YU et
al, 2018), Staphylococcus aureus (ZHANG et al., 2015) e Streptococcus pneumoniae
(NAKANO et al., 2015), com numero reduzido de estudos voltados para identificacao
de bactérias de origem ambiental (VIVER et al.,, 2015; MARTIN, et al.,, 2017;
TIMPERIO et al., 2017).

O riacho Cavouco corresponde a um riacho urbano impactado o qual recebe

um aporte de carga poluidora de residuos provenientes de laboratérios de ensino e
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pesquisa, residuo de servico de saude, além de despejo domeéstico oriundos da
populagdo circunvizinha. O efeito cumulativo desses residuos vem provocando
mudancas na dinamica desse ecossistema, alterando de forma expressiva a
qualidade da agua e contribuindo para a ocorréncia e disseminacao de bactérias
patogénicas (ARAUJO:; OLIVEIRA, 2013; FREITAS et al., 2016; PURIFICACAO et
al., 2017).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a aplicabilidade de diferentes
técnicas para identificacdo da microbiota de um ambiente aquatico impactado em
Recife-Pernambuco, Brasil.

Materiais e Métodos

Isolamento e caracterizacdo morfolégica

Foram realizadas coletas de agua (superficie e a 30 cm de profundidade) em
cinco pontos estratégicos do riacho Cavouco de acordo com Purificacdo-Junior et al.
(2016). Para o isolamento bacteriano, foi retirado 50 pl da agua coletada e com
auxilio de uma alca Drigalski foram semeadas em agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) e Agar Nutriente (AN). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 e 48 horas
e apos esse periodo foi realizada a analise morfologica das col6nias isoladas,
avaliando as seguintes caracteristicas: forma, borda, superficie, transparéncia,
coloracdo, presenca de muco e brilho. Os isolados foram identificados com a
denominacdo de P (ponto) com numero do local da coleta, S (superficie) ou P

(profundidade), seguido de letra referente as colonias isoladas de cada placa.

Identificacdo por MALDI-TOF-MS

Apés 24h de crescimento em meio Brain Heart Infusion (BHI), colbnias
bacterianas foram ressuspendidas em agua deionizada e em seguida realizada a
inativacao das células e a extracdo de proteinas pelo método descrito por Starostin
et. al. (2015), com algumas modificacdes. Para analise dos espectros de massa, 1yl
de extrato de proteina foi colocado em placa (96 MSP, Bruker Daltonics, EUA),
seguida de secagem ao ambiente. A matriz foi preparada com acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico (10 mg/mL) em acetonitrila 50% e acido trifluoroacético 0,3% e

aplicada na placa sobre as amostras para cristalizagcao. A aquisicdo dos espectros
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de MS em modo linear positivo (Voltagem de aceleragao: 20 kV e Faixa de deteccao
- m/z: 2.000 — 20.000) foi realizada pelo Programa Flex Control Version 3.0 em
Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex Il (BRUKER DALTONICS,
BILLERICA, MA, USA).

Cada isolado foi analisado em triplicata, em dois experimentos independentes.
Os espectros obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI Biotyper
Version 3.1 e o resultado expresso em valores de similaridades como um log score,
seguindo os critérios: scores maiores que 2.000 indicaram alta probabilidade de
identificacdo de espécie; scores maiores que 1.700 identificacdo em nivel de género;
scores menores que 1.700 identificacdo nao confidvel (NG et al., 2012;
SCHULTHESS et al., 2013).

Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA cromossémico foi realizada por meio da técnica descrita
por Sambrook et al. (2001), com algumas modificacbes. A qualidade e a
concentracdo do DNA extraido foi avaliada por meio de eletroforese em gel de
agarose 0,8%, em tampéao Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,5x, a 100V por 1h, utilizando o
marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Em seguida, o gel foi analisado em

transiluminador ultravioleta e fotodocumentado.

Amplificacdo e Sequenciamento do gene 16S rRNA por PCR

O gene 16S rRNA foi amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores:
fD1 (5" -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e rD1 (5"-AAGGAGGTGATCCAGCC-3")
(WEISBURG et al.,1991). A amplificacdo das amostras foi efetuada em volume final
de 25 uL contendo tampao 10X, dNTPs (10mM.), MgClz (50mM.) e Tag polimerase
(2,5 U/ul) (Invitrogen), iniciadores (15 pmol/ ul) e DNA (20 ng/ pl). As reacdes foram
realizadas em termociclador (C1000 Thermal Cycler — BioRad), programado com um
ciclo inicial de 5 minutos a 95 °C, seguido de 30 ciclos, cada ciclo consistindo de
uma etapa de desnaturacéo (95 °C por 45 segundos), uma etapa de anelamento (60
°C por 45 segundos) e uma etapa de extensao (72 °C por 2 minutos) e, por fim, uma
etapa de extenséo final a 72 °C por 5 minutos.

Os produtos da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram purificados
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seguindo o protocolo do kit de purificagdo PureLink (Invitrogen) e em seguida
sequenciados em sequenciador automéatico de DNA ABI 3100. As sequéncias
obtidas foram comparadas com linhagens padrdo de cole¢bes internacionais
depositadas no banco de dados Genbank do NCBI usando a ferramenta BLASTn
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) e alinhadas multiplamente com os software
Mega 5.2. O programa ClustalW foi utilizado para a constru¢do de um dendograma

pelo método Neighbor-joining.

Resultados

Foi observado crescimento de colonias bacterianas nos cinco pontos
(superficie e profundidade), sendo obtido um total de 50 isolados. As caracteristicas
morfologicas quanto a forma das coldnias, foram normalmente uniformes (Tabela 1).
Dentre os isolados, 92% (n=46) apresentaram forma circular, 6% (n=3) filamentosa e
apenas o isolado P5PAb forma rizoide. Quanto a borda da col6nia, foi verificado que
54% (n=27) apresentaram borda inteira, 18% (n=9) lobulada, enquanto que para
borda ondulada e filamentosa foram detectadas 16% e 12%, respectivamente. Para
a superficie da col6nia, 74% (n=37) dos isolados apresentaram superficie lisa e os
demais, superficie rugosa. Quanto a transparéncia, 86% (n=43) apresentaram-se
opacas e 14% (n=7) transparentes. Em relacdo a cor, 84% (n=42) apresentou
coloracédo creme e 16% (n=8) amarela. J4 a producdo de muco, foi identificada em
84% (n=42) das amostras, sendo os demais considerados secos. Por fim, de todos
os isolados analisados, 56% (n=28) apresentaram colbnias brilhosas (Tabela 1).
Apesar da importancia desse método para o isolamento e purificacdo das bactérias,
este nao foi eficiente na caracterizacao ao nivel taxonémico.

Na técnica MALDI-TOF-MS todos os isolados foram identificados com valores
de score entre 1.718 e 2.415, exceto o P3PAh que apresentou um score menor
(1.518). Dentre esses, 86% (n=43) apresentaram valores maior que 2.000, sendo
identificados ao nivel de espécie com alta confiabilidade, e 12% (n=7) com valores
maiores que 1.700, possibilitando a identificacdo confiavel de género (Tabela 2).

