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RESUMO: A agua é um recurso essencial e fundamental para manutengdo da vida. O crescimento
demografico acelerado aliado ao processo de urbanizacéo e a falta de saneamento basico sdo os
principais fatores que contribuem para polui¢céo hidrica. Todos os dias, uma grande quantidade de lixo
e contaminantes incluindo metais pesados, sdo despejados nos corpos hidricos sem qualquer tipo de
tratamento prévio, algumas substancias quimicas contidas em esgotos possuem a capacidade de
causar danos a nivel celular no material genético de organismos expostos a esses xenobioticos. Frente
a essa realidade, o presente estudo teve como objetivo realizar uma avaliacdo ecotoxicoldgica através
do teste de Micronacleos (Mn) em células eritrocitarias periférica, utilizando como organismo
bioindicador o anfibio do género Leptodactylus, além analisar os parametros fisico-quimico da agua do
igarapé pintado localizado no perimetro urbano do municipio de Ji-Parana-RO. As coletas das amostras
foram realizadas em trés pontos distintos ao longo do igarapé. Os resultados obtidos demonstraram,
gue os animais dos pontos 2 e 3 apresentaram maior frequéncia de MN em relagdo ao ponto 1,
indicando que ha exposi¢do dos organismos a agentes genotdxicos e mutagénico vem sofrendo
alterac@es a nivel celular. J4 os resultados fisico-quimicos da dgua de acordo com a resolucao do
CONAMA 357/2005, que os parametros ferro, nitrogénio amoniacal, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica apresentaram valores elevados nos pontos monitorados 2 e 3.

Palavras-chave: Mutagenicidade. Toxicidade. Teste do micronicleo. Leptodactylus. Analise fisico-
quimica.

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF THE WATER OF THE PAINTED
STREAM IN THE MUNICIPALITY OF JI-PARANA - RO USING ANURANS OF THE
GENUS LEPTODACTYLUS AS A BIOINDICATOR ORGANISM.

ABSTRACT: Water is an essential and fundamental resource for maintaining life. Accelerated
demographic growth coupled with the urbanization process and the lack of basic sanitation are the main
factors that contribute to water pollution. Every day, a large amount of waste and contaminants, including
heavy metals, are dumped into water bodies without any kind of previous treatment, some chemicals
contained in sewers have the ability to cause cellular damage to the genetic material of organisms
exposed to these xenobiotics. Faced with this reality, the present study aimed to carry out an
ecotoxicological assessment through the Micronucleus (Mn) test in peripheral erythrocyte cells, using
the amphibian of the genus Leptodactylus as a bioindicator organism, in addition to analyzing the
physical-chemical parameters of the water of the painted igarapé located in the urban perimeter of the
municipality of Ji-Parand-RO. Sample collections were carried out at three different points along the
stream. The results obtained showed that the animals at points 2 and 3 had a higher frequency of MN
compared to point 1, indicating that there is exposure of the organisms to genotoxic and mutagenic
agents has been undergoing changes at the cellular level. The physical-chemical results of the water,
according to CONAMA resolution 357/2005, that the parameters iron, ammonia nitrogen, dissolved
oxygen and electrical conductivity presented high values at monitored points 2 and 3.

Keywords: Mutagenicity. Toxicity. Micronucleus test. Leptodactylus. Chemical physical analysis.
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1. INTRODUCAO

O rapido crescimento demogréafico aliado ao processo de urbanizacdo se
tornaram os fatores mais impactantes para a poluicdo hidrica (LIBANIO, 2016). De
acordo com o censo do IBGE (2010), a populacéo triplicou nesse novo milénio, sendo
que cerca de 85% da populacdo brasileira vivem em areas urbanas, fato este que

impacta diretamente na qualidade da agua.

Apesar de o crescimento populacional ser evidente, os investimentos na
infraestrutura sanitaria ainda sdo extremamente baixos, e isso gera um impacto
negativo, pois um dos maiores problemas dos centros urbanos é o tratamento das
aguas residuarias (ANA, 2012). Ap6s a década de 90 houve um maior investimento
em saneamento basico no Brasil, porém de maneira desigual, ou seja, grande parte

da populacéo ainda ndo tem acesso a essa estrutura adequada (IBGE, 2012).

A resolucdo do CONAMA n° 357/05 disp8e sobre a regulamentacédo no controle
do lancamento de efluentes que podem ser provenientes das industrias, esgotos
domésticos e escoamento das chuvas, e sobre a qualidade da agua presente nos
corpos hidricos. De acordo com a atualizacdo mais recente do CONAMA (n°
430/2011, artigo 4°, paragrafo XllIl) define que os testes de toxicidade sao utilizados
para detectar a nocividade de um agente toxico, e utiliza espécies presentes em
determinado local como bioindicadores, tornando possivel a avaliagdo dos danos

ocasionados ap6s contaminacdo (CONAMA, 2011).

