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EPIGRAFE

“ Produz uma imensa tristeza pensar que a natureza fala enquanto a
humanidade néo escuta ”

Victor Hugo



RESUMO

A enorme geracado de lixo € uma das principais questdes ambientais da atualidade. O
descarte e tratamento inadequado do lixo oferecem sérios riscos para a saude humana
e dos ecossistemas. O chorume, liquido produzido pela decomposicédo do lixo, pode
conter muitas moléculas potencialmente danosas para o material genético, tais como
metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PHA). O presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito genotoxico e histopatologico do chorume proveniente
da Lixeira Publica de Santarém em peixes - Hyphessobrycon heterorhabdus. Foram
realizadas as técnicas do microndcleo, anormalidades nucleares eritrocitarias e ensaio
cometa para a avaliacdo da genotoxicidade. Danos teciduais foram avaliados em
preparacdes histoldgicas de branquias e figado. No laboratério, os peixes foram
expostos ao chorume (10, 5 e 2%), agua natural do igarapé Cararazinho, e benzeno
20ppm. Os biomarcadores de genotoxicidade nao tiveram variacao significativa entre os
grupos expostos e agua do igarapé, porém estes tratamentos evidenciaram danos
genotodxicos. Os tecidos branquiais e hepéaticos mostraram variados tipos de alteracdes
morfolégicas. Portanto, na luz dos dados obtidos conclui-se que a agua do igarapé
Cararazinho, ao receber descarga de chorume da lixeira publica de Santarém, contribui
para a ocorréncia de danos genotoxicos e teciduais em peixes das espécies H.
heterorhabdus.

Palavras-chaves: Micronlcleo; Anormalidades Nucleares; Ensaio Cometa;

Histopatologia;



ABSTRACT

The enormous garbage production is one of the major environmental issues in the
present. The inappropriate discard and management of garbage give serious risks to the
human and ecosystem health. The leachate, liquid produced by garbage decomposition,
may contains harmful molecules that damage the genetic material, such as heavy
metals and aromatic polycyclic hydrocarbon (APH). The present study goals to evaluate
the genotoxic and histopathological effects of the leachate from Santarém Landfill Dump
in fishes - Hyphessobrycon heterorhabdus. Micronucleus, erythrocyte nuclear
abnormalities techniques and comet assay were conducted for the genotoxicity
evaluation, while tissue injuries were assessed with gills and liver histological
preparations. The fishes were exposed to leachate (10, 5 and 2%), to natural stream
Cararazinho’s water and to 20ppm benzene. The genotoxicity biomarkers do not
evidenced significant variation between exposed and control group (stream natural
water). Gills and liver showed diverse types of tissue lesions. Therefore, under the light
of these results we conclude that Cararazinho’s stream water, because receives
leachate from the Santarém Landfill Dump, plays to the occurrence of genotoxic and

tissue damages in fishes H. heterorhabdus.

Key-Words: Micronucleus; Erythrocyte Nuclear Abnormalities; comet assay,
Histopathology



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Vista aérea da Lixeira publica de Santarém — PA (delimitada por linha laranja),
e das duas piscinas de decantacdo do chorume (delimitada por linha amarela), e
rodovia Santarém-Curua-una (indicada por seta). Fonte: Google Earth. ....................... 19
Figura 2: Formacdo do micronucleo, por meio de evento aneugénico e clastogénico.
Fonte: Terradas et al., (2010)........uuiiiiiie e e e e e 23
Figura 4: Ranking das classes de danos ao DNA detectados por ensaio cometa. Fonte:
adaptado de Valente et. al., (2017). ..cooeeeeeeeeeeeeeee e 25
Figura 5: Aspectos da morfologia externa de Hyphessobrycon heterorhabdus, Ordem
Characiformes. Fonte: Acervo LGBIO-UFOPA. ..., 29
Figura 6: Localizagdo da lixeira publica de Santarém delimitada pela linha amarela.
Leito do Igarapé Cararazinho (linha azul). Estrada de acesso a comunidade Miritituba
(linha branca). Em destaque: Mapa do Brasil, Estado do Para, com a area de estudo no
retangulo branco. Fonte: Google Earth. ... 31
Figura 7: Localizacdo e caracteristicas dos locais de coleta de chorume da Lixeira
Publica de Santarém (LPS) e de amostras (aguas, peixes) do lgarapé Cararazinho, na
area de influéncia da LPS. a) Pontos de coleta de amostras (setas) e curso estimado do
igarapé (linha amarela); b) aspecto fisico do igarapé Cararazinho no dia da coleta; c)
coleta e coloragdo do chorume da LPS; d) coleta de peixes Hyphessobrycon
heterorhabdus no igarapé Cararazinho; e) acondicionamento de peixes para transporte
ao laboratorio; f) coleta de agua do
o= =T o= TP 41
Figura 8: Espécimes de Hyphessobrycon heterorhabdus com mortalidade de 100%
apos menos de uma hora de exposicao a solucado de chorume 20% coletada da Lixeira
U o] [Tor= W e (SIS Vo = =] o 44



Figura 9. Eritrécitos de Hyphessobrycon heterorhabdus em distensdo sanguinea
corada por Giemsa. A) uma célula com microndcleo (seta); B) célula sem alteracéo....46
Figura 10. Eritrécitos de Hyphessobrycon heterorhabdus em distensédo sanguinea
corada por Giemsa. A) “Lobed”; B) “Blebbed”; C) Binucleate, D) “Notched”, E) Vacuoled
(indicado por seta) e F) Célula normal. Visualizagdo microscopica de 1000x. .............. 47
Figura 11: Classe de danos de DNA (teste do cometa) observados em eritrocitos de
peixes Hyphessobrycon heteroharbdus, expostos a diferentes concentracdes de
chorume da Lixeira Publica de Santarém. Classe 0 (sem danos) (0), classe 1 (1), classe
2 (2); classe 3 (3) e classe 4 (dano MAXIMO) (4) ..covvvrrruieiiiiiee e e e 49
Figura 12. Cortes de filamentos branquiais dos peixes Hyphessobrycon heteroharbdus.
A) Branquias normais. B): branquias com alteracdes: Hiperplasia do epitélio lamelar
(setas); C) Hiperplasia do epitélio filamentar (setas); D) Fusdo incompleta das lamelas
secundérias (seta); E) Fusdo completa das lamelas secundérias; F) Aneurisma Lamelar.
Aumento: 400X. Escala 20 pm. Coloracéao

Figura 13. Cortes do tecido hepatico dos peixes Hyphessobrycon heteroharbdus. A)
necrose indicado pela seta B) Vacuolizacdo dos hepatécitos (setas); C) Congestdo
Vascular (setas); D) Deformacfes nucleares (setas); E) Degeneracdo citoplasmética

(setas); F) parasito (seta). Aumento: 400X. Escala 20 pum. Coloracao



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores dos indices das alteracbes com os efeitos nos 6rgaos. Fonte:
A\ oo [0 1T == =TS 20 1 I ) 38
Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo de medidas de parametros fisicos nas
solucdes testes e controles utilizados para exposicdo e analise genotoxica de peixe
Hyphessobrycon heterorhabdus do Igarapé Cararazinho, na area de influéncia da
Lixeira PUblica de Santar€m-PA..............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiieeeeiieeree——————————————— 42
Tabela 3: Analise descritiva de peso e comprimento de Hyphessobrycon heteroharbdus
do igarapé Cararazinho. N= numero de peixes analisados, CMP= comprimento........... 44
Tabela 4: Frequéncia de micronucleos em Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé
Cararazinho, expostos ao chorume da lixeira publica de Santarém-PA. N= namero de
peixes por tratamento; MN= MicronUcleo; DP=DesVio padrao..............ccccceeuvrrrmmnnnnnnnnns 45
Tabela 5: Frequéncia média e desvio padrdo de Anormalidades Nucleares Eritrocitarias
(ANE) em Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé Cararazinho, expostos ao
chorume a lixeira publica de Santarém-PA. Foram analisadas 2000 células por
1T 1Y/ o [ T 5 46
Tabela 6: Média e desvio padrdo dos escores de indice de Danos no DNA revelados
por ensaio cometa em peixes Hyphessobrycon heterorhabdus do Igarapé Cararazinho
na area de influéncia da Lixeira Publica de Santarém-PA. ..........ccccoiiiiiiiiiiiniiiiinnnns 49
Tabela 7: Frequéncia de alteracfes histologicas com respectivos estagios I, 1l e lll
encontradas nas branquias de Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé Cararazinho,
na area de influéncia da Lixeira Publica de Santarém-PA. ..........cccccoiiiimiiiiiiiiiiiiiinnnnns 51
Tabela 8: Frequéncias de alteracbes histopatolégicas no figado de Hyphessorycon
heteroharbdus do igarapé Cararazinho na area de influéncia da Lixeira Publica de

Santaréem-PA T1: agua natural do igarapé, T2: benzeno 20 ppm, T3: chorume 10%, T4:



chorume 5% e T5: chorume 2%. 0 ausente; + presente; ++ frequente; +++ muito

LLCET0 U L] 0 (=P PP PP 55



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ABNT Associacgao Brasileira de Normas Técnicas
SEMA/STM Secretaria do Meio Ambiente de Santarém
PNRS Politica Nacional de Residuos Sélidos

MN Micronucleo

ANE Anormalidades nucleares eritrocitarias

EC Ensaio cometa

ANA Agéncia Nacional das Aguas

LGBio Laboratorio de Genética e Biodiversidade

UFOPA Universidade Federal do Oeste do Para

IAH indice de alteracéo histolégica
LPS Lixeira publica de Santarém
ICTA Instituto de Ciéncia e Tecnologia das aguas

CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente
LPP Lixeira publica de Parintins



SUMARIO

(RS0 ] 510070 ST 16
2. REFERENCIAL TEORICO.......ciiiitiitieieeie ettt 19
2.1. A LIXEIRA PUBLICA DE SANTAREM-PA ........coiitieeieeieee e 19
2.2. CARACTERIZACAO DO CHORUME ........coeoviieieeeeteeeeeeee et ses e 21
2.3. TESTES DE GENOTOXICIDADE E ANORMALIDADES NUCLEARES USADOS
COMO BIOMARCADORES ...ttt ettt sttt enens 22
2.4. HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS .....oooiiieieeeeeeeeeeeee e 26
2.5. HISTOPATOLOGIA DE FIGADO........c.coviiiieeeeeeeeee e st 27
2.6. OS PEIXES DO GENERO HyphesSODIYCON .......covieeieiiieceeeeee e 28
B-OBJIETIVOS. ... oottt ettt ettt ettt et e et et e st et e st et e et e seesee et 30
3.1. OBJIETIVO GERAL ...ttt ettt ettt eens 30
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ooeieeceeeeeeeee et 30
4. MATERIAL E METODOS ..ottt ettt nane s 31
4.1 COLETA DO CHORUME ......coooviiiiiieieecee ettt 31
4.2 COLETA DOS PEIXES E ACLIMATACAO ..ottt 32
4.3. EXPOSICAO AO CHORUME ..........couiiieiieeeee et 32
4.4, ACOMPANHAMENTO DOS PARAMETROS FISICOS DOS AQUARIOS
EXPERIMENTAIS. ..ottt ettt eee e eeeae e 33
4.5 PARAMETROS GENOTOXICOS E HISTOLOGICOS.......ceoveeecerceeceeceee e 34
4.5.1 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO E ANORMALIDADES NUCLEARES .34
4.5.2. ENSAIO COMETA ....ooiiietieeee ettt n e n e sanen s 35
4.5.3. PREPARACAO HISTOLOGICA DE BRANQUIAS E FIGADO........c.ccc......... 37

4.6. ANALISE DE DADOS .....oooeeeeieeeeee ettt ettt sre e 39

5. RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt 40



5.1. COLETAS E PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS SOLUCOES TESTES .40

5.2. SOBREVIVENCIA DOS ANIMAIS ....oooiiiiieeee et 43
5.3. MICRONUCLEOS E ANORMALIDADES NUCLEARES ERITROCITARIAS.....45
I =N ESY N (@ I ol ] ] = O 49
5.5. HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS E FIGADO........coccoieiieieeeeeceee s 51
8. CONCLUSODES ..ottt ettt ettt ettt e eae et 60

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiviuiiieeieeceeeeeeeee e 61



16

1.INTRODUCAO

Devido ao crescimento populacional humano, ao progresso industrial e ao
avanco da tecnologia, presenciamos o aumento preocupante da geracdo de residuos
sélidos que contribui para a alteracdo e degradacdo de ecossistemas (SILVA, 2008).
Praticamente em todo o planeta o meio ambiente sofre interferéncia direta ou indireta
do homem, como por exemplo, por meio de desflorestamentos, contaminagdo dos
ambientes aquaticos e contaminacdo de lencol freatico, resultando na reducdo da
diversidade de habitats e perda da biodiversidade (GOULART; CASTILLO, 2003).