A partir dos resultados obtidos, foram identificados 13 géneros bacterianos,
sendo quatro gram-positivos (Bacillus, Staphylococcus, Brachybacterium,
Exiguobacterium) e nove gram-negativos (Acinetobacter, Enterobacter,

Brevundiomonas, Alcaligenes, Klebsiella, Proteus, Escherichia, Pseudomonas,
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Providencia). Entre os gram-positivos, o género Bacillus esteve presente em todos
0s pontos e foi o mais prevalente, com 18 isolados representados pelas espécies B.
cereus (n=14), B. pumulis (n=2) e B. altitunidis (n=1). Outro género predominante foi
Staphylococcus com cinco isolados pertencentes as espécies S. saprophyticus (n=2)
e S. sciuri (n=3). Outras espécies gram-positivas identificadas foram
Brachybacterium faecium (n=1) e Exigubacterium sp. (n=1), nos pontos 2 e 3,
respectivamente.

Membros da familia Enterobacteriacea foram obtidos em todos os pontos,
exceto no ponto 1. Entre as gram-negativas, destaca-se a presenca do género
Enterobacter representado pelas espécies E. clocae (n=2; pontos 2 e 4), E. kobei
(n=2; pontos 2 e 3) e E. asburiae (n=1; ponto 3). Além dessas, outras espécies
apresentaram alta prevaléncia como os isolados Escherichia coli (n=5; pontos 2, 3, 4
e 5), Klebsiella pneumoniae (n=4; pontos 2, 3 e 4), Acinetobacter radioresistens
(n=3, pontos 2 e 3) e Proteus mirabilis (n=3; pontos 4 e 5). Com menor frequéncia
foram identificados isolados pertencentes as espécies Brevundiomonas diminuta
(n=2; pontos 3 e 5), Providencia rettgeri (n=2; ponto 4), Alcaligenes faecalis (n=1;
ponto 4) e Pseudomonas putida (n=1; ponto 3). A partir dessas analises, verificou-se
gue o ponto 2 apresentou maior diversidade microbiana, com nove espécies
diferentes enquanto no ponto 1 foi observado a menor diversidade, representado
com apenas trés espécies (Figura 1).

As sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1.500 pb) foram
alinhadas e comparadas com sequencias previamente depositadas no banco de
dados GenBank, e apresentaram valores de similaridade entre 97-99%, revelando
alto grau de similaridade genética e possibilitando a confirmacdo da identidade de
todos os isolados obtida pela técnica MALDI-TOF-MS (Tabela 2). O isolado P3PAh,
nao identificado pelo MALDI-TOF-MS, apresentou 99% de similaridade com a
sequencia da espécie Exiguobacterium sp. A partir do dendograma, observou-se o
agrupamento entre as sequencias obtidas nesse estudo com as disponibilizadas no

banco de dados, confirmando a identidade molecular (Figura 2).

Discusséao

A diversidade microbiana nos ecossistemas aquaticos é determinada por

varias caracteristicas ambientais como temperatura, salinidade, pH, entre outras
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(MARECKOVA et al., 2020). Nas ultimas décadas, o processo de urbanizacdo e
seus impactos ambientais tém interferido na dindmica desses ecossistemas,
modificando a estrutura e fungdo das comunidades microbianas (RESENDE; SILVA,
DINIZ, 2020). A répida identificagdo de microrganismos presentes em ambientes
aquaticos impactados é necessaria para monitorar as mudancas ocorridas nestas
comunidades e identificar possiveis riscos a saude publica. Diante disso, o presente
estudo se propds a avaliar a aplicabilidade de técnicas que possibilitem uma rapida e
confidvel identificacdo de microrganismos provenientes de um riacho urbano
impactado.

A caracterizagdo morfolégica dos 50 isolados obtidos no ecossistema
investigado, revelou que apesar das diferencas morfoldgicas encontradas, estas
apresentaram baixo poder discriminatorio, ndo sendo suficiente para identificar a
caracterizagdo taxondmica dos isolados. Tradicionalmente, os métodos fenotipicos
incluindo analises morfologicas e fisiologicas, vem sendo amplamente utilizados
como primeira diferenciacdo microbiana. Contudo, esses apresentam uma baixa
reprodutibilidade e nem sempre permitem uma identificacdo precisa ao nivel de
espécie (ELMACI et al., 2015) e por isso outros meétodos complementares sao
recomendados para uma confiavel identificacdo. No presente estudo, a aplicacao
desta metodologia apesar de néo ser suficiente para identificar os géneros e
espécies presentes neste ecossistema, foi satisfatoria para isolar e caracterizar as
diferentes coldnias bacterianas existentes nos diferentes pontos de investigacao;
além de contribuir para ampliar o acervo de bactérias obtidas de ambientes
aquaticos impactados da UFPE.

Como alternativa para caracterizacdo taxondmica de microrganismos, vem
sendo utilizadas diferentes técnicas moleculares. Uma dessas corresponde ao
MALDI-TOF-MS, amplamente aplicada na investigacao e identificacdo de proteinas
e peptideos que caracterizam espécies bacterianas. Varios estudos tém
demonstrado a alta reprodutibilidade deste método quando comparado com outros
considerados “padrao-ouro” (BRUYNE et al., 2011; LO et al., 2015). Sua efetiva
aplicacao requer a utilizacdo de bancos de dados internacionais, além de softwares
especificos para comparacdo dos espectros proteicos. Varias plataformas
comerciais foram desenvolvidas para essas analises, entretanto, sdo direcionadas
para microrganismos de interesse clinico (CARBONNELLE et al., 2011). Diante

desse fato, para microbiologia ambiental, essa técnica ainda é pouco explorada,
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sendo mais utilizada para investigar espécie Unica ou grupos microbianos
selecionados (NOWAKIEWICZ et al, 2017).

No presente trabalho, os isolados foram identificados por meio da técnica de
MALDI-TOF-MS, no qual 86% foram identificados ao nivel de espécie e 12% ao nivel
de género. Os espectros bacterianos obtidos podem ser influenciados pelas
mudancas ambientais, alterando processos celulares, consequentemente,
modificando o perfil protéico e dificultando a identificacdo das espécies dos
microrganismos (LAY, 2001; MARTIN et al., 2017). No estudo realizado por Avazi et
al. (2016) os autores identificaram bactérias isoladas de uma mina de cobre por meio
do MALDI-TOF-MS e relataram a dificuldade de identificar os géneros Bacillus e
Enterobacter. Segundo eles, apesar desses isolados serem representados no banco
de dados, hda uma ampla diversidade genética desses géneros dificultando sua
identificac&o.

Dentre os isolados estudados no presente trabalho, apenas P3PAh né&o teve
sua identidade confirmada por essa técnica, sendo posteriormente identificado como
pertencente a espécie Exiguobacterium sp. por meio do sequenciamento do gene
16S rRNA. Esse dado corrobora com o resultado obtido por Timperio et al. (2017),
no qual um isolado pertencente a espécie Exiguobacterium oxidotolerans néo foi
identificado devido a auséncia de um espectro de referéncia no banco de dados.
Curiosamente, Purificacdo-Junior et al. (2016) apresentou dificuldade na
identificacdo desse género no mesmo ambiente, sendo fenotipicamente identificado
como pertencente a espécie Staphylococcus hominis. Essa divergéncia foi justificada
pelo fato de que ambos 0s géneros apresentam caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas semelhantes.