Ao longo dos anos surgiu a necessidade de aprofundar estudos sobre a
composicdo quimica da agua e a influéncia destes compostos a saude ambiental e do
ser humano. Nesse contexto, os testes que sao realizados com espécies
bioindicadoras servem como monitoramento, a fim de saber qual a consequéncia
desses poluentes no meio ambiente, e como podem afetar a qualidade de vida dos
organismos (CRISTO et. al., 2017).

O teste de micronucleo é muito utilizado para essa finalidade, uma vez que a
sua execucao é de baixo custo, pratico, e analisa a frequéncia de defeitos que ha no
DNA da célula. (DEGEN et. al., 2017). Os micronucleos apresentam-se nas células
filhas por consequéncia de danos nas células parentais. S&o originados a partir de
fragmentos cromossémicos que podem ndo integrar o nucleo dessa célula filha ao

final da mitose, fato este que origina uma membrana nuclear em volta do fragmento,



a qual sera possivel visualizar como um microndcleo ao lado do nucleo principal da
célula (JUNQUEIRA, 2006).

Diante da relevancia do tema, os objetivos do presente estudo foram avaliar a
qualidade fisico-quimica de amostras de 4gua coletadas nos pontos monitorados e
analisar a integridade genética de amostras celulares do sangue periférico de
espécimes de anfibio do género Leptodactylus, que ocorrem nos pontos monitorados

através do teste do micronucleo.



2. REFERENCIAL TEORICO

Desde a criacdo da Politica Nacional de Recursos Hidricos lei n° 9.433 de 8 de
janeiro de 1997, com o objetivo de assegurar a disponibilidade da agua em padrdes
de qualidade para que atuais e futuras geracdes possam usufruir da mesma, houve
uma maior preocupacdo em relacdo a sustentabilidade com os recursos hidricos

disponiveis, pois a dgua € um insumo primordial assegurado a todos (MMA, 2017).

No Brasil, a qualidade da agua é regulamentada pelo Conselho Nacional do
Meio ambiente (CONAMA) desde 2005, resolugéao n° 357 ao qual sofreu alteracéo e
foi complementada pela resolucéo n° 430/2011. A regulamentacdo do CONAMA sobre
essas aguas classifica e estabelece parametros fisicos e quimicos toleraveis visando
o controle da disposi¢cdo de poluentes sobre o meio ambiente em niveis que nao
oferecam riscos aos organismos. Contudo ha uma enorme preocupac¢ado em relacéo
aos niveis de tolerancia estabelecidos pois muitos estudos tém comprovado que
mesmo com valores de contaminacdo abaixo do permitido, alguns parametros

apresentaram efeitos genotéxicos significativos (LIMA e SANTOS, 2012).

No pais, o crescimento demografico nos ultimos anos ocorreu de forma muito
acentuada no qual as estruturas dos municipios ndo conseguiram acompanhar o forte
crescimento populacional, o que por sua vez resulta em problemas que afetam
diretamente o0 ecossistema, pois lagos, aquiferos, rios e igarapés vem sendo
prejudicados com a contaminacao por esgotos e lixos despejados nesses locais o que

acaba influenciando o ecossistema de forma negativa (COSTA, 2017).

A propriedade fisica e bidtica de uma bacia possui um papel importantissimo
no ciclo hidrologico, que influencia varios processos (SILVA e SANTOS, 2016). Ao
longo dos anos foram desenvolvidos varios indices e indicadores ambientais com o
objetivo de avaliar a qualidade da agua baseando-se em suas caracteristicas
(KEMERICH et al., 2014). A utilizacdo de indicadores fisico-quimicos que medem a
qualidade da agua € composto por variaveis que sdo correlacionadas com as
alteracdes na bacia sejam elas de origem natural ou antrépica (KEMERICH et al.,
2014). De acordo com o exposto, percebe-se que uma bacia hidrografica é afetada
diretamente através de contaminantes que séo diariamente despejados nos recursos

hidricos e que pesquisas frequentes em relagdo a qualidade da agua disponivel séo



de fundamental importancia para a gestado dos recursos hidricos (BARRETO et al.,
2013).

Geralmente, os esgotos domésticos exibem em sua composicao constituintes
tipicos com elevadas quantidades de nutrientes tais como: séries nitrogenadas,
carbono orgénico total, sulfetos, fésforos organicos e inorgéanicos, cloreto e alto teor
de sodlidos totais (CETESB, 2012). Apresentam também o numero variavel de
contaminantes incluindo metais pesados, pesticidas, hidrocarbonetos entre varias
substancias com potenciais toxicos que podem apresentar toxicidade (TAVARES,
2009). Além das substancias descritas, os esgotos contém um grande namero de
microrganismos como fungos, virus e bactérias em sua composicdo dos quais muitos

sao considerados microrganismos patogénicos (ABESSA et al., 2012).

A principal causa das poluicdes nos rios e igarapés sdo 0s esgotos domeésticos
e comerciais, efluentes industriais e agricolas que acabam comprometendo a
gualidade da agua tanto subterrdnea quanto superficiais afetando diretamente a
saude de muitas espécies de animais e vegetais, causando muitos prejuizos que vao
desde comprometimento da agua por metais pesados, residuos quimicos e
substancias toxicas como também na morte de varias espécies aquaticas e na

propagacédo de doencas para o ser humano (POLLO et al., 2012).

