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RESUMO: (A qualidade da agua da Lagoa Jacuném (Espirito Santo, Brasil) em relagéo a aspectos genotoxicos e mutagéni-
cos, mensurados respectivamente pelo ensaio do cometa e teste do micronucleo em peixes da espécie Oreochromis niloticus).
Para a avaliag@o da qualidade da agua, os critérios fisico-quimicos devem ser somados a aspectos bidticos que podem ser
mensurados por testes citogenéticos. Evolutivamente proximos, os peixes apresentam metabolismo similar ao dos verte-
brados superiores quando expostos a quimicos nocivos. Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) € 6timo modelo-teste para
investigagdes a partir do ensaio do cometa e teste do micronucleo, para avaliagdo da genotoxicidade e mutagenicidade. A
Lagoa Jacuném, localizada no municipio de Serra/ES, desempenha importante papel socioecondmico. Sua bacia de drenagem
¢ ocupada por areas residenciais e industriais que intensificam o processo de eutrofizagdo. A avaliagdo da qualidade da agua
ocorreu durante época de alta e baixa precipitagdo em trés pontos amostrais. Em laboratdrio, amostras de d4gua foram armaze-
nadas em reservatorios com alevinos. Dois aquarios corresponderam aos controles negativo (agua com qualidade) e positivo
(ciclofosfamida injetada). Apo6s 72 horas, os peixes foram anestesiados e o sangue retirado para realizar o teste do micronu-
cleo e o ensaio do cometa. Valores dos parametros fisico-quimicos revelam que o IQA (Indice de Qualidade da Agua) foi
considerado bom, todavia outros pardmetros apresentaram valores fora do espectro aceito pela legislagdo, inclusive os metais
Al e Cd. Sugere-se que a lagoa encontra-se impactada devido ao aporte de efluentes. Os resultados do teste do micronticleo
e ensaio do cometa indicam elevados potenciais mutagénico e genotoxico. A mutagenicidade e genotoxicidade podem estar
relacionadas a presenga de quimicos. Os maiores valores de genotoxicidade e mutagenicidade ocorreram durante o periodo
de chuva. Conclui-se que a lagoa apresenta elevado potencial genotoxico e mutagénico.

Palavras-chave: genotoxicidade, mutagenicidade, metais.

ABSTRACT: (The water quality of Pond Jacuném (Espirito Santo, Brazil) concerning genotoxic and mutagenic aspects,
respectively measured by the comet assay and micronucleus test in fish species Oreochromis niloticus). For the assessment of
water quality, physical-chemical criteria must be added to biotic aspects that can be measured by cytogenetic tests. Evolution-
arily close, the fish have metabolism similar to that of higher vertebrates when exposed to harmful chemicals. Oreochromis
niloticus (Linnaeus, 1758) is a very good test-model for researches using the micronucleus test and comet assay, for assess-
ment of genotoxic and mutagenic effects. The Pond Jacuném, municipality of Serra/ES, plays an important socioeconomic
role. Its drainage basin is occupied by residential and industrial areas which enhance the process of eutrophication. The as-
sessment of water quality occurred during high and low rainfall seasons in three take sampling sites. In laboratory, samplied
water were stored in reservoirs with alevins. Two reservoirs corresponded the negative (water with quality) and positive
(cyclophosphamide injected) controls. After 72 hours, fish were anaesthetized and blood taken to perform the micronucleus
test and comet assay. Values of physicochemical parameters indicates that the WQI (Water Quality Index) was considered
good, but other parameters showed values outside of the range levels accepted by the legislation, including metals Al and Cd.
It is suggested that the pond is impacted due to effluents input. The results of the micronucleus test and comet assay indicate
high mutagenic and genotoxic potential. The mutagenicity and genotoxicity may be related to the presence of chemicals. The
highest values of genotoxicity and mutagenicity occurred during the rainfall period of the pond. It is concluded that the pond
has a high genotoxic and mutagenic potential.

Key words: genotoxicity, mutagenicity, metals.

te¢do ndo devem se basear apenas nos critérios fisico-
-quimicos e bacterianos, ja que testes realizados longe

Algumas agéncias monitoram os niveis de poluicdo  da fonte poluidora podem ser insensiveis e ndo detectar
do ar e da 4gua, porém testes de toxicidade, mutagenici-  pequenas perturbacdes sobre o ecossistema, além de
dade e carcinogenicidade sdo pouco realizados (Grover ~ fornecerem avaliagdo pontual (Békaert 2002, Buss et
& Kaur 1999). A gestdo dos recursos hidricos e sua pro-  al. 2003).

INTRODUCAO

1. Departamento de Ciéncias Biologicas, Centro de Ciéncias Humanas e Naturais, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
CEP 29075-910, Vitéria, ES, Brasil.