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi utilizado para confirmar a acuracia
dos resultados obtidos pelo MALDI-TOF-MS. O gene 16S rRNA é amplamente
utilizado como marcador filogenético, pois apresenta sequéncias altamente
conservadas entre regifes variaveis; esta presente e desempenha a mesma funcéo
em todos os organismos, ndo € afetado por mudancas ambientais e apresenta um
tamanho suficiente para ser utilizado em inferéncias taxonémicas (SRINIVASAN et
al.,, 2015). As sequéncias desse gene ja foram determinadas para um ndamero
grande de linhagens bacterianas e estdo, em sua maioria, depositadas no GenBank
(CLARRIDGE, 2004; BENSON et al., 2012), e por isso, esta técnica € considerada

padrao ouro para identificagdo microbiana.
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De acordo com Stackebrant e Goebel (1994), para considerar que isolados
pertencem a mesma espécies € necessario que ela possua uma homologia na
sequéncia do gene 16S rRNA maior que 97%. As sequencias obtidas no presente
estudo apresentaram valores de similaridade entre 97-99%, permitindo a
confirmacgéo da identidade dos isolados.

Foi observada uma concordancia de 100% entre os dois métodos moleculares
testados, demonstrando a confiabilidade do MALDI-TOF-MS para a identificacao de
microrganismos de um ambiente impactado. Alguns trabalhados vém comparando a
aplicabilidade desses dois métodos para este fim, obtendo concordancia entre 50-
100%, dependendo dos géneros estudados (AVANZI et al. 2017; EMAMI et al.,
2016; SANTOS et al., 2017). Timperio et al. (2017) avaliaram os dois métodos para
identificar bactérias isoladas do oceano Artico e obtiveram concordancia de 100% a
nivel de género. Resultado semelhante foi obtido por Avanzi et al. (2017) ao
investigar a eficiéncia do MALDI-TOF-MS na identificagdo de bactérias resistentes
ao cobre isoladas de mineragcédo ambiental.

Em controvérsia, Oberbeckman et al. (2011), obteve apenas 43% de
concordancia ao analisar isolados de Vibrio obtidos de aguas temperadas. Essa
diferenca ocorre, principalmente, devido a limitacdo do banco de dados
(KOPCAKOVA et al., 2014), revelando a necessidade de mais estudos na area de
microbiologia ambiental, com o objetivo de adicionar novos espectros proteicos no
banco de dados para consultas futuras.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel ampliar a
caracterizacdo da microbiota do ecossistema investigado iniciada por Purificacdo et
al., (2017). No presente trabalho, o género Bacillus foi o mais prevalente, sendo
encontrado em todos os pontos. Esse género é ubiquo na natureza, podendo ser
encontrado na &gua, solo, sedimentos e plantas (CEUPPENS, et al, 2013;
BRILLARD et al, 2014; MURREL, 2018). Em condi¢cdes de estresse ambiental, como
contaminacao, essa bactéria pode produzir enddsporos e se manter dormente por
um longo periodo de tempo (GOSH; SETLOW, 2009). Das espécies identificadas, B.
cereus € conhecida por ser um patdégeno humano, podendo ser responsavel por
varias infeccdes (HAN et al., 2006; STENFORS ARNESEN et al, 2008). Além deste,
outras espécies isoladas do ambiente investigado, sdo descritas na literatura como
potenciais patdgenos humanos S. saprophyticus (SANTOS et al., 2018), B. diminuta
(RYAN; PEMBROKE, 2018), A. radioresistents (VISCA et al., 2001).
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Membros da familia Enterobacteriacea foram obtidos na maioria dos pontos
do riacho Cavouco, representados por espécies como E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis, E. clocae e P. rettgeri. A maioria dessas espécies € comumente
encontrada no trato intestinal de seres humanos e animais e sua presenca em
ambientes aquaticos indica a contaminacdo de origem fecal (LIU et al., 2015; PALL
et al., 2015).

Purificacdo et al. (2017) realizaram a analise da qualidade da &agua e
caracterizaram a microbiota amostral do riacho Cavouco, observando a presenca de
coliformes totais e termotolerantes e identificando espécies de enterobactérias
semelhantes ao encontrado no presente estudo. Este fato confirma a importancia do
monitoramento desse ambiente e a necessidade de uma técnica de identificacao
microbiana rapida e confiavel, a fim de avaliar o nivel de contaminagdo e os

possiveis riscos a saude publica.

Conclusao

O presente estudo revelou que o MALDI-TOF-MS foi eficiente para
identificacdo de microrganismos isolados de um ambiente aquatico impactado.
Apesar da limitacdo dos bancos de dados, essa técnica apresentou alta taxa de
identificacdo e corroborou com os resultados obtidos pelo sequenciamento do gene
16S rRNA. Os dados sugerem que o MALDI-TOF-MS é uma técnica rapida,
confiavel e de baixo-custo para caracterizar comunidades microbianas nestes
ecossistemas impactados. Contudo, para uma identificacdo mais acurada de
espécies, os bancos de dados necessitam ser expandidos com espectros proteicos
de um maior niumero de isolados ambientais. A partir dos resultados obtidos,
verificou-se a presenca de microrganismos patogénicos no riacho Cavouco,
configurando esse ambiente como um risco potencial de transmissédo de doencas de
veiculacdo hidrica e evidenciando a importancia de um constante e eficaz

monitoramento da microbiota local.
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas morfolégicas de isolados bacterianos obtidos de um riacho urbano
impactado em Pernambuco, Brasil.

Pontos Isolados Forma Borda Superficie Transparéncia Coloragdo Muco Brilho

P1PAa Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -

P1PAc Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -

P1PAd Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -

P1 P1PAe Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -
P1PAh Circular Ondulada Lisa Opaca Creme + +

P1SBf Circular Ondulada Lisa Opaca Creme - -

P1SBg Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -

P2PBa Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -

P2PBb Circular Inteira Lisa Opaca Creme + +

P2PBc Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -

P2SAb Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +

P2SAc Circular Inteira Lisa Transparente Creme - +

P2 P2SAd Circular Ondulada Lisa Opaca Creme + +
P2SBa Circular Filamentosa Lisa Opaca Amarela - +

P2SBc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +

P2SBd Circular Inteira Lisa Transparente Creme + +

P2SBe Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -

P2SBf Circular Inteira Lisa Opaca Amarela + +

P2SBg Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -

P3PAC Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +

P3PAd Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +

P3PAe Circular Inteira Lisa Transparente Creme - +

P3PAf Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -

P3PAg Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -

P3SAa Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -

P3SAb Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -

P3 P3SAc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P3SAd  Filamentosa Filamentosa Rugosa Opaca Creme - -

P3SAe Circular Inteira Rugosa Opaca Creme - -
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Tabela 2 - Caracterizacdo molecular (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene 16S rRNA) de

isolados bacterianos obtidos de um riacho urbano impactado em Pernambuco, Brasil.