Atualmente, uma das grandes preocupacfes ambientais esta relacionada aos
residuos solidos gerados em quantidades significativas pela sociedade moderna e
consumista (LEITE; BERNARDES; SEBASTIAO, 2004). Segundo a definicdo sobre
residuos solidos da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) eles séo
advindos das atividades domésticas, industriais, hospitalares, comerciais, agricolas e de
servicos de varricdo. Estes residuos sédo considerados perigosos para a salde humana
e ecossistemas, pois podem conter numerosas espécies quimicas, cujas concentracées
dependem da composi¢ao do lixo, uma vez que este € uma combinacdo de objetos e
materiais de varias naturezas (DOS SANTOS, 2012).

As éareas de despejo e de disposicdo dos residuos sélidos no Brasil sao
realizadas, em sua maioria, em lixdes, aterros controlados e aterros sanitérios, 0os quais
frequentemente ndo sao aparelhados para conter adequadamente muitos elementos
derivados dos rejeitos, pois, quando a agua das chuvas, por exemplo, percorre sobre
eles gera um liquido escuro, mais conhecido como chorume, que contém altas
concentracbes de metais pesados, solidos suspensos e compostos organicos
originados da degradacdo de substancias que sdo metabolizadas, como carboidratos,
proteinas e gorduras (SISSINO & MOREIRA, 1996). O chorume é um liquido fétido, de
cor negra, que apresenta uma elevada concentracdo de oxigénio (SEGATO; SILVA,
2000). Dessa forma este liquido pode assorear e alcancar as biotas aquaticas, como
também infiltrar-se no solo e atingir as aguas subterraneas, comprometendo sua
qualidade e, por conseguinte, sua utilizacdo para diversas formas de vida como para o

ser humano, animais, vegetais e micro-organismos (SISSINO & MOREIRA, 1996).
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O aumento da descarga do chorume tem afetado diretamente o equilibrio dos
ecossistemas, o0 que tem chamado atencdo de pesquisadores para averiguar a
toxicidade deste liquido em organismos vivos de ambientes aquaticos (DOS SANTOS,
2012; MACHADO, 2005; FINCKLER, 2002). Por ser um liquido composto por diversas
substancias quimicas, estas substancias apresentam ligagbes com o DNA, causando
alteracdes ou danos no material genético, sendo chamados de agentes genotdxicos ou
mutagénicos (BOER; HOEIJMAKERS, 2000). A genotoxicidade é um termo utilizado
para caracterizar os efeitos de um agente sobre a molécula de DNA, como formacéao de
adutos, lesbes, sintese ndo programada e trocas de cromatides-irmds, e a
mutagenicidade caracteriza a inducao de muta¢gdes no nivel génico ou cromossémico
(CARITA, 2010).

A analise das alteracdes do DNA em organismos aquaticos tem mostrado ser um
método adequado para avaliar a contaminacao genotéxica de ambientes, sendo capaz
de detectar o nivel de exposi¢cdo, mesmo em baixas concentracdes de contaminantes
em uma ampla gama de espécies. Neste caso, se tem diversos peixes que sdo usados
para biomonitorizacdo ambiental, por serem organismos endémicos que servem de
espécies sentinelas para uma determinada regido aquatica, para a obtencdo de
conhecimento sobre os efeitos adversos de produtos quimicos e condi¢cdes ambientais
(DHAWAN et. al., 2008).

Os peixes também podem sofrer danos estruturais significativos em seus 6rgaos
guando expostos a poluentes, o que pode levar a alteracdes na estrutura histoldgica e
comprometer as fun¢des dos 6rgaos, essas mudancas podem ocorrer a nivel celular e
tecidual acarretando em alteragbes metabdlicas no organismo (BALULA, 2011).
Estudos histopatologicos tém sido utilizados para ajudar na identificacdo dessas
alteracbes em oOrgdos alvos da toxicidade e seus mecanismos de acdo (CAMPOS,
2007). Esses estudos também revelam os efeitos em niveis histolégicos que séo
visiveis apos a exposicdo em substancias toxicas mesmo em baixas concentragdes, em
comparagcdo a outras medidas de toxicidade como mortalidade e mudancas no
comportamento (WESTER et al., 2002). Os estudos histopatoldgicos tém tido grande

relevancia nas pesquisas que avaliam os efeitos dos contaminantes nos peixes no meio
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ambiente para estabelecer relacdes entre a exposi¢do a contaminantes e as varias
respostas biologicas (HENRIQUE, 2008).

A histopatologia fornece um resultado de nivel superior, pois reflete alteracdes
nas funcbes fisioldgicas e/ou bioquimicas. Os danos em tecidos branquiais sao
constantemente pesquisados em peixes coletados em ambientes naturais poluidos para
avaliar a degradacdo do ambiente aquatico, ou em peixes expostos a substancias
testes em laborat6rio para validar substancias toxicas ao peixe (CANTANHEDE et al.,
2014). O tecido do figado também pode ser considerado um 6rgéao alvo de toxicidade
de uma substancia toxica, o que caracteriza o figado como um biomarcador da polui¢cao
ambiental (ZELIKOFF, 1998). O figado tem uma alta concentracdo de glutationa — S —
transferase, sendo um 6érgédo biotransformador, por isso € considerado um bom 6rgéo
para a toxicidade ambiental (AMORIM, 2003).

A crescente demanda de lixo e a sua disposi¢do final inadequada em areas
improprias se tornou um grande problema, que ocorre tanto em centros urbanos quanto
em cidades do interior (DOS SANTOS, 2012). Na cidade de Santarém — PA, localizada
a Oeste do Estado, o descarte do lixo é realizado sem tratamento prévio em uma lixeira
publica localizada na rodovia santarém-curua-una, km 13 (Figura 1). Nesta area existem
igarapés que potencialmente sdo receptores dos extravasamentos das piscinas de
decantacdo do chorume e de pontos de derrames do chorume, resultando no alcance
do liquido negro aos ecossistemas aquaticos e terrestres ao redor, como o lago do

Maicé e seus afluentes, um agravante para a biologia dos ecossistemas naturais.



19

Google Earth

in&g S Airbus

Figura 1: Vista aérea da Lixeira puUblica de Santarém — PA (delimitada por linha laranja), e das duas
piscinas de decantacdo do chorume (delimitada por linha amarela), e rodovia Santarém-Curua-una
(indicada por seta). Fonte: Google Earth.

No presente estudo iremos investigar os possiveis efeitos da exposicdo ao
chorume em peixes nativos da microbacia do lgarapé Cararazinho, situado na area de
influéncia e atingido por extravasamento ocasional de chorume da lixeira publica de

Santarém.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A LIXEIRA PUBLICA DE SANTAREM-PA

A lixeira publica do municipio de Santarém — PA, também conhecido como
Lixdo do Perema, localizado as margens da rodovia estadual PA-370 (Santarém Curua-

Una), possui 16 anos de operacdo, recebendo uma carga diaria de cerca de 170
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toneladas de lixo, atendendo aos nucleos urbanos de Santarém, Alter do Chéo, Belterra
e Mojui dos Campos (Com. Pess. — SEMA/STM). Os rejeitos hospitalares séo
descartados em fossas forrados com lona que recebem areia e cal para aterra-los, e os
rejeitos das distribuidoras como vidros, papeldes, plasticos e afins sédo apenas jogados
na grande area da lixeira, e o lixo doméstico € despejado em uma area que recebe
somente este tipo de lixo para ser posteriormente aterrado (Com. Pess. — SEMA/STM).
O chorume é coletado na parte baixa da lixeira publica, em duas piscinas de
decantacdo, que ndo sdo possuem canalizacdo para o escoamento do liquido e nao
sdo impermedveis, podendo este efluente infiltrar-se e assorear, alcancando os corpos
d’aguas proximos. Isto se agrava em periodo chuvoso, pois as piscinas transbordam
podendo atingir os igarapés que drenam a regido e desaguam no lago Maica (Com.
Pess. — SEMA/STM). O gque traz ameacas a saude da comunidade que habita os
arredores da area, como: a presenca excessiva de roedores e urubus, e também
através dos derrames do chorume nos igarapés o que impossibilita o uso destas aguas,
gue comumente sao utilizadas para banho, lavagem de roupa, e até mesmo o
consumo, além da populacéo sofrer com os fortes odores advindos da lixeira publica.
De acordo com a Lei n°® 12.305/2010, que instituiu a Politica Nacional de
Residuos Sdlidos (PNRS), a lixeira publica do municipio de Santarém n&o atende os
padrées de funcionamento, sendo classificado como lixdo a céu aberto. A lei também
visa no art. 9 que a gestdo e gerenciamento dos residuos sélidos deve seguir a
seguinte prioridade: ndo geracdo, reducdo, reutilizacdo, reciclagem, tratamento dos
residuos sélidos e disposicéo final adequada dos rejeitos. E no artigo 54, constitui-se a
necessidade de substituir os lixdes a céu aberto por aterros sanitarios até o ano de
2014, sendo uma medida de protecdo ambiental, que nao foi cumprida pela maioria dos
municipios brasileiros. Com isso, um projeto de Lei 2289/15 visa a prorrogacao deste
prazo até o ano de 2021 para que 0s municipios se adequem, sendo um instrumento
essencial na busca de solu¢cdes para um dos mais graves problemas ambientais do

Brasil.
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2.2. CARACTERIZACAO DO CHORUME

O liquido percolado formado pela degradacdo e solubilizacdo dos residuos
sélidos € chamado de chorume, isto ocorre devido a digestdo anaerObia da matéria
organica por acdo das exoenzimas que sao produzidas pelas bactérias (FINCKLER,
2002). O potencial de geracdo do chorume depende do balanco de agua no chorume,
gue corresponde a soma da quantidade de agua que entra, e a subtracdo de agua que
sai, pelas reacbes quimicas e vaporizacdo, portanto, o potencial corresponde a
quantidade de agua que excede a capacidade de retencdo da umidade na massa
aterrada (HAMADA, 1997).