Indicador biol6gico ou bioindicacdo, nada mais é que a utilizacdo de um
organismo que habita um determinado local a fim de caracteriza-lo acerca do
comportamento e conhecimento das comunidades ecolégicas quando expostas a
mudancas e fatores estressantes tais como: devastacao do meio ao qual vivem, perda
de habitats, poluicdo e exposi¢cdo a agentes quimicos (YOKOYAMA et al., 2012).
Comunidades biologicas, expostas a poluentes contidos na agua, sofrem alteracdes
0 gue os tornam capazes de indicar os efeitos decorridos das acfGes naturais ou
antropicas do meio ambiente, isso permite que seja realizado uma analise biologica

efetiva no reconhecimento dos fatores atuantes (PIMENTA et al., 2016).

Os bioindicadores séo utilizados para duas principais abordagens: em altos
niveis de organizacdo como populacdo, comunidade e ecossistema ou a nivel
individual os quais analisam diversos tipos de alteracbes tanto bioquimicas quanto
fisiologicas (ARIAS et al., 2007). Anélises moleculares séo utilizadas para realizagcéo

de alteragcdo a nivel individual ao qual verificam a nivel celular, possiveis danos que



substancias xenobidticas provocam ao DNA de organismos expostos (BRITO e LUZ,
2015).

Através de fenbmenos como sinergismo e antagonismo, compostos quimicos
podem atuar de diversas formas no organismo dos seres vivos. Algumas substancias
podem causar efeitos toxicos em baixos niveis de dificil detec¢édo analitica. Devido a
esse motivo, evidéncias quimicas, biologicas, fisicas, fisico-quimicas e
ecotoxicolégicas devem ser utilizadas para obtencéo de informacdes que contribuam
para decisbes em relacdo as acbes de protecdo do meio ambiente (RODRIGUES;
SILVA; SILVA, 2009).

O ensaio de Micronucleos € amplamente utilizado no biomonitoramento de
animais e vegetais expostos a agentes quimicos e mutagénicos a fim de verificar
possiveis danos ou anomalias cromossomais causadas em células expostas a esses
agentes (DOURADO, 2014). E considerado um teste simples e possui validag&o
internacional, baixo custo, facil visualizacdo dos micronucleos e pode ser realizado
em qualquer populacéo de célula nucleada, sendo um dos mais utilizados no ramo da
toxicologia genética, podendo ser empregado na monitorizagdo ambiental e no
diagndstico de doencas (ARAUJO et al., 2018).

Atualmente algumas espécies sao utilizadas para estudos ecotoxicologicos, a
fim de avaliar a toxicidade presente em determinado ambiente. Nos estudos em que
SA0 necessarios organismos que vivem em meio aquatico sdo muito utilizados peixes,
anfibios, moluscos entre outros (TRINDADE et al., 2017). Entre esses animais, 0s
anfibios possuem caracteristicas que os tornam étimos bioindicadores, dentre essas,
o ciclo de vida aquatica e terrestre, limitada capacidade de dispersédo e camada de
pele fina, o que os torna vulneraveis e suscetiveis a diversos contaminantes (SILVA,
2017).

Na atualidade sao conhecidas 6.638 espécies diferentes de anfibios em todo
mundo, sendo pertencentes a ordem anura, um total de 5.858 espécies. Os anuros
sdo cosmopolitas, e se distribuem de forma heterogénea, predominantemente nas
regides tropicais (OLIVEIRA, et. al., 2012). No Brasil ha registro de aproximadamente
946 espécies, divididas entre anuros, cecilias e salamandras. A familia
Leptodactylidae é composta por diversas espécies com caracteristicas morfologicas

diferentes, além do tamanho e coloracao distinta (COELHO, 2013).



O género Leptodactylus é representado, normalmente, por animais de pequeno
e meédio porte, sdo terrestres ou semi-aquaticos que se alimentam de insetos e
possuem atividade noturna. Seu habitat esta associado a areas de floresta tropical
Uumida, ou em proximidade a agua, exceto algumas espécies que habitam ambientes
aridos, e possuem modos reprodutivos variados. Algumas espécies constroem ninhos
de espuma em suas tocas para garantir a protecao das larvas em desenvolvimento,
evitando predadores (DE-CARVALHO, et al., 2008).

Esses animais possuem estrutura adaptada para saltos, sendo os membros
posteriores alongados, e vértebras fundidas para facilitar os saltos. Além disso,
desempenham papel importante em pesquisas ambientais, pois fazem parte de um
dos grupos mais sensiveis as variacdes que ocorrem no meio ambiente (OLIVEIRA,
et al., 2012), sendo capazes de bioacumular residuos potencialmente toxicos
presentes no ambiente, e prejudiciais aos organismos expostos (CRISTO, et. al.,
2017).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo e local de amostragem

O municipio de Ji-Parana (Figura 1) foi criado em 1977 e esta localizado no
estado de Rondénia, na fracdo centro-leste do estado e possui area total de 6.896,649
km2 e aproximadamente 130.009 habitantes (IBGE, 2019; IBGE, 2020).

