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RESUMO

Os corregos da regido de Dourados, MS, ao longo de seus cursos, apresentam
influéncias de residuos provenientes de atividades agricolas, industriais e da
pecuéria. O objetivo do trabalho foi monitorar a qualidade da dgua dos corregos
Curral de Arame e Agua Boa, por testes citogenéticos, analises microbioldgicas
e quimicas, com intuito de gerar subsidios que auxiliem planos de gestdo de
qualidade de dgua. As amostras de dgua foram coletas no periodo de Dezembro
de 2012 a Novembro 2013 em trés pontos que se diferenciam em P1, P2 e P3). A
avaliagdo de ocorréncia de metais e compostos organicos (pesticidas e
antibioticos) na agua dos cérregos foi realizada por meio de espectrometria de
absorcdo atdbmica em chamas e cromatografia liquida, respectivamente. Testes
com Allium cepa e Astyanax altiparanae foram realizados para avaliar as
propriedades citotdxicas, mutagénicas e genotoxicas da agua. As andlises das
condi¢bes microbiolégicas da dgua foram realizadas na 4gua do Corrego Curral
de Arame, por meio da pesquisa de Coliformes Totais, Termotolerantes,
Escherichia coli, Salmonella sp. e Pseudomonas sp. As analises estatisticas para
0s biostestes genéticos foram realizadas por meio de teste ANOVA e, quando
significativo, foi aplicado o teste de Tukey (p < 0,05). O teste de Qui-Quidrado
foi usado para os ensaios do cometa. Os resultados referentes a frequéncia de
micronucleo, ensaio de cometa e testes de A. cepa indicaram que houve
diferenca significativa entre os meses, os pontos coletados (P1, P2 e P3). Os
pontos que apresentaram alteracdes genéticas foram os localizados proximos as
culturas agricolas, ao distrito industrial e proximos a criagdes de animais (P2 e
P3). Nesses locais as analises quimicas revelaram maior quantidade de metais e
ao presenca de antibidtico e pesticidas na agua. Os resultados deste trabalho
indicam a eficiéncia dos biotestes para avaliar danos genéticos dos organismos
expostos, relacionados a presenca de contaminantes, e que pode ser utilizados

como ferramentas de controle para planos de gestao de qualidade da agua.

Palavras-chave: monitoramento ambiental, mutagenicidade, citotoxicidade,

genotoxicidade, biomarcadores, ambientes aquaticos.
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ABSTRACT

The streams of the region of Golden, MS, along their courses, show influences
of wastes from agricultural, industrial activities, and livestock. The objective
was to monitor the water quality of Curral de Arame and Agua Boa streams, by
cytogenetic tests, microbiological and chemical analysis, in order to generate
data to assist management plans for water quality. Water samples were collected
from December 2012 to November 2013 at three points which differentiate into
P1, P2 and P3). Assessing the occurrence of metals and organic compounds
(pesticides and antibiotics) in water streams was performed by means of atomic
absorption spectrometry in flames and liquid chromatography, respectively.
Tests with Allium cepa and Astyanax altiparanae were conducted to evaluate the
cytotoxic, mutagenic and genotoxic properties of water. The microbiological
analysis of water conditions were performed in water Curral de Arame stream,
through research of Total, Thermotolerant, Escherichia coli, Salmonella sp
coliforms. and Pseudomonas sp. The statistical analyzes for genetic biostestes
were performed using ANOVA and, when significant, the Tukey test (p <0.05)
was applied. The Qui-Quadrado was used for testing of the comet. The results
concerning the frequency of micronuclei, comet assay and A. cepa tests
indicated a significant difference between months, the collected points (P1, P2
and P3). The points presented genetic alterations were located close to
agricultural, industrial and near livestock operations (P2 and P3) district
cultures. In these places the chemical analysis revealed higher amount of metals
and the presence of antibiotics and pesticides in the water. These results indicate
the efficiency of bioassays to assess genetic damage of exposed organisms
related to the presence of contaminants, and can be used as a control for

management plans of water quality tools.

KeyWords: environmental monitoring, mutagenicity, cytotoxicity, genotoxicity,

biomarkers, aquatic environments.



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 1 Unidades de federacdo, suas respectivas entidades de 25
representacdo, numero de pontos de monitoramento e pontos com

IQA (Indice de Qualidade de Agua).

CAPiTULO 2. BIOMONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUA DO
CORREGO AGUA BOA (DOURADOQS, MS)

Tabela 1 Valores médios das analises fisico-quimica de amostras

de 4gua dos pontos de coleta (P1, P2 e P3) no corrego Agua Boa e 64
agua subterranea do poco da UFGD (P4) durante os meses de

Dezembro de 2012 & Outubro de 2013.

Tabela 2 Dados de pluviosidade do municipio de Dourados (MS)
nos periodos de coleta. 65

Tabela 3 Determinacao de metais das amostras de agua do corrego
Agua Boa durante os seis meses de coleta (dezembro de 2012; 67
fevereiro, abril, julho, setembro e outubro de 2013).

Tabela 4 Determinagdo de compostos organicos na agua do
cérrego Agua Boa (Dourados, MS) nos diferentes pontos de coleta. 69

Tabela 5 Médias de indices mitdticos (IM) observadas em células
meristematicas de A. cepa expostas as amostras de agua dos pontos

P1, P2, P3 do cdrrego Agua Boa (Dourados, MS), P4 (Poco UFGD) 70
e CP (controle positivo) coletadas nos meses de dezembro de 2012,

fevereiro, abril, julho, setembro e outubro de 2013 e valores médios

dos pontos em diferentes épocas de coleta.

Tabela 6 Médias de indices alteragbes cromossémicas (IAC)
observadas em ceélulas meristematicas de A. cepa expostas as

amostras de agua dos pontos P1, P2, P3 do corrego Agua Boa

(Dourados, MS), P4 (Poco UFGD) e CP (controle positivo) 71
coletadas em nos meses de dezembro de 2012, fevereiro, abril,

julho, setembro e outubro de 2013 e valores médios dos pontos em

diferentes epocas de coleta.

Tabela 7 Frequéncia de células meristematicas de A. cepa com

alteracfes cromossdmicas quando expostas as amostras de agua dos

pontos P1, P2, P3 do corrego Agua Boa (Dourados, MS), P4 (Poco 73
UFGD) e CP (controle positivo) coletadas em nos meses de

dezembro de 2012, fevereiro, abril, julho, setembro e outubro de

2013



Tabela 8 Médias do nimero de micronicleo (MCN) em eritrécitos 75
de A. altiparanae expostos as amostras de agua dos pontos P1, P2,

P3 do corrego Agua Boa (Dourados, MS), P4 (Poco UFGD)

coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro, abril, julho,

setembro e outubro de 2013 e valores médios dos pontos em

diferentes épocas de coleta.

Tabela 9 Média das diferentes classes de cometa observadas em

eritrécitos de A. altiparanae expostos a amostras de agua dos 7
pontos P1, P2, P3 do corrego Agua Boa (Dourados, MS), P4 (Poco

UFGD) coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro, abril,

julho, setembro e outubro de 2013.

Tabela 10 Fontes da variacdo, graus de liberdade e quadrados 79
médios referentes ao nimero de micronlcleos de A. altiparanae e
para os indices mitético e de alteracdes cromossémicas em A. cepa.

CAPITULO 3. AVALIACAO DA MUTAGENICIDADE E CARACTERISTICAS
MICROBIOLOGICAS DA AGUA DO CORREGO CURRAL DE ARAME
(DOURADOS, MS).

Tabela 1 Analise fisico-quimica das amostras de agua dos pontos 109
de coleta (P1, P2, P3, P4) do c6rrego Curral de Arame durante 0s
meses de Janeiro a Outubro de 2013.

Tabela 2: Dados de pluviosidade do municipio de Dourados (MS) 110
nos periodos de coleta.

Tabela 3: Determinacdo de metais das amostras de agua do 111
cérrego Curral de Arame durante os seis meses de coleta (janeiro a
novembro de 2013).

Tabela 4 Determinagdo de compostos organicos na agua do 113
Corrego Curral de Arame nos diferentes pontos de coleta (2013).

Tabela 5 Isolados de Pseudomonas spp. nos pontos de coleta do 115
corrego Curral de Arame durante os meses de janeiro a novembro
de 2013.

Tabela 6 Médias dos indices mitéticos (IM) de A. cepa durante 0s 116
periodos de coleta (Janeiro/2013 a Novembro/2013) e media total

nos pontos de coleta nos quatro diferentes tratamentos (P1, P2, P3

e P4 e controle positivo (CP)).

Xi



Tabela 7 Médias dos indices de alteracbes (IA) de A. cepa
durante os periodos de coleta (Janeiro a Novembro de 2013) e
media total nos quatro diferentes tratamentos (P1, P2, P3 e P4 e
controle positivo (CP)).

Tabela 8 Frequéncia de células de A. cepa derivados de
contaminantes presentes nos pontos de coleta do corrego Curral
de Arame durante os periodos de Janeiro 2013 a Novembro 2013.

Tabela 9 Médias do numero de micronicleo (MCN) em
eritrocitos de A. altiparanae observadas durante os periodos de
coleta (janeiro/2013 a novembro/2013) e media total nos pontos
de coleta (P1, P2, P3 e P4).

Tabela 10 Média das diferentes classes de cometa observadas em
eritrécitos de A. altiparanae durante os periodos de Janeiro a
Novembro de 2013 nos quatro pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4).

Tabela 11 Fontes da variacdo, graus de liberdade e quadrados
médios de micronlcleos de A. altiparanae e para os indices
mitoticos e de alteracbes cromossdmicas em A. cepa.

118

120

121

123

124

Xii



LISTA DE FIGURAS

CAPiTULO 2. BIOMONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUA DO
CORREGO AGUA BOA (DOURADOS, MS)

Figura 1: Mapa dos pontos de coleta no corrego Agua
Boa (P1, P2, P3) e Poco Artesiano da UFGD (P4) na 56
cidade de Dourados/MS.

Figura 2 Apecto visual do local de coleta (1,2 e 3) do

corrego Agua Boa (Dourados,MS). 56
Figura 3 Classes de danos de DNA observadas no

ensaio cometa de eritrocitos das branquias de A. 63
altiparanae.

Figura 4 Cromatograma referente aos tempos de
retencdo dos padrdes de Thiamethoxam e Carbendazim. 68
Mv (milivoltes), Min (minutos).

CAPITULO 3. AVALIACAO DA MUTAGENICIDADE E
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DA AGUA DO CORREGO
CURRAL DE ARAME (DOURADOS, MS)

Figura 1: Mapa dos pontos de coleta no cérrego Curral
de Arame (P1, P2, P3) e Pogo Artesiano da UFGD (P4) 99
na cidade de Dourados/MS

Figura 2 Pontos de coleta de 4gua (P1, P2 e P3) do
corrego Curral de Arame (Dourados, MS). 99

Figura 3 Classes de danos de DNA observadas no
ensaio cometa de eritrocitos das branquias de A. 108
altiparanae.