A sua composicdo quimica € variavel, pois segundo Segato e Silva, (2000),
existem fatores que interferem neste liquido, como: a composicdo do lixo, densidade,
tratamento prévio, disposicdo dos residuos, umidade, temperatura, profundidade e
tempo. Estes autores também destacam o0s principais componentes deste liquido que
sao:

o Substancias organicas calculadas pelos parametros de DBO (Demanda
Bioguimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e COT
(Carbono Organico Total);

o Nitrogénio em forma de nitrogénio amoniacal, nitratos, nitritos e amonia;

o Halogénios inorganicos, carbonatos, cloretos, sulfatos;

o fons como: sédio, potassio, calcio;

o E metais como ferro, zinco, manganés, niquel, cobre.

Os processos de reacbes bioquimicas que ocorrem em uma lixeira publica
podem ser aerdbios e anaerdbios, o aterramento diario do lixo promove processos
aerdbios, que pode durar de um dia a algumas semanas, até que seja consumido todo
0 oxigénio. Apds isso, inicia-se a fase de degradacéo anaerobia que é dividida em duas
etapas, a primeira delas é chamada de “fermentacéo acida”, os organismos facultativos
ou anaerobios decompdem as substancias organicas iniciais, proteinas, graxas e
hidratos de carbono, em CO:2 (gas carbdnico), Hz (gas hidrogénio) e acidos graxos

menores. Na segunda etapa, conhecida como “fermentacdo metanogénica”,



22

organismos estritamente anaerobios decompdem os produtos da fermentacdo acida e
os convertem em CHa4 (gas metano), substancias humicas e agua, essas substancias
hamicas séo responsaveis pela coloracdo encontrada no chorume (SEGATO & SILVA,
2000).

Devido a esta ampla diversidade de substancias, o impacto ambiental causado
por este liquido esta relacionado a sua alta concentracdo de matéria organica, baixa
biodegradabilidade e elevada presenca de metais pesados e substancias recalcitrantes.
Por isso, quando o chorume alcanca o meio ambiente, persiste por um longo periodo

causando efeitos cronicos na biologia dos organismos (MACHADO, 2005).

2.3. TESTES DE GENOTOXICIDADE E ANORMALIDADES NUCLEARES USADOS
COMO BIOMARCADORES

Os agentes genotoxicos possuem afinidades quimicas com o material genético,
causando quebra da molécula de DNA e formacdo de adutos, podendo resultar em
mutacOes, caso estas alteracbes ndo sejam reparadas pelo sistema de reparo da
célula, estas mutacbes quando fixadas sédo repassadas para as células filhas
(VILCHES, 2009). S&o aqueles que interagem com o DNA e ou com componentes
celulares (fibras do fuso) e enzimas como as topoisomerases. A genotoxicidade nada
mais é do que a formacdo de adutos no DNA, lesdes na fita do DNA, sintese de DNA
ndo programada e trocas entre cromatides-irmas, sendo que a mutagenicidade € a
inducéo de mutacédo ao nivel génico ou cromossdémico. Enquanto os efeitos genotdxicos
podem ser tempordrios, o0s efeitos mutagénicos sado persistentes. Portanto,
mutagenicidade € uma alteracdo permanente no conteldo ou na estrutura do material
genético de um organismo (DEARFIELD et al., 2002).

O Teste do Micronucleo (MN) descrito por Schmid (1975) e adaptado para
peixes por Hooftman e Raat (1982), possui vantagens por sua simplicidade sendo uma
das técnicas mais aplicaveis para identificar alteracdes genémicas e recomendado para

estudos de monitoramento ambiental, com uso de peixes como bioindicadores (RUSSO
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et al., 2004). De acordo com Al Sabti e Metcalfe (1995), os micronucleos sédo formados
a partir de fragmentos de cromossomos (acdo clastogénica do agente genotodxico), ou
cromossomos inteiros, (acdo aneugénica do agente genotoxico), que nao sao incluidos
no nucleo da célula no final da mitose, formando um corpusculo de cromatina

arrendondado no citoplasma (Figura 2).
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Figura 2: Formacdo do micronucleo, por meio de evento aneugénico e clastogénico.Fonte: Terradas et
al., (2010).

O teste MN vem sendo muito aplicado e é avaliado como um teste simples e
efetivo para avaliar efeitos mutagénicos induzidos, quer seja por substancias quimicas
ou amostras ambientais complexas. Isso se deve a capacidade do teste de avaliar a
inducdo de quebras e/ou perdas cromossOmicas, pela presenca de porcdes de
cromatina intracitoplasmatica (LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Quanto as anormalidades nucleares eritrocitarias (ANE), segundo Carrasco et
al.,(1990), elas séo classificadas como: Lobed: nucleo lobado, Notched: nudcleo em
forma de rim, Vacuolated: nacleo vacuolado e Blebbed: nicleo segmentado. Essas
anormalidades nucleares (Figura 3), podem ocorrer quando hd um atraso de uma certa
guantidade de material genético na fase mitética, fazendo com que o ndcleo resultante

nao seja oval, mas apresente uma saliéncia em sua cromatina (BOMBAIL et al., 2001).
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Figura 3: Categorias de Anormalidades Nucleares segundo Carrasco et al., (1990).

Micronudcleo e anormalidades nucleares sé@o técnicas comumente utilizados como
biomarcadores ou indicadores de genotoxicidade em peixes, provenientes ambientes
contaminados (VILCHES, 2009; RUSSO et al.,, 2004; KIRSCHBAUM et al., 2009). O
Ensaio Cometa também tem sido utilizado em estudos de poluicdo ambiental tendo
peixes como bioindicadores (DUARTE et al, 2012; MASCHIO, 2009). E em estudos que
averiguaram os efeitos do chorume em animais bioindicadores aquéticos, os testes
citados, demostraram sensibilidade e eficiéncia na investigagdo (DOS SANTOS, 2012;
MACHADO, 2005).

A técnica utilizada para detectar lesdes gendmicas, passiveis de reparo, que
apos serem processadas podem resultar em mutacéo € o Ensaio Cometa (EC) “Single
Cell Gel Electrophoresis” (CONTIJO; TICE, 2003). Este ensaio € baseado no
rompimento celular, no qual ha o relaxamento do DNA, sendo possivel observar apés
coloragdo, fragmentos de DNA advindos da quebra, causada pelos agentes
genotdxicos, que ao serem submetidos a eletroforese ocorre a migracdo dos danos na
molécula do DNA, formando uma “cauda” (PRETTI et al. 2007). Segundo Bucker et al,
(2006) esta técnica possui vantagens por detectar varios danos no DNA e por ser um
ensaio com alta sensibilidade, sendo considerado em alguns casos mais sensivel na

deteccdo de agentes genotdxicos. Esta técnica possui grande aplicacdo para averiguar
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a genotoxicidade de efluentes industriais, domésticos e agricolas, indug¢do de danos e
reparos na fita do DNA, e biomonitorar as populac¢des aquaticas (VILCHES, 2009).

A metodologia utilizada para avaliar os danos no DNA, é a da relacéo entre o raio
do nucleo e a extensao das “caudas” formadas pela migracdo do material genético. Os
ndcleos das células séo classificados em classes nas quais sao: Classe 0, com ndcleos
sem danos e sem cauda; Classe 1, nucleos com uma cauda menor; Classe 2, nucleos
apresentam cauda de tamanho 1 ou 2 vezes o didametro do ndcleo; Classe 3, nucleos
que apresentam cauda mais de 2 vezes o tamanho do nucleo e, Classe 4, célula

possivelmente em apoptose (SILVA, 2007), Figura 4.
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Figura 4: Ranking das classes de danos ao DNA detectados por ensaio cometa. Fonte: adaptado de
Valente et. al., (2017).
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2.4. HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS

Alteracbes na morfologia das branquias assim como em outros 0rgados como
figado e rim podem ser agregadas nos estudos sobre a toxicidade de substancias
quimicas e no monitoramento dos efeitos agudos e crénicos, em ambientes aquéaticos
poluidos (LUPI, 2007). As branquias, 6rgdo que é responsavel pela respiracdo da
maioria dos peixes, também desempenha func¢des importantes como a osmorregulacao
e excrecdo (CAMPOS, 2007; FILHO et al., 2014). Este 6rgdo € o primeiro a entrar em
contato com os poluentes presentes na agua, sua multifuncionalidade e sua localizacao
parcialmente no meio externo, faz com que represente um 6rgao alvo para o estudo da
toxicidade em ambientes aquaticos (BARRETO, 2006; BALULA, 2011).

Este 6rgdo é caracterizado por quatro arcos branquiais localizados ao lado de
cada faringe, suportando filamentos (holobranquias), que variam de ndmero e
comprimento de acordo com a idade e espécie do peixe, possui um epitélio fino que
separa 0 sangue circulante da agua, no qual é realizado varias funcées como trocas
gasosas, osmorregulacdo e excrecdo de produtos nitrogenados. O epitélio respiratério é
formado por lamelas, e 0 ndo respiratorio, por filamentos. As lamelas possuem duas
camadas de células epiteliais fixas em uma membrana basal que envolve espacos
vasculares formado pelas flanges das células pilares, que sdo responsaveis pela
respiracdo do peixe (HENRIQUE, 2008).

Segundo Nilsson, (2007) as branquias apresentam superficie favoravel as trocas
gasosas, mas pode também acarretar problemas incluindo fluxos energicamente
desfavoraveis de agua e ions. Mudancas no ambiente como alteracdes no nivel de
oxigénio que provocam alteracbes na atividade do peixe geram dois ajustes nas
branquias, o primeiro € a mudanca no fluxo de agua nas branquias, ou mudar o fluxo de
sangue no interior das branquias, recentemente um terceiro ajuste foi descoberto, no
qual ha uma remodelacdo da morfologia das branquias.

Agentes estressores quimicos, fisicos ou biolégicos induzem reacdes nos tecidos
causando disturbios circulatorios, como proliferacédo celular do epitélio filamentar e
lamelar, aneurismas, fusao lamelar, além de processos inflamatérios que podem levar a
necrose dos tecidos (GARCIA-SANTOS et al., 2007; CANTANHEDE et al.,2014).

Aneurisma é uma alteragdo que ocorre nos sinusoides branquiais e esta associada a
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traumas fisicos ou quimicos, formam-se apdés manejos mais severos e pode estar
associada com lesdes parasitarias, residuos metabdlicos ou contaminantes quimicos
(ISOBE, 2014). As lamelas quando muito afetadas a funcéo respiratéria pode ficar
comprometida principalmente em temperaturas elevadas, em baixa concentracdo de
oxigénio e a demanda metabdlica é alta (SANTOS, 2010).

A fuséo lamelar pode funcionar como um mecanismo de defesa, na qual ha uma
diminuicao da area de superficie da branquia ou, ha um aumento na barreira de difuséo
ao agente poluente ou estressor, contudo, a maior dificuldade respiratoria pode induzir
a vasodilatacdo, levando ao aparecimento de edemas e descolamento do epitélio
branquial (ERKMEN e KOLANKAYA, 2000).

As branquias tém sido utilizadas em varios estudos como bioindicador de
contaminacdo ambiental ou exposicdo a substancias toxicas em laboratorio (LUPI,
2007; FILHO 2014; PEREIRA, 2014; NOGUEIRA et al., 2011; GARCIA-SANTOS et al.,
2007; ALBINATI et al., 2009; VIRGENS et al., 2015; CANTANHEDE et al., 2014). Deste
modo, alteracdes na morfologia das branquias apresenta-se como uma ferramenta
fundamental no diagnostico e respostas fisioloégicas do peixe quando expostos a

ambientes contendo substancias toxicas (ROMAO et al., 2006).