O municipio encontra-se em uma bacia hidrografica, sendo a segunda mais
importante do estado, e tem como rio principal o rio Ji-Parana, popularmente
conhecido como rio Machado, e que é o principal afluente do rio Madeira situado no
estado de Rondonia (IBGE, 2020). Em sua extenséo possui cerca de 80 mil km?, fato
este que a torna a maior bacia que esta inserida integralmente no estado de Rondénia
e sua localizacao esta situada na porcao leste do estado, banhando varios municipios
e servindo para finalidades como abastecimento de agua para populacao, irrigacao
agricola, turismo e lazer (DINATO, 2013). O rio Ji-Parana é formado pela juncéo de
dois rios, o Comemoracédo, também chamado de Melgaco, e rio Apedia, também
conhecido como Pimenta Bueno, sendo o ponto de confluéncia desses dois rios

préximo a cidade de Pimenta Bueno no estado de Rondénia (IBGE, 2020).



Figura 1: Imagem de satélite da localizagdo do Municipio de Ji-Parana, Estado de Rondénia. Fonte:
Google Earth, 2020.

A area de estudo compreende o Igarapé Pintado que tem como afluentes os
rios Machado e Urupa. A desagua ocorre no 2° distrito da cidade, mais precisamente
no rio Machado. O igarapé esta estabelecido na area urbana da cidade, possui
cumprimento de 3,46 km, sua bacia possui uma area de 3,95Km?, e em sua maior
parte apresenta vegetacao rasteira. Essa bacia apresenta formato alongado, proximo
ao retangular, e esse fato influencia diretamente na possibilidade de ocorrer menos
enchentes, ja que a inclinagcdo e compactacéo do solo facilitam o escoamento da agua.
Ha presenca de pontos mais baixos, aos quais podem ocorrer enchentes (MACARO,
2013).

As amostras de 4gua para analise fisico-quimica e o material biol6gico (anuros
do género Leptodactylus) foram coletados em 3 pontos previamente demarcados no
curso do Igarapé Pintado, no periodo urbano do municipio conforme figura 2, sendo o
Ponto 1 (10°52°'41.5” S e 61°55°01.4” W) proximo a nascente, Ponto 2 (10°52’563.6” S
e 61°55'36.5” W) regiao intermediaria e Ponto 3 (10°52’35.2” S e 61°56’12.1” W)
proximo ao ponto de confluéncia com o rio Machado.
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Figura 2 — Imagem de satélite da localizagdo do Igarapé Pintado no Municipio de Ji-Parana, Estado de
Rondénia. Fonte: Google Earth, 2020.

3.2 Analises Fisico-Quimicas

Foram avaliados na agua coletada os seguintes parametros: Dureza Total,
Alcalinidade Total, Oxigénio Dissolvido, Nitrato, Nitrito, pH e Condutividade Elétrica
utilizando o kit técnico fisico-quimico para agua doce fornecido pela empresa
ALFAKIT® seguindo a metodologia proposta no kit. Para realizacdo das andlises
fisico-quimicas, foram coletadas 500 ml de agua, no periodo matutino nos trés pontos
de coleta, em frasco reagente de vidro incolor previamente autoclavados e
armazenados em caixa térmica refrigerada e em seguida levados imediatamente ao
laboratério de solos do Centro Universitario Sdo Lucas de Ji-Parana para execugao
das analises.

Outros parametros de suma importancia também foram avaliados, sendo eles:
Aluminio, Cobre, Ferro Total, Manganés, Nitrogénio Amoniacal Total, Sulfato e Zinco.
Foram coletadas em torno de 300 ml de &gua em recipientes esterilizados, e
acondicionados em caixa térmica e enviadas ao Laboratorio de Analises Ambientais
Qualitta, situado em Ji-Parana.

Os resultados das amostras foram comparados com os valores determinados
através da resolucdo CONAMA n° 430/2011 que altera e complementa a resolucéo
357/2005, estabelecidas para condi¢cfes de agua a serem lancadas de efluentes, que
fica determinado no artigo 4° o valor maximo permitido que determinado poluente
possa ser introduzido ao corpo hidrico, sem afetar a qualidade da agua e sua utilizacéo
ao qual é estabelecida através das classes de enquadramento (CONAMA, 2011).



3.3 Coleta de amostras

ApOs aprovacao pela Comisséo de Etica na Utilizagdo com Animais — CEUA,
Protocolo N° 05/2020 e permissdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) registro N° 75202-1, as coletas das amostras bioindicadoras
foram realizadas entre os meses de Agosto e Setembro, época de estiagem na regiéo,
em periodo noturno de acordo com os habitos dos anfibios do género Leptodactylus,

nos pontos de coleta estabelecidos. Foram capturados entre 5 espécimes nos trés

pontos distintos monitorados ao longo do igarapé.