Figura 4 Cromatograma da oxitetraciclina de amostra
de agua coletada no cérrego Curral de Arame. 112

Figura 5 Resultado da analise de Coliformes Totais

(NMP/100 mL) das seis coletas realizadas no corrego

Curral de Arame, nos pontos 1, 2 e 3. O simbolo (e) 114
representa a presenca d Escherichia coli no

determinado ponto de coleta

xiii



SUMARIO




INTRODUGAO GERAL....oooiieeeteeeteeeeeeeee e aes s sasses s 15

OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICO......cooiiieieeeeeeeeereee e, 17
HIPOTESE . ....cvutieieteessee sttt 18
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooieiieteeeeeeeseeesesee s, 19
CONSIDERA(;OES INTCIAIS. ... s 22
CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......coovoieineineineineeinseisneeseseens 23
1. CONTEXTUALIZAQAO .................................................................................. 24
2. POLUIQAO AMBIENTAL E DANOS GENETICOS ......cooovveveeverserseneinns 26
3. MONITORAMENTO QUIMICO ....c.oivieeieeieeeeeeeee e 28
UL IMIBLAIS ..ttt 28
B2 PESTICIAAS ...ttt bbbt 30
4. MONITORAMENTO BIOLOGICO.........oiiieeieeeeeeee s 32
4.1 Teste CitotOXico COM AIlIUM CEPA ....ceiveiriiiiiiice e 34
4.2 Teste de ensSaio 0 COMETA ........coviuirieieiiirieieeete e 36
4.3 Teste de MICFONUCIEO .......cc.oviiiiiiiiiee e 37
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coovoveieeeeeieeeeeeeeere s, 40
CAPI'TULO 2. BIOMONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUA DO

CORREGO AGUA BOA (DOURADOS, MS) .....oroveorereeeereeeseeeeeeeeeseeeesseeseeee 50
1 U 1Y [ ST 51
1. INTRODUGAOD ....ooveeeeteeee et ses s 53
2. MATERIAL E METODOS ..ottt 55
2.1 Caracterizagdes do local de biomonitoramento ..........ccccceveveieiiiineniicee 55
2.2 COletas dE AQUA ........ceeiuieie ettt 57
2.3 ANALISES QUIMICAS ...vviveeieeie et e e ta e e sre e s e sneenes 57

Xv



2.3.1 Determinacdes de Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn................. 57

2.3.2 Determinacdes de COMPOSLOS OFJANICOS ......ceevvverveieereeriesiesieesieseesiaeseesneens 59
2.4 ANALISES BIOIOQICAS .....cveiveeiecie ettt 60
2.4.1 BIOTESTES VEGELAIS . .eevveiveeieeie sttt ettt te e re e anee s 60
2.4.2 BIOtESTES ANIMAIS ..ottt 61
2.5 ANALISE ESTAtISTICA. .....c.viviveiciiiiieees s 63
3. RESULTADOS ...ttt 64
4. FONTES DA VARIACAOD ..ot en s en s 78
5. DISCUSSAD ....coriimrimeieieissisesss s 80
6. CONCLUSAOD ....ocvuriniirieisiesise st 87
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooviveieeeeeeseeeeeeee s sen s, 88

CAPITULO 3. AVALIACAO DA MUTAGENICIDADE E 93
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DA AGUA DO CORREGO
CURRAL DE ARAME (DOURADOS, MS).

1 U 1Y [ PR 94
1. INTRODUGAOQ ..ot 96
2. MATERIAL E METODOS ...cooiiiiiiiineieiseine et 98
2.1 Caracterizagdo do local de Biomonitoramento ........cceeeeeieriececnrensennnn. 98
2.2 COletas e AQUA ......ceverernrnernenreeencnreeenseseesnsesescnsnsesensnnmmmmmmmmmmmm. 100
2.3 ANALISES QUITTIHCAS ....vovviviiecie ettt snesnenre s 101
2.3.1 Determinag0es de Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pbe Zn .............. 101
2.3.2 Determinag0es de COMPOSLOS OFGANICOS ........ccveeerierverierieniisiesieeeeeesee e 102
2.4 Analises MicrobiolOgicas .......ceeviuiiiiiniiniiieiieiinieneiinionessatsnsossssnssnsnes 103
2.4.1 Pesquisas de Coliformes Totais, Termotolerantes e E.cOli ......ccvuvuennrnnn 103
2.4.2 Pesquisas de Salmonella SpP. cveeceeeeeeeiieieeiiietieeneensensescescnsonsoasesnns 104

XVi



2.4.3 Pesquisas de PSEUdOMONAS SPP cieeeeeeerentercnranseacescnsensessescnsansassnssnsans 104

2.6 Analises BiolOgicas .....c.ovveiiiniiiniiiiiiiiniiiieiiiniiieiiieicssrcsesssnsssnssmmmonens 105
2.6.1 BIOtESTES VEGELALS veeureniinrneeneinienieecneenrenceacescnsansescessnsansossnssnsanssons 105
2.6.2 Biotestes ANIMAIS ...oouviiniiieiiinieineiiietesseessstessrssssssssssssssssssossssssons 106

2.7 ANALISE ESALISTICA vuuuuieerreernieieeeeeeeseneeseeeessssnccsecssssceseesssssssssssssssssssssessss 108

3. RESULTADOS ....cuuuuununnnnrnnrrnrrerereeeeereeeersesreeeeeeeeeeeeeessessesssssessssions 109
4. FONTES DA VARIAGAO ......ovvevevievoereeeesees s 124
5. DISCUSSAOD ....ooviieicieteeeee ettt 125
8. CONCLUSAOD .....ovieeeeeetete ettt 133
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooovveeeeeeerveneeississeesssssessssessensene 134
CONSIDERAGOES FINAIS.......ooooveeererveeseeeeeeeesseesseesssessssssasssssessssnssnsssenees 140
ANEXO | — FIGURA DE CELULAS OBSERVADAS ........ccocovvvimrinrerienrisennions 141
ANEXO | I- NORMAS DA REVISTA PARA PUBLICACAO........cccooovevrnrnnen. 143

XVii



1 INTRODUCAO GERAL

A ocupacdo desordenada dos ambientes naturais, apds a revolugdo industrial,
vem causando impactos e prejuizos para os recursos hidricos. Os processos de reducédo
da cobertura vegetal, lixiviacdo e erosdo ocorridos nos ambientes, podem ocorrer
independentemente da agdo humana e trazer danos para 0 meio ambiente (Batista &
Dias 2008).

Muitos organismos pertencentes a ecossistemas encontram-se em locais
proximos a rios e ambientes naturais localizados proximos as zonas urbanas e
industriais e, por isso, acabam sendo utilizados como fontes de alimentos, recursos
habitacionais e industriais, comprometendo, assim, a preservacdo dos recursos naturais
(Moore et al. 2004).

Os ambientes aquéticos estdo expostos a acdo antropica responsavel por diversos
tipos de contaminacdo. Dentre elas destacam-se a descarga de efluentes industriais, 0s
processos agricolas e os esgotos domésticos lancados nos recursos hidricos que
contribuem para a contaminacdo e degradacdo dos ambientes aquaticos (Philippi Jr &
Pelicioni 2005).

A contaminacdo dos ambientes naturais por poluentes quimicos, domésticos e
industriais, em especial dos ambientes aquaticos, € um problema que cresce
exponencialmente, pois 0s esses ambientes constituem o destino final da maioria desses
contaminantes. Os organismos aquaticos, como peixes acumulam poluentes presentes
na &gua, de forma direta ou indireta (cadeia trofica), podendo ser responsaveis pela
chegada de produtos quimicos ao homem (Claxton et al. 1998; Matsumoto et al. 2006).

Os xenobioticos sdo compostos quimicos introduzidos nos ambientes naturais
devido ao lancamento de produtos quimicos derivados de atividades antropicas (Van der
Oost et al. 2003). Esses compostos quimicos, muitas vezes, sdo substancias toxicas,
como os pesticidas, metais e outras substancias decorrentes da urbanizagdo e das
atividades industriais que podem agravar as condicGes ambientais e até mesmo 0s
ecossistemas (Christofoletti 2008).

Os recursos hidricos que recebem efluentes de polos industriais e de areas
agricolas podem ser degradados por substancias quimicas com atividades genotoxicas e
mutagénicas levando a alteragdes, por exemplo, na distribuicdo dos cromossomos
durante o processo de divisdo celular (aneugénicas) ou induzindo quebras e alteragdes
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na estrutura dos cromossomos (clastogénicas) dos organismos expostos (Rabello-gay et
al. 1991; Hoshina 2005).

Bioindicadores de poluicdo ambiental sdo organismos utilizados para analisar 0s
efeitos bioldgicos de xenobiontes (Pedro 2008; Mota et al. 2009) pois sdo sensiveis aos
agentes poluidores e, consequentemente, capazes de detectar seus efeitos isolados ou em
misturas. Dentre os bioindicadores indicados para este fim, podemos destacar a Allium
cepa e alguns peixes, como Oreochromis niloticus e Astyanax sp.

A A. cepa € amplamente utilizada como bioindicador de avaliacdes ambientais,
devido suas caracteristicas de proliferacdo celular, nimero reduzido de cromossomos,
facilidade de cultivo em qualquer época do ano (Matsumoto et al. 2006; Leme & Marin-
Morales 2009).

Testes utilizando peixes sdo eficientes para determinacdo de compostos
quimicos nos ambientes naturais, pois apresentam capacidade de responder aos tdxicos
de modo similar ao dos grandes vertebrados, além de serem encontrados
abundantemente nos ecossistemas, o que possibilita a identificacdo de contaminantes
emergentes (Al-sabti & Metcalfe 1995; Ramsdorf 2007).

Além disso, é importante que sejam mensurados nas avaliagdes ambientes
diferentes parametros, tais como potenciais de toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade, além de parametros quimicos e fisico quimicos
(Souza 2010).

Diante da expanséo agroindustrial do Estado do Mato Grosso do Sul, que cresce
de forma exponencial e da escassez de estudos referentes a contaminagédo dos recursos
hidricos na regido de Dourados (MS), objetivou-se determinar os efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos da agua do corrego Agua Boa, por meio de bioensaios
realizados em animas e vegetais e da determinacdo de compostos organicos, a fim de
contribuir com informacdes referentes a qualidade desses ambientes aquéticos, gerando

ferramentas auxiliares para programas de biomonitoramento e conservacéao.
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2 OBJETIVOS

Este trabalhao tem como objetivo geral contribuir com informacoes referentes a
qualidade da agua de ambientes aquaticos naturais da regido de Dourados/Mato
Grosso do Sul, a fim de gerar ferramentas auxiliares para planos de controle de
qualidade de agua de corregos pertencentes a Bacia do Rio Dourados em
Dourados/MS

» Obejtivos Especificos

» Avaliar se a quantidade de metais presentes na dgua de cOrregos pertencentes a
Bacia do Rio Dourados, no municipio de Dourados/MS, estdo em acordo com a

legislacdo vigente;

» Detectar a existéncia de pesticidas agricolas na dgua de cOrregos pertencentes a
Bacia do Rio Dourados, no municipio de Dourados/MS;

» Determinar efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos de amostras de agua
provenientes de cOrregos pertencentes a Bacia do Rio Dourados, no municipio de
Dourados/MS, por meio de testes de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade com Allium cepa e Astyanax altiparanae.
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3 HIPOTESE DA PESQUISA

Considerando as caracteristicas ambientais e as influéncias antrdpicas,
advindas de efluentes domeésticos, industriais e agricolas, as aguas superficiais dos
cérregos do municipio de Dourados apresentam substancias toxicas que
comprometem a qualidade desses mananciais e induzem danos genéticos em

organismos Vivos.
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5 CONSIDERACOES INICIAIS

Este trabalho esta apresentado na forma de capitulos, como segue:

Capitulo I trata-se de Revisdo Bibliogréafica referente a poluicdo ambiental e os
consequentes danos genéticos, induzidos nos organismos Vvivos; bem como 0s
principais testes utilizados em monitoramento ambiental.

Os Capitulos 11 e o 11l referem-se as pesquisas de monitoramento da qualidade de
agua de corregos pertencentes a Bacia do Rio Dourados (Dourados, MS), que recebem
influéncias antrépicas e industriais.

Os capitulos 1, 11 e 11l foram apresentados de acordo com as normas da revista,

Environmental Science and Pollution Research, descritas no Anexo II.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1. Contextualizagéo

As bacias hidrogréaficas tém sido deterioradas, principalmente, em consequéncia
da expansdo urbana, descarga de efluentes agricolas e industriais, desmatamentos de
areas de protecdo ambiental e, consequente, assoreamento dos rios (Barros et al. 2005).

A 4gua utilizada para atividades socioecondémicas de abastecimento da
populacdo € proveniente de rios, lagos, represas e aquiferos subterraneos, que muitas
vezes podem ser afetados por acbes antropogénicas relacionadas aos despejos de
efluentes domésticos e agroindustriais. Dessa forma, torna-se importante distinguir
quais caracteristicas foram produzidas pelo homem, pois esses mananciais sdo fontes
disponiveis de agua para populacdo sanear suas necessidades (Silveira 2007). Devido a
expansdo populacional o consumo de dgua tem aumentado, significativamente, levando
a realizagdo de pesquisas com o intuito de encorajar o uso racional desse recurso
(Biagini et al. 2009).