2.5. HISTOPATOLOGIA DE FIGADO

O figado de peixes é um 6rgédo chave, como em outros vertebrados, controla
muitas fungdes vitais e possui importante papel na fisiologia do animal (BOMBONATO,
2007). E um 6rgéo altamente irrigado, que possui fungdes de processar e armazenar 0s
nutrientes absorvidos no trato digestivo e de neutralizar, eliminar substancias téxicas e
secreta a bile, sintese e secrecdo de proteinas, metabolismo e a desintoxicacdo de
drogas lipofilicas, a sintese e secrecao de lipoproteinas, producdo de uréia a partir de
ions de aménio (CAMPOS, 2012; CAMPOS, 2007). Ele € compacto, localizado na
cavidade celomatica, ventralmente, seu tamanho, forma e volume estdo adaptados ao
espaco utilizado pelos outros 6rgaos viscerais e varia muito entre as espécies (COSTA,
2012). Formado por placas celulares circundados por sinusoides em torno da veia

centro lobular, e cada placa apresenta hepatocitos com uma face sinusoidal para
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absorcdo e uma face biliar para excrecdo (ROCHA, 2010). As particularidades quanto
ao arranjo, e a disposicao dos trés lobos variam entre diferentes espécies e até mesmo
entre individuos da mesma espécie (BOMBONATO et al., 2007).

Compostos potencialmente toxicos sofrem transformacfes que ocorrem em
todos os tecidos do corpo, mas a grande maioria das reacdes que envolvem enzimas
que metabolizam substancias toxicas sdo encontrados no figado (STERZELECKI,
2006). A histopatologia do figado em peixes é um dos marcadores mais confiaveis,
utilizado como uma ferramenta de monitoramento em estudos de impacto ambiental
(FERNANDES et al., 2008).

Os hepatdcitos, células formadoras do tecido hepatico, sdo células com um ou
dois nudcleos grandes, esféricos e centralmente localizados, com nucléolo evidente,
citoplasma com granulacdes e aspecto vacuolizado, o citoplasma dos hepatécitos é
variavel, pois depende do estado nutricional do organismo (FILHO, 2014). Eles séo
considerados os primeiros alvos da acdo de uma substancia tdxica, caracterizando
assim o figado como um biomarcador de poluicdo ambiental (ISOBE, 2014). Alteracdes
no tecido por substancias toxicas congestdo, necrose focal e hemorragia, puderam ser
visualizadas, por exemplo, no estudo de Albinati et al., (2009) que objetivou verificar os
efeitos da toxicidade cronica do herbicida Roundup.

Outras alteracdes histolégicas como hepatdcitos com nicleos deslocados para a
periferia, alguns nucleos vacuolizados ou em inicio de vacuolizacdo, e citoplasmas com
inicio de vacuolizacédo foram visualizado no trabalho de Pereira, (2014), que objetivou
utilizar o figado como biomarcador em peixes nativos da fauna brasileira, apds a

exposicdo a contaminantes urbanos, dentre eles os detergentes biodegradaveis.

2.6. OS PEIXES DO GENERO Hyphessobrycon

O género Hyphessobrycon Durbin (1908), compreende cerca de 125 espécies
validas de peixes pertencentes a familia Characidae, ordem Characiformes. S&o peixes
de pequeno porte, conhecidos como tetra-americanos (Figura 5). Possuem valor
comercial, pois sdo usados como peixes ornamentais, devido suas cores brilhantes,

diversidade de formas, comportamento pacifico (BERRA, 2001). Aproximadamente um
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terco das espécies de Hyphessobrycon Durbin é de interesse comercial, tendo em vista
seu colorido exibido pelas espécies na aquariofilia (PAZ, 2012). Estao distribuidos do
sul do México até o Rio da Prata na Argentina, alcancando sua maior diversidade no
norte da América do Sul (INGENITO; LIMA; BUCKUP, 2013; LIMA; MOREIRA, 2003).

Figura 5: Aspectos da morfologia externa de Hyphessobrycon heterorhabdus, Ordem Characiformes.
Fonte: Acervo LGBio-UFOPA.

Espécies do género Hyphessobrycon ja foram utilizadas em estudos de
toxicidade por contaminantes ambientais e demonstraram bom desempenho como
organismos experimentais, pois possuem carateristicas como facil disponibilidade, boa
sensibilidade e suscetibilidade as respostas aos toxicantes e excelente adaptacdo a
condicBes laboratoriais (DAMATO; BARBIERI, 2012; SOUZA, 2012; SCALON et al.,
2010; SOTERO-SANTOS; ROCHA; POVINELLI, 2007; CARRASCHI, 2011).

Segundo Costa et al.,, (2008) organismos aquaticos utilizados em testes
ecotoxicolégicos devem apresentar caracteristicas importantes como: elevada
seletividade aos contaminantes, alta abundancia e disponibilidade, estabilidade
genética nas populagdes, representatividade no seu nivel trofico e na area de estudo,
ampla distribuicéo, valor comercial, facil cultivo e adaptacéo as condi¢des laboratoriais.

Cruz (2006) analisou a biodiversidade de peixes em quatro igarapés presentes
nas proximidades da lixeira publica de Santarém, foi observado maior abundancia de
peixes do género Hyphessobrycon heterorhabdus, uma das razdes pelas quais a

pesquisa tomara estes peixes como organismo bioindicador.
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3- OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar possiveis efeitos da exposi¢cdo ao chorume proveniente da lixeira publica de

Santarém — PA, em peixes do género Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé
Cararazinho.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos genotoxicos do chorume, com base na frequéncia de
micronucleo, anormalidades nucleares e ensaio cometa em eritrocitos de

peixes Hyphessobrycon heterorhabdus;

e Comparar 0S grupos expostos a agua do igarapé e a diferentes
concentracbes de chorume a partir dos biomarcadores genotdxicos e
histoldgicos nos peixes Hyphessobrycon heterorhabdus;

e Analisar alteracdes histopatologicas de branquias e figado em peixes
Hyphessobrycon heterorhabdus, possivelmente associadas a poluentes
aquaticos;
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4. MATERIAL E METODOS

A coleta do chorume foi realizada na area da lixeira publica da cidade de
Santaréem — PA (Figura 6). E a coleta dos peixes do género Hyphessobrycon
heterorhabdus realizada, nas proximidades desta area, no igarapé Cararazinho (S 2°
31' 54.78”; W 54° 38’ 31.27”). Ambas coletas foram realizadas em 06/04/2018, periodo

chuvoso da regido amazonica.

Lago Maica

" «Google Earth

Figura 6: Localizagcdo da lixeira publica de Santarém delimitada pela linha amarela. Leito do lgarapé
Cararazinho (linha azul). Estrada de acesso a comunidade Miritituba (linha branca). Em destaque: Mapa
do Brasil, Estado do Para, com a area de estudo no retangulo branco. Fonte: Google Earth.

4.1 COLETA DO CHORUME

A coleta do chorume foi feita nos pontos de derrame de chorume da lixeira
publica do municipio, colocados em vidros ambar de 1L, e armazenados em condi¢éo
refrigerada, para serem posteriormente utilizados nos experimentos.

Os vidros ambar foram anteriormente higienizados de acordo com o protocolo
adaptado, baseado no Guia Nacional de Coletas e Preservacdo de Amostras, da

Agéncia Nacional de Agua (ANA), 2011, intitulado “Agua, sedimento, comunidades
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aquaticas e efluentes liquidos”. Para a higienizagéo dos vidros ambar foram preparadas
solugdes de limpeza que continham 990 ml de agua destilada e 10 ml de EXTRAN
(detergente neutro), que eram colocadas nos vidros, deixando agir por 24 horas. Apos
isto, era descartada a solucéo, e logo em seguida feita a lavagem do vidro com agua
corrente, posteriormente os vidros foram enchidos com agua destilada e colocados em
repouso por 24 horas. No dia seguinte, houve o despejo da 4gua destilada, e com vidro
devidamente limpo, sem liquido, foi deixado na estufa a 37°C, por 24 horas. Quando
secos, houve a vedacao das tampas com papel filme, para que ndo houvesse a entrada

de qualquer sujeira no interior do vidro.

4.2 COLETA DOS PEIXES E ACLIMATACAO

A coleta dos peixes foi realizada no igarapé Cararazinho pelo método de busca
ativa, com uso de redes de arrasto e peneiras padronizadas. Foram coletados 30
peixes do género Hyphessobrycon heterorhabdus que posteriormente, foram
transportados vivos em aquéarios ao Laboratério de Genética e Biodiversidade, da
Universidade Federal do Oeste do Para. Ainda no igarapé, houve a coleta de 36 litros
de agua em dois recipientes plasticos de 18L, sendo que esta agua foi filtrada com filtro
de pano de algodado para a remocado de detritos grossos. No laboratério, os animais
foram aclimatados em aquarios por 48 horas, contendo a agua filtrada do igarapé,
dotados de sistema de aeragdo constante, antes do inicio da exposi¢do ao chorume. Os

peixes foram mantidos sem alimentacéo desde a aclimatacéo até o fim do experimento.

4.3. EXPOSICAO AO CHORUME

Apés a aclimatacdo, os peixes foram divididos em cinco grupos sendo: um
controle negativo (dgua filtrada do igarapé), um controle positivo, que foi utilizado a
substancia quimica benzeno, que mostrou ter efeitos genotoxicos de acordo com o
trabalho de Bucker et al., (2006), e trés tratamentos contendo a agua do igarapé filtrada
contendo diferentes concentragdes de chorume que seguiram as propor¢des: 10%, 5%
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e 2%. Os animais foram colocados em tanques plasticos, sendo cinco espécimes em
cada grupo, para serem expostos por um periodo de 72 horas (exposi¢do aguda).

Em cada grupo continha 4L de solucéo teste, sendo: no controle negativo (T1) 4L
de agua filtrada do igarapé, no controle positivo (T2) tendo solucéo teste com 4,5 L de
agua filtrada e 500 ml de Benzeno (20 ppm), sendo que foi dividido 1L para a reposicao
da solucéo, a cada 24 horas de experimento. Para o tratamento com 10 % de chorume
(T3), a solucédo continha 3,6L de agua filtrada e 400 ml de chorume, no tratamento com
5% (T4), continha 3,8L de agua filtrada e 200 ml de chorume, e no dltimo tratamento
com 2 % de chorume (T5), tinha 3,920L de &gua filtrada e 80 ml de chorume.
Posteriormente, os peixes foram colocados um a um, em cada tanque plastico
devidamente etiquetados, contendo as solucfes teste. Apds isso, foram feitas as
solucbes de reposicao (1L) que seriam utilizadas para repor 400 ml da solucéo pois, a
cada 24 horas do experimento houve a retirada de 400 ml da solugéo teste que era
desprezada em um tanque de 500L, contendo agua. Estas solucbes de reposicao
seguiram as mesmas proporc¢des das solucdes testes.

Apos as 72 horas de experimento os peixes foram imersos em agua com gelo
para serem anestesiados. Por conseguinte, eram pesados, medidos e identificados,
para entdo serem obtidas as amostras de sangue, utilizadas nas técnicas do
Micronucleo, Anormalidades nucleares e Ensaio Cometa.