Figura 3 — Imagem dos anuros do género Leptodactylus coletados no Igarapé Pintado no municipio de
Ji-Parana, RO. Fonte: O autor (2020)

Com as maos umedecidas, imediatamente apds a captura os animais foram
colocados em uma bandeja com &gua para serem medidos e realizado o
procedimento de coleta, sendo a pungéo de 10 uL sangue periférico na veia femoral
do membro posterior direito. Para realizacdo desse procedimento foi utilizado seringa
de 1 ml com agulha de 13mm x 0,45mm, sendo uma seringa para cada individuo. O
esfregaco sanguineo de cada animal foi realizado em campo, rapidamente apos a
coleta em duplicata, para isto, foi utilizado laminas e extensoras novas e limpas. Em
seguida, o animal foi imediatamente devolvido para seu habitat.

Apoés o término das andlises, os resultados foram computados no software
Microsoft Office Excel, em seguida os dados foram transferidos e analisados no

programa de estatistica OriginPro 2017 (OriginLab®).

3.4 Avaliacéo Bioldgica
Apo6s a secagem dos esfregacos, as laminas foram levadas imediatamente ao

laboratorio da faculdade para coloracdo das células sanguineas, foi utilizado o Kit



Pandtico Rapido. O kit é composto por trés componentes, sendo eles: triariimetano a
0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%, que sé&o utilizados nessa ordem,
respectivamente (MENEGUETTI et. al., 2011). Cada lamina foi mergulhada 10, 20 e
30 vezes nos corantes, seguindo a ordem descrita acima. Ao final desse procedimento
as laminas foram colocadas para secar a temperatura ambiente e realizado o
procedimento de analise microscopica. A microscopia consistiu na contagem de 1000
células eritrocitarias por lamina totalizando 2.000 células por amostra, utilizando a
objetiva de 100X sub imersdo (CARRAFA et al., 2013).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise fisico-quimica

Os resultados da andlise fisico-quimica da é&gua do Igarapé Pintado
demonstraram que nos pontos amostrais 2 e 3, o parametro Ferro total esta acima do
limite permitido pela Resolu¢cdo do CONAMA 357/2005, havendo uma diferenca entre

ambos, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacgéo fisico-quimica das amostras de agua coletadas no
igarapé Pintado localizado no municipio de Ji-Parana-RO.

Pontos de Coleta

Parametros Ponto Ponto Ponto VMP
1 2 3

Dureza Total (mg/L) 160 199 165 500°
Alcalinidade Total (mg/L) 20 91 120 -
Salinidade (ppm) 29 82 135 > 302
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 9,25 8,45 19,0 >5,02
PH 6,0 8,0 8,0 6-92
Nitrito (mg/L) 0,1 0,5 0,5 1,02
Nitrato (mg/L) 1,0 1,0 0,7 10,02
gjosr/w/célrjr:l)vldade Elétrica 210 300* 290* 100°
Aluminio (mg/L) 0,0 0,0 0,0 <0,12
Cobre (mg/L) 0,0 0,0 0,0 < 0,0092
Ferro Total (mg/L) 0,19 1,38*  3,05* <0,32
Manganés (mg/L) 0,0 0,0 0,0 <0,12
Nitrogénio Amoniacal Total <3,7;2,0;
(g /E) 0,94 11,34* 12,47+ 3’17,63’01
Sulfato (mg/L) 3,1 15,0 10,5 < 2502
Zinco (mg/L) 0,0 0,0 0,0 <0,182

Fonte: CONAMA 357/2005.



VMP: Valor Maximo Permitido.
@ valores estabelecidos pela a Resolucéo n° 357 do CONAMA.
b valores estabelecidos pelo Ministério da Salde, portaria n° 2.914/2011.

¢ valores estabelecidos pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo — CETESB, 2012.
* valores acima do limite estabelecido.

Apesar de o elemento Ferro ser de baixa toxicidade, quando apresenta
concentracdo muito elevada se torna contaminante, pois afeta a qualidade da agua,
tanto para consumo, quanto para o ecossistema (SANTOS, et. al, 2020). Ha diversas
razdes para a presenca do ferro ser indesejavel em um corpo hidrico, sendo algumas
delas: a conferéncia de cor avermelhada ao ser exposto ao ar (devido a oxidacao),
atribui sabor metélico ou amargo, favorece crescimento bacteriano que depende de
ferro, como por exemplo a Spyrophylum ferrugineum, entre outros (CARVALHO,
2005).

Outro parametro avaliado com valor acima do limite estabelecido foi o
Nitrogénio Amoniacal, apresentando valor elevado nos pontos 2 e 3. A resolugéo do
CONAMA 357/2005, dispde sobre a presenca de Nitrogénio Amoniacal Total em
adguas de classe 2, sendo o valor toleravel até 3,7 mg/L. O nitrogénio pode estar
presente, em aguas rasas ou subterraneas, de forma natural, sendo a concentracdo
muito baixa e por isso ndo apresenta maleficios para a 4gua. Isso ocorre por ser um
composto de facil adsorcao, seja pelo solo ou por oxidacao a nitrato e nitrito. Todavia,
concentracdes elevadas sdo associadas a fontes de poluicdo (FONSECA, 2017). E
importante ressaltar que o Nitrogénio Amoniacal Total varia de acordo com pH
segundo a legislacéo, seguindo a seguinte relagéo: 3,7 mg/L para pH < 7,5; 2,0 mg/L
para pH 7,5 - 8,0; 1,0 mg/L para pH 8,0 — 8,5.