MALDI-TOF-MS

16S rRNA gene sequencing

Pontos Isolados Espécies Pontuacéao Espécies Similarity Adeséo
P1SBf Bacillus cereus 2.281 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P1SBg Bacillus cereus 2.144 Bacillus cereus 98% HBUO7116
P1 P1PAa Staphylococcus 2977 Staphyloco_ccus 99% KM37850
saprophyticus saprophyticus
P1PAd Bacillus cereus 2.134 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P1PAh Bacillus pumulis 2.019 Bacillus pumulis 99% MF662817
P2SAb Enterobacter 1.818 Enterobacter clocae 99% HBUO7116
clocae
P2SAc Escherichia coli 2.231 Escherichia coli 99% MH532537
P2SAd Bacillus pumulis 2.028 Bacillus pumulis 99% MF662817
P2SBa Brachybacterium 2.036 Brachybacterium faecium 99% NR_119205
faecium
P2SBc Staphylococcus 2.008 Staphylococcus sciuri 99% MG517422
sciuri
P2SRd Staphylocopcus 2 002 Staphyloco_ccus 99% KM37850
P2 saprophyticus saprophyticus
P2SBe Bacillus cereus 2.150 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P2SBf  Enterobacter kobei 2.279 Enterobacter kobei 99% MF953259
P2SBg Bacillus cereus 2.115 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P2PBa Bacillus cereus 1.997 Bacillus cereus 98% HBUO07116
Klebsiella . .
KU254764
P2PBb pneumoniae 2.415 Klebsiella pneumoniae 99%
Acinetobacter Acinetobacter
. X F963620
P2PBC radioresistens 2811 radioresistens 98% :
Acinetobacter Acinetobacter
P3SAa radioresistens 2.369 radioresistens 97% KF963620
Acinetobacter Acinetobacter
P3SAb radioresistens 2.213 radioresistens 98% KF963620
nicuaIciia H B 0, JX435602
P3 P3SAc pneumoniae 2.365 Klebsiella pneumoniae 99%
P3SAd Bacillus cereus 2.180 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P3SAe Escherichia coli 2.340 Escherichia coli 99% MH532537
P3SAf Pseudomonas sp. 2.063 Pseudomonas sp. 99% JQ994361
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2.051

2.389

1.967

2.165
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JQ579638

HBUO7116

MH532537

LC141104

MF953259

MH211324

HBUO7116

MG757525

KY357285

MF662817

KX036856

FJ828890

AB841264

HBUO7116

MH532537

KX289656

HBUO7116

KX289656

MH532480

MH532480

HBUO7116

HBUO7116

MH211324

MG517422

HBUO7116

KX275402
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P5PAe Escherichia coli 2.173 Escherichia coli 99% MH532537

Staphylococcus

PSPAf S
sciuri

2.185 Staphylococcus sciuri 98% MG517422
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Figura 1 - Analise comparativa de métodos moleculares (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene
16S rRNA) na identificacao e distribuicdo de isolados bacterianos em um ambiente aquatico

impactado.
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Figura 2 - Dendograma gerado a partir das sequéncias do gene 16S rRNA de isolados bacterianos
obtidos do riacho Cavouco e sequencias referéncias depositadas no GenBank.
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4.4 ARTIGO EXPERIMENTAL 2

Os resultados do estudo retrospectivo e comparativo do Riacho Cavouco

estdo apresentados no artigo a seguir, a ser submetido para publicagao.

ARTIGO

ANALISE RETROSPECTIVA E COMPARATIVA DE UM RIACHO URBANO
IMPACTADO EM RECIFE-PE, BRASIL

Karolayne Silva Souza?; Milena Roberta Freire da Silva'; Bruno Oliveira de Veras?;
lago José Santos da Silva? Fabricio Motteran?; Ilton Palmeira da Silva3 Livia
Caroline Alexandre de Araujo!; Maria Betania Melo de Oliveirat

!Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE
’Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE

3Centro Universitario do Rio Sdo Francisco — UniRios

Autor correspondente:
Prof.2 Maria Betania Melo de Oliveira
Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Bioquimica
E-mail: maria.bmoliveira@ufpe.br

Resumo

As atividades antropogénicas tém contribuido na degradacdo ambiental de
ambientes aquaticos, principalmente os de agua doce, como os rios. O Riacho
Cavouco é um dos principais percursores hidricos da cidade do Recife-PE, Brasil.
Este riacho recebe o aporte de efluentes domésticos, quimicos e hospitalares, o que
vem contribuindo para seu impacto ambiental. O objetivo do presente trabalho foi
realizar um estudo de vigilancia no riacho Cavouco por meio de dados retrospectivos
e atuais das condi¢cGes ambientais deste ecossistema. Para compor os dados atuais

de monitoramento do Riacho Cavouco foram coletados agua em trés pontos
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especificos do trecho, o qual foram submetidas as andlises fisico-quimicas,
microbiologicas, parasitolégicas e cromatograficas. As analises fisico-quimicas
apresentaram-se fora da normalidade para condutividade e demanda quimica de
oxigénio segundo a Resolugdo CONAMA 357/2005. Para as andlises de metais, o
aluminio e o ferro tiveram acima dos limitrofes permitidos. Quanto a qualidade da
agua todos os pontos foram positivos para andlises de coliformes totais e
Escherichia coli e apenas o ponto 2 foi positivo para os parametros parasitologicos.
Apés a aquisicdo desses dados, realizou-se analise retrospectiva e comparativa do
Riacho Cavouco, a qual demonstrou um aumento gradativo na sua degradacgéao ,
principalmente nos pontos a partir do Centro de tecnologia e Geociéncia (CTG) até o
Hospital das Clinicas (HC), sendo este um alerta para uma melhor elaboracdo de

gestao e conservacao deste riacho.

Palavras-Chave: Monitoramento. Degradacéo. Poluentes. Impactacéo.

Introducéo

Os ecossistemas aquaticos estdo sujeitos a diversas formas de alteracoes,
naturais e antropicas. Essas alteracbes ocorrem devido ao crescimento
populacional, com o concomitante aumento pelo suprimento de agua de boa
gualidade. Um dos fatores mais complexos referentes a agua € o equilibrio entre a
disponibilidade para o consumo humano e a utilizagdo nos mais variados processos
humanos e industriais. Desta forma, o uso desordenado dos recursos hidricos pode
trazer variadas alteracGes de seus parametros de qualidade (LEITE JUNIOR et al.,
2020).

A poluicdo de ambientes aquaticos ndo é novidade ao longo da histéria da
humanidade. Dentre esses ambientes, 0s rios e o0s riachos sdo os mais afetados
(GARCIAS et al., 2020). Os riachos, em éareas urbanas, sdo impactados com o
lancamento de residuos soélidos e esgoto in natura, como resultado da auséncia ou
precariedade dos sistemas publicos de saneamento nas cidades, ocasionando
impactos negativos e, muitas vezes irreversiveis aos cursos d’agua. Alem destas
consequéncias, observa-se também a proliferagdo de doencas, pois em alguns
casos ha o aumento significativo de bactérias patogénicas (COMETTI; CABRAL,;
CONCEICAO, 2019).
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O Riacho Cavouco tem aproximadamente 6km de extensdo e largura que
varia de 2 a 1,5 metros. Sua nascente localiza-se no Campus Recife da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e realiza um importante percurso
hidrico pelo Recife (SANTANA; BEZERRA; SILVA, 2020). Em seu curso o riacho
recebe efluentes domésticos, quimicos e hospitalares, desaguando na margem
direita de um dos principais rios do estado de Pernambuco, o Rio Capibaribe, o qual
é utilizado para agricultura e pesca local (ARAUJO; OLIVEIRA, 2013).Este riacho
esta enquadrado na classificacdo Il da Resolu¢cdo do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) 357 de 2005 referentes aos corpos hidricos, dos quais,
estabelece limitrofes individuais para substancias analisadas neste ambiente
aquatico, visto que, a vigéncia dessa resolucdo, possibilita o monitoramento da
gualidade das aguas e controle de fontes emissoras de poluentes.