4.4. ACOMPANHAMENTO DOS PARAMETROS FiSICOS DOS AQUARIOS
EXPERIMENTAIS.

As medidas das caracteristicas fisico-quimicas da agua foram efetuadas
diariamente durante a execucdo dos testes experimentais. Os valores de pH,
temperatura e condutividade elétrica foram obtidos com auxilio de uma sonda
multiparametro da marca GEHAKA modelo SENSODIRECT 150.
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4.5 PARAMETROS GENOTOXICOS E HISTOLOGICOS

4.5.1 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO E ANORMALIDADES NUCLEARES

Apoés a exposicdo ao chorume foi realizada a coleta de sangue dos peixes, a
partir da técnica adaptada baseada no protocolo do Laboratorio de Genética e
Biodiversidade (ARANHA, 2013), realizou-se um corte na parte ventral da regido
opercular, onde era despejada uma gota de heparina na cavidade, a qual diluia com o
sangue, que era aspirado utilizando uma micropipeta de 20ul, e transferido para um
tubo contendo 5ul de meio RPMI. Posteriormente, o sangue diluido no tubo, era
gotejado nas laminas previamente identificadas, com o uso de pipeta de 10ul, para a
realizacdo do esfregaco sanguineo. Para cada exemplar foram feitas duas laminas,
sendo que em cada uma foram analisadas 1000 células, totalizando 2000 células, por
peixe.

As laminas foram coradas com Giemsa a 5%, diluido em tampéao fosfato a pH
6.8, por 12 minutos. O material sanguineo foi analisado em microscépio de luz com
aumento de 1000X, em teste cego, sendo contados 2000 eritrocitos policromaticos
(PCE). Para identificacdo de micronucleo foram consideradas as seguintes
caracteristicas: estrutura redonda, néo refrativa, com cerca de 1/3 da area do nucleo e
separadas do nucleo do eritrécito.

As categorias de anormalidades nucleares eritrocitarias (ANE): Blebbed, Lobed,
Vacuolated, Notched e Binucleada, foram registradas nas mesmas laminas preparadas
para analise de micronucleos, porém anotadas em separado. A frequéncia de
micronucleos foi feita a partir da tabulacdo de dados organizados em planilha, utilizando

a seguinte férmula:

Nimero de micronicleos X 100
2000 eritrocitos

Frequéncia de micronicleo (%) =
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4.5.2. ENSAIO COMETA

Para esta andlise, adotamos a técnica descrita por Silva (2007), onde as etapas
iniciais até a imersdo das laminas em solucdo de lise celular foram processadas no
Laboratorio de Genética e Biodiversidade, da Universidade Federal do Oeste do Para.
Foram analisadas 100 células para cada animal, observadas em aumento de 400X,
usando microscopio Optico convencional, classificando visualmente, de acordo com o
comprimento da cauda em relacdo a cabeca do nucledides, a classificacdo se dard em
classes de danos de 0 a 4.

Para o ensaio cometa foi preparada uma pré-cobertura para as laminas, com
agarose 1,5 % (1,80 g agarose (normal) + 120 ml de PBS / pH 7,4), que era fervida em
frasco de vidro. Apés isso, as laminas eram mergulhadas na pré-cobertura deixando a
extremidade fosca de fora, posteriormente, eram deixadas para escorrer e secar a
temperatura ambiente. Apds a preparacdo das laminas, era fervida a agarose “low
melting” (0,159 + 20 ml PBS/ pH 7,4), e depois mantida em banho a 37°C (misturados
10 pl de sangue diluido em RPMI, coletado com heparina) e 95 ul de agarose low
melting, essa mistura imediatamente era colocada sobre a lamina com a pré-cobertura,
e logo em seguida colocada sobre esta camada uma laminula (grande), fazendo com
gue a mistura se espalhasse. Posteriormente, foram deixadas na bancada para
solidificar por overnight. Ao perceber a solidificagdo do material, era feita a retirada das
laminulas e colocadas as laminas em cubetas de vidro vertical, jA com a solucédo de lise
gelada (146,1 g NaCl (2,5M)+ 37,2 g EDTA (100mM)+ 1,2 g de TRIS (10mM)), no
momento do uso foram adicionados 1% de Triton X-100 e 10% DMSO, protegida da luz
(cubeta envolvida com papel aluminio), por pelo menos 2 horas ou overnight.
Posteriormente, as laminas eram depositadas em cuba horizontal de eletroforese, com
tampéo de eletroforese (300mM de NaOH/1mM de EDTA / pH >13) sobre estas,
deixando de molho por 30 minutos, em ambiente refrigerado. ApOs isso, inicia-se a

eletroforese em 25V e 300 mA por 30 minutos. Ao término da eletroforese eram
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retiradas as laminas e neutralizadas com o tampao neutralizador (48,59 de TRIS para 1
L de agua destilada/ pH 7,5) por 5 min, e este procedimento foi repetido por 3 vezes.

Apos isto, as laminas eram lavadas por 2 vezes com agua destilada, e deixadas
para secar a 37°C, overnight. As laminas secas eram colocadas em cubetas de vidro
contendo solucdo fixadora (15% 4&cido tricloroacético + 5% sulfato de zinco
(heptahidratado) + 5% glicerol e 1 litro de agua destilada), por 10 minutos, depois
lavadas por 3 vezes com 4gua destilada, e deixadas para secar a 37°C, overnight. Apds
isso, as laminas foram hidratadas por 5 minutos com agua destilada, e depois disso
colocadas em cubetas contendo a solugdo de coloragdo com nitrato de prata que
consiste em: 66mL da solucéo de carbonato de célcio a 5% (25g de carbonato de calcio
para 500ml de 4gua destilada) e 34mL da solucdo para nitrato de prata (0,59 de nitrato
de prata, 0,5g de nitrato de aménio, 1,25g de &cido tungstosalicilico e 0,75ml de
formaldeido para 500ml de agua destilada), a 37°C, em banho maria por 15 a 20
minutos, ou até a solugcdo comecar a escurecer. E novamente, as laminas eram lavadas
com agua destilada por 3 vezes, posteriormente, foram pingadas sobre as laminas a
solucéo stop de coloracdo (acido acético a 1%), por 15 minutos, e apés isso lavadas
por 3 vezes com A&gua destilada. Finalmente, foram colocadas para secar em
temperatura ambiente, que apds estarem secas podem ser observadas ao microscépio.

Para cada animal foram analisadas 100 células em cada lamina, que visualmente
eram classificadas em classes de danos, de acordo com o comprimento da cauda em
relacdo a cabeca do nucledide. O indice de danos de DNA (ID) foi estipulado através do
valor de SCORE/ID visual, calculado pelo nimero de cometas em cada classe
multiplicado pelo valor da classe, de acordo com a formula abaixo (AZQUETA e
COLLINS, 2014):

ID=(0xn0) + (L xnl)+(2xn2)+(3xn3)+ (4xn4)

Onde n é o numero de cometas em cada classe. E ID, corresponde ao indice de
dano no DNA.
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4.5.3. PREPARACAO HISTOLOGICA DE BRANQUIAS E FIGADO

Para os procedimentos histolégicos, um arco branquial foi retirado de cada
exemplar e imediatamente fixado durante 24h em solugcdo de Bouim, apos a fixacao o
material foi transferido para o &lcool 70% no qual ficou armazenado até o
processamento. No laboratorio de Quimica Multidisciplinar da UFOPA foram realizadas
todas as etapas de preparacdo histoldgica, seguindo o protocolo disponivel no
laboratério. Primeiramente, o material passou por uma desidratacdo de uma série de
solucdes de alcool com graduacdes crescentes (80%, 90%, 95%, 100%l, 100%Il E
100%lIl), apds a retirada do alcool 100%ll1 diafanizar com xilol por duas vezes por 5 min
cada, até o material ficar translucido e, finalmente, inicia-se os banhos em parafina em
estufa 60°, por duas vezes de 1h cada banho. Os blocos de parafina foram seccionados
em série (5uym de espessura) com auxilio de micrétomo, os cortes em perfil sagital
foram feitos em microtomo modelo Leipzig, sendo que para cada animal foram
produzidas quatro laminas, contendo quatro cortes histolégicos, que eram colocados
em laminas com solucdo de gelatina incolor em folha, seguidas de secagem em
temperatura ambiente, durante 24h, apds a secagem as amostras passaram por um
processo de desparafinizacdo utilizando xilol 100% 2 vezes de 5 min, uma série de
alcoois (100%, 90%, 70% e 50%) por 3 min cada, e agua destilada por 3 min, para
entdo serem coradas com hematoxilina e eosina, sendo 30 segundos na solucéo de
hematoxilina, lavagem por 1 min em agua corrente, € 1 min na solugcdo de eosina,
lavagem por 1 min em &gua corrente. Posteriormente, as laminas foram colocadas em
agua destilada por 3 min, para entdo passar pelo processo de desidratacdo em uma
série de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%) por 3 min cada, e Xilol por 2 vezes de 5 min.
Por fim, foram montadas as laminas permanentes, onde era gotejada cerca de 3 gotas
de Verniz Vitral (em substituicdo ao entellan e balsamo do canada), para fixacdo do
material que era coberto com uma laminula, e deixadas a secar em temperatura
ambiente por 24 horas antes de analisa-las. Para cada peixe, foram feitas 4 laminas,
sendo uma delas a lamina teste para coloracéo, tanto para o tecido branquial quanto
para o hepatico, e em cada lamina tinham quatro cortes histolégicos dos tecidos em
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questdo. As laminas foram analisadas em microscopio (ZEISS - Axio modelo:
AGmMbH37081) acoplado com sistema de captacdo de imagem (ZEISS — modelo: Axio
Cam Erc 51) em objetiva de 400x, para a retirada de fotografias.

As alteragBes histologicas branquiais foram avaliadas pelo calculo do indice de
Alteracéo Histologica (IAH), usado e adaptado por Cantanhéde, et al., (2014), Nogueira
et al.,, (2011) baseado em Poleksic e Mitrovic — Tutundzic (1994), considerando a
severidade de cada lesdo. H& uma classificacdo para estas alteracdes em fases
progressivas de danos nas branquias: alteracdes de estagio |, que ndo comprometem o
funcionamento do 6rgéo; de estagio Il, mais severas e que prejudicam o funcionamento
normal do 6rgao; e de estagio Ill, muito severas e irreversiveis.

Para cada peixe foi calculado o valor do IAH através da férmula:

IAH=1xZ | + 10xZ Il + 100xZ IlI

Sendo que |, Il e lll correspondem respectivamente a soma de cada tipo de
alteracdo dos estagios I, Il e lll, cada alteracdo encontrada no corte histolégico foi
anotada, somada, e multiplicada ao seu respectivo estagio na formula. O valor médio
do IAH foi dividido em cinco categorias: 0-10 = funcionamento normal do tecido; 11-20 =
danificacao leve para moderada do tecido; 21-50 = modificacdo moderada para severa
do tecido; 51-100 = modificagado severa do tecido; >100 = danificagao irreparavel do

tecido, esta classificagdo € proposta por Poleksic e Mitrovic — Tutundzic (1994),
ilustrada na tabela 1.

Tabela 1: Valores dos indices das alteragdes com os efeitos nos 6rgdos. Fonte: Nogueira et al., (2011).

indices das alteracdes Efeitos
0-10 Orgéo com funcionamento normal
11-20 Orgéo com alteracdes leves a moderadas
21-50 Orgéio com alteracdes de moderadas a graves

>100 Orgdo com danos irreversiveis
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4.6. ANALISE DE DADOS

Dados primarios dos parametros fisico-quimicos da agua e as frequéncias de
micronucleo, anormalidades nucleares e indice de danos do ensaio cometa foram
tabulados em planilha eletrdnica com auxilio do programa Microsoft Excel, para a
verificagcdo de medidas de tendéncia central (média e desvio padréo).