A principal fonte de dureza é a dissolucdo de minerais nos corpos d’agua,
como rochas calcérias e efluentes industriais. Em corpos hidricos onde a dureza é
baixa, a biota se torna mais sensivel a produtos téxicos, como chumbo, zinco, cobre
e outros (PIRATOBA, et. al, 2017). O Ministério da Saude, por meio da portaria
2.914/2011, estabelece que o valor maximo permitido para o parametro de dureza
total é de 500 mg/L, porém é necessario que o resultado apresente confiabilidade ja
que podem variar de acordo com alguns fatores, como equipamentos utilizados e
padrdo de analise.

A alcalinidade é um parametro bastante relevante, pois, indica quanto de
acidez uma solucéo podera absorver sem que haja alteragcédo em seu pH, ou seja, a

alcalinidade indica a capacidade de tamponamento de uma solugdo como a agua por



exemplo (COELHO, et al., 2015). Desse modo, solu¢cdes com baixa alcalinidade
possuem uma menor capacidade de tamponamento e consequentemente seu pH
podera ser alterado precipitadamente quando uma substancia acida for adicionada.
Por outro lado, quando uma solucdo possui alcalinidade elevada, sua capacidade de
tamponamento torna-se maior e como resultado € menos afetada quando uma
substancia 4cida € adicionada, sendo necesséario uma grande quantidade de acido
para que haja alteracdo no pH que aconteceria em uma amostra com baixa
alcalinidade (COELHO, et al., 2015).

Segundo PIROTOBA et. al. (2017), a alcalinidade da 4gua n&do possui um
significado sanitario, exceto quando acontece devido a hidroxidos ou no momento em
que contribua na qualidade de sélidos totais, sendo a mesma composta por trés
constituintes principais como hidroxidos (OH"), bicarbonato (HCO -3) e carbonatos
(C0O3?). A diferenciacéo entre as trés formas de alcalinidade na 4gua varia de acordo
com o pH sendo: pH> 9,4 para hidroxidos e carbonatos; pH entre 8,3 e 9,4 para
carbonatos e bicarbonatos e pH entre 4,4 e 8,3 para bicarbonatos apenas.

De acordo com estudos, na maior parte dos ambientes aquaticos, a
alcalinidade é causada pela presenca de bicarbonato. Normalmente, valores
aumentados de alcalinidade, é provocado pela decomposicdo de matéria organica e
pela liberacdo de gas carbdnico na agua, ocasionado pela elevada taxa respiratéria
de microrganismos. Em sua maioria 4guas naturais apresentam alcalinidade entre 30
a 500 mg/L de CaCOs (Brasil, 2006).

O consumo do oxigénio presente na agua € dado pela oxidacdo da matéria
organica e pela respiracao dos organismos presentes. Em aguas naturais, o oxigénio
€ indispensavel para a sobrevivéncia das espécies, pois a maioria nao resiste caso
haja concentra¢des inferiores a 4,0 mg/L (PINTO; OLIVEIRA; PEREIRA, 2010).

No periodo em que a matéria organica presente na agua esta se estabilizando,
as bactérias usam o oxigénio no processo respiratorio, sendo reduzida a concentracao
de oxigénio dissolvido nos corpos hidricos ou nos esgotos (RIBEIRO; SANDRI;
BOENO, 2013). Segundo FONSECA (2017), a alta concentrac¢io de ion aménio pode
influenciar na presenca do oxigénio dissolvido no meio ambiente, podendo
desencadear complicacfes ecologicas, pois caso haja altas concentracdes (acima do
limite estabelecido na resolucéo) pode se tornar toxico para algumas espécies.

A condutividade elétrica apresentou valores alterados, nos pontos 1, 2 e 3.

Segundo a CETESB (2012), valores de condutividade elétrica acima de 100 uS/cm



séo considerados altos, tendo impacto na qualidade da agua. A resolucdo 357/2005
do CONAMA néo estabelece valor limite para esse parametro.

A condutividade elétrica mede o potencial da agua em conduzir corrente
elétrica, e ¢ alterada pela quantidade de ions presentes. E um parametro que permite
a verificacdo real da poluicdo ou a possivel fonte de poluicdo local, apesar de nédo
identificar qual composto quimico € responsavel por tal alteracdo. Valores de
condutividade elétrica aumentados podem ser associados a presenca de diversos
compostos dispensados de forma inadequada no corpo hidrico, como alguns tipos de
detergentes e sabédo (LIMA e SANTOS, 2012).