Desta forma, o monitoramento e a avaliagdo da qualidade da agua sao
essenciais para a gestao adequada desse recurso. A avaliacdo de parametros fisico-
guimicos e microbiologico permite detectar o grau de poluicdo, bem como auxilia na
tomada de deciséo por meio de estratégias que possam melhorar a qualidade deste
ambiente, além de minimizar 0s riscos iminentes a saude da populacéo
(QUINELATO et al., 2020).

Sendo assim, o0 objetivo do presente estudo foi realizar um estudo
retrospectivo e comparativo das condicdes fisico-quimica e microbiologica de um

riacho urbano impactado ao longo do tempo.

Metodologia

Analise Experimental

Descricado do local de estudo e coleta das amostras

O Riacho Cavouco, localiza-se na latitude 8 ° 2'52,05 "S e longitude 34 °
57'10,33" W, da UFPE, Brasil. Este tem aproximadamente 6 km de extensdo e
desagua na margem direita do rio Capibaribe (PURIFICACAO et al., 2017). Para
este trabalho foi coletado agua da superficie de trés pontos especificos: : Ponte do

Centro de Tecnologia e Geociéncias — CTG (P1), Ponte do Laboratério de
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Imunopatologia Keizo Asami — LIKA (P2) e Ponte do Hospital das Clinicas —
HC/Ambserv (P3), Figura 1. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro
com capacidade para 1 litro, sendo estes acondicionados em caixa térmica e
encaminhadas para o Laboratério de Biologia Molecular (BioMol) da UFPE, onde

foram mantidos em ambiente refrigerado a 4 °C até a realiza¢cdo das analises.

Figura 1 - Descricdo geografica dos pontos de coleta no Riacho Cavouco em Recife-PE.
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Fonte: Autores, 2021.
Analise fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas foram realizadas de forma automatizada utilizando
multiparametro portatii HQ40d da Hach para determinacdo dos parametros de
temperatura, pH, condutividade Oxigénio Dissolvido (OD), Potencial Redox (ORP),
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO).

Andlise de metais
A determinagcdo de Aluminio (Al), Cadmio (Cd), Cadmio (Cr), Cobre (Cu),

Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb), Zinco (Zn) e Ferro (Fe) foi realizada

usando um espectrdmetro de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente
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(ICP OES, Modelo 5100, Agilent Technologies, EUA). As seguintes condi¢des
operacionais foram utilizadas para o ICP OES: poténcia de radiofrequéncia de 1200
W, vazdo do gas do plasma de 12 L min’, vazdo do gas auxiliar de 1,0 L min,
vazdo do gas de nebulizacdo de 1,0 L min’, vazdo da amostra de 1,0 mL min,
tempo de lavagem com a nova amostra (flush time) de 10 s, tempo de retardo na
captacdo do sinal da nova amostra (delay time) de 15 s, nebulizador concéntrico e
camara de nebulizacdo ciclonica. As seguintes linhas de emissdo, em nm
(nandmetro), foram monitoradas na vista axial do plasma: Al (396,152); Cd
(228,802); Cr (267,716); Cu (324,754); Fe (238,204), Mn (257,610); Ni (231,604); Pb
(220,353) e Zn (213,857). Argbnio com pureza minima de 99,999% (White Martins -
Praxair, Brasil) foi usado nas determinacbes por ICP OES para a geragcdo do

plasma, na nebulizacdo e como gas auxiliar.

Analises de Coliformes Totais e Escherichia coli

As andlises de coliformes totais e Escherichia coli (E. coli) foram realizadas
por meio do método cromogénico (reagente cromogénio Colilert® e cartelas Quanti-
Tray/2000) do fabricante IDEXX e os resultados foram expressos como Numero

Mais Provavel (NMP) por 100 mL de amostra, para os trés pontos investigados.

Analise Parasitologica

A andlise parasitolégica foi realizada por meio da técnica de sedimentacao
espontanea, conhecida como Método de Hoffman, Pons e Janer (2026) com
adaptacdes. As amostras coletadas foram homogeneizadas e transferidas 100 mL
de agua para um cdlice, ficando em repouso por um periodo de 24 horas. ApGs o
periodo de repouso, o0 sedimento resultante foi coletado e analisado utilizando um
microscopio 6ptico modelo Olympus® (objetivas de 10x e 40x) (POVOAS et al.,
2020).

Analises Cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas com o Cromatédgrafo Liquido de

Alta Eficiéncia, modelo LC-20AT da Shimadzu, com detectores de arranjo de diodo
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e indice de refracao.

Anédlise Retrospectiva e Comparativa

Elaborou-se um estudo retrospectivo, de carater analitico e descritivo,
realizado por meio da analise de dados de estudos do periodo de 2013 a 2021 de
monitoramento do Riacho Cavouco em comparativo com os dados atuais do
presente estudo. Utilizou-se como comparativos variaveis quantitativas de
parametros fisico-quimicos: temperatura, pH, OD e condutividade, dados
guantitativos de metais pesados: Al, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn, Fe, assim como
dados qualitativos de isolados bacterianos (géneros e espécie). Os dados coletados
foram tabulados no Software Microsoft Excel 2016, de modo que, foram excluidos
aqueles que nao possibilitariam a analise comparativa, principalmente ocasionada

pela escassez de dados.

Resultados e Discussao

Analise fisico-quimica

Para avaliar a qualidade da agua do Riacho Cavouco, foram utilizadas
analises fisico-quimicas normatizadas pela Resolucdo do CONAMA 357/200, que
dispbe sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento dos

corpos de agua superficiais, as quais podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Avaliagdo dos parametros fisico-quimicos investigados em trés pontos do riacho Cavouco.

Amostras
Parametro Pl p7 3 Limitrofes
Temperatura (°C) 22,4 22,3 22,4 ND
pH 7,83 6,99 7,17 6-9
Condutividade (US cm™) 1501 742 810 <100 uS/cm
OD (mg O, LT 8,69 5,50 3,00 >5mgL-1
ORP (mV) 191,9 171,3 70,5 > 400 mV
DQO (mg O LY) 28 78 74 5,0mgL-1

Legenda: OD — Oxigénio dissolvido; ORP — Potencial redox; DQO — Demanda quimica de
oxigénio.
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Nos trés pontos analisados a temperatura apresentou uma variagéo de (22,3
+ 0,1), sendo, portanto, considerado um valor adequado para o ambiente
investigado. A temperatura do ambiente aquatico esta diretamente relacionada com
a penetracdo luminosa que, juntamente com os diferentes comprimentos de ondas, é
responsavel pelo balango térmico da agua. Este € um parametro que desempenha
papel essencial no meio aquético, tendo em vista que pode ser influenciado por
diversas variaveis fisico-quimicas, além de apresentar influéncias sobre as reacfes
guimicas que ocorrem nos organismos presentes neste meio (SOUSA et al., 2021).