No Brasil, foram criadas agéncias regulatérias da qualidade de agua para
fiscalizar a prestacdo de servigos publicos, praticadas pela iniciativa privada, que
estabelecem regras para a utilizacdo dos recursos hidricos. A Agéncia Nacional de
Aguas (ANA), vinculada ao Ministério do Meio Ambiente, foi criada no ano 2000, com
intuito de controlar os recursos hidricos brasileiros e assegurar a atual e as futuras
geracdes a disponibilidade e padrBes de qualidade de agua adequados aos seus
respectivos usos. O primeiro “Panorama de Qualidade das Aguas Superficiais do
Brasil”, elaborado em 2005, no entanto, apenas em 2010 esse plano foi ampliado pelo
“Programa Nacional de Avaliagdo da Qualidade das Aguas (PNQA)”, servindo de apoio
para conhecimento sobre a qualidade das aguas superficiais do Brasil, orientando e

elaborando politicas que visem a recuperacdo da qualidade ambiental (ANA 2012).

Atualmente, existem 27 unidades federais que realizam o monitoramento das
aguas superficiais, totalizando 3411 pontos amostrais ativos e inativos em todo o Brasil.
Entretanto, a distribuicdo desses pontos € desigual e apenas, 2167 pontos estdo ativos
para a realizacdo do indice de Qualidade de Agua (IQA). Além disso, cada unidade
federal, através de entidades responsaveis adotam critérios proprios de localizacdo dos

pontos, frequéncia de amostragem e parametros analisados (Tabela 1).
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Tabela 1 — Unidades de federagdo, suas respectivas entidades de representacdo, niUmero
de pontos de monitoramento e pontos com IQA.

Unidade de Entidade Pontos de Pontos
Federacéo Monitoramento! com IQA
Alagoas IMA 18 18
Bahia INEMA 294 216
Ceara COGERH 396 43
Distrito Federal ADASA/CAESB 81 46
Espirito Santos IEMA 84 77
Goias SEMARH 57 55
Mato Grosso SEMA 151 82
Mato Grosso do Sul IMASUL 235 84
Minas Gerais IGAM 531 488
Paraiba SUDEMA 136 68
Parana IAP/AGUAS 314 213
PARANA
Pernambuco CPRH 133 38
Rio de Janeiro INEA 120 22
Rio Grande do IGARN 211 94
Norte
Rio Grande do Sul FEPAM 187 36
Séao Paulo CETESB 408 360
Tocantins SENATINS 55 48
TOTAL 3.411 1.988

Fonte: Agéncia Nacional de Aguas — Panorama da Qualidade de &guas superficiais do Brasil — 2012!
Pontos de monitoramento incluindo pontos desativados durante o periodo 2001-2010.
IQA — Indice de Qualidade de Agua

A Companhia Ambiental do Estado de Séo Paulo (CETESB) esta ligada a
Organizacdo Mundial da Salde e utiliza, como base, para analise dos respectivos
padroes da qualidade dos corpos de &gua a Resolucdo nimero 357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) de 2005.

A avaliacdo da qualidade de &gua doce pela Cetesb é realizada por meio de
analises temporais e espaciais, sendo que as temporais estdo relacionadas com a

comparagao dos dados obtidos no ano atual com os Gltimos cinco anos e a espacial esta
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relacionada com a elaboracdo de perfis sanitarios dos principais corpos hidricos, a fim
de se identificar os trechos mais poluidos.

O Instituto do Meio Ambiente de Mato Grosso do Sul (IMASUL) controla a
qualidade dos recursos hidricos desse Estado desde 1992, pelo Programa de
Monitoramento da Qualidade das Aguas do Mato Grosso do Sul. Dentre os 235 pontos
de monitoramento ativados e desativados, monitorados pelo IMASUL/MS, encontra-se
o corrego Agua Boa, pertencente a Bacia do Rio lvinhema, que apresenta grande
importancia econémica para 0 municipio de Dourados, visto que percorre grande parte
da periferia, aufere areas agricolas e desagua no Rio Dourados, que abastece parte da

populagéo da cidade.

O IMASUL adota metodologia de analise de aguas similar a utilizada pela
CETESB e fornece subsidios ao controle da poluicdo das aguas, por meio de parametros
fisicos, quimicos, bioldgicos, de sedimentos, dados estes que contribuem para 0 uso

adequado dos recursos hidricos do Estado (Imasul 2010).

Para analisar esses parametros, € utilizado o IQA que serve de complemento
para as agdes de preservacdo dos corpos hidricos, possibilitando a protecdo destes
ambientes, conforme a necessidade do uso que se faz de suas aguas. Esse indice foi
adaptado do Indice de Qualidade das Aguas desenvolvido pela National Sanitation
Foundation (NSF), baseado na técnica de Delphi Rand Corporation (Imasul 2010),
sendo que os principais parametros analisados por esses 6rgdos sdo temperatura,
oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio, pH, nimero mais provavel de
coliformes, nitrogénio total, fosforo total, turbidez e solidos totais (Souza 2007) e estdo

relacionados com o indice de poluicdo ambiental dos recursos hidricos.

2 Poluic@o ambiental e danos genéticos

O ambiente aquatico, por ser o destino final de todo poluente, sofre impactos
causados pelo despejo de pesticidas, metais pesados, diversos residuos provenientes da
industria e de esgoto doméstico (Akaishi et al. 2004). Dessa forma, os impactos nos
ambientes aquaticos naturais vém crescendo gradativamente, nos corpos de agua

préximos a areas rurais e industriais, podendo causar danos no material genético de
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muitos organismos vivos, modificando-o e prejudicando seus processos vitais (Peron et
al. 2009; Costa & Menk 2012).

Os agentes quimicos podem ter diversas acOes, dentre elas, os efeitos
genotoxicos ou mutagénicos. Os primeiros causam alteracdes ou danos na fita de DNA
(adutos de DNA, lesdes na fita de DNA, alteragbes na sintese de DNA) e se
caracterizam por alteragdes que podem ou ndo serem reparadas.

Ja os agentes mutagénicos sdo aqueles que, quando presentes nas células dos
organismos, induzem mutacdes génicas e/ou cromossdmicas que ndo podem ser
reparadas ao longo dos anos, se caracterizando em alteragbes permanentes e
transmissiveis aos descendentes (Dearfield et al. 2002; Carita 2010).

A mutagenicidade é um efeito tdxico que danifica o0 material genético da célula,
causando mudancas no DNA e nos cromossomos, decorrentes da acdo de compostos
quimicos sobre os organismos (Hoshina 2005; Guerra 2009).

Os efeitos tdxicos de poluentes ndo se restringem, apenas, aos ecossistemas
aquaticos, pois muitas dessas substancias causam efeitos a salde humana, como
anomalias reprodutivas, defeitos congénitos e o cancer. Na maior parte das vezes, esses
efeitos ndo podem ser detectados diretamente, devendo ser analisados por métodos
bioldgicos, que garantam a confiabilidade dos resultados (Hoshina 2005; Peron et al.
2009).

Os impactos causados na saude humana por agentes toxicos presentes no
ambiente podem ser analisados por meio de avaliaces bioldgicas (toxicidade aguda e
até testes de genotoxicidade) que, em alguns paises, sdo obrigatorias para as descargas
de efluentes, enquanto que em outros, 0s impactos sdo avaliados, apenas, por suas
propriedades quimicas e fisicas (Gana et al. 2008).

Estudos demonstraram que a presenca de pesticidas e metais na agua de rios e
corregos (Fernandes et al. 2007; Kruger 2009) pode acarretar danos ao material genético
(células poliploides, quebras cromossémicas, micronucleos, danos ao DNA entre
outros) apresentando diferentes acdes nas células dos organismos que habitam esses
ambientes.

Pesquisas que avaliam danos no material genético dos seres vivos, relacionados
a substancias quimicas presentes em poluentes ambientais, sdo de grande importancia
para 0 monitoramento ambiental. Sendo assim, o uso de parametros bioldgicos permite
distinguir os efeitos das acGes humanas sobre o0s organismos, subsidiando o
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biomonitoramento para 0 uso da &gua, e as acdes de manejo para conservacdo e

preservacao dos ambientes aquaticos (Buss et al. 2003).

3 Monitoramento Quimico

3.1 Metais

Os metais nem sempre apresentam riscos para 0S ecossistemas, Visto que, em
baixissimas concentracdes, participam de muitos processos fisioldgicos e sdo
denominados elementos essenciais (Cu, Fe, Mn, Co, Se, | e Cr). J& em concentracdes
elevadas, eles podem alterar as atividades vitais de muitos organismos (Oliveira 2003;
Patra et al. 2004; Souza 2010).

Dessa forma, os estudos com metais vém sendo realizados, principalmente, apds
0s acidentes ambientais como o ocorrido na Bacia de Minamata no Japdo, devido a
contaminacdo de arroz com mercurio, contaminando grande parte da populacdo que se
alimentava dos peixes e mariscos da regido (Dias 2004; Castro 2006). Isso acontece,
pois 0s metais constituem classes de poluentes com acdo mutagénica, genotoxica e
citotdxica, que podem contaminar os ecossistemas (Christofoletti et al. 2013; Carita
2010).

Os efluentes industriais sdo as principais fontes de contaminacdo por metais,
devido a utilizacdo desses pelas industrias nas diversas linhas de producdo, que acabam
por langa-los nos corpos de agua. E importante se considerar que ha diversas fontes de
contaminacdo por metais, como as originadas pelo lixo, atividades de mineracdo e
efluentes urbanos, que levam a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos (Farias et al.
2007).

Os metais, quando em contato com 0s organismos, induzem a efeitos bioldgicos
adversos, como a genotoxicidade e carcinogenicidade, podendo ocasonar lesdes
genbmicas, por isso, torna necessaria a caracterizacdo dos efeitos causados por esses
compostos e seus metabolitos (Leffa & Andrade 2008).

Os animais e plantas podem apresentar concentracdes de metais em niveis acima
aos encontrados no ambiente, principalmente os peixes, pois sdo considerados 0s
elementos mais indicativos para a estimativa da concentracdo de metais em &gua doce
(Papagiannis et al. 2003).
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A contaminagdo de animais por metais presentes na 4gua acontece por etapas de
absorcéo; em que primeiro acontece pela absorgéo direta, por meio dos metais presentes
na agua, pele, branquias, em seguida, absorcédo indireta pela alimentacdo e entrada dos
metais no organismo, que sao transportados no sangue e se acumulam nos 6rgaos (rins,
musculo, figado), podendo afetar diversos processos vitais (Heath1995).

Os metais Co, Ag, Cu, Fe, Mn, Cd, Zn, Pb, Ni, Ca, Al, Mg e Cr foram
quantificados, por meio de Espectroscopia de Absorcdo Atdmica, em aguas superficiais
da Bacia do Paraguai. As analises comprovaram a presenca de Ca, Cu, Mn, Ni, Zn e Pb
acima dos limites permitidos para a agua dos rios estudados, sendo que estes metais em
concentragOes elevadas podem acarretar contaminagdo dos ecossistemas aquéticos, que
podem levar aos danos nos seres vivos expostos (Sampaio 2003).

A determinacdo da presenca de metais (Pb, Na, Hg, K, Au, Ni, Zn, Se, Cu, Ca,
Fe sollvel, Fe total, Mg, Ba, Cr trivalente, Cr hexavalente, Ca etc.) encontrados nos
ambientes, aquaticos devido a descartes de efluentes industriais e atividades urbanas,
foram avaliadas por Espectrometria de absorcdo atémica e de analises com organismos
(comunidades bentbnicas e comunidades locais). Os estudos indicaram que a maior
parte dos metais analisados estava acima do permitido pela Legislacdo Brasileira
(CONAMA) e seus efeitos foram visiveis sob os organismos analisados, concluindo que
0s metais lancados nos rios modificam e impactam a estrutura de todo o ecossistema
aquatico (Castro 2006; Farias et al. 2007; Ferreira 2009).