2. Coordenadorias dos cursos Técnico em Quimica e Licenciatura em Quimica, Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do
Espirito Santo (IFES). CEP 29040-780, Vitoria, ES, Brasil.

3. Departamento de Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). CEP 29500-
000, Alegre, ES, Brasil.

* Autor para contato. E-mail: siltamie@gmail.com

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 10, n. 2, p. 211-219, abr./jun. 2012



212 Duarte et al.

Os critérios bioticos medem diretamente a condi¢do
de risco do recurso, detectam problemas que outros
métodos podem subestimar ou ndo diagnosticar. Esses
nao substituem as tradicionais abordagens quimicas e
fisicas, mas complementam a deteccdo da degradacao
(Karr 1981). Sendo assim, € necessario integragdo de
modo a somar ao método tradicional, os aspectos bi-
oticos que podem ser mensurados a partir de analises
ecotoxicoldgicas, para a avaliagdo da qualidade da agua
(Buss et al. 2003).

Os peixes, sobretudo a espécie Oreochromis niloticus
(Linnaeus 1758), sdo listados como bons bioindicado-
res, sendo utilizados no monitoramento da qualidade
da agua (Fontainhas-Fernandes 2005, Cavas & Konen
2008, Osman 2010), e na avaliagdo de efeitos genoto-
xicos e mutagénicos dos variados xenobidticos ao meio
ambiente, por meio do teste do micronucleo e ensaio do
cometa (Cestari et al. 2004, Rocha et al. 2009, Barbosa
et al. 2010).

O teste do microntcleo é considerado uma técni-
ca vantajosa cuja analise ¢ relativamente simples. Os
eritrocitos de peixes tem se mostrado de facil analise
de micronucleos, portanto sendo adequado para o teste
(Udroiu 2006, Polard ef al. 2011). Além disso, a sim-
plicidade e rapidez na obtencdo do sangue periférico de
peixe torna a técnica ainda mais adequada para a avalia-
¢do da contaminagdo ambiental (Grassi 2002). Ja o en-
saio do cometa apresenta potencial de aplicacdo quase
ilimitado para o biomonitoramento ambiental, com va-
rios organismos aquaticos sendo utilizados para este fim
(Klobucar et al. 2003, Valverde & Rojas 2009, Nwani et
al. 2010). E como posto por Rothfuss et al. (2010), esta
técnica ¢ importante por complementar as analises do
teste do micronucleo.

A Lagoa Jacuném ¢ um ambiente lacustre costei-
ro localizado no municipio de Serra - Espirito San-
to (22°10°S e 40°13’W). De acordo com a resolugdo
CONAMA 357/2005, ¢é classificada como ambiente de
Classe 2. Cercada por bairros industriais e residenciais,
sua area ¢ de 1,46 km?. A lagoa se encontra em proces-
so de eutrofizacdo artificial devido ao constante aporte
de efluentes domésticos e industriais langados direta-
mente ou indiretamente por meio de cérregos. A lagoa
serviu de manancial para o abastecimento publico até
fins de 1983, ano em que foram desativados os sistemas
de captacgdo e tratamento convencional, todavia, ainda
¢ local de pesca, recreacdo e lazer. Desde a década de
1980, este ecossistema sofre impactos ambientais pelo
mau uso e ocupacao do solo de sua bacia de drenagem
(32,06 km?), sendo 48% desta situada em area urbana
(Leal 2006, Léllis 2006).

Diante da contribuicdo das atividades residenciais,
industriais e rurais na degradag¢do dos corpos d’aguas
pela emissdo de efluentes pontuais e nao pontuais
contendo substancias toxicas que sdo potencialmente
maléficas aos organismos que interagem com O
ambiente em questdo, observa-se a necessidade do
monitoramento constante desses ambientes por testes

que sejam rapidos e sensiveis. Para atender a essa
necessidade, este trabalho teve como objetivos avaliar
a genotoxicidade a partir do ensaio do cometa e a
mutagenicidade pelo teste do micronticleo de amostras
de agua da Lagoa Jacuném, localizada no municipio
de Serra - Espirito Santo, utilizando como organismo
teste espécimes de Oreochromis niloticus. Além disso,
procurou-se demonstrar a correlagdo e interdependéncia
dos parametros fisico-quimicos e bidticos para a plena
avaliacdo do ambiente aquatico.

MATERIAL E METODOS

Pontos de Amostragem

Para a caracterizagdo das condi¢des da Lagoa Jacu-
ném foram definidas trés estacdes amostrais distribuidas
ao longo da lagoa e de seu canal de drenagem (Fig. 1):
J1: Localizado no bairro Barcelona, perimetro urbano.
Latitude 20°10°10.80”’S e longitude 40°14°21.80”0. A
aproximadamente 536 m de J2 ¢ 4508 m de J3.