O pH das amostras analisadas encontrou-se dentro dos limites aceitaveis pela
legislacdo, apresentando uma variacdo de 6,99 (P2) para 7,83 (P1l), como
demonstrado na Tabela 1. O parametro pH expressa a concentracdo do ion
hidrogénio e a intensidade da condigéo acida ou basica de uma amostra, senda esta
uma das variaveis ambientais mais importantes de se analisar (BRITO et al., 2020).
Pode apresentar origem natural, quando é decorrente do processo de fotossintese,
dissolucdo de rochas e oxidacdo da matéria organica, jA quando tem origem
antropogénica é resultante de despejos domeésticos e industriais (CHUKWURA; IBO,
2020).

Na legislacdo vigente, ndo ha padrdes para a condutividade. No entanto,
valores acima de 100 uS/cm podem ser um indicativo de ambientes impactados.
Desta forma, observa-se que em todos os pontos analisados o valor ultrapassou o
gue é estabelecido, sendo o (P1) o que apresentou o maior valor, 1501 uS/cm. Desta
forma, os valores elevados nos pontos analisados sé&o indicativos de que estes
locais recebem grande quantidade de efluentes contendo substancias quimicas, as
guais acarretam na elevacdo da condutividade da agua Araujo e Oliveira (2013).
Esta variavel é importante para o diagnostico de condutividade elétrica, pois indica a
capacidade natural da agua de transmitir corrente elétrica devido a presenca de
substancias dissolvidas que se desagregam dos atomos em forma de anions e
céations, sendo diretamente proporcional a concentracdo de ions nas aguas
(SANTOS; SANTOS; SILVA, 2018; UMEH et al., 2020).

Valores baixos de OD (Oxigénio Dissolvido) sdo resultantes do langcamento de
efluentes domésticos e industriais, posto que quando ha uma elevada concentracao
de matéria organica no meio, as bactérias fazem o uso do oxigénio nos seus
processos respiratorios, acarretando na sua redugdo (POL et al., 2019), como

observado no (P3), o qual apresenta um valor de 3,00 mg L-1, estando abaixo dos
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limitrofes estabelecidos pela legislacdo. A avaliagcdo do OD no ambiente aquatico é
de suma importancia, tendo em vista que as concentracdes deste esta relacionado a
manutencado da vida aquatica.

Assim como a analise do OD, o ORP (Potencial Redox) é um parametro
relacionado ao monitoramento de ambientes aquaticos, pois € capaz de fornecer
informacdes adicionais sobre a qualidade da 4gua e o grau de poluicdo (SOUSA et
al., 2021). O Ministério do Meio Ambiente (MMA) estabelece valores para esta
variavel, visto que valores entre 200 mV e 600 mV indicam um meio fortemente
oxidante e entre -100 mV e -200 mV indicam meios redutores (FIORUCCI;
BENEDETTI FILHO, 2005). O ORP nos pontos investigados apresentou valores
positivos, indicando condi¢cdes oxidantes.

Em conjunto com os parametros citados anteriormente, o DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio) possibilita uma avaliacdo mais confiavel da extensédo da
poluicdo no ambiente aquatico, pois sua concentracao eleva quando existe uma alta
descarga de matéria organica e inorganica, tendo como limite padréo 5,0 mg L-1
(POL et al., 2019; SANTOS; SANTOS; SILVA, 2018). Os valores elevados de DQO
em todos os pontos analisados pode indicar a presenca de matéria organica
presente no meio, sendo que para a sua degradacdo sera consumido maiores
guantidades de oxigénio dissolvido, tornando um local suscetivel a sofrer um déficit
de oxigénio, podendo acarretar na incapacidade de sobrevivéncia de seres vivos
neste ambiente (CHAGAS; LIMA; FELICI, 2020).

Andlise de metais

Diante das diversas formas de contaminacdo do ambiente aquatico, a
contaminacao por metais pesados tem trazido preocupacfes aos pesquisadores e
orgaos governamentais devido ao seu potencial de toxicidade para os organismos
aquaticos e para a saude da populacdo (CARVALHO et al., 2017). As andlises
realizadas nos trés pontos de estudo, detectaram alguns metais na agua do riacho
Cavouco. A tabela 2, apresenta os valores encontrados e compara com 0s valores
limitrofes estabelecidos pela Portaria n® 2914, de 12 de dezembro de 2011 do MS.
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Tabela 2 - Concentracéo de metais detectados nos trés pontos do riacho Cavouco e comparagdo dos
seus valores com o estabelecido pela legislagéo.

Limitrofes
Minerais (mg L) P1 P2 P3

(mg/L)
Al 0,67 0,44 0,64 0,2
Cd <0,0017 < 0,0017 < 0,0017 0,005
Cr < 0,0021 0,0023 0,0037 0,05
Cu 0,014 < 0,0054 < 0,0054 2
Mn 0,056 0,079 0,23 0,1
Ni < 0,0087 < 0,0087 < 0,0087 0,07
Pb < 0,016 < 0,016 < 0,016 0,01
Zn < 0,018 0,018 0,023 5
Fe 0,85 0,50 0,82 0,3

Legenda: Al — Aluminio, Cd -Cadmio, Cr -Cromo, Cu — Cobre, Mn - Manganés, Ni — Niquel, Pb -
Chumbo, Zn - Zinco, Fe - Ferro.

Todos os metais analisados foram detectados nos trés pontos investigados.
No entanto, o aluminio e o ferro apresentaram valores superiores aos limitrofes em
todos os locais, bem como o manganés que apresentou teores elevados no P3
Estes resultados sdo semelhantes ao encontrado por Araujo e Oliveira (2013) em
estudos anteriores. Concentracdes de aluminio na agua com valores superiores a
0,2 mg/L-! podem gerar gosto desagradavel, além de ser um composto neurotéxico,
pois existem alguns relatos que relacionam seu acumulo no homem ao
desevolvimento do mal de Alzheimer (CARVALHO et al., 2017).

Resultados similares referente a presenca de manganés foram observados no
estudo de Melo et al., (2018), o qual relacionou a presenca desse metal com a
presenca de matéria organica no ambiente. Ja Araudjo e Oliveira (2013), associou 0s
metais manganés e ferro com o acumulo de matéria organica no ambiente aquético.

A presenca de metais nos ambientes aquaticos sao provenientes
principalmente de efluentes industriais, urbanos e agricolas, sendo estes lancados
diretamente no ambiente, o que acarreta em danos a saude das plantas, animais e
seres humanos (KUMAR et al., 2019). Desta maneira, altas concentracdes de metais
em ambientes aquaticos esta relacionada a reducao da qualidade da agua, por isso
a deteccao dessas substancias auxilia na predicdo dos danos ocasionados a este

ambiente, tendo em vista que ndo sado biodegradaveis, e mesmo em concentracées
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baixas podem ocasionar impactos negativos (SALL et al., 2020).