Os efeitos genotdxicos dos metais sobre as plantas foram analisados por Fiskesjo
(1983), a fim de identificar a interagdo dos organismos com o0 meio ambiente
impactado, pois 0s metais podem causar diversas alteracdes nas células das plantas,
interrompendo o crescimento das raizes, mudando a morfologia radicular, causando
danos oxidativos, diminuicdo no indice de divisdo celular, apoptose, c-metéfase,
aderéncias cromossbomicas, pontes cromossdmicas, formacdo de micronuicleos entre
outros, demosntrando seu potencial genotéxico sobre esses organismoos (Fusconi et al.
2006; Marcano et al. 2006).

Os efeitos do cadmio em Pisum sativum L. cv. Frisson foram analisados por
Fusconi et al. 2006 com diferentes concentracfes desse composto, durante 24 horas,
quanto o crescimento radicular, indice mitdtico e alteragdes cromossémicas da referida
planta. Esse estudo indicou que o cadmio bloqueou quase totalmente o crescimento das
plantas tratadas, afetando, significativamente, o indice mitético e induzindo alteragdes
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celulares, confirmando seu potencial como contaminante emergente que afeta as células
de organismos.

A genotoxicidade do rio Pitimbu (Natal/RN), que recebe efluentes industriais,
foi analisada através do teste com Allium cepa, durante 2 meses do ano de 2003. Os
resultados indicaram que os locais onde houve maiores indices de metais
potencialmente toxicos (aluminio, cobre, ferro e zinco) na agua deste rio, apresentaram
maiores quantidades de alteracGes cromossdmicas na raiz de A. cepa, sugerindo a acao
toxica desses compostos ao organismo-teste utilizado (Egito et al. 2007).

A determinagdo dos metais e suas concentragdes na agua e no ambiente sdo de
grande importancia em estudos de monitoramento, visto que muitos danos causados aos
organismos sdo decorrentes da presenca desses compostos. Esses estudos auxiliam na
deteccdo dos efeitos causados pelos mesmos nesses organismos € no meio ambiente
(Souza 2010).

3.2 Pesticidas

A agricultura brasileira, durante os ultimos 40 anos, sofreu iniUmeras mudangas
que alteraram o processo de sistema de producdo agricola, intensificando o uso de
insumos, maquinas, fertilizantes e agrotoxicos sem o0s cuidados necessarios,
contribuindo para a degradacdo ambiental, aumento das intoxicacdes e alteracbes no
funcionamento dos ecossistemas (Braguini 2005; Kruger 2009).

O Brasil estd entre os trés maiores consumidores mundiais de produtos da
agricultura, movimentando bilhdes de ddlares todos os anos e utilizando diversos
compostos em suas culturas agricolas. Esse historico alerta para os riscos de
contaminacdo dos recursos hidricos que sdo o destino final dos produtos utilizados na
agricultura (Armas et al. 2007).

O Estado do Mato Grosso do Sul esta entre 0s nove maiores consumidores
desses produtos no Brasil, principalmente, nas culturas de algoddo, arroz, cana-de-
acucar, feijao, milho, soja e trigo, concentradas nas regides norte-nordeste e sul do
Estado (Pires et al. 2005). Por esse motivo, 0s agrotdxicos sdo 0s produtos mais
encontrados nos corpos de agua superficiais e subterraneos, compreendendo uma
variedade de moléculas distintas e pouco conhecidas, que conferem diferentes efeitos
sobre 0 meio ambiente e sob os organismos (Ritter 1990; Armas et al. 2007).
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A contaminacgdo dos rios por pesticidas pode ocorrer tanto por via direta, por
meio de aplicagBes destes quimicos no controle de algas e insetos, lancamentos de
efluentes domeésticos e industriais sem tratamento, quanto de maneira indireta, quando
sdo utilizados biocidas nos solos (Maraschin 2003).

A entrada dos pesticidas no meio aquatico, proveniente da pratica agricola,
depende da dindmica desses compostos no solo, uma vez que sua movimentacdo
contribui de forma significativa para a sua chegada ao meio aquatico (Isensse 1991;
Maraschin 2003).

A preocupacdo com ambientes aquaticos aumenta quando a agua € utilizada para
abastecimento da populacéo. Nesse caso, o limite exigido pela Unido Européia é de 0,1
ug L para qualquer agrotoxico utilizado, independente do seu potencial toxicolégico
(Griza et al. 2008).

O wuso indiscriminado de agrotdxicos pode resultar na intoxicacdo dos
trabalhadores rurais. Além disso, pode contaminar alimentos e &gua, constituindo um
grave problema de saude publica, principalmente nos paises em desenvolvimento
(Meredith 1993; Pires et al. 2005).

Os diferentes tipos de agrotoxicos utilizados na agricultura sdo classificados de
acordo com alvo preferencial (inseticidas, fungicidas e herbicidas); com sua composigéo
quimica (organoclorados, organofosforado, carmbamatos, piretroides etc) e maior e
menor toxicidade aguda sobre os seres vivos. Desses compostos, 0s que apresentam
maior grau de toxicidade em mamiferos sdo os organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides (Castro Faria 2003).

Os organofosforados e os carbamatos sdo muito utilizados como inseticidas e
sdo conhecidos como acetilcolinesterdsicos, pois atuam inibindo a enzima
acetilcolinesterase dos mamiferos, se configurando em compostos altamente téxicos.
Esses compostos apresentam semelhangas entre si (efeitos sobre a acetilcolina), porém,
os carbamatos agem de forma reversivel sobre 0s organismos, enquanto os efeitos
causados pelos organofosforados sdo permanentes (Castro Faria 2003; Griza et al.
2008).

Os limites permitidos dos organofosforados ndo foram estabelecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), pois sdo sempre encontrados em concentragdes
abaixo daquelas em que podem levar a efeitos toxicos nas aguas potaveis. No entanto,
em baixas concentragdes esse composto pode causar ansiedade, ataxia, confuséo mental,
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efeitos estes que sdo facilmente visiveis nos organismos (Veiga et al. 2006; Griza et al.
2008).

Devido aos efeitos negativos causados pela contaminacdo por diferentes
compostos utilizados na agricultura e os riscos causados a populacdo, tornou-se
importante a realizacdo de pesquisas que determinem a presenga desses compostos Nos
ambientes naturais, e principalmente, nos recursos hidricos que abastecem o0s
municipios.

O diagnostico da ocorréncia de moléculas de herbicidas foi obtidos, por meio de
anélise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de diferentes grupos
quimicos (trifluralina, atrazina, simazina, clomazona, acetocloro, ametrina, isoxaflutol,
pendimetalina, diurom, tebutiurom, hexazinona, sulfentrazona e glifosato) nas aguas e
sedimentos do Rio Corumbatai/SP e seus afluentes, servindo de subsidio para a
avaliacdo da qualidade de &gua desse rio. Os resultados indicaram a presenca desses
pesticidas em niveis totais elevados, apresentando valores que foram treze vezes
maiores do que o limite de potabilidade, sugerindo o risco de toxicidade dessas aguas
(Armas et al. 2007).

A avaliacdo do nivel de contaminacdo por pesticidas na &gua dos principais rios
que fluem para o Pantanal Mato-grossense foi feita por meio do método analitico para
investigar a presenca de pesticidas na agua (extracdo em fase solida). Os resultados
indicaram presenca de pesticidas (ditalinfds, sulfato de endosulfan, DDT e dieldrin) na
agua dos rios, porém, a maioria encontra-se dentro dos padrGes permitidos pelo
CONAMA. Sugere-se a necessidade de monitoramentos mais detalhados do local tanto
nos meios bidticos como nos meios abidticos (Maraschin 2003).

Assim, fica evidente a importancia dos estudos com diferentes compostos
utilizados na agricultura para avaliar e determinar o potencial dos mesmos em causar

possiveis danos no meio ambiente e aos organismos.

4 Monitoramento Biologico

Os biomarcadores (fluidos corporeos, células, tecidos, e respostas fisioldgicas,
comportamentais ou energeticas dos organismos expostos) sdo utilizados em
biomonitoramento para indicar a presenga de contaminantes (Livingstone 1998). Os

biomarcadores séo classificados como de exposic¢éo, de efeito e de susceptibilidade. Os
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de exposi¢do sdo evidenciados por alteragdes biologicas, que evidenciam a presenca de
poluentes, os de efeito estdo associados a indugdo do mecanismo de defesa do
individuo, que se inicia com resposta adaptativa, e os de susceptibilidade estdo
associados as variacoes de resposta ao longo do tempo e entre exposicédo e efeito (Jesus
& Carvalho 2008).

A utilizagdo de organismos ou biomarcadores em biomonitoramento para
identificacdo de danos causados por poluentes ambientais tem sido comum nos Gltimos
anos. Estes sdo capazes de identificar a presenca de poluentes atmosféricos, aquaticos
ou do solo, mesmo em quantidades abaixo da exigida pelos 6rgaos reguladores (Ventura
et al. 2008; Carita 2010).

Os organismos proporcionam informacdes mais consistentes sobre a presenca de
poluentes do que as avaliagdes fisicas e quimicas (Silveira 2007). Devido a este fato,
tem sido amplamente discutida nos ultimos anos, a inclusdo de testes utilizando
biomarcadores em monitoramento ambiental, a fim de validar as analises quimicas. A
escolha do biomarcador varia de acordo com o teste escolhido, a regido estudada e o
objetivo que se pretende alcancar. Dentre os principais organismos utilizados, estdo
espécies de moluscos, peixes, anfibios, mamiferos, algas e plantas superiores (Cotelle &
Ferard 1999).

Pesquisas tém aplicado biomarcadores para biomonitoramento da poluicéo. Para
avaliar o potencial genotdxico da poluicdo urbana. Em Porto Alegre (RS, Brasil), foi
realizado monitoramento in loco, durante dois anos, utilizando peixes (G. trigina),
plantas (Tradescantia), planarias e linhagens de Samonella, para determinar os danos
causados ao DNA ao longo do tempo. A pesquisa demonstrou a potencialidade dos
testes para monitoramento ambiental utilizando biomarcadores (Lau 2002).

Os efeitos mutagénicos (teste de microndcleo) e as alteracdes na anatomia e
fisiologia da folha de Tradescantia pallida foram associados a intensidade do trafego de
veiculos em Dourados (MS, Brasil), como forma de demostrar os efeitos causados pelos
poluentes presentes no ar. A pesquisa demonstrou a eficiéncia da técnica para identificar
que alteracGes ambientais causadas pela poluicdo atmosférica podem induzir danos ao
material genético (Crispim et al. 2012).

Testes com raizes de A. cepa e sangue periférico de peixes sdo utilizados para

avaliar a toxicidade, a genotoxidade e mutagenicidade de substancias quimicas
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presentes nos ambientes. Estes organismos foram considerados bioindicadores
eficientes para o biomonitoramento aquético (Bianchi et al. 2011; Liman et al. 2011).
Dessa forma, os bioensaios sdo adequados para a identificacdo de efeitos
adversos de substancias sobre organismos vivos, em diferentes concentracfes e em
diversos tempos de exposicdo. Diversos testes podem ser utilizados para estudos de
monitoramento ambiental, dentre esses destacam-se o teste citotoxico com raizes de A.
cepa, o teste de micronucleo e ensaio de cometa utilizando eritrécitos de diferentes

espécies animais.

4.1 Teste citotdxico com Allium cepa

As plantas superiores sdo reconhecidas como modelos genéticos para pesquisas
de monitoramento ambiental, pois sdo capazes de detectar efeitos de agentes
mutagénicos (Grant 1994; Leme & Marin-Morales 2009). Dentre elas, destaca-se a
espécie A. cepa, considerada util para este fim, por apresentar caracteristicas que
permitem avaliar pard@metros macroscépicos (alteracdo de cor, formato, tamanho da raiz
e deformidade) e microscopicos (alteragdes cromossémicas) (Longhin 2008).