As frequéncias de micronacleo (MN) foram analisadas pelo teste de
probabilidade condicional (PEREIRA 1991), admitindo o nivel alfa de 5%, esta analise
se ajusta aos fendbmenos citogenéticos de baixissima frequéncia, como € o caso de
micronucleos. Os dados ANE e ensaio cometa foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk e posteriormente testados por andlise de variancia nao
paramétrica Kruskall Wallis, para a comparacdo entre 0S grupos e tratamentos,
admitindo o nivel de significancia p<0,05, processadas no SoftWare BioEstat (verséo
5.3) (AYRES, et al. 2007).

Na andlise histopatoldgica de branquias e figados foi feita a frequéncia de cada
alteracdo encontrada nos tecidos. Para os tecidos branquiais foram calculados os
indices de alteracdes histolégicas (IAH) por animal de cada tratamento, e verificada o
valor médio do indice por grupo. A partir do valor médio dos indices de cada peixe, foi
realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk), e apés, realizado o teste de Kruskall
Wallis para verificar a possivel variancia entre os tratamentos, assumindo nivel de
p<0,05, as analises foram processadas no Software BioEstat (versdo 5.3) (AYRES, et
al. 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. COLETAS E PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS SOLUCOES TESTES

Foi coletada uma amostra de aproximadamente 2L do liquido que vertia das
piscinas de decantacdo da Lixeira Publica de Santarém, aqui denominado de chorume
(Figura 7). A amostragem ocorreu no periodo chuvoso de 2018. Esse liquido
apresentou coloragdo escura e odor caracteristico de material em decomposi¢do. Apos
a coleta o material foi acondicionado em caixas de isopor com gelo e transportadas
para o LGBio-UFOPA e mantido sob refrigeracdo. No mesmo dia, pelo periodo da tarde,
peixes da espécie Hyphessobrycon heterorhabdus foram coletados no Igarapé
Cararazinho situado a jusante da LPS, em um ponto distante aproximadamente 2km do
sitio de coleta do chorume (Figura 7). Parametros fisico-quimicos da agua do igarapé
Cararazinho foram registrados imediatamente antes da coleta de amostras e, 0s
mesmos parametros foram monitorados nas solucdes testes: agua filtrada do igarapé,
benzeno (20 ppm), chorume 10%, 5% e 2% a cada 24 horas durante o periodo
experimental de 72h. Os valores médios registrados de pH, temperatura e
condutividade elétrica sdo mostrados na tabela 2.

Os valores de pH tiveram pequena variacdo ao longo do experimento e se
mantiveram em torno de 7.0 (pH neutro) nos aquarios com solucao de chorume, e
ligeiramente alcalino (em torno de 8.0) nos aquarios com agua do igarapé e Benzeno. A
temperatura se manteve estavel em torno de 27°C em todos os tratamentos, variando
menos de 1°C durante todo o experimento. O parametro condutividade elétrica, por sua
vez, mostrou uma variacdo muito elevada com valores em torno de 25uS/cm nos
tratamentos agua do igarapé e benzeno 20ppm, enquanto que nos aquarios contendo
solucdo de chorume as medidas ficaram em torno de 0.5 pS, o que representa uma
variacdo no fator de 50X. A condutividade elétrica é uma medida indireta da
concentracdo de poluentes, podendo ajudar a detectar fontes poluidoras dos
ecossistemas aquaticos e fornecer dados sobre o metabolismo do ambiente (DUARTE,

2012). Medidas acima de 100uS/cm geralmente indicam ambientes impactados e
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valores altos podem também indicar caracteristicas corrosivas da agua (CETESBE,
2011).

Legenda
Carara (Cruz2008)
Medida do caminho

Afllente do Carara (Cruz2006)

Piscina
de Chorume

Figura 7: Localizagdo e caracteristicas dos locais de coleta de chorume da Lixeira Publica de Santarém
(LPS) e de amostras (adguas, peixes) do lgarapé Cararazinho, na area de influéncia da LPS. a) Pontos de
coleta de amostras (setas) e curso estimado do igarapé (linha amarela); b) aspecto fisico do igarapé
Cararazinho no dia da coleta; c) coleta e coloracdo do chorume da LPS; d) coleta de peixes
Hyphessobrycon heterorhabdus no igarapé Cararazinho; e) acondicionamento de peixes para transporte
ao laboratério; f) coleta de agua do igarapé. Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo de medidas de parametros fisicos nas solucdes testes e
controles utilizados para exposicao e analise genotdxica de peixe Hyphessobrycon heterorhabdus do
Igarapé Cararazinho, na area de influéncia da Lixeira Publica de Santarém-PA.

Tratamento Experimental

Parametros | Agua do Igarapé Benzeno 20ppm Chorume 10% Chorume 5% Chorume 2%

pH 8.25+0.31 8.05+0.21 6.69+0.27 7.03+0.35 7.13+0.22
Temperatura
(°C) 26.80+0.42 26.63+0.41 27.00+0.29 27.13+0.62 27.05+0.59
Condutividade
Elétrica
(uS/cm) 27.13+7.35 22.45+4.37 0.59+0.26 0.31+0.14 0.17+0.06

Com base nos resultados dos valores de pH dos aquarios contendo chorume a
10%, 5% e 2% ressalta-se que no tempo zero do experimento o pH tendeu ao acido
variando entre 6,5 e 6,8, e apds as outras horas tendeu a neutro variando entre 7,0 e
7,3, isto demonstra que o chorume estava na fase metanogénica, pois segundo
Hamada, (2005) se o chorume € coletado durante a fase &cida, o pH ser& baixo, porém
parametros como DBO, COT, DQO, nutrientes e metais pesados podem apresentar
valores elevados. Contudo, durante a fase metanogénica o pH varia entre 6,5 e 7,5 e 0s
valores de DBO, COT, DQO e nutrientes serao significativamente menores. O chorume
coletado apresentou coloracdo marrom escuro demonstrando a formacdo de
substancias humicas e fase metanogénica, e sua composicdo depende da idade do
aterro e dos eventos que ocorreram antes da amostragem (HAMADA, 2005).

De acordo com o Laudo Técnico de ensaios fisico-quimicos e microbiolégico de
aguas do aterro ndo controlado do Perema (Lixeira Publica de Santarém) realizado pelo
Laborat6rio de Quimica Aplicada do Instituto de Ciéncia e Tecnologia das Aguas — ICTA
UFOPA, a analise de uma das piscinas de decantagdo do chorume mostrou pH=8.19
(ligeiramente alcalino), indicando que o chorume esta na fase metanogénica. Outros
pardmetros mostraram valores acima do permitido pela legislagdo (Portaria CONAMA
357/2005): turbidez, aménia, ferro, fosforo, fosfato, DBO e OD, além disso, foi
registrada uma concentracdo de chumbo (Pb) 531 vezes acima do limite permitido
(0.01mg/L) pela legislagéo brasileira vigente. Devido a grande concentragédo de matéria
organica e despejos industriais a disposi¢cao de oxigénio é baixa, e o alto indice de DBO
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observado é reflexo da maior atividade bioldégica no ambiente por conta de seu estado
trofico. Altos valores de matéria organica podem levar a completa reducéo de oxigénio
no ambiente aquatico, provocando sérias alteracdes sobre a biota aquatica (CETESB
2011; DUARTE, 2012).

Concomitante a isto, no periodo de coleta dos peixes realizado no inicio do més
de abril/2018, percebemos que a coluna d’agua do igarapé nao estava transparente,
com muitas particulas em suspensédo. No estudo de Cruz (2006) o resultado baseado
nos parametros fisico quimicos associou a degradacdo dos igarapés proximos a LPS,
ao recebimento de sedimentos provenientes da lixeira que compromete as formas de
vida existentes, ainda ressaltou que o igarapé Carara apresentou nos meses de chuva
aparéncia de cor parda e odor desagradavel, o que foi constatado na presente

pesquisa.

5.2. SOBREVIVENCIA DOS ANIMAIS

O experimento iniciou com quatro grupos (n=5) expostos a solucdes de chorume
a 20%, 10%, 5% e 2% e mais dois grupos controle nas solu¢gdes de Benzeno 20ppm e
agua natural filtrada do igarapé. Na primeira hora observamos mortalidade de 100% dos
peixes expostos no tratamento chorume 20% (Figura 8). A partir de entdo o
experimento continuou com apenas trés grupos expostos ao chorume.

Durante o periodo de exposicdo por 72h foi observada apenas uma mortalidade
ocorrida no tratamento chorume 10%. Também foi observado que 0s animais expostos

ao chorume a 10%, apresentaram natagao erratica em circulos.
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Figura 8: Espécimes de Hyphessobrycon heterorhabdus com mortalidade de 100% apds menos de uma
hora de exposi¢éo a solu¢do de chorume 20% coletada da Lixeira Publica de Santarém. Fonte: Arquivo
pessoal.

Quanto aos peixes que sobreviveram, apos a exposicao de 72hr e anestesiados,
foram identificados, medidos e pesados, e o0s valores médios do peso (em gramas) € 0
comprimento (em centimetros) dos peixes em seus respectivos tratamentos
apresentaram os valores médios, na tabela 3. Os dados demonstraram nao haver uma

variacao significativa entre as variaveis.

Tabela 3: Andlise descritiva de peso e comprimento de Hyphessobrycon heteroharbdus do igarapé
Cararazinho. N= nimero de peixes analisados, CMP= comprimento.

Tratamento N Valor médio Valor médio
Peso (g) Cmp (cm)
Agua do igarapé 5 0.49 3.7
Benzeno (20 ppm) 5 0.53 3.7
Chorume 10% 4 0.45 35
Chorume 5% 5 0.42 3.4

Chorume 2% 5 0.37 3.2
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5.3. MICRONUCLEOS E ANORMALIDADES NUCLEARES ERITROCITARIAS

Foi analisado um total de 38.000 eritrécitos de 19 exemplares de
Hyphessobrycon heterorhabdus provenientes do Igarapé Cararazinho, divididos em 4
grupos tratamentos, um controle (dgua do igarapé) e trés expostos (chorume 10, 5 e
2%). As frequéncias de células micronucleadas sdo mostradas na tabela 3.
Considerando que o fendmeno de micronucleacdo é raro (PANTALEAO, et al., 2006),
para testar a hipdtese nula de ndo variagdo da frequéncia de microndcleo entre os
grupos, foi comparado apenas o grupo exposto chorume 5% e uma categoria com 0s
trés subgrupos (dgua do igarapé, chorume 10 e 2%), visto que 0s grupos chorume 10 e
2% nao mostraram diferenca em relagdo a agua do igarapé. (Tabela 4). Os valores
obtidos pelo teste de probabilidade condicional demonstraram que o nivel de
significancia descritiva foram respectivamente 18 e 41%, ficando acima do nivel alfa
previamente fixado em 5%, o que leva a nado rejeicdo da hipdtese nula, ou seja, a

comparacao ndo demonstrou variacao significativa entre 0s grupos expostos.

Tabela 4: Frequéncia de microndcleos em Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé Cararazinho,
expostos ao chorume da lixeira publica de Santarém-PA. N= nimero de peixes por tratamento; MN=
Micronucleo; DP=Desvio padréo.

Tratamentos Peixes Células MN MN (%) DP Variancia
Analisadas
Agua do 5 10000 1 0.01 0.02 0.0005
igarapé
Chorume 10% 4 8000 1 0.01 0.02 0.0006
Chorume 5% 5 10000 4 0.04 0.04 0.0018
Chorume 2% 5 10000 1 0.01 0.02 0.0005

No presente estudo, os efeitos genotdxicos do chorume da LPS ndo mostraram
uma aparente relacdo de dose-resposta, sendo pouco mais frequente nos exemplares

~

de H. heterorhabdus expostos a concentracdo de 5%, porém tal variagdo nao é
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significativa entre os grupos. Na figura 9, € mostrada uma tipica célula micronucleada

da espécie observada no presente estudo.