J2: Localizado no bairro CIVIT I, perimetro indus-
trial, na antiga estacdo de captacdo da CESAN (Com-
panhia Espirito Santense de Saneamento). Latitude
20°9°58.80”S e longitude 40°14°6.10”0. A aproxima-
damente 4018 m de J3.

J3: Localizado no bairro Jacaraipe, perimetro urbano e
rural, efluente da lagoa Jacuném. Sob a ponte na Estrada
Jacaraipe - Serra. Latitude 20° 9°17.00”S e longitude
40°11°19.2070.

As coletas consistiram de amostragem de agua su-
perficial, acondicionadas em frascos plasticos, armaze-
nados com aeragdo durante cinco dias em local refri-
gerado. Foram realizadas duas campanhas, a primeira
ocorreu no dia 20 de agosto de 2010 a segunda campa-
nha ocorreu no dia 25 de setembro de 2010.

Pardmetros fisico-quimicos

Foram determinados pelo Laboratério do Institu-
to Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos
(IEMA) do estado do Espirito Santo, Brasil, os para-
metros fisico-quimicos: Condutividade (uS/cm), Cloro-
fila-a (ng/L), Surfactantes (mg/L), S6lidos Dissolvidos
(mg/L), N(NH,) (mg/L), N(kj) (mg/L), N(NO,) (mg/L),
N(NO,) (mg/L), DQO (mg/L), DBO (mgO,/L), P total
(mg/L), N total (mg/L), OD (mgO,/L), Sélidos Totais
(mg/L), Temperatura do ar (°C), Temperatura da agua
(°C), Turbidez (UNT), pH, Coliformes termotolerantes
(Colif.)(NMP/100 mL) e IQA (indice de Qualidade da
agua).

Foram quantificados os seguintes metais (mg/L):
Aluminio (Al); Bario (Ba), Cadmio (Cd); Cobalto (Co);
Cromo (Cr); Cobre (Cu); Manganés (Mn); Niquel (Ni);
Chumbo (Pb); Selénio (Se) e Zinco (Zn). As analises fo-
ram feitas por espectrometria de emissao atomica, [CP
(Inductive Coupled Plasm), em aparelho Varian Modelo
700, no Laboratério de Analise Instrumental do Institu-
to Federal do Espirito Santo, Vitdria (IFES).
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Bioensaios com Oreochromis niloticus

Espécimes de Oreochromis niloticus, machos, apre-
sentando em torno de 15cm de comprimento, adquiri-
dos em estagdo de piscicultura livre de contaminagao,
foram transferidos para o laboratério de mutagénese in
vitro € in vivo ¢ aclimatados com sistema de aeracdo.
Para cada bioensaio, os espécimes foram divididos ale-
atoriamente em cinco grupos experimentais com dez
peixes cada.

Os grupos experimentais foram dispostos em cinco
aquarios contendo 25 L de agua cada. Os trés aquarios
correspondentes aos pontos J1, J2 e J3 receberam 20
L da agua proveniente das estagdes de amostragem do
ambiente e 5 L de 4gua mineral para dilui¢do das amos-
tras com fins de evitar possivel intoxicagdo dos peixes.
Os outros dois aquarios, referentes aos controles positi-
vo e negativo, receberam 25 L de 4gua mineral. Para o
controle positivo, foram aplicadas nos peixes, intraperi-
tonealmente proximo da nadadeira peitoral, 0,3 mL de
ciclofosfamida (0,2 g/mL - ciclofosfamida/soro fisiolo-
gico - m/v) no inicio do tratamento.

Apds 72 horas de tratamento, cinco peixes de cada
tratamento foram retirados do aquario e anestesiados
com benzocaina na concentragdo de 80 mg/L. Poste-
riormente, foi realizada a retirada do sangue pela veia
caudal, utilizando seringas previamente lavadas com
EDTA - anticoagulante.

Teste do Micronuicleo

A confecc¢do das laminas com o sangue coletado foi
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realizada por meio da técnica de esfregagos. Posterior-
mente, as laminas foram fixadas em etanol absoluto
por 10 minutos e apds 24 horas, submetidas a reagdo
de Feulgen & Rossenbeck (1924, appud Mello & Vidal
1978). Foram confeccionadas duas laminas por espé-
cime e analisados mil eritrdcitos por lamina, totalizan-
do dez mil eritrocitos por grupo experimental. Foram
observadas as frequéncias de eritrocitos portadores de
micronucleos - MN (pardmetro de mutagenicidade) cal-
culado a partir da féormula abaixo:

Numero de eritrécitos contendo microntcleos
Numero total de células contabilizadas

MN (%) = X 100

As frequéncias das anormalidades nucleares - AN
(parametro de citogenotoxicidade), considerando as
descritas por Carrasco et al. (1990), foram calculadas a
partir da formula abaixo:

Numero de eritrécitos contendo anormalidades nucleares X100

AN (%) =
o) Numero total de células contabilizadas

Para a analise estatistica, foi realizada a analise de va-
riancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett’s com
0,05 de significancia.