Os primeiros estudos com A. cepa foram realizados por Levan (1938). O autor
utilizou diferentes concentracdes de colchicina para avaliar o indice mitético nas raizes
dessa plana. Fiskesjo (1985) adaptou o referido teste para estudos de monitoramento
ambiental, demonstrando a sua adequacao tanto pela eficiéncia como pela rapidez.

O agente mutagénico pode causar mutacdo de diversas maneiras, dentre elas, na
reacdo direta com o DNA nuclear, a incorporacdo no DNA durante a replicacao;
interferéncia na divisdo celular mitdtica, acarretando na divisdo incorreta das células
(Matsumoto et al. 2006; Pedro 2008)

O indice mitético (IM) analisado em células vegetais é caracterizado pelo
namero total de células em divisdo no ciclo celular e tem sido utilizado como um
parametro para avaliar a citotoxicidade de varios agentes. Seus efeitos podem ser
medidos pelo aumento e diminuicdo deste indice (Fernandes et al. 2007).

A biotoxicidade da agua que recebe descarga de efluentes industriais foi
estudada na cidade de Tucuman na Argentina, por meio de testes biolégicos de indice
mitotico em A. cepa. Todas as amostras analisadas com este organismo-teste indicaram

poténcial genotdxico e mutagénico para a bacia do Rio Sali na Argentina, comprovando
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a eficacia dessas analises. A pesquisa indicou a importancia de avaliar efluentes
industriais tanto por métodos quimicos quanto por testes bioldgicos, otimizando a
politica de controle das amostras ambientais (Gana et al. 2008).

A avaliacdo dos efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de amostras de
agua do Rio Monjolinho (S&o Carlos/SP), que sofre com influéncias foram realizadas
em diferentes estacdes do ano utilizando sementes de A. cepa. A pesquisa constatou que
é possivel detectar os efeitos dos contaminantes presentes na agua desse rio utilizando
esse organismo-teste, pois os poluentes presentes nas amostras levaram a diminuicédo
nos indices de divisao celular (Bianchi et al. 2011).

O estudo de diferentes concentragdes do herbicida Atrazina e seus efeitos na
divisdo celular mostraram que o herbicida induziu alterac@es citotoxicas, genotoxicas e
mutagénicas em ceélulas de A.cepa, inibindo o indice de divisdo celular destes
organismos e induzindo alteracbes cromossdmicas, sendo considerado agente
mutagénico para 0s organismos vivos (Ventura et al. 2008).

A avaliacdo de trés contaminantes (Di (2-etilhexil) ftalato; triclosan;
propilparabeno) foram realizados em A. cepa utilizando testes de alteracbes
cromossomicas, indicaram aumento em relacdo a essas alteragcOes encontradas para 0s
trés compostos, indicando que os biensaios utilizando raizes de A. cepa sdo ferramentas
para determinar o impacto causado por contaminantes (Herrero et al. 2012).

A evidéncia de que o material genético das células de A. cepa superior tende a
ser eliminado do ndcleo na forma de micronlcleos no citoplasma na presenca do
herbicida trifluralina foi observado por Fernandes et al. (2007). Os estudos
comprovaram que diferentes concentracdes do herbicida induz a formacdo de
micronucleos nas células de A. cepa, tanto pela evidéncia da eliminacdo do material
genético quanto pela presenca de células portadoras de micronucleos.

Os testes utilizando raizes ou bulbos de A. cepa sdo modelos experimentais
eficientes para analise da qualidade da agua de corregos, rios, efluentes, além de
atuarem como organismos-testes para identificar a acdo de diferentes compostos

mutagénicos (metais e pesticidas) encontrados no meio ambiente.
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4.2 Teste de ensaio de cometa

O ensaio de cometa tem sido considerado, nas Ultimas décadas, como eficiente
ferramenta para avaliar os danos causados ao DNA (Leme & Marin-Morales 2009).
Rydberg & Johanson (1978) desenvolveram os primeiros estudos de quantificagdo do
dano ao DNA em células individuais, sobre laminas de microscopia embebidas em
agarose e lisadas em condic@es alcalinas. No entanto, essas condigdes sao diferentes das
utilizadas atualmente, pois os danos no DNA eram observados com auxilio de
fotbmetro, e coloragcdo com laranja de acridina, sendo medida a proporcdo de
fluorescéncia verde e vermelho que indicavam fita dupla e fica simples de DNA,
respectivamente.

Os primeiros trabalhos realizados com eletroforese em micro-gel foram feitos
por Ostling & Johanson (1984), A técnica foi aperfeicoada atribuindo-lhe maior
sensibilidade com o uso de solucéo alcalina (Singh et al. 1988).

Atualmente, células individualizadas sdo colocadas sobre lamina de microscopia
com agarose, lisadas, submetidas a corrida de eletroforese e coradas com brometo de
etidio, ou ainda, mais recentemente com Gel Red. Os nucledides s&o analisados em
microscopio de fluorescéncia, sendo que as células sem DNA danificado apresentam
nucleodide redondo, enquanto o DNA resultante de quebras simples ou maltiplas migra
para fora do nucledide, formando uma cauda, similar a um cometa. O dano ocorrido esta
relacionado com a extensdo da cauda do DNA que migrar para fora do nucledide
(Fairbairn et al. 1995).

A medida utilizada na avaliacdo do dano ¢ feita pela relacdo entre o raio do
nacleo e a extensdo das caudas formadas pelo DNA em migracdo (classificados como
classe 0: sem dano, classe 1: ligeiramente danificado, classe 2: danificado, classe 3 e 4
altamente danificado) (Ferraro 2009).

Os danos no DNA causados por agentes mutagénicos presentes em ambientes
aquaticos foram analisados em eritrocitos de Oreochromis niloticus expostos a agua do
rio Paraiba do Sul, recurso hidrico que recebe influéncia de refinaria de petréleo. A
intensidade dos danos causados por agentes mutagénicos nas células desses peixes foi
avaliada e, consequente, estimativa da qualidade de agua destinada a populacdo e os

perigos dessa agua para a biota aquéatica (Souza 2007).
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A necessidade de aumento de produtividade agricola tem contribuido para a
utilizacdo de pesticidas nas lavouras. Estes sdo compostos quimicos capazes de causar
danos as células e pela sua acumulacdo nos organismos vivos causam riscos de
toxicidade, mutagenicidade, carcinogénese e teratogénese. A aplicacdo do ensaio de
cometa para avaliar os danos causados por diferentes concentragdes do herbicida
utilizados na agricultura foi realizado por testes com células de O. niloticus,
demonstrando a sensibilidade e eficiéncia desses organismos para a determinacdo de
danos no DNA, causado por poluentes ambientais (Ventura 2004).

Os danos genotoxicos causados em eritrocitos de Hoplias malabaricus por
compostos presentes em efluentes industriais foram avaliados por meio do teste de
cometa. O estudo testou as concentracdes do metilmercurio em efluentes industriais,
utilizando individuos que ficavam em exposicdo a estes agentes por 24 horas. Os
resultados indicaram que em todas as concentracdes e periodos de exposi¢do, 0s
efluentes induziram danos no material genético dos tipos celulares avaliados,
comprovando a eficacia do teste para andlise de efluentes industriais (Vicari 2009).

O ensaio de cometa €, portanto, eficiente para diferentes avaliagdes ambientais,
sendo ferramenta basica em diversas areas de pesquisa, como genética toxicoldgica,
radiacdo bioldgica, processos de reparo de DNA, ecotoxicologia genética e

biomonitoramento ambiental (Gontijo & Tice 2003)

4.3 Teste de Micronucleo

Micronucleos sdo massas de cromatina com aparéncia de pequeno nucleo,
resultante da condensacdo de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou Cromossomos
inteiros que atrasaram sua migracao para os pélos da célula em anéafase (Schmid 1976;
Al-Sabti & Metcalfe 1995).

O dano causado por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, capazes de
interferir no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso, ou que possam
introduzir a perda de material genético (cromossomos inteiros ou fragmentos), induz a
formagdo de micronucleo, determinando alteragdbes mutagénicas nos cromossomos e
danos ao fuso mitdtico (Silva et al. 2011). Estes agentes podem induzir alteracdes
clastogénicas (quebras cromossdmicas) ou aneugénicos (aneuploidia ou segregacdo
cromossdmica anormal) (Fenech 2000).
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O teste do micronucleo (MN) foi desenvolvido por Boller & Schmid (1970) em
eritrocitos de medula 6ssea e sangue de hamsters. E um ensaio utilizado para a detecgéo
de agentes quimicos que podem induzir danos ao material genético (Hayashi et al.
1994).

O teste de micronicleo para verificacdo de alteragdes cromossémicas em
substituicdo as técnicas citogenéticas convencionais apresenta vantagem pelo fato de ser
técnica rapida e barata (Heddle 1973). Entretanto, apesar da metodologia do teste ser
simples é importante a utilizacdo de protocolos padronizados quanto ao tratamento dos
animais, coleta e processamento das células (Flores & Yamaguchi 2008).

Os estudos utilizando eritrocitos de peixes comegaram com Hooftman & Raat
(1982) que sugerem o uso do teste como alternativa a analise de alteracGes
cromossdmicas Os eritrocitos de peixes sdo preferidos para o teste, pois sendo
nucleados, os micronucleos podem ser marcados, como resultado de atividade
clastogénica (Al-sabti & Metcalfe 1995).

A diferenca significativa da resposta a agrotoxicos foi analisada por meio do
teste de microndcleo pisceo com espécies do género Astyanax expostas, tanto em
ambiente natural (Fazenda Canguiri e Parque Costa — Curitiba/PR) como em bioensaio
com sulfato de cobre. Seus dados mostraram que houve sensibilidade dos organismos
testados ao agente xenobiotico, apresentando frequéncias significativas de
micronucleos, demonstrando que o teste é eficiente para determinar esses fatores
mutagénicos (Ramsdorf et al. 2009).

A utilizacdo de eritrocitos de O. Niloticus em testes de micronlcleo para avaliar
a mutagenicidade causada por extratos de cianobactérias mostrou ser eficiente para
determinar o potencial mutagénico de diferentes concentracdes desse composto. Os
dados mostraram altos indices de micronucleos causados por esse extrato que foram
visiveis nas células da espécie utilizada, confirmando sua susceptibilidade para esse tipo
de anélise (Silva et al. 2011).

O aumento na frequéncia de microndcleos em eritrocitos periféricos de peixes,
apos exposicao a diferentes contaminantes, tanto em condigdes de bioensaio quanto em
condigdes naturais indicaram o grau de dano causado ao organismo, que pode ser usado
como indicador de qualidade ambiental (Galvan 2011).

A mutacdo é uma consequéncia do dano no DNA  que pode estar relacionado a
estagio inicial da formacao de tumores, provenientes da acdo de agentes carcinogénicos

40



guimicos, comuns em efluentes domésticos, industriais e agricolas (Pedro 2008;
Ventura 2008). Com isso, ha necessidade de avaliar a toxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade de diferentes compostos quimicos presentes nos ecossistemas, através
de biomarcadores (vegetais e animais), pois estes permitem identificar os efeitos

causados nos organismos vivos decorrentes da acéo de toxicos.
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RESUMO

O corrego Agua Boa (Dourados, MS) percorre areas urbanas e agricolas, recebe
efluentes do distrito industrial da regido de Dourados e desdgua no Rio Dourados. O
objetivo do estudo foi identificar compostos quimicos e avaliar danos no material
genético de células animais e vegetais submetidas a bioensaios com agua proveniente
deste corrego, a fim de gerar subsidios que auxiliem planos de gestdo de qualidade de
agua. As amostras de agua foram coletadas no periodo de Dezembro 2012 a Outubro
2013 em trés pontos que se diferenciam em P1 (jusante da zona urbana), P2 (jusante do
aterro sanitario e distrito industrial) e P3 (foz do Rio Dourados). Os parametros
quimicos referentes a quantidade de metais e pesticidas e biol6gicos, por meio de
bioensaios utilizando organismos (teste de citotoxicidade, micronucleo pisceo e ensaio
de cometa) foram avaliados. Os bioensaios de citotoxicidade foram realizados com
sementes de Allium cepa colocadas sob germinacdo. Os testes de micronucleo pisceo e
ensaio de cometa foram utilizados exemplares de Astyanax altiparanae, mantidos por
72 horas em aquarios contendo amostras de agua dos pontos de biomonitoramento. As
analises estatisticas foram realizadas por meio de teste ANOVA e quando significativo
teste de Tukey (p < 0,05), além do teste de Qui-Quidrado. As analises quimicas
revelaram existéncia de metais (Cu, Cd, Pb e Ni) acima dos parametros permitidos pela
legislacdo e presenca de pesticida (Thiamethoxan) na dgua nesses locais. A frequéncia
de micronucleo, ensaio de cometa e bioensaios com Allium cepa indicaram diferenca
significativa entre as amostras coletadas nos diferentes periodos. As amostras coletadas
nos diferentes pontos de coleta indicaram maiores interferéncias antrdpicas para as

localidades ap6s o descarte de residuos industriais (P2 e P3). O estudo demonstrou que
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0s biotestes utilizados indicaram danos genéticos nas células animais e vegetais,
possivelmente relacionados a presenca de contaminantes. Essa pesquisa possibilitara o
incremento de ferramenta adicional para gerir 0 monitoramento da qualidade da dgua de
rios e corregos da regido de Dourados, MS.