4.2 Andlise Biologica

A analise bioldgica realizada utilizando o teste do micronucleo como forma de
avaliar a presenca de mutagenicidade nas células demonstrou alguns tipos de
anormalidades, sendo elas: presenca de micronucleo, célula binucleada, apoptose e

espiculas na membrana celular, conforme apresentado na Figura 4.

» B

Figura 4 — Micronucleos e anomalias observadas em eritrocitos de Leptodactylus. A: célula com
micronicleo; B: célula em processo de divisdo; C: célula binucleada; D: presenca de
espiculas na membrana. Fonte: O autor (2020)

Tabela 2 - Frequéncia de ocorréncia de micronucleos (MN) em eritrOcitos

policromaticos (EPC) de Leptodactylus (para cada 2000 eritrocitos analisados),



capturados nos pontos monitorados do igarapé Pintado em Ji-Parana-RO. Ponto 1
(nascente do igarapé no perimetro urbano), 2 e 3 (dentro do perimetro urbano).

Pontos Média + SD
1 48 +2,6
2 35,8 +4,8*
3 71,7 + 14,8**

N = 6 animais por ponto. Os animais foram capturados e liberados no mesmo local imediatamente apés
a coleta de sangue. MN: micron(cleos, EPC: eritrdcitos policrométicos. * p < 0,05: diferenga significativa
em comparag¢do com o ponto 1 (nascente do igarapé no perimetro urbano) (teste ANOVA, Tukey).
Fonte: O autor, utilizando teste ANOVA Tukey

Conforme a tabela acima, os pontos monitorados com maior frequéncia de
micronucleos nos eritrocitos foram os pontos 2 e 3. O aumento significativo em relacédo
ao ponto 1, pode estar relacionado a presenca de efluentes acumulados nesses
locais, proveniente de todo o curso do igarapé, podendo estes estarem contaminados
com substancias quimicas toxicas que levam a alteracao do ecossistema local. Vale
ressaltar que, a nascente do igarapé esta localizada em um terreno inabitado e apesar
de haver residéncias no entorno sua fonte € recoberta por mata secundaria que
protege a nascente, o fluxo de agua que mina da fonte ndo deixa acumular agua
parada no local.

Os compostos quimicos presentes em efluentes possuem afinidade pelo
material genético dos organismos, podendo desencadear alterac6es no DNA (SILVA
et al., 2018). Alguns compostos presentes nesses efluentes sdo metais, pesticidas,
hidrocarbonetos, entre outros, e possuem potencial toxico e mutagénico. Esse tipo de
substancia que € liberada na agua pode ndo apresentar efeitos agudos nos
organismos gque sao expostos a ela, porém estudos comprovam que podem causar
danos teciduais e genéticos, reduzindo drasticamente o tempo de sobrevivéncia das
espécies (GALINDO; SILVA; ROSARIO, 2012). A exposicdo continua desses animais
aos compostos quimicos presente no ambiente aquéatico ao qual vivem, pode estar
desencadeando bioacumulacdo nos tecidos ocasionando danos celulares, inibindo a
acado das enzimas de reparo, modificando o DNA e interferindo negativamente na
fisiologia do organismo exposto (KLAASSEN e WATKINS I, 2012).

O ciclo celular é designado como a sequéncia de acontecimentos que levam

ao crescimento e divisdo de uma ceélula. Quando ocorre dano no material genético,



induzido por substancias mutagénicas, sdo necessarias algumas proteinas que
desempenham papel fundamental no reparo do DNA, como € o caso da p53
(MOREIRA, 2014).

O gene p53 ¢ ativado apds a emissédo de sinais de dano celular, e seu fator de
transcrigdo interage com outros genes, inclusive o promotor do gene p21, cujo produto
protéico € um inibidor de quinase dependente de ciclina que bloqueia a inativacéo de
pRb por CDK4. Essa atividade proporciona a interrupcao do ciclo celular na fase G1,
antes que ocorra a duplicacdo do DNA, permitindo que o DNA danificado seja
reparado. Outra forma de atuacdo da p53 € a inducdo da apoptose, quando néo é
possivel realizar o reparo no DNA, podendo ocorrer quando a proteina Rb néo
funciona corretamente, pois a mesma atua como reguladora, restringindo a entrada
da célula na fase S da intérfase (FETT-CONTE e SALLES, 2002).

A quantidade normal de micronucleos encontrados em eritrécitos varia de
acordo com a espécie e possui relacdo com a capacidade de reparo da célula. A
exposicao a xenobiodticos afeta essa capacidade de reparo, portanto os eritrécitos que
possuem micronucleo séo o reflexo dos efeitos genotdxicos ao que o organismo esta
exposto (SILVEIRA, 2016).

De acordo com RIVERO (2007), alguns estudos costumam observar anomalias
encontradas nas células, e ndo somente a presenca de micronucleos, pois essas
anomalias podem estar relacionadas a processos que envolvem citotoxicidade,
mutagenicidade e genotoxicidade. Alguns organismos apresentam essas anomalias
apos sofrerem exposicao a substancias quimicas e poluentes.