Ensaio do Cometa

O Ensaio do Cometa foi realizado para aferir a ge-
notoxicidade. O método utilizado foi a técnica alcali-
na, descrita por Singh et al. (1988), com modificagdes.
Primeiramente as laminas foram mergulhadas em aga-
rose comum (ponto de fusdo normal) a 60 °C, secas
e armazenadas em geladeira. As amostras de sangue
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Figura 1. Mapa de distribuicdo dos pontos amostrais ao longo da Lagoa Jacuném/ES. J1 (Bairro Barcelona), J2 (Bairro Civit I), J3 (Bairro

Jacaraipe). Todos os bairros estdo situados no Municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil (Fonte: http://maps.google.com.br).
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utilizadas foram as mesmas do teste do microntucleo.
Para a montagem das laminas, primeiramente 5 pL de
sangue foram misturados a 1000 uL de soluc¢do tam-
pao (PBS). 10 pL dessa solugdo foram adicionados a
100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,75%), a
37 °C. E entdo essa mistura foi depositada sobre a 1ami-
na pré-gelatinada com agarose comum (ponto de fusao
normal).

Uma laminula foi adicionada sobre cada lamina e a
seguir as mesmas foram acondicionadas em geladeira
por 20 minutos para a solidificacdo do gel. Ao término
deste periodo, as laminulas foram removidas e as lami-
nas foram mantidas em solucdo de lise gelada recém-
-preparada (1mL Triton X-100, 20 mL de DMSO e 89
mL de solugdo de lise estoque, pH10,0 - solugdo esto-
que: 146,1 g de NaCl 2,5M, 37,2 g de EDTA-titriplex
100 mM, 1,2 g de Tris 10 mM e 890 mL de agua deioni-
zada), em geladeira por no minimo uma hora, sob pro-
tecdo contra a luz. Apds a lise, as laminas foram transfe-
ridas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo
tampao alcalino (7,5 mL de EDTA-titriplex 200 mM,
45 mL de NaOH 10 N e 1500 mL de agua deionizada,
pH~13), a baixa temperatura.

Dispostas na cuba, as laminas permaneceram 20 mi-
nutos no escuro. Decorrido esse tempo iniciou-se a cor-
rida de eletroforese, realizada com voltagem constante
de 25 V e amperagem de 292-300 mA por 20 minutos,
seguindo a rela¢do 0,83 V/cm a qual estd na faixa ideal
de voltagem (0,7 - 1,0 V/cm). Encerrada a corrida, as
laminas foram neutralizadas com agua destilada em trés
sessdes de cinco minutos, totalizando 15 minutos. Apds
secagem em temperatura ambiente, as laminas foram
fixadas em etanol absoluto por dez minutos. Todos os
passos supracitados foram realizados na auséncia de luz
direta.

Para a analise, a colora¢do foi realizada com solugao
aquosa de brometo de etidio (0,002 mg/mL) no momen-
to da analise. Foi utilizado microscopio de fluorescéncia
combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo. Foram
confeccionadas duas laminas por espécime, ¢ para cada
peixe foram analisados aleatoriamente 100 nucledides
em objetiva de 40x. Para a analise de distribui¢do dos
cometas e quantificacdo dos danos foi utilizada a classi-
ficagdo visual dos cometas e calculado o Indice de dano
no DNA (ID ) a partir da formula abaixo:

N1 +(2xN2)+ (3xN3) + (4 xN4)
S

Onde: ID = indice de dano no DNA, ua = unidade arbitraria,
N1 — N4 = classe dos nucledides (1,2,3,4),
S= numero total de nucledides analisados.

ID (ua) = X 100

Tal método ¢ recomendado por diversos autores
(Collins et al. 1997, Tice et al. 2000, Collins et al. 2004,
Collins et al. 2008). No presente estudo utilizou-se a
classificag@o visual proposta por Collins et al. (1995).
Para analise estatistica dos ID(ua)s encontrados foi uti-

lizado o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido
pelo teste de Dunnett’s com 0,05 de significancia.

RESULTADOS

Dados pluviométricos

A partir dos dados pluviométricos obtidos por meio
do Instituto Nacional de Meteorologia - INMET (IN-
MET 2011), no ano de 2010, o més antecedente a pri-
meira campanha foi marcado por uma precipitagdo
acentuada que elevou o nivel de 4gua do ambiente em
questdo, podendo-se considerar um periodo de cheia
com seus efeitos estendidos ao més posterior, este re-
lativo a primeira campanha. J4 na segunda campanha,
o més anterior foi marcado por pouca precipitagdo que
se estendeu ao més da segunda campanha. Logo se con-
figurou um periodo pds-chuva onde o nivel de agua da
lagoa estava baixo.