Palavras-chave: mutagenicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, testes citogenéticos,
monitoramento ambiental,
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento econdmico na deécada de 50 acarretou em ocupagao
territorial e industrial que invadiu areas de protecdo ambiental, contaminando 0s corpos
de agua, que passaram a receber grande parte dos efluentes domésticos e industriais.
Além disso, nas areas de desenvolvimento agricola, defensivos e insumos quimicos
podem contaminar cOrregos e rios que se encontram proximos a essas localidades
(Aradjo 2006).

A perda da qualidade da &gua e da biodiversidade aquatica tem sido intensa
devido a exploracdo oriunda de atividades antropicas como: uso inadequado do solo,
descarga de efluentes, a exploracdo da pesca predatdria, causando alteracdo no ambiente

aquatico e implicando na perda da biodiversidade (Goulart & Callisto 2003).

A politica normativa nacional que determina o uso da agua no Brasil para
garantir a qualidade da agua dos ecossistemas aquéticos é regulamentada pela resolucéo
namero 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente do ano de 2005 que visa firmar
parametros para definir limites aceitaveis de compostos estranhos em diferentes usos,
utilizando-se de parametros que permitam avaliar as condicdes fisicas, quimicas e

bioldgicas da dgua (Carita 2010).

Pesquisas com bioindicadores sdo realizadas para identificar a presenca de
substancias quimicas lancadas no ambiente, que além de serem causadoras de alteracdes
génicas e cromossdmicas estdo relacionadas a efeitos diretos na sadide, podendo induzir
doencas humanas, como céancer, aterosclerose, doencas cardiovasculares e

envelhecimento precoce (Radic 2010).

Biotestes com microrganismos, células vegetais e de mamiferos isoladamente ou
em combinacdo com andlises quimicas tém sido empregados para definir as condi¢des

de toxicidade da agua dos recursos hidricos (Zegura et al 2009).

Estudos realizados na Bacia do Rio Dourados (Dourados, MS) indicaram que
atividades econémicas como abatedouros, laticinios, curtumes e aviculturas geram
efluentes que podem contaminaros recursos hidricos locais (Souza 2007; Campos et. al
2010). Dentre 0s cOrregos existentes nesse municipio destaca-se 0o Agua Boa, que

recebe efluentes de esgoto doméstico, lixo urbano, descarte de residuos industriais,
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pesticidas (neocotindides, carbamatos, organofosforado e piretroides) e insumos

agricolas.

O uso de biotestes para monitoramento ambiental do Corrego Agua Boa pode
ser utilizado para identificar os possiveis danos genéticos causados nos seres Vivos
provenientes da presenca de poluentes (urbanos, industriais e agricolas), que sdo
depositados no corrego, muitas vezes, sem tratamento necessario ou devido ocupagdes

irregulares que contribuem para o aumento da poluicao.

Diante do exposto, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar danos no
material genético de células animais e vegetais submetidas a bioensaios com agua
proveniente do cArrego e identificar compostos quimicos presentes nesse ambiente, com
a finalidade, de gerar informacdes referentes a qualidade da agua nos ambientes
aquaticos naturais na regio de Dourados/Mato Grosso do Sul (Cérrego Agua Boa),

auxiliando em controle de qualidade de dgua de cdrregos e lagos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao do local de biomonitoramento

As amostras de agua foram coletadas no corrego Agua Boa pertencente a bacia
do Rio Dourados na regido da Grande Dourados no Estado de Mato Grosso do Sul. As
coletas foram realizadas em dezembro/2012, fevereiro/2013, abril/2013, julho/2013,
setembro/2013 e outubro/2013 totalizando seis coletas em quatro locais distintos. O
ponto 1 (P1) (S 22.31060° W 054.79087) localiza-se a jusante da zona urbana, o ponto
2 (P2) (S 22.32965° W 054.79107°) a jusante do aterro sanitario e do distrito industrial,
ponto 3 (P3) (S 22.39558° W 054.78407°) préximo a foz do Rio Dourados e o P4 (S
22.19697° W 054.934458°) no poc¢o de agua subteerranea da Univerisdade Federal da
Grande Dourados (Figura 1). A localizacdo dos pontos de coleta foi realizada por meio

do GPS (Global Positioning System - Sistema de Posicionamento Global).

O P1 do corrego (local com interferéncia antropica devido a proximidade com
area urbana e distrito industrial) apresentava em seu leito &gua de aspecto sujo
(possivelmente devido ao solo argiloso) e de odor forte, além da presenca de gordura e
espuma nao natural nas margens do cérrego, O leito do corrego dos P2 e P3
apresentavam agua de coloracdo escura e presenca de espumas nao naturais dispersas na

agua (Figura 2).
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Figura 1: Mapa dos pontos de coleta no crrego Agua Boa (P1, P2, P3) e Poco
Artesiano da UFGD (P4) na cidade de Dourados/MS.

Figura 2 Apecto visual do local de coleta (P1, P2 e P3) do corrego Agua Boa (Dourados,

MS).

Ponto 1

Ponto 2

Ponto 3

As condigbes fisico-quimica da é&gua do Corrego Agua Boa e dados

pluviométricos foram mensurados para obtencéo das caracteristicas ambientais.
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Os parametros referentes a temperatura da agua (°C), pH; oxigénio dissolvido
(OD (mg L O2); condutividade elétrica (Cond (uS/cm?) e os solidos totais dissolvidos
(TDS (mg L) foram mensurados nos pontos de coleta, por meio de sonda
multiparametro HI 9829 da marca Hanna. Os dados pluviométricos de Dourados (MS)
foram baseados em mensuragdes meteoroldgicas realizadas pela Embrapa Agropecuéria
Oeste — Dourados, MS.

2.2 Coleta de agua

As coletas das amostras de agua nos pontos P1, P2 e P3 no corrego Agua Boa
(superficial) foram realizadas no mesmo dia da semana (Segunda-feira) e em horéarios
similares. Também foi coletada dgua de poc¢o artesiano (subterrdnea) do tanque de
abastecimento da Universidade Federal da Grande Dourados (P4 - controle). As
amostras para os bioensaios com os peixes (lambaris) foram coletadas em galdes de 20
litros em cada ponto. As amostras de agua para os testes com Allium cepa foram
coletadas em frascos de polietileno de 250 mL. Os galdes ou frascos foram previamente

higienizados antes das coletas.

As amostras de agua destinadas as analises quimicas (metais e pesticidas) foram
coletadas em frasco ambar de 1L e refrigeradas até o momento de analise. Para a

determinacdo de metais, acidificou-se a &gua com &cido nitrico.

2.3 Analises Quimicas

2.3.1 Determinacéo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn

O preparo das solucdes para analise dos metais presentes nas amostras de agua
foi feito com agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de deionizador
Millipore Milli-Q Academic (Beadford®, EUA).

A determinagdo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foi feita utilizando
espectrometro de absorcdo atbmica em chama AA 240FS (Agilent Technologies®, EUA)

equipado com lampadas de catodo oco (LCO) monoelementares. As medidas de
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absorbancia foram feitas utilizando as linhas analiticas de Cu (324,7 nm), Fe (248,3
nm), Mn (279,4 nm), Zn (213,8 nm), Cd (222,8 nm), Co (240,7 nm), Cr (357,9 nm), Ni
(232,0 nm) e Pb (217,0 nm). As solugdes foram aspiradas para o interior do sistema
nebulizador/queimador e os elementos foram atomizados com taxa de aspiracao fixada
em 5,0 mL min. Todas as medidas foram feitas com trés repeticdes.

Solucdes estoque de 5,0% (m/v) de lantéanio (La) foram preparadas dissolvendo-
se aproximadamente 58,6 g La;03 99,9% (m/m) (Vetec®, Brasil) em 120 mL de HCI
concentrado e diluindo a 1000 mL com agua deionizada.

As solucdes de calibracdo multielementares foram preparadas a cada rotina de
trabalho, por meio de diluicdo apropriada das solucdes estoques monoelementares (1000
mg L, SpecSol®, Brasil), nos intervalos 0,0 — 2,0 mg L™ Zn; 0,0 — 4,0 mg L Mn; 0,0
—10,0 mg L Co e Ni; 0,0 — 15,0 mg L™* Cr e Pb em meio de 1,0% (m/v) La e 1,0%
(v/v) de HNOa.

Para o procedimento de preparo de amostra, foram transferidos 200 mL de agua
para um erlenmeyer, e adicionados 10 mL de HNOz 37% (v/v) (Vetec®, Brasil). A
mistura contendo amostra e reagentes foi levada para chapa de aquecimento a 90 °C,
para a etapa de pré-concentracdo da solucdo amostra. O volume foi reduzido até,
aproximadamente, 30,0 mL e ajustado a 50,0 mL em baldo volumétrico com agua
ultrapura.

A descontaminacdo dos materiais utilizados no preparo das solucdes foi feita,
inicialmente, com agua corrente e posteriormente imersos em banho contendo solucédo a
10% (v/v) de HNOs3 por 24 horas. Em seguida os materiais foram enxaguados com agua
deionizada.

Os principais parametros de confiabilidade analitica, como limite de deteccdo e
de quantificacdo, foram calculados pelo método da IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), empregando os programas como Microsoft Excel® e

Microcal OriginPro®, como ferramenta de calculo.
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2.3.2 Determinacgao de compostos organicos
Extracéo dos constituintes

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e 200 mL de cada
amostra sofreu o processo de extracdo de fase solida (SPE). O processo consistiu em:
ativacdo do cartucho com 20 mL de metanol para abertura das cadeias poliméricas;
acondicionamento dos cartuchos com 20 mL de &gua ultrapura; insercdo de 200 mL de
amostra; eluicdo com 20 mL de metanol e, posteriormente, com 20 mL de acetato de
etila. As fragbes metandlica e de acetato de etila de cada amostra foram unidas e
evaporadas. Posteriormente foram rediluidas em 100 pL de metanol, passaram por
membrana de 0,20 um e foram analisadas por HPLC em no maximo dois dias ap0s o

preparo, sendo gque neste periodo foram armazenadas a -5 °C.
Condicgdes cromatograficas

Considerando-se que dentre os pesticidades neonicotinoides e os fungicidas
benzimdides, utilizados nas areas agricolas da regido de Dourados, destacam-se 0
Thiametoxan e Carbendazim, respectivamente. Dessa forma, foram realizadas analises
para pesticidas thiamethoxam, carbendazim em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(HPLC - do inglés High Performance Liquid Chromatography), modelo LC-6AD,
sistema binario, detector espectrofotométrico (UV-VIS) com comprimentos de onda
entre 200 a 800 nm, coluna Cromatogréafica com fase estaciondria C18 Phenomenex

Gemini (25cm x 4,6mm x 5 um) e pré-coluna de mesma fase.
Determinacdo analitica dos compostos

Os limites de deteccdo foram determinados por injecOes de 20 puL (n = 5) de
solucdo conhecida dos compostos e, em seguida, diminuindo as concentracdes até a
deteccdo de um pico com relacdo sinal/ruido de trés. A concentracdo correspondente das
amostras foi considerada como sendo a concentracdo minima detectavel. Os limites de
quantificacdo foram determinados, empregando-se a mesma metodologia, porém foi
considerado o pico cromatografico com relagéo sinal/ruido de dez.