Anédlise de coliformes e parasitolégica
Os trés pontos investigados mostraram-se positivos para coliformes totais e E.
coli. Diante da andlise foi demonstrada uma variacdo do NMP de 2,0 x 10° a >2,4 x

107 para coliformes totais e de 1,1 x 10*a 2,0 x 10° para E. coli, (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise de coliformes totais e E. coli nos trés pontos investigados.

Pontos de

Coliformes totais
TR E. coli (NMP/100ml)
(NMP/100ml)

P1 >2,4 x 107 2,0 x 108
P2 2,0x 10° 1,1x 10
P3 2,6 x 10° 3,5x 10*

aNMP — Numero Mais Provavel.

A analise de coliformes e E. coli sdo utilizados como bioindicadores para
avaliar a qualidade da agua, indicando a presenca de contaminacéo fecal de origem
animal e humana, visto que, esses indicadores biolégicos sdo organismos vivos que
podem indicar mudancas causadas pela poluicdo, ocasionando impactos tanto no
ecossistema aquatico como a saude humana (ANDRADE; BARROS, 2019).

Os resultados apresentados na presente pesquisa se assemelham com o
descrito no estudo realizado por Moura; Assumpcdo e Bischoff (2021), revelando
gue esta agua esta impropria para o uso humano e animal, além de demonstrar
elevado risco para a saude. Atualmente, a avaliacdo destes parametros € utilizada
como bioindicador da qualidade da agua destinada para o consumo humano e
balneabilidade (GORONSKI et al.,, 2021). Todavia, diante do estabelecido como
limitrofe pela Resolucdo do CONAMA 357/2005, as amostras de agua analisadas
apresentam ma qualidade higiénico-sanitaria e ndo atendem aos padrdes definidos
pela legislacdo em vigor, visto que, neste local ha o despejo de esgoto sanitario de
forma irregular por comunidades circunvizinhas, residuos hospitalares e

laboratoriais, o qual acarreta no processo de contaminagéo e poluicdo do ambiente.



97

Em relacdo a analise parasitolégica, apenas o P2 mostrou-se positivo para a
presenca de Paramecium. Neste ponto ocorre o despejo de residuos laboratoriais
oriundos de pesquisas. A presenca desta espécie neste local indica uma estagnacao
de matéria organica em decomposicdo na agua, visto que, esse protozoario €
caracterizado por ser sensivel as mudancas ambientais, e considerado, portanto, um
bioindicador de qualidade da agua, principalmente em curtos periodos de tempo,
devido a sua elevada taxa metabdlica (PINHEIRO; TORRES; FERREIRA, 2017).

Andlises Cromatograficas

As analises cromatograficas foram direcionadas a deteccdo de algumas
substancias: anilina, acido benzoico, catecol, acidos organicos volateis (acético,
propanoico, isobutanoico, butanoico, isopentanoico, pentanoico, hexanoico),
acucares (sacarose, glicose, frutose), alcoois (glicerol, 1,3 propanodiol, etanol,
butanol), 2,4-diaminoanisol (DAAN), 2,4-dinitroanisol (DNAN) e 2-metoxi-5-
nitroanilina (MENA). Felizmente, nenhuma dessas substancias foi detectada nos
trechos investigados.

Portanto, uma das técnicas cromatograficas mais utilizadas em analises de
contaminantes ambientais € a Cromatografia Liquida (CL), que possibilita a deteccao
de distintas propriedades fisico-quimicas e substancias (MOLINA et al.,, 2014).
Sendo assim, a ndo deteccdo destes contaminantes no Riacho Cavouco pode ser
explicado pela presenca em quantidades inferiores aos limites de deteccdo do
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia modelo LC-20AT. Outra questdo que pode
justificar a ndo deteccdo destas amostras neste riacho € o volume de agua do

ambiente, o qual auxilia na diluicdo dos mesmos.

Analise retrospectiva e comparativa

A analise retrospectiva consistiu em apanhados de estudos de monitoramento
do Cavouco de 2013-2021 em comparativo com dados do atual estudo. Na Figura 2
observa-se um esquema representativo de linha do tempo, o qual apresenta as
datas das respectivas coletas amostrais dos estudos e quantificacdo dos pontos
especificos coletados, assim como é demonstrado na Tabela 4 os principais

parametros fisico-quimicos e metais analisados pelos autores.
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Figura 2 - Linha do tempo com descrigdo dos estudos realizados no riacho Cavouco.

Aral.'ljo; Oliveira, 2013 Araﬂjo et al.. 2021
“Monitoramento da qualidade das «pAplicabilidade de téchi
Coleta W ! dade | plicabilidade de técnicas para
aguas de um riacho da Universidade Coleta identificagdo microbiana em um riacho
2012 Federal de Pernambuco, Brasil” 2015 urbano impactado”
Purificagdo et al., 2017
SUEER «Amostras da Microbiota em um riacho PLECR o estudo
2013 poluido em Recife-PE, Brasil e sua 2021

importancia para a saude publica”

Fonte: Autores, 2021.

Em Relacdo aos resultados, as Tabelas 4,5,6 apresentam dados dos
principais parametros fisico-quimicos, metais e isolados bacterianos dos estudos

comparativos.

Tabela 4 - Comparativo de parametros fisico-quimicos do Riacho Cavouco.

Pontos Temperatura | pH | OD Condutividade Estudos
Nascente 30 9 8 600 Aradjo; Oliveira, 2013
28 7 1 1500 Aradjo; Oliveira, 2013
Ponto do CTG
22,4 7,83 | 8,69 1501 Atual, 2021
Ponto daBC 29 8 2,5 1400 Aradjo; Oliveira, 2013
28,8 8 4 1400 Aradjo; Oliveira, 2013
Ponto do LIKA
22,3 6,99 | 5,50 742 Atual, 2021
28,8 7 2 1300 Aradjo; Oliveira, 2013
Ponto do HC
22,4 7,17 | 3,00 810 Atual, 2021

Legenda: CTG — Centro de Tecnologia e Geociéncias, BC — Biblioteca Central, LIKA- Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami, hc — Hospital das Clinicas, OD — oxigénio Dissolvido.



Tabela 5 - Comparativo de metais no Riacho Cavouco.
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Pontos Al Cd Cr Cu Mn Ni Pb Zn Fe Estudos
Araujo;
Nascente | . ND ND ND ND ; ND | ND | 1,32| Oliveira,
2013
Araujo;
- ND ND ND | 0,06 ; ND | ND | 026] Oliveira,
Ponto do
2013
cTG
0,67 < < 0,014 | 0,056| . < | 0,018] 0,85| Atual, 2021
' 0,0017 | 0,0021 | ' ' 0,0087 | 0,016 | ’ ual,
Ponto da Aratjo;
Be ; ND ND ND ND ; ND | ND | 0,28| Oliveira,
2013
Araujo;
; ND ND ND | 0,02 ; ND | ND | 022| Oliveira,
Ponto do
2013
LIKA
0,44 < 00023 | - 5 |oo79| . = < 1 0018| 0,50| Atual, 2021
' 0,0017 | 0,0054 | ' 0,0087 | 0,016 | ' ’ ual,
Aradjo;
; ND ND ND | 0,12 ; ND | ND | 025 Oliveira,
Ponto do
2013
HC
0,64 < 0,0037 | . = 0,23 < < 1 0023| 0,82| Atual, 2021
' 0,0017 | ' 0,0054 | 0,0087 | 0,016 | " ’ ual,

Legenda: Al — Aluminio, Cd -Cadmio, Cr -Cromo, Cu — Cobre, Mn - Manganés, Ni — Niquel, Pb -
Chumbo, Zn - Zinco, Fe - Ferro.