Andlise dos parametros fisico-quimicos

A partir da andlise dos parametros fisico-quimicos
disponibilizados pelo Laboratorio do IEMA (Tab. 1) e
sua comparacao com os indices propostos como acei-
taveis pela resolugdo CONAMA 357/2005 para um
ambiente lacustre de Classe 2, observa-se que os pa-
rametros clorofila-a, demanda bioquimica de oxigénio,
fosforo total, oxigénio dissolvido e coliformes termo-
tolerantes apresentaram valores fora do espectro aceito
pela legislagdo em pelo menos um ponto amostral, du-
rante as campanhas realizadas.

Os parametros condutividade elétrica, clorofila-a e
fosforo total apresentaram valores mais acentuados du-
rante a segunda campanha nos pontos J2 e J3. A deman-
da bioquimica de oxigénio mostrou-se mais acentuada
em J2 e J3 durante a primeira campanha, e os colifor-
mes termotolerantes mostraram-se mais acentuados du-
rante a primeira campanha em J2. Todavia, parametros
como solidos dissolvidos, N(NH,), N(NO,), N(NO,),
demanda quimica de oxigénio, solidos totais e turbidez
apresentaram valores aceitos pela legislagdo nos pontos
amostrais em ambas as campanhas.

A partir do valor do IQA Anual, as amostras dos
pontos J1 e J3 sdo classificadas como agua de boa
qualidade (51<IQA<79) e do ponto J2 como regular
(36<IQA<51). Quanto aos valores de IQA correspon-
dentes as campanhas, tiveram seus indices computados
os pontos J2 (durante a segunda campanha) e J3 (duran-
te ambas as campanhas), sendo esses qualificados como
“bom” (51<IQA<79) (Tab. 1). Os demais valores de
IQA, conforme o Instituto Estadual de Meio Ambien-
te do Espirito Santo (IEMA), ndo foram possiveis ser
computados.

As analises de metais revelaram concentragdes de
aluminio (Al) e cadmio (Cd) superiores ao estabeleci-
do pela Resolugdo CONAMA 357/2005 para aguas de
ambientes lacustre de Classe 2. As concentragdes de
Al encontraram-se altas no ponto J1 durante a primeira
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletadas da Lagoa Jacuném no ano de 2010. Considera-se J1 (Bairro Barcelona),
J2 (Bairro Civit I) e J3 (Bairro Jacaraipe) como os pontos de coleta ao longo da Lagoa Jacuném. Os bairros estdo situados no Municipio de
Serra, Espirito Santo, Brasil. (Instituto Estadual de Meio Ambiente - [EMA, 2010).

N J1 J2 J3

fico-quimico 3 3 3 3 B 3 v
Campanha Campanha  Campanha Campanha Campanha Campanha

Condutividade* (uS/cm) 180,00 oK 190,00 231,00 211,00 222,00 -
Clorofila-a* (ng/L) 50,00 ox 70,00 309,00 108,00 178,00 <30,00
Surfactantes® (mg/L) <0,10 wE <0,10 wE <0,10 wE -
Sol. Diss.* (mg/L) 90,00 oK 90,00 160,00 30,00 150,00 <500,00
N(NH3)*(mg/L) oK oK oK 0,79 0,76 0,68 <3,70
N(kj)* (mg/L) wE oK wx 0,16 2,43 0,13 -
N(NO3)* (mg/L) ok ok ok 0,37 0,40 0,21 <10,00
N(NO2)* (mg/L) ok ok ok 0,01 0,02 0,00 <1,00
DQO* (mg/L) 53,00 Hox 57,00 36,00 43,00 28,00 >5,00
DBO (mgO,/L) 35,00 o 38,00 6,27 6,16 5,11 <5,00
P total (mg/L) 0,27 wox 0,16 0,49 0,08 0,31 <0,03
N total (mg/L) ok ok ko 0,54 2,85 0,34 -
OD (mgO,/L) 5,40 oK 6,80 6,40 4,50 3,70 >5,00
Sol. Totais (mg/L) 110,00 o 110,00 220,00 210,00 170,00 <500,00
Temp. ar (°C) 24,30 o 25,00 26,00 26,60 27,00 -
Temp. agua(°C) 24,10 ok 24,90 24,70 24,40 24,90 -
Turbidez (UNT) 8,00 oK 11,00 46,00 6,00 45,00 <100,00
pH 6,22 K 6,26 6,04 6,19 6,01 6a9,00
Colif. (NMP/100 mL) 2400,00 oK 1700,00 700,00 68,00 460,00 <1000,00
1QA parFé?nltgtro parFﬁa;}ltgtro parFé?llqtgtro 59,00 65,00 53,00 B
1QA Anual 68,00 50,00 56,00 -

VP, valor permitido para ambientes lénticos (Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelecido para aguas classe 2).
* Parametros que ndo compdem o [QA.