A estimativa do contelido dos compostos organicos nas amostras foi realizada

por calibragdo externa. As solucGes empregadas na curva analitica foram preparadas
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empregando as solucbes de trabalho diluidas em metanol grau cromatogréfico,
resultando em diferentes concentragdes. Aliquotas de 20 plL foram analisadas por
HPLC, em cinco repeti¢cbes. Uma regresséo linear de minimos quadrados das areas dos
picos, em funcdo das concentracdes, foi realizada para determinar os coeficientes de
correlagdo. Os parametros da equacdo (inclinagéo e intercepcdo) de cada curva padrédo
foram utilizados para obter os valores de concentragdo para as amostras. As amostras
com concentracdo superior as derivadas para a curva analitica da curva analitica foram

testadas, novamente ap0s a diluicdo adequada.

2.4 Analises Biologicas
2.4.1 Biotestes Vegetais

Para os testes com sementes de A. cepa foram preparadas cinco placas de petri com
50 sementes (A. cepa variacdo Baia Periforme). Trés placas foram utilizadas para os
ensaios com amostras de agua do corrego Agua Boa (P1, P2 e P3) e as outras duas
destinadas a d4gua do tanque da UFGD (P4 - controle) e ao controle positivo (CP) o
agrotdxico Volcane® (190 pL/ 100mL).

As sementes expostas aos tratamentos por 96 horas, foram coletadas com,
aproximadamente, 1,5 cm de comprimento das raizes. Os meristemas apicais de cada
semente foram fixados em Carnoy 3:1 (v/v) etanol/acido acético glacial por 6 horas. Em
seguida as raizes foram hidrolizadas com HCL 1N a 60 °C por 10 minutos, lavadas com

agua destilada e coradas com Reativo de Schiff por 2 horas.

Para cada tratamento, foram preparadas 5 laminas, contendo uma radicula por
lamina e contadas em microscopio de luz Nikon, no aumento de 400x. De cada lamina
contou-se 1000 células, totalizando, assim, 5000 células por tratamento. O indice
mitotico (IM) e o indice de alteracdo cromossdmica (IA) foram calculados de acordo
com as formulas abaixo descritas. As alteracfes mais representativas foram fotografadas

com camera Sony H-50

IM = nimero de células em divisdo / niUmero de total de células contadas x100
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IA = nlimero de células com alteracdo / nimero de total de células em divisdo

contadas x100

2.4.2 Biotestes Animais

As amostras de agua oriundas dos pontos P1, P2, P3 (corrego Agua Boa) e do P4
(&dgua subterranea da UFGD) foram colocadas em aquarios de vidro (40 x 30 x 20 cm)
devidamente aerados, a temperatura ambiente, durante um periodo de 24h.

Os peixes (Astyanax altiparanae) utilizados para o bioensaio foram fornecidos
pela Piscicultura Douradense (Dourados/MS), transportados da Piscicultura até o
Laboratorio em galdes de agua aerados e colocados nos aquarios, primeiramente
preparados com as amostras de agua. Esses peixes permaneceram em condi¢Oes

experimentais por 72 horas.

Dez peixes (tamanho aproximado de 8 cm) foram aclimatados em cada aquério,
sendo que 5 destes foram utilizados para o teste de microntcleo pisceo e os demais para

0 ensaio de cometa.

Teste de Micronucleo Pisceo em A. altiparanae

Os espécimes de A. altiparanae foram coletados apds 72 horas de exposicdo e
anestesiados com Benzocaina 2% v/v (solivel). Em seguida, os animais foram
sacrificados e com tesoura realizou-se o corte na nadadeira caudal para coleta de sangue

destinado ao esfregaco, para contagem de eritrdcitos.

A contagem de micronucleos seguiu o protocolo descrito por Schmid (1975) e
Heddle (1983) com algumas adaptacGes. O sangue coletado na regido caudal (0,1 mL)
foi colocado na superficie da lamina (limpas e identificadas) e, com auxilio de outra
lamina, foi realizada uma extensdo sanguinea. Ap6s secagem ao ar, as laminas foram
fixadas, por 10 minutos, em etanol. De cada peixe foram feitas duas extensdes

sanguineas.
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As laminas foram coradas com coloracdo rapida para hematologia (Pandtico
Réapido LB) seguindo o protocolo do fabricante. A contagem dos microndcleos foi
realizada com auxilio de microscopio 6ptico Nikon (400X). De cada peixe foram
contadas, com auxilio de um contador manual, 2.000 células. Somente as hemacias com

membrana celular e citoplasmatica intactas foram consideradas para as analises.

Ensaio do cometa em A. altiparanae

O teste de cometa em A. altiparanae foi adaptado da metodologia proposta por
Ventura (2004). O sangue do peixe foi coletado por punc¢éo branquial e 6 pL diluido em
2000 pL de solucéo salina (PBS). Duas laminas foram confeccionadas para cada peixes
e montadas com 20 uL de suspensdo celular e 120 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo 0,5 % (v/v) a 37 °C. As laminas permaneceram em solucdo de lise, a 4 °C, por 1
hora. Apos a lise, as laminas foram armazenadas em tamp&o NaOH 0,3 mol L™t e EDTA
0,001 mol Lt (pH>13) por 20 minutos para desnaturacio do DNA, sendo submetidas a
eletroforese a 25 V, 300 mA, por 20 minutos. As laminas foram neutralizadas com Tris
0,4 mol L por 15 minutos e fixadas em etanol por 10 minutos. As laminas foram
coradas com brometo de etideo (0,02 mol L) e 100 nucledides de cada uma delas
foram observados em microscopio de fluorescéncia da marca Labomed (modelo
T121100), equipado com filtro de B-3” (excitagdo A =350 -580 nm, emissdo de barreira
A =680 nm) na objetiva de 40x.

Os nucleoides foram classificados de acordo com o tamanho da “cauda” em
Classe 0 (nenhum dano ou seja, nucledides intactos, sem cauda), classe 1 (ligeiramente
danificado, os nuclebides apresentam um tamanho de cauda inferior ao diametro da
cabeca), classe 2 (dano intermediario, os nucledides apresentam caudas com tamanhos
equivalentes a uma vez o tamanho do diametro da cabeca), classe 3 (dano elevado, 0s
nucleodides apresentam caudas com tamanho equivalente a duas vezes o diametro da
cabeca e 4 (dano méaximo, os nucledides apresentaram caudas com tamanho superior a
trés vezes o diametro da cabeca altamente danificado) (Figura 3). As laminas foram
codificadas e sempre analisadas pela mesma pessoa. O indice de células com cometa foi

determinado pelo calculo do numero de células com cometa multiplicado pela classe
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correspondente (0, 1, 2, 3 e 4). As células foram classificadas de acordo com o
observado na Figura 3.

Classe O Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 3 Classes de danos de DNA observadas no ensaio cometa de eritrocitos das

branquias de A. altiparanae.

Os procedimentos para realizacdo da experimentacdo animal foram aprovados

pelo comité de ética em pesquisa animal da UFGD, Protocolo n°. 005/2013.

2.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos do nimero médio de microndcleo (MCN), indice mitdtico
(IM) e de anormalidades cromossdmicas (1A) foram submetidos ao teste estatistico
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos resultados. As médias foram
transformadas (VX + 0,5) visando atenteder os pressupostos da analise de variancia
(normalidade de erros), entretanto, as médias originais foram mantidas para
apresentacdo. Apos a verificacdo da normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk,
os dados foram submetidos a analise de variancias pelo teste ANOVA e quando

significativo comparou-se as médias pelo teste Tukey (p < 0,05).

Para anélise dos resultados do teste de ensaio de cometa foi calculado o total de
células com cometas (classes 1, 2, 3, 4) para 0s 100 nucledides analisados. O total de
células com alteracdo de cada tratamento foi submetido ao teste estatistico Qui-
Quadrado, para comparacdo dos resultados dos tratamentos com o controle negativo. Os
resultados estatisticos foram analisados com auxilio dos programas SAS® (SAS 9.1,
SAS Institute, Cary, NC, USA) e BioEstat 4.0 (Ayres et al. 2005).
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo do ambiente

A 4gua proveniente do corrego Agua Boa mesmo permanecendo durante 24
horas no aquério, anterior a realizacdo do bioensaio animal, apresentava odor
desagradavel. Os peixes que foram colocados nos aquérios com amostras de agua
provenientes dos P1, P2 e P3 demonstravam dificuldade de respiracdo, apresentando
aumento da movimentacédo branquial, quando comparados ao do controle — P4

Os resultados referentes as analises fisico-quimicas estéo apresentados na Tabela

Tabela 1 Valores médios das andlises fisico-quimica de amostras de dgua dos pontos de

coleta (P1, P2 e P3) do corrego Agua Boa e agua subterranea do pogo da UFGD (P4).

Parametros Pontos de Coleta Parametros Conama*

PL P2 P3 P4

Temperaturada Agua 20,7 22,7 230 251 Inferior a 40°C
O
pH 8,0 7,9 7,6 7,8 6,0a9,0
Oxigénio Dissolvido 27,4 17,8 22,7 11,3 Ndoinferiora4 mgL™
(mg L)
Condutividade 2120 2790 2720 130,0 inferior & 100 uS/cm?
(uS/cm?)
Sélidos Totais 109,0 1410 137,0 634 500 mg L*
Dissolvidos- TDS
(mg L)

*Resolucdo n°357 de 2005 do Conama

As amostras do Corrego Agua Boa, apresentaram valores dentro limites
estabelecidos pelo CONAMA (357/2005) para todos os pontos amostrados, exceto para
os valores referentes a condutividade elétrica que apresentaram indices acima do
permitido (maior que 100 uS/cm - CONAMA?), para os trés pontos de coleta no corrego

Agua Boa, indicando a presenca de sais nesses locais (Tabela 1).
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Os dados pluviométricos da cidade de Dourados durante os periodos amostrados foram
baseados no banco de dados meteoroldgicos pela Embrapa Agropecuaria Oeste —
Dourados/MS (Tabela 2)

Tabela 2 Dados de pluviosidade do municipio de Dourados (MS) nos periodos de

coleta.

Periodo de Coleta Dezembro Fevereiro Abril Julho Setembro Outubro
2012 2013 2013 2013 2013 2013

Precipitagéo (mm) 3,62 3,82 9,59 431 1,69 4,23

A precipitacdo média entre coletas (intervalo de 60 dias aproximadamente)
permitiu destacar que o periodo de Abril 2013 apresentou maiores valores de

precipitacdo pluviométrica.

3.1 Determinacdo de Metais

Os resultados referentes a determinacdo de metais estdo representados na Tabela

Por meio da determinacdo de metais foi observado que os valores encontrados
para 0 Cu nas amostras de agua do corrego Agua Boa foram maiores que o permitido
nas coletas realizadas em setembro e outubro de 2013 para todos os pontos (P1, P2 e
P3). Entretanto, na coleta de abril de 2013, apenas os P1 e P2 apresentaram valores

acima do permitido.

Os valores para o Cd foram superiores ao permitido nos P2 (abril), P3 (julho) e
P1 (setembro). Enquanto que para o Chumbo, os valores foram superiores para o P1
nas coletas de abril e julho de 2013; para 0 P2 em outubro; e para P3 em setembro e
outubro de 2013. Dentre 0s metais que estavam acima da legislacdo, o Niquel foi o que

67



apresentou os maiores valores em todos 0s pontos de coleta, exceto para o P2 em abril
de 2013.

A determinacdo de metais indicou que valores encontrados para o Cobre nas
amostras de agua do corrego Agua Boa foram maiores que o permitido nas coletas
realizadas em setembro e outubro de 2013 em todos os pontos (P1, P2 e P3). Entretanto,

na coleta de abril de2013, apenas os P1 e P2 apresentaram valores acima do permitido.