Figura 9: Eritrécitos de Hyphessobrycon heterorhabdus em distensdo sanguinea corada por Giemsa. A)
uma célula com micronucleo (seta); B) célula sem alteracdo. Fonte: Arquivo pessoal.

Quanto as anormalidades nucleares eritrociticas foram observadas as cinco
categorias de ANE descritas por Carrasco et al. (1990) no presente estudo, conforme
ilustrado na figura 10. A categoria Lobed foi mais frequente, enquanto que Vacuoled foi
a mais rara. Os valores de frequéncia média e desvio padrdo para as categorias de
ANE e respectivos tratamentos sdo apresentados na tabela 5. A comparacdo das
frequéncias de ANE de cada tratamento, ndo apresentou diferenca significativa
(p=0,447; H= 3,7077).

Tabela 5: Frequéncia média e desvio padrdo de Anormalidades Nucleares Eritrocitarias (ANE) em
Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé Cararazinho, expostos ao chorume a lixeira publica de
Santarém-PA. Foram analisadas 2000 células por individuo.

Tratamentos Blebbed Lobed Notched Binucleate Vacuoled ANE Total
Aguado igarapé  0.45:0.18 0.54+0.45  0.39+0.29  0.02+0.04 0 L4
Chorume 10% 0.23+0.12 0.17+0.25 0.17+0.11 0.05+0.10 0.01+0.02 063
Chorume 5% 0.19+0.11 0.35+0.26 0,14+0.16 0.10+0.22 0 078
0,90

Chorume 2% 0.30+0.11 0.37+0.27 0.20+0.53 0.03+0.04 0
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Figura 10. Eritrécitos de Hyphessobrycon heterorhabdus em distenséo sanguinea corada por Giemsa. A)
“Lobed”; B) “Blebbed”; C) Binucleate, D) “Notched”, E) Vacuoled (indicado por seta) e F) Célula normal.
Visualizagdo microscépica de 1000x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Com base nos resultados das analises de MN e ANE podemos inferir que a 4gua
filtrada do igarapé evidenciou ter efeito genotoxico, ja que os valores demonstraram nao
ser significativos quando comparado aos outros tratamentos. No estudo de Dos Santos
(2012) observou aumento na frequéncia de ANE em peixes expostos a jusante do Lago
Macurany, local préximo a LPP, o que nos permite inferir que ambientes aquaticos
préximos a areas de despejo de residuos (lixo) sdo afetados com a contaminacdo da
degradacdo da matéria, pois nestas lixeiras publicas ndo ha forma adequada de
tratamento para os residuos depositados.

Nas categorias de anormalidades nucleares eritrociticas a categoria Lobed foi a
mais frequente, seguida pela categoria Blebbed, Notched, Binucleate e Vacuoled, que
também foram visualizadas no estudo de Maschio, (2009) no qual buscou avaliar o
possivel potencial mutagénico e genotoxico dos quimicos contidos nos efluentes
domeésticos e urbano que séao despejados ao longo do rio Preto, expondo Oreochromis
niloticus por 72 horas na agua coletada de diferentes pontos do rio em questao,

frequéncias de ANE, foram significativamente, mais altas que o controle, para alguns
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pontos e periodos estudados, sugerindo uma genotoxicidade dos compostos presentes
nas aguas deste rio, sob 0s organismos testados.

Os biomarcadores genotoxicos microndcleo e anormalidades nucleares
eritrociticas tém sido utilizadas em diversos estudos para averiguar os efeitos
genotoxicos de contaminantes em peixes (DOS SANTOS, 2012; BUCKER et al., 2006;
BOMBAIL et al., 2001; AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2000). Bombail et al., (2001)
investigou alteracbes no DNA de Pholis gunellus, em ambientes contaminados e
preservados de Firth of Forth, Scotland, usando a frequéncia de anormalidades
nucleares eritrocitarias no qual verificou alta frequéncia de ANE nas amostras advindas
do ambiente contaminado por industrias. Kirschbaum et al., (2009) avaliou respostas
citogenotéxicas em eritrocitos de juvenis de Centropomus parallelus coletados nos
estuarios de Cananéia e Sao Vicente, tanto no inverno quanto no verdo, foram
pontuados anormalidades nucleares (ANE) e microndcleos (MN). As taxas encontradas
em S&o Vicente foram significativamente superiores aos encontrados em Cananéia,
evidenciando que os niveis de poluicdo naquele estuario eram o suficiente para induzir
danos genéticos, pois € um dos estuarios que recebe multiplas fontes de contaminacéo,
como industrias, de esgoto, aguas pluviais drenagem, o porto de Santos/SP, bem como

aterros ilegais e locais de despejo.
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5.4. ENSAIO COMETA

Na avaliacdo de danos ao material genético detectado por ensaio cometa,
analisamos uma amostra de 14 peixes, perfazendo um total de 1.400 células. Na tabela
6 sdo mostrados os resultados das médias de scores e desvio padrao das amostras.

Tabela 6: Média e desvio padréo dos escores de indice de Danos no DNA revelados por ensaio cometa
em peixes Hyphessobrycon heterorhabdus do Igarapé Cararazinho na area de influéncia da Lixeira
Publica de Santarém-PA.

Células
Tratamentos Peixes analisadas SCORE ID £ DP
Agua do igarapé 5 500 97.8+15.1
Chorume 10% 3 300 97 +19.3
Chorume 5% 3 300 101.6 £ 4.04
Chorume 2% 3 300 100.3 £ 3.05

Na figura 11 estdo representadas os nucledides “cometas” observados durante

as analises de acordo com as classes 0, 1, 2, 3 e 4.

4 2 3 4

0 1

Aadh

Figura 11: Classe de danos de DNA (teste do cometa) observados em eritrocitos de peixes
Hyphessobrycon heteroharbdus, expostos a diferentes concentracdes de chorume da Lixeira Publica de
Santarém. Classe 0 (sem danos) (0), classe 1 (1), classe 2 (2); classe 3 (3) e classe 4 (dano maximo) (4).
Fonte: Arquivo pessoal.

Os danos genotoxicos revelados pelo ensaio cometa ndo mostraram variagao
significativa entre os diferentes grupos de tratamentos (p=0.8964; H: 1.0863). Apesar de
que o tratamento que induziu o maior indice de danos foi chorume 5% (ID= 101.6), e 0
menor ID se observou nos peixes expostos ao chorume 10% (ID=97). E amplamente
conhecido o efeito indutor de danos genotoxicos em peixes expostos a poluentes

aguaticos, portanto, presume-se que 0s efeitos genotoxicos observados em H.
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heterorhabdus do igarapé Cararazinho podem ter uma origem associada a presenca de
agentes genotoxicos em suas aguas e que possivelmente derivam de material carreado
a partir da Lixeira Publica de Santarém. Estudo adicionais da agua natural do igarapé
poderdo lancar novos dados sobre essa questdo e contribuir para se desenhar uma
explicacdo mais robusta deste fendbmeno.

Estudos como de Dos Santos, (2012), aplicou a técnica do cometa em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) para averiguar a genotoxicidade do chorume, e
encontrou diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo ao controle. Isto pode
ser explicada pela dosagem da substancia que o animal foi submetido fazendo com que
este provoque danos diretos ao DNA, e as proteinas do sistema de reparo (FERRARO
et al., 2004), ou ainda diferencas na idade e no sexo dos peixes expostos (LOPES-
POLEZA, 2004).

Com base no Laudo Técnico de ensaios fisico-quimicos e microbiolégicos de
agua da Lixeira Publica de Santarém, nas analises que foram realizadas em uma das
piscinas de decantacao de chorume constatou-se alto indice de chumbo (Pb), o que em
possiveis extravasamentos de chorume alcance os corpos d’agua que estao localizados
ao redor da area da LPS. Este metal pesado pode ser um relevante causador de danos
genotoxicos nos peixes presentes na biota aquatica do igarapé citado, pois o chumbo
segundo a pesquisa de Monteiro, (2009) ao avaliar o seu potencial genotéxico por meio
de exposicdo de 6, 24 e 96h, na espécie Prochilodus lineatus, em concentracdes de
0,48 mg.L! Pb dissolvido em &gua, em comparacdo com agua pura, e além de expor in
vitro as células sanguineas por 1, 3 e 6h, verificou por meio do ensaio cometa valores
significativamente maiores do que seus respectivos controles negativos, concluindo
assim que o chumbo se mostrou genotdoxico para o P. lineatus, promovendo a
fragmentacdo do DNA, este efeito genotoxico deve ser indireto, segundo 0 mesmo

autor, pode ser advindo da acéo das espécies reativas de oxigénio (EROS).
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5.5. HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS E FIGADO

Nos tecidos branquiais dos 15 peixes Hyphessobrycon heteroharbdus divididos
nos cincos tratamentos: agua do igarapé, benzeno (20 ppm), chorume, 10%, 5% e 2%,
observou-se alteragcbes morfolégicas como: hiperplasia do epitélio filamentar,
hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo incompleta e completa das lamelas secundarias e
aneurismas lamelares, figura 12.

As alteracbes morfoldgicas branquiais mais frequentes nos 15 peixes deste
estudo foram a hiperplasia do epitélio filamentar com frequéncia de 100%, hiperplasia
do epitélio lamelar com 93,3% e aneurismas com 80%, sendo que estas alteracdes
foram visualizadas em todos os tratamentos, logo em seguida temos as alteracdes
fusdo incompleta das lamelas secundarias com 60% e a completa com 46,6% das

amostras analisadas, tabela 7.

Tabela 7: Frequéncia de alteracdes histoldgicas com respectivos estagios I, Il e lll encontradas nas
branquias de Hyphessobrycon heterorhabdus do igarapé Cararazinho, na area de influéncia da Lixeira
Publica de Santarém-PA.

N Frequéncia
Alteracdes Histolégicas Estagios Amostral (%)
Hiperplasia do epitélio filamentar I 15 100
Hiperplasia do epitélio lamelar I 14 93,3
Fusédo incompleta das lamelas secundarias I 9 60
Fusdo completa das lamelas secundarias 1] 7 46,6

Aneurisma lamelar 1l 12 80
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Figura 12. Cortes de filamentos branquiais dos peixes Hyphessobrycon heteroharbdus. A) Branquias
normais. B): branquias com alteragdes: Hiperplasia do epitélio lamelar (setas); C) Hiperplasia do epitélio
filamentar (setas); D) Fusao incompleta das lamelas secundarias (seta); E) Fusao completa das lamelas

secundérias; F) Aneurisma Lamelar. Aumento: 400X. Escala 20 pm. Coloragdo HE. Fonte: Arquivo
pessoal.
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Quanto os resultados sobre o indice de Alteracéo Histolégica (IAH) por individuo
variou de 12 a 113, o valor médio do IAH do tratamento agua do igarapé foi de 102,8, o
tratamento benzeno teve valor médio IAH de 106, e o tratamento chorume 5% e 2%
apresentaram valor IAH médio de 106,3 e 112,3, respectivamente, demonstrando que
as branquias dos individuos amostrados apresentaram, segundo classificacdo proposta
por Poleksic e Mitrovic — Tutundzic (1994), alteracdes severas, danos irreversiveis no
tecido. Somente o tratamento chorume 10% o valor médio foi de 79 demonstrando que
as branquias apresentaram alteracbes moderadas a severas. Para avaliarmos uma
possivel diferenca significativa entre os tratamentos foi realizado o teste Kruskall Wallis
para dados nao paramétricos, no qual revelou (p=0.3316; H= 4.5936) demostrando que
nao houve diferenca.