Tabela 2. Quantificagdo dos metais (mg/L) e desvio padrao das amostras de agua coletadas da Lagoa Jacuném no ano de 2010. Considera-se J1
(Bairro Barcelona), J2 (Bairro Civit I) e J3 (Bairro Jacaraipe) como os pontos de coleta ao longo da Lagoa Jacuném. Os bairros estao situados
no Municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil. (Instituto Estadual de Meio Ambiente - IEMA, 2010).

. J1 J2 J3
Metais 1 2 1 2 1 2 VP (mg/L)
pesados Campanha Campanha Campanha Campanha Campanha Campanha

Al 0,319 0,066 0,096 0,107 0,153 0,154 0.1
+0,005* +0,001 +0,003 +0,002* +0,003* +0,002* ’

Ba 0,022 0,013 0,018 0,015 0,015 0,016 0.7
+0,0004 +0,0001 +0,0002 +0,0003 +0,0001 +0,0003 ’

0,002
Cd ND ND ND ND £ 0,0002* ND 0,001
Co ND ND ND ND ND ND 0,05
0,001 0,001 0,002 0,001 0,001

cr +0,001 +0,0003 +0,0003 ND +0,001 +0,0002 0,05

Cu 0,008 0,005 0,009 0,004 0,005 0,009 0.009
+ 0,001 +0,0005 +0,0003 +0,0004 + 0,001 +0,0001 ’

Mn 0,073 0,056 0,056 0,058 0,052 0,052 01
+0,001 +0,0005 +0,001 +0,001 +0,0004 +0,0001 ’

Ni 0,010 0,006 0,009 0,006 0,007 0,005 0.025
+ 0,002 + 0,002 + 0,001 + 0,001 + 0,001 +0,0003 ’

Pb ND ND ND ND ND ND 0,01

Se ND ND ND ND ND ND 0,01

0,021 0,024 0,142 0,010 0,152
Zn +0.004 £0,016 £0,018 £0,016 b +0.020 0.18

VP, valor permitido para ambientes Iénticos (Resolugdo CONAMA 357/2005, estabelecido para aguas classe 2).

* Valores acima do estabelecido (Resolugdo CONAMA 357/2005 para aguas classe 2).

Limite de Detecgdo (ppm) = Al: 2x1073, Ba: 2x10, Cd: 2x1073, Co: 2x107, Cr: 0,3x107, Cu: 0,1x10, Mn: 0,06x10, Ni: 0,4x107, Pb: 2x10-3,
Se: 2x1073, Zn: 2x1073.

ND, néo detectado pelo método.
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Tabela 3. Médias das frequéncias de micronticleos (MN %), das frequéncias de anormalidades nucleares (AN %) e dos indices de danos

no DNA (IDua) em eritrocitos de Oreochromis niloticus submetidos a amostras coletadas nos trés pontos da Lagoa Jacuném/ES e controles

negativo (CON) e positivo (CON+) das duas campanhas realizadas.

MN (%) AN (%) "
(Média+SEM) (MédiaSEM) (MédiaSEM)
= CoN 0.08 0,03 0,61 £ 0,04 8.40 = 0,68
= | con+ 0,61+ 0,13¢ 3,03+ 0,28 267,60+ 9,51¢
gl n 0,81 4 0,05° 1,850,220 251,40+ 6,14¢
S hp) 1,25 +0,07° 1,41+ 0,06 240,40+ 12,94¢
= 13 1,56+ 0,16° 1,10+ 0,35 222,60+ 2,52¢
=| con 0,23 % 0,03 1,45+ 0,10 11,80+ 1,20
£ | con+ 0,72+ 0,08 3230210 280,00+ 9,38¢
gl =n 1,19 + 0,04° 437+0,18° 246,40+ 12,27°
S| » 0,78 0,05 5,03+ 0,05° 100,40+ 16,76¢
& 13 0,34 + 0,04 2,394 0,16° 117,80+ 19,85¢

Os valores seguidos de letras diferem significativamente do controle negativo a 0,05 de probabilidade.
a, p <0.05, MN(%); b, p<0.05, NA(%); ¢, p < 0.05, ID(ua); ANOVA seguido de Dunnett’s. SEM: erro padrdo da média.

campanha, no ponto J2 durante a segunda campanha e
no ponto J3 durante as duas campanhas. Ja Cd apresen-
tou valor elevado apenas no ponto J3 durante a primeira
campanha (Tab. 2).