Tabela 6 - Comparativo de isolados bacterianos no Riacho Cavouco.

Pontos Géneros Espécies Estudos
Bacillus, Escherichia Bacillus cereus Purificacdo et
’ al., 2017
Nascente
Bacillus, Staphylococcus Bacillus cereus, Sta_phylococcgs saprophyticus, Aradjo et al.,
Bacillus pumulis 2021
Klebsiella, Escherichia Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae Pu;lflcggilc; et
Ponto do Bacillus, Staphylococcus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Bacillus
CTG Brachybacterium, pumulis, Brachybacterium faecium, L.
: L Aratjo et al.,
Acinetobacter, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus 2021
Enterobacter, Klebsiella, saprophyticus, Enterobacter kobei, Klebsiella
Escherichia pneumoniae, Acinetobacter radioresistens
Proteus , Pseudomonas, Proteus mirabilis, Pseudomonas sp., Klebsiella Purificagdo et
Klebsiella , Escherichia pneumoniae, Escherichia coli al., 2017
b da BC Bacillus, Acinetobacter radioresistens, Klebsiella
onto da Exiguobacterium, pneumoniae, Bacillus cereus, Escherichia coli, Aratiio et al
Acinetobacter, Pseudomonas sp., Enterobacter asburiae, ?021 "

Enterobacter,
Brevundiomonas,
Klebsiella, Escherichia,

Enterobacter kobei, Brevundiomonas diminuta,
Exiquobacterium sp.
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Pseudomonas
Bacillus, L . . .
. . Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, T
Exiquobacterium, . . . . Purificago et
. Enterobacter clocae, Bacillus licheniformis,
Enterobacter, Klebsiella, . o - . al., 2017
Escherichi Bacillus pumilis, Exiquobacterium spp.
Ponto do scherichia
LIKA Bacillus, Enterobacter, Alcaligenes faecalis Bacillus pumulis,
Alcaligenes, Klebsiella, Enterobacter clocae, Klebsiella pneumoniae, Aradjo et al.,
Proteus, Escherichia, Bacillus sp., Escherichia coli, Providencia 2021
Providencia rettgeri, Proteus mirabilis
Proteus Proteus mirabilis Purificacdo et
al., 2017
Ponto do HC Bacillus, Staphylococcus, Proteus mirabilis, Bacillus cereus, -
e . L Aragjo et al.,
Proteus, Escherichia, Brevundiomonas diminuta, Staphylococcus
. - ) ) 2021
Brevundiomonas sciuri, Escherichia coli

De acordo com os dados apresentados, percebe-se que os parametros fisico-
guimicos do Riacho Cavouco permaneceram sem grandes oscilacdes de 2013 a
2021. Entretanto, observa-se que 0 oxigénio dissolvido e a condutividade obtiveram
altos valores nos dois estudos, principalmente no ponto a partir do CTG até o Ponto
do HC. Ja os metais apresentaram maiores oscilacdes, de modo que, foram
detectados e quantificados um maior numero de metais no atual estudo, se
comparados ao anterior de Araujo e Oliveira (2013), como exemplo o Ferro que
demonstrou crescente sua deteccdo no periodo de 2013-2021, além do Aluminio
também que esteve acima dos limitrofes permitidos.

Para os isolados bacterianos, o estudo de Araujo et al., 2021 apresentou uma
totalidade de 50 isolados. Dentre esses, foram identificados 13 géneros e 20
espécies diferentes, resultando em maior abundéancia de bactérias gram-negativas.
O estudo de Purificacdo et al. (2017) demonstrou um total de 25 isolados, com
identificacdo de 7 géneros e 10 espécies bacterianas distintas, além de apresentar
maior predominancia também de bactérias gram-negativas.

A partir dos resultados comparativos evidencia-se que o Riacho Cavouco tem
sofrido impactacfes degradativas em seu ambiente ao longo dos anos, devendo-se
possivelmente as descargas de poluentes quimicos oriundos de laboratérios de
ensino e pesquisas do Campus, além de residuos de unidades de saude e de
ocupacdes circunvizinhas, principalmente no trecho entre o CTG e o HC. Portanto,
essa poluicdo constante contribuiu para o aumento gradativo de metais no riacho,
tanto de aluminio quanto de ferro, assim como o surgimento de novos metais

detectados na agua, o qual possuem caracteristicas de toxicidade que podem
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causar perigos a saude humana e serem indicadores de bioacumulacdes de cargas
organicas no ambiente. O comparativo dos respectivos isolados bacterianos também
evidenciaram a crescente quantidade de géneros a partir do Ponto do CTG até o
Ponto do HC, corroborando com o fato de que estes sdo pontos cruciais de
negligenciamento no descarte de poluentes diretamente no riacho, o que ocasiona
variedade bacteriana, uma vez que estas possuem uma elevada capacidade

adaptativa.

Conclusodes

O trecho do Riacho Cavouco possui diferentes caracteristicas, tanto fisico-
guimicas quanto microbiolégica. Percebe-se que ao longo do tempo a condicao
ambiental desse ambiente diminuiu, sobretudo no acumulo de metais quantificados
na agua, apesar da diminuicdo das atividades durante o periodo de suspensao de
atividades presenciais no Campus.

Estudos retrospectivos e comparativos de ambientes aquaticos devem ser
realizados com mais frequéncia, pois revela as condicdes do ambiente oportuniza
para um melhor planejamento das atividades de gestdo e da sociedade nas

conservacoes destes recursos hidricos.
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5 CONCLUSOES

e Os Resultados analisados sobre o Riacho Cavouco indicam que o0s
parametros investigados estdo fora dos padrdes definidos pela legislacéo
em vigor, indicando que a agua deste ambiente esta imprOpria para

consumo humano e animal.

e Os dados apontados na aplicabilidade de técnicas moleculares na
identificagdo de bactérias revelou ser a técnica de MALDI-TOF-MS util para
caracterizacdo de bactérias de ambientes aquaticos impactados;

e O acréscimo de isolados bacterianos do Riacho Cavouco a bacterioteca de
ambientes impactados da UFPE, demonstra um aporte significativo para a
caracterizacao da microbiota e realizagcbes de pesquisas futuras;

e Os dados da analise retrospectiva e comparativa evidenciaram a
bioacumulacdo gradativa de metais tOxicos e matéria organica neste riacho,
sobretudo a presenca de bactérias patogénicas ao longo dos anos, o qual
demonstra que este ambiente apresenta crescentes danos 0s quais podem

causar prejuizos a saude humana;

e Os resultados também abordam sobre a necessidade de um monitoramento
continuo do Riacho Cavouco, para a manutencdo e conservacdo desse
ambiente aquatico, de modo que, objetive a diminuicdo de riscos a saude

publica, principalmente de doencas de veiculacdo hidrica.
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