A presenca de anormalidades nucleares morfologicas, incluindo células
binucleadas, indica possivel exposicdo a xenobidticos, e consequentemente sao
indicadores de mutagenicidade (AMARAL, 2018). Estudos demonstraram que essas
alteracdes na morfologia celular sdo induzidas por substancias que tém o potencial de
causar dano e quebras do DNA, podendo desencadear mutagcOes e posteriormente
processos carcinogénicos, uma vez que o dano ao DNA pode ocasionar perda do
material genético e lesbes irreparaveis (SILVA et al., 2018). Conforme demonstra a
figura 5, ndo houve diferenga significativa na incidéncia de células binucleadas, em

comparacao ao Ponto 1 (nascente do igarape).



Incidéncia de células binucleadas
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Figura 5 - Incidéncia de células binucleadas (média e desvio padrdo) encontradas em eritrocitos de
Leptodactylus, capturados nos pontos monitorados do igarapé Pintado. (N = 6), p > 0,05, ndo
apresentando diferenca significativa em comparagdo com o ponto 1 (nascente do igarapé no perimetro
urbano) (teste ANOVA, Tukey). Fonte: O autor, utilizando teste ANOVA Tukey

Segundo SILVA e colaboradores (2016), a apoptose (morte celular) € um tipo
de autodestruicdo das células que visa a manutencédo da homeostase do organismo,
ocorrendo de forma programada. E um processo rapido, com alta demanda de
energia, ocorre em diferentes estadgios e pode ser estimulado por processos
patoldgicos no organismo. Conforme a figura 6, a incidéncia de células em apoptose

nao apresentou diferenca significativa entre os pontos que foram analisados.
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Figura 6 - Incidéncia de células em apoptose (média e desvio padrdo) encontradas em eritrocitos de
Leptodactylus, capturados nos pontos monitorados do igarapé Pintado. (N = 6), p > 0,05, ndo
apresentando diferenca significativa em comparagdo com o ponto 1 (nascente do igarapé no perimetro
urbano) (teste ANOVA, Tukey). Fonte: O autor, utilizando teste ANOVA Tukey

Outra anomalia visualizada durante a contagem dos eritrocitos foram células

espiculadas, porém em pequena quantidade. Conforme demonstrado abaixo pela



figura 7, ndo houve diferenca significativa entre os pontos monitorados. Segundo
SILVA e colaboradores (2018), os eritrocitos que apresentam espiculas na membrana
sofrem descaracterizacdo, por formacdo de bolhas ou lise total, tornando-as

semelhantes aos eritrécitos morfologicamente denominados de acantdcitos.

20 A

Incidéncia de espiculas ha membrana
5]
1

0 —_—

T T
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3

Figura 7 - Incidéncia de espiculas nha membrana (média e desvio padrao) encontradas em eritrocitos
de Leptodactylus, capturados nos pontos monitorados do igarapé Pintado. (N = 6), p > 0,05, ndo
apresentando diferenca significativa em comparagdo com o ponto 1 (nascente do igarapé no perimetro
urbano) (teste ANOVA, Tukey). Fonte: O autor, utilizando teste ANOVA Tukey

Um estudo recente foi realizado por SILVA e colaboradores (2018) no municipio
de Ouro Preto do Oeste, Rondbnia, com 0 mesmo género Leptodactylus como espécie
bioindicadora e obteve resultados semelhantes quanto a presenca de micronucleos
em eritrécitos. Outro estudo realizado por CRISTO e colaboradores (2017) no
municipio de Ji-Parana, utilizando o Lambari (Astyanax sp.) como espécie
bioindicadora, obteve alteracdes significativas em um dos pontos monitorados, sendo
este fato atribuido ao grande fluxo de veiculos, moradias e areas comerciais nas
proximidades do Igarapé. Sendo assim, areas com manipulacdo humana apresentam
maior extensao de danos ao ecossistema, nao favorecendo a qualidade de vida das
espécies. Portanto, pode-se dizer que ha reflexos da acdo do homem no ecossistema,

como também nos organismos que habitam os corpos hidricos.



5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na analise fisico-quimica, confirmaram a presenca de
niveis elevados de ferro, nitrogénio amoniacal, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica, em um ou mais pontos monitorados. Em relacdo a analise bioldgica, os pontos
2 e 3 demonstraram aumento significativo na frequéncia de microndcleos nos
eritrocitos. Outras anomalias avaliadas, como células binucleadas, apoptose e
espiculas na membrana, ndo demonstraram aumento expressivo em nenhum dos
pontos avaliados. A frequéncia de micronucleos no presente estudo indica que, a
exposicao da espécie bioindicadora a xenobio6ticos com potencial toxico e mutagénico,
vem sofrendo alteracdes a nivel celular. Diante do exposto, conclui-se que 0s
impactos gerados pela contaminacédo ambiental no local de estudo, esta contribuindo
diretamente para o desequilibrio e gerando consequéncias negativas no ecossistema,

resultado das acdes humanas no meio ambiente.
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