Teste do Micronuicleo e Ensaio do Cometa

Os resultados obtidos a partir do teste do microna-
cleo demonstram que na avaliagdo do efeito mutagéni-
co, utilizando amostras da primeira campanha, periodo
de cheia da lagoa, todos os pontos amostrais apresenta-
ram frequéncias de micronucleos (MN %) significativas
em relag@o ao controle negativo (Tab. 3). Ja na segunda
campanha, apenas J1 e J2 apresentaram frequéncias sig-
nificativas (Tab. 3).

Na avaliagdo do efeito citogenotdxico a partir das
anormalidades nucleares, os resultados das analises
revelam que na primeira campanha, apenas o ponto J1
apresentou frequéncia de anormalidades nucleares (AN
%) significativa em relagdo ao controle negativo (Tab.
3). Todavia, as analises referentes a segunda campanha
demonstraram frequéncias significativas em todos os
pontos (Tab. 3).

Os resultados obtidos a partir do ensaio do cometa,
na avaliacdo da genotoxicidade, demonstram que du-
rante a primeira ¢ segunda campanha, todos os pontos
amostrais apresentaram valores significativos de indice
de dano no DNA (ID ) em relagdo ao controle negativo
(Tab. 3).

DISCUSSAO

A analise dos resultados fisico-quimicos das amos-
tras revela que pelo IQA (indice de Qualidade da Agua)
a agua dos pontos J2 durante a segunda campanha e J3
durante ambas as campanhas ¢ considerada boa, quali-
ficando essas para o consumo humano ap6s tratamento
convencional como ocorreu até a década de 1980 na La-
goa Jacuném (CETESB 2011, Léllis 2006). Todavia, o
IQA anual é considerado como bom para os pontos J1 e

J3 e regular para o ponto J2.

A variavel condutividade elétrica representa medida
indireta da concentragdo de poluentes, podendo ajudar
a detectar fontes poluidoras dos ecossistemas aquaticos
e fornecer dados sobre o metabolismo do ambiente e so-
bre fendmenos que ocorram na sua bacia de drenagem
(Esteves 1998). Os valores deste parametro apresen-
tavam-se superiores aos 100 puS/cm que ¢é valor limite
indicativo de ambientes impactados (CETESB 2011).
Resultados similares foram obtidos durante o estudo de
Leal (2006) na Lagoa Jacuném.

Os elevados indices de coliformes termotolerantes
corroboram as observagdes de Léllis (2006) sobre os
impactos que a lagoa sofre, principalmente de efluen-
tes. Os valores elevados do pardmetro Clorofia-a, so-
bretudo durante a segunda campanha, podem estar rela-
cionados com a floragdo de cianobactérias presente na
lagoa, o que evidéncia o quadro de eutrofiza¢do (Maia
et al. 2009). Leal (2006) também constatou valores su-
periores a 30pg/L, limite estabelecido pela resolugdo
CONAMA 357/2005.

O alto indice de DBO observado ¢ reflexo da maior
atividade bioldgica no ambiente por conta de seu esta-
do trofico. Alto teor de matéria organica pode levar a
completa deplecdo do oxigénio na dgua, provocando sé-
rias alteracdes sobre a comunidade aquatica (CETESB
2011, Guerra 2009). Os baixos valores de OD decor-
rem do aporte de grandes cargas de matéria orgénica e
residuo industrial (Birungi et al. 2007, CETESB 2011,
Gertel et al. 2003).

Os indices de Fosforo Total, assim como no estudo
de Leal (2006), também se apresentou elevado. Altas
concentragdes de fosforo estdo associadas com a eutro-
fizagdo, pois o fosforo é considerado nutriente limitante
para a produ¢@o primaria no crescimento do fitoplanc-
ton, por exemplo, em lagos tropicais (Huzsar 2006). O
fosforo é oriundo, principalmente, de descargas de es-
gotos sanitarios, efluentes industriais e drenagem agri-
cola (CETESB 2011).
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A quantificagdo dos metais revelou elevada concen-
tracdo de aluminio (Al) em todos os pontos amostrais,
em pelo menos uma das campanhas e elevada concen-
tracdo cadmio (Cd) em J3 durante a primeira campanha.
Em relagdo aos efeitos sobre a divisdo celular, o Cd ¢é
classificado como tendo efeitos bastante severos, ¢ o Al
efeito marcado (Patra et al. 2004). O aluminio constitui
um dos maiores poluentes dos solos e aguas, podendo
ser transferido via trofica dos animais, e causar sérios
problemas aos ecossistemas e a satide humana (Krewski
et al. 2007, Achary et al. 2008). Os estudos de Yabe &
Oliveira (1998) relacionaram elevadas concentragdes
de aluminio e chumbo a presenca de danos no DNA dos
eritrocitos de Tilapia rendalli (Boulenger 1897). Al in-
terfere na cinética de divisdo celular, agindo na inibigéo
da polimerizagdo dos microtubulos, promovendo ade-
réncia cromossdmica e fragmentacdo nuclear (Voutsi-
nas et al. 1997).