A fusdo lamelar e a hiperplasia dos epitélios filamentar e lamelar séo alteractes
que podem funcionar como mecanismos de defesa, diminuindo a area de superficie da
branquia, aumentando a barreira de difusdo ao agente poluente (ERKMEN &
KOLANKAYA, 2000). A fusdo lamelar € resultante da hiperplasia das células epiteliais
das lamelas e filamentos branquiais, o grau da fusdo depende da intensidade e da
localizag&o. E considerada incompleta ou parcial se a hiperplasia se restringir a base da
lamela ou somente a uma porcdo das lamelas. Entretanto, se a hiperplasia estiver
presente ao longo dos filamentos, a fusdo sera completa (CANTANHEDE et al., 2003),
esta alteracdo dificulta a passagem da agua entre as lamelas, prejudicando a
respiracao do peixe.

Outra alteracdo observada neste estudo foi o aneurisma lamelar que esta
relacionado a ruptura de células pilares resultando na perda da funcdo de apoio
(GARCIA-SANTOS et al., 2007), isto pode ser causado por acdo de contaminantes
presentes na agua, que sob exposi¢do, pode levar a ruptura do epitélio e hemorragia,
afetando as trocas gasosas nas branquias.

Estudos como de Nogueira et al.,, (2011) que avaliou a partir do indice de
alteracbes morfolégicas nas branquias de Pimelodus maculatus uma possivel
contaminacdo de reservatério aguatico em Minas Gerais, no qual observou todas as
alteracbes como: fusdo lamelar, aneurismas e hiperplasia do epitélio filamentar e

lamelar. Assim como no trabalho de Henares et al., (2007), que objetivou estimar a
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concentracdo letal do diquate (herbicida) em Leporinus macrocephalus e avaliar os
efeitos histopatoldgicos na branquia e no figado dos peixes expostos a concentracdes
subagudas, no qual encontrou alteracfes consideradas reversiveis no tecido do peixe.
Com base nesses estudos, podemos considerar que os danos teciduais encontrados
em H. heterorhabdus sao validados para avaliacdo da contaminacdo ambiental.

Quanto ao resultado das alteracfes histopatologicas dos tecidos hepaticos,
foram analisados um total de 13 peixes divididos em cinco tratamentos: agua natural do
igarapé, benzeno (20 ppm), chorume, 10%, 5% e 2%, esta reducdo no numero de
peixes, deve-se a perda de material durante o processamento. Nestas amostras
observou-se alteragbes como: Necrose, vacuolizagédo, congestéo vascular, deformacéao
nuclear, degeneracdo citoplasmatica e presenca de parasito. Na tabela 8 séo
apresentadas as principais lesdes encontradas no figado.

As alteracbes mais frequentes foram a necrose, vacuolizacdo e deformacéo
citoplasmatica, seguidas da congestéo vascular, degeneracao citoplasmatica e parasito,
gue estédo ilustradas na figura 13. No tratamento agua natural do igarapé€, benzeno (20
ppm), chorume 10% e 2% foi possivel observar as alteracdes histopatoldgicas: necrose,
deformacdo nuclear, vacuolizagdo, congestdo vascular e degeneracédo citoplasmatica,
estas mesmas alteracdes foram vistas no tratamento chorume 5%, porém a congestéao
vascular ndo foi observada. E apenas foi observado um parasito em um dos tecidos
hepaticos do tratamento benzeno (20 ppm).

Lesbes no parénquima hepatico ja foram associados a poluicdo ambiental de
zona urbana e rural (NIMET, 2016; FILHO et al., 2014; DOS SANTOS, 2013; PINHEIRO
et al.,2017; ROCHA et al., 2010), efeito de herbicidas (HENARES et al.,2007; ALBINATI
et al.,, 2009; SILVA, 2015), detergente biodegradavel (PEREIRA et al., 2014) e
detergente de uso farmacéutico (BALULA, 2011).
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Tabela 8: Frequéncias de alteracdes histopatolégicas no figado de Hyphessobrycon heteroharbdus do
igarapé Cararazinho na area de influéncia da Lixeira Publica de Santarém-PA T1: &gua natural do
igarapé, T2: benzeno 20 ppm, T3: chorume 10%, T4: chorume 5% e T5: chorume 2%. 0 ausente; +
presente; ++ frequente; +++ muito frequente.

Alteracdes T1 T2 T3 T4 T5

Histopatolégicas N:3 N:3 N:2 N:3 N:2
Necrose +++ ++ ++ +++ ++
Vacuolizacéo ++ +++ ++ +++ ++
Congestéo Vascular + ++ + 0 ++
Deformacéo nuclear +++ +++ ++ +++ ++
Degeneracéo citoplasmatica 0 +++ ++ + +
Parasito 0 + 0 0 0
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Figura 13. Cortes do tecido hepético dos peixes Hyphessobrycon heteroharbdus. A) Necrose (indicada
pela seta) B) Vacuolizagdo dos hepatocitos (setas); C) Congestdo Vascular (setas); D) Deformacdes
nucleares (setas); E) Degeneragéo citoplasmatica (setas); F) parasito (seta). Aumento: 400X. Escala 20
pm. Coloracéo HE. Fonte: Arquivo pessoal.
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A vacuolizacdo e congestdo vascular sdo alteracdes histopatologicas que
também foram mais frequentes no estudo de Nimet, (2016) no qual avaliou o figado e
branquias de Astyanax bifasciatus correlacionando a presenca e o grau de alteragbes
histolégicas com as variaveis ambientais entre riachos, com diferentes usos e ocupacao
do solo, segundo este mesmo autor a vacuolizagdo citoplasmatica é resultado da
deficiente metabolizacdo de lipideos, agregado com a inibicdo da sintese protéica e
desagregacao dos microtubulos, podendo em casos mais avancados causar 0
deslocamento do nucleo dos hepatdcitos para a periferia. Isto pode estar relacionado a
erros que ocorrem nas funcbes de metabolizacdo e excrecdo de substancias no figado,
devido a agentes toxicos combinados aos lipideos do citoplasma, causando uma maior
demanda de energia para reparar 0s danos causados por estes agentes toxicantes
(LEE et al., 2012). Os hepatdcitos vacuolizados podem ser um sinal de doencas
degenerativas sugerindo que este processo de danos metabdlicos esta possivelmente
relacionado a exposi¢do a agua contaminada (FERNANDES et al., 2008). A congestédo
vascular ocorre devido um acumulo de sangue ocasionando uma dilatacdo dos vasos
sanguineos, esta alteracdo ocorre em presenca de agentes toxicos que aumentam a
circulacdo sanguinea que consequentemente eleva o numero de células imune para o
local (SANTOS et al., 2004).

A necrose uma histopatologia frequente neste estudo também foi presente nos
trabalhos de Pinheiro et al., (2017), e Rocha et al., (2010) onde destacou que ela pode
ocorrer por varias causas, como a transformacdo de um contaminante em um
metabalito toxico que tem incluido em sua estrutura, um radical livre ou oxigénio reativo,
resultando em lesdo peroxidativa dos lipidios da membrana e consequentemente a
necrose. As alteracdes regressivas, como degeneracao e necrose, SA0 processos nos
quais ha reducdo ou perda das funcdes do o6rgdo (BERNET et al, 1999). A
degeneracdo citoplasmética leva a perda da forma dos hepatdcitos, causando o
desarranjo na estrutura do tecido causando danos celulares e a diminuicdo no namero
de hepatdcitos, resultando em perdas funcionais e estruturais no figado dos peixes
(STENTIFORD et al., 2003).

Outra histopatologia encontrada em todos os tecidos hepaticos dos peixes deste
estudo foi a deformacédo do ndcleo que pode trazer lesGes drasticas na organizagcédo das
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organelas acarretando efeitos graves no metabolismo do Orgdo. Esta alteracao
histopatol6gica também foi observada na pesquisa de Silva (2015), que buscou avaliar
a toxicidade do herbicida, o acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D), por meio da analise
de figados de peixes Oreochromis niloticus, expostos a diferentes diluicdes, além
destas alteracdes foram observadas outras como: a perda da integridade citoplasmatica
e do limite celular, citoplasma vacuolizado, desorganizacdo do tecido e degeneracéo
hidropica.

O estudo de Albinati et al., (2009) avaliou o uso de branquias, figado e rins como
biomarcadores histolégicos em ensaio de toxicidade crénica com o herbicida Roundup
em piaugu (Leporinus macrocephalus) e o figado foi considerado um bom biomarcador
histolégico para a contaminacdo aquatica. No estudo de Stentiford et al., (2003) que
objetivou relatar as alteracdes histopatolégicas em tecidos, como o figado, de trés
espécies de peixes estuarinos (Platichthys flesus, Pomatoschistus minutus e Zoarces
viviparus), capturados de quatro estuarios britanicos (Tyne, Tees, Mersey e Alde),
diferentemente impactados por contaminantes, incluindo os PAHs (hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos), ressalta que o registro de les6es no figado estdo associados
com a contaminacdo dos estuarios, e que a avaliacdo desses efeitos biol6gicos é uma
poderosa ferramenta para a inferéncia dos impactos a ictiofauna causados pelos
contaminantes no ambiente aquatico.

Diante dos resultados obtidos das analises de biomarcadores genotéxicos e
histoldgicos podemos inferir que por ndo haver valores significativos quando
comparados os diferentes tratamentos de chorume com a agua do igarapé cararazinho,
pode-se inferir que o igarapé cararazinho esteja recebendo contaminantes advindos de
extravasamentos de cargas de chorume da Lixeira Publica de Santarém, pois a mesma
indispbe de uma barreira de contencédo eficiente, bem como de tratamentos eficazes
para os residuos ali depositados.

Portanto, com base nesses resultados € importante a analise das aguas do
igarapé Cararazinho, para haver uma inferéncia das substancias que estejam causando
danos genotoxicos e histoldégicos na biota aquatica. Alem de que, esta analise trara

beneficios para a populacdo que habita os arredores do igarapé, proporcionando
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conhecimento para saber se a mesma pode continuar sendo usada para balneabilidade,

e uso doméstico.
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8. CONCLUSOES

Com os presentes resultados obtidos da analise genotdxica das células

sanguineas e a analise histopatologica de branquias e figado de peixes

Hyphessobrycon heterorhabdus expostos a diferentes concentracbes de chorume da

lixeira publica de Santarém- PA, concluimos que:

A espécie Hyphessobrycon heteroharbdus apresentou potencial positivo
para ser utilizada como organismo teste em bioensaios relacionados a
poluicdo hidrica em igarapés;

E possivel inferir que a agua natural do igarapé Cararazinho possui
potencial genotdxico o mesmo observado nos tratamentos de chorume
diluido a 2, 5 e 10%;

Os peixes expostos ao chorume da LPS e a agua do igarapé Cararazinho
desenvolveram diversas patologias dos tecidos branquial e hepético, o
gue pode estar relacionado com a exposicdo aos poluentes aquaticos
presentes nestas aguas;

E importante a andlise das aguas do igarapé Cararazinho para a
inferéncias das substancias que estejam causando danos genotdxicos e
histol6gicos nos peixes, e para conhecimento da populacdo que usa a

agua para fins de balneabilidade e domésticos.
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