O cadmio apresenta alta toxicidade, larga distribuicdo
no ambiente e longo periodo de meia-vida (Almeida et
al. 2001). Industrias quimicas, de tintas e téxteis sdo as
principais fontes de contaminagdo por Cd (Marcano et
al. 2002). Estudos de Sanchez-Galan et al. (1999) e de
Ayllon & Garcia-Vazquez (2000) reportaram a presenca
de micronucleos em peixes expostos ao cadmio.

A inducdo de microntcleos pode se relacionar a atra-
sos dos cromossomos durante a anafase, devido ao mau
funcionamento do fuso (Fernandes et al. 2007), ou pela
presenca de fragmentos acéntricos derivados de quebras
cromossomicas (Matsumoto et al. 2006). Observaram-
-se elevadas frequéncias de microntcleos em eritrocitos
dos peixes expostos as dguas dos pontos amostrais em
ambas a campanhas, exceto o ponto J3 durante a se-
gunda campanha. Esses resultados, como apresentados
por Hoshina et al. (2008) e Matsumoto et al. (2006),
indicam potencial mutagénico. Os pontos J2 e J3 apre-
sentaram maior potencial mutagénico durante a primei-
ra campanha, quando a lagoa encontrava-se cheia. Esse
fendmeno também foi relatado nos estudos de Christo-
foletti (2008) em outro ambiente lacustre, contrariando
as suposicdes de concentracdo dos poluentes durante
periodos de niveis de agua inferiores.

Nas analises dos eritrocitos, foram observadas anor-
malidades nucleares do tipo lobed, notched, blebbed,
broken-eggs e células binucleadas. A presenca de AN
deve ser considerada como dados complementares aos
registros de micronucleo e como alteragdes decorren-
tes da inducdo por agentes citogenotoxicos (Ayllon &
Garcia-Vazquez 2000, Gravato & Santos 2002).

A partir do ensaio do cometa, constatou-se grande
perda de integridade do DNA pela observagao de co-
metas de classes 1, 2, 3 e 4. O que resultou em elevados
ID s, demonstrando o elevado potencial genotoxico
das amostras. Segundo Kamman et al. (2001), eventos
que sdo constatados pelo ensaio do cometa sdo consi-
derados lesdes potencialmente pré-mutagénicas. Nova-
mente foram constatados valores mais acentuados de
dano durante o periodo de chuva quando a lagoa encon-

trava-se com o nivel de agua elevado.

Diante dos resultados citogenéticos, observa-se a
ndo interferéncia do periodo de pos-chuva sobre a in-
tensificacdo dos danos. Os estudos realizados por Da
Silva-Souza & Fontanetti (2000), em rio, apresentaram
maiores indices de alteragdes em periodo de reduzido
nivel de agua, indicando influéncia da sazonalidade e
precipitacdo. Por outro lado, Christofoletti (2008) tra-
balhando com lagoa, observou a intensificacdo dos da-
nos durante periodos de chuva, quando a lagoa apre-
sentava nivel de 4gua elevado. Para tanto, Ergene et al.
(2007) descrevem que as concentragdes dos poluentes
nas aguas depende do fendmeno de enriquecimento ou
dilui¢do, causado pela chuva ou pela drenagem da agua.
A alta precipitacdo pode agravar os efeitos da poluigao
pela maior lixiviagdo dos poluentes provenientes do
solo ou da rede de esgotos. E segundo Esteves (1998),
em lagos muito raso, € possivel que ocorra uma maior
interacao dos elementos presentes no sedimento com a
coluna d’agua.

As elevadas genotoxicidade e mutagénicidade ob-
servadas pelos testes citogenéticos, utilizados como
parametro bidtico, sugerem que a Lagoa Jacuném apre-
senta grandes quantidades de substancias com potencial
genotdxico e mutagénico, dentre elas os metais Al e
Cd. Apesar disso, a Lagoa Jacuném ¢é considerada um
ambiente com bom indice de qualidade da agua pelos
orgdos ambientais competentes, sendo permitidas ati-
vidade em suas aguas, como pesca e recreagdo. Logo,
observa-se a necessidade de somar e integrar métodos
mais sensiveis aos métodos tradicionais de classifica-
¢do das dguas para que se possam ter avaliagdes mais
eficientes dos ambientes aquaticos (Rosenberg 1993).
Ressalta-se também a necessidade do constante monito-
ramento da qualidade das aguas de ambientes aquaticos
com importancia ecoldgica e socioecondomica, como a
Lagoa Jacuném.
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