Os valores para o Cadmio foram superiores ao permitido nos P2 (abril), P3
(julho) e P1 (setembro). Enqguanto que para o Chumbo, os valores foram superiores
para 0 P1 nas coletas de abril e julho de 2013; para o P2 em outubro; e para P3 em

setembro e outubro de 2013.

Dentre os metais que estavam acima da legislacdo, o Niguel foi o que apresentou
0s maiores valores para todos 0s pontos amostrados, exceto para o P2, em abril de 2013.
Os valores para o Ferro, Manganés e Cobalto estavam dentro dos padrdes estabelecidos,
em todos os pontos de coleta e periodos analisados (Tabela 3).

Para a analise dos valores relativos a quantidade de metais no P4, foi seguida a
Resolugdo 396/2008 do CONAMA para classificacdo das aguas subterraneas. Sendo
assim, o P4 apresentou valores maiores que o permitido para o Cadmio nos periodos de
abril, setembro e outubro de 2013 e para o Niquel, nos periodos de setembro e outubro

de 2013, conforme determinado na resolugéo.
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Tabela 3 Determinacdo de metais das amostras de agua do corrego Agua Boa durante as seis
coletas (dezembro de 2012; Fevereiro; Abril; Julho, Setembro e Outubro de 2013).

Compostos (mg L1)

Cobre Ferro Manganés Cadmio Cobalto Chumbo Niquel
(Cu) (Fe) (Mn) (Cd) (Co) (Pb) (Ni)
Abril 0,0506"  0,8165 <LD <LD 0,2461 0,2565" 0,374"
Julho # # # # # # #
PONTO1  Setembro 0,0261°  0,9651 <LD 0,0305" 0,0227 <LD 0,2193"
Outubro 0,057" 0,4107 <LD <LD 0,1957 0,2076 0,291
Abril 0,0673" 1,218 <LD 0,0468" 0,1123 <LD <LD
Julho <LD 0,9331 <LD <LD 0,1004 <LD 0,074"
PONTO 2
Setembro  0,0274" 1,257 0,045 <LD 0,1849 <LQ 0,2258"
Outubro 0,0661 0,6715 0,019 <LD 0,2533 0,2377" 0,2959"
Abril <LD 0,811 <LD <LD 0,1183 <LD 0,0823"
Julho <LD 1,255 <LD 0,0328 0,1201 <LD 0,1785"
PONTO 3
Setembro  0,0261"  0,8179 <LD <LD 0,1843 0,2076" 0,2366"
Outubro  0,0661"  0,5578 <LD <LD 0,2227 0,2189 0,2502"
Abril 0,0223 0,1697 <LD 0,0308" <LD <LD <LD
Julho 0,099 0,11 <LD <LQ 0,1147* <LD <LD
PONTO 4
Setembro  0,0274 <LD <LD 0,0298" 0,2137* <LD 0,1964"
Outubro 0,049 0,093 <LD 0,0202" 0,1094 <LD 0,0654"
Parédmetros Conama 0,013 5,0 0,5 0,01 0,2 0,033 0,025
(357/2005)
Parametros Conama* 2,0 0,3 0,1 0,005 - 0,01 0,02
(396/2008)

Limite de Detecgdo: 0,007 mg L™ (Cu); 0,014 mg L™ (Fe); 0,005 mg L (Mn); 0,008 mg L (Cd); 0,021 mg L"* (Co)); 0,060
mg L (Pb); 0,018 mg L (Ni). # Ndo Coletado. * indica metais que apresentaram valores acima da legislacéo vigente
(CONAMA — 357 e 396).
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3.2 Determinacédo de Compostos Organicos

Os resultados da determinacio de compostos organicos no coérrego Agua Boa
indicaram que os tempos de retencdo dos pesticidas foram de 4,84 minutos para o

Thiamethoxam e de 5,38 minutos para Carbendazim (Figura 4).
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Figura 4 Cromatograma referente aos tempos de retencdo dos padrdes de Thiamethoxam e

Carbendazim. Mv (milivoltes), Min (minutos).

As andlises indicaram a presenca do pesticida Thiamethoxam (inseticida
neocotindide — Toxicidade Grau I1) na 4gua dos trés pontos de coleta no corrego Agua Boa.
Né&o foi detectada a presenca do Carbendazim (fungicida benzimdide) na agua deste mesmo

corrego (Tabela 4).
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Tabela 4 Determinagdo de compostos organicos na agua do corrego Agua Boa (Dourados,
MS) nos diferentes pontos de coleta.

Compostos (ug L?) Pontos de Coleta Valores permitidos —
Ministério da Saude
1 2 3 (2.914/2011)
Thiamethoxam 1,23 1,45 1,58 a
Carbendazim <LD <LD <LD 120

Limite de deteccdo (LD) 0,37 ug L* (thiamethoxam); 0,36 ug L™ (carbendazim). Limite de quantificacdo
(LQ) 1,23 ug L™ (thiamethoxam); 1,20 ug L™ (carbendazim).

& _ Valor ndo encontrado

3.3 Analises Bioldgicas
3.3.1 Bioensaios Vegetais
Andlises estatisticas referentes a indices mitoticos em células meristematicas de

raizes de A. cepa revelaram que houve diferenca significativa entre os locais (P1, P2, P3 e

P4) entre os periodos de coleta (Tabela 5).
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Tabela 5 Médias de Indices Mitoticos (IM) em células meristematicas de A. cepa expostas as
amostras de agua dos pontos P1, P2, P3 do corrego Agua Boa (Dourados, MS), P4 (Poco
UFGD) e CP (controle positivo) coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro, abril,
julho, setembro e outubro de 2013 e valores médios dos pontos em diferentes épocas de coleta.

Média de IM nas diferentes épocas de coleta

Amostra Dezembro Fevereiro Abril Julho Setembro Outubro Média

(pontos)
P1 2,79 ab 4,95 a 6,72 ab # 5,08 a 1,25 ab 4,16 a
P2 4,60 a 7,34 a 514b 350a 4,32ab 1,93 ab 4,52 ab
P3 53la 6,95 a 6,93ab 593a 3,22ab 2,86 a 5,20 ab
P4 555a 6,67 a 844a 6,00a 2,70ab 3,33a 543b
CP 0,05b 0,11b 0,05c 448a 142b 0b 1,02¢

Média do indice mitotico seguida pela mesma letra minUscula em determinada linha ou coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. A Coluna indica diferenca estatistica entre pontos de coleta e a Linha
indica diferenca estatistica entre os meses de coleta. Média total dos pontos (independente do més) seguida pela
mesma letra ndo difere estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05.

# Nao coletado.

Em relacdo as amostras de agua dos pontos de coleta do més dezembro 2012 nao
houve diferenca do P1 (2,79) para o IM de células de A. cepa comparado aos pontos de coleta
(P2 e P3) do corrego Agua Boa e o controle (P4). No més de fevereiro 2013 todos os pontos
(P1, P2, P3 e P4) apresentaram valores estatisticamente diferentes de IM, quando comparados
ao CP (0,11). Para as coletas realizadas em abril 2013, houve diferenca significativa de IM
entre os pontos de coleta quando comparados ao CP, mas apenas, o P2 apresentou valores
significativamente menores (5,14) em relacdo ao P4 (8,44).

No més de julho 2013 ndo houve diferenca estatistica de IM das amostras de agua dos
pontos de coleta com o CP e 0 P4. No més de julho 2013 ndo houve coleta no P1, devido a
dificuldade de acesso ao local. Em setembro, houve diferenca estatistica do P1 comparado ao
controle positivo, ndo havendo diferenca entre os outros pontos de coleta (P1. P2. P3 e P4).

As amostras de agua dos P1 e P2 da coleta realizada em outubro de 2013 apresentaram
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valores de IM estatisticamente iguais ao CP, demonstrando potencial citotoxico das amostras

de &gua nesse periodo.

Assim, em média o CP apresentou o menore indice mitético (1,02) e o P4 o maior
(5,43). O ponto de coleta que apresentou, em média, 0 menor indice foi o P1 (4,16), seguido
do P2 (4,52) e P3 (5,20). As analises estatisticas indicaram gque houve diferenca dos pontos de
coleta em relagcdo ao controle positivo e do P1 em relagcdo ao controle negativo — P4 (Tabela
5).

Indice de alteragbes cromossdmicas em células meristematicas de raizes de A.

cepa.

As médias dos indices de alteracbes cromossdmicas encontradas estdo demonstradas na
Tabela 6.

Tabela 6 Médias de indices de alteracdes cromossdmicas (IAC) observadas em células meristematicas
de A. cepa expostas as amostras de agua dos pontos P1, P2, P3 do cdrrego Agua Boa (Dourados, MS),
P4 (Poco UFGD) e do CP (controle positivo) coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro,
abril, julho, setembro e outubro de 2013 e os valores médios dos pontos em diferentes épocas de coleta.

Média de IAC nas diferentes épocas de coleta

Amostra Dezembro Fevereiro Abril Julho Setembro Outubro Média
(pontos)

P1 0,04 a 0,20 a 0,01b # 0,00 b 0,08 a 0,06 a
P2 0,12 a 0,02 a 0,07 b 0,00 a 0,00 b 0,07 a 0,05a
P3 0,04 a 0,03 a 0,24 a 0,00 a 0,09 ab 0,07 a 0,081 a
P4 0,006 a 0,03a 0,00b 0,00a 0,14a 0,13a 0,05a
CP 0,62a 0,27 a 0,01b 0,00a 0,00 b 0,0la 0,153 a

Média do indice de alteragdes seguida pela mesma letra mindscula em determinada linha ou coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05 A Coluna indica diferenca estatistica entre pontos de coleta e a
Linha indica diferenca estatistica entre os meses de coleta. Média total dos pontos (independente do més) seguida
pela mesma letra ndo difere estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. # N4o coletado

Os indices de alteragcdes cromossémicas (IAC) encontrados nas amostras de agua do

corrego Agua Boa (P1, P2 e P3) em dezembro de 2012, fevereiro, julho e outubro de 2013
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ndo foram estatisticamente significativos para quando comparados ao P4 - controle. No més
de abril de 2013, o P3 apresentou diferencas significativas para IAC, em relacdo ao P4 e aos
demais pontos de coleta. O més de setembro de 2013 os pontos P1 e P2 apresentaram

diferencas significativas em relacdo ao P4, porém, ndo foi estatisticamente diferente dos P3.

Em relacdo as médias dos IACs ndo houve diferencas estatisticas dos pontos de coleta

do corrego Agua Boa quando comparados ao controle — P4. (Tabela 6).

As alteracdes cromossdmicas mais frequentes em células meristematicas de raizes de
A. cepa, submetidas a tratamentos com amostras de dgua provenientes dos pontos P1, P2 e P3
do corrego Agua Boa, foram as genotdxicas como brotos nucleares, pontes cromossdmicas,
perdas cromossémicas, células polipldides, C-metafases, aderéncias cromossdémicas e
multipolaridades (Tabela 7). Além dessas, também foram encontradas alteracdes mutagénicas

como microndcleos e quebras cromossdmicas.
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Tabela 7 Frequéncia de células meristematicas de A. cepa com alteracfes cromossémicas quando expostas as amostras de agua dos pontos P1, P2, P3 do
corrego Agua Boa (Dourados, MS), P4 (Poco UFGD) e CP (controle positivo) coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro, abril, julho, setembro e
outubro de 2013.

Dezembro 2012 Fevereiro 2013 Abril 2013 Julho 2013 Setembro 2013 Outubro 2013

PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP

MCN 00 00 00 00 68 34 02 00 02 52 00 2 64 04 00 # 00 00 OO0 00 00 00O 12 04 00 26 16 12 06 02
BN 00 00 00 00 108 00 00 00 00 32 00 00 00 00 00 # 00 00 00 00 00 00 0O - 00 00 02 00 00 00
PC 60 10 02 00 00 02 00O 00 00 00 0O 04 04 00 00 # 00 00 00 00 00 00 00 02 00 00 02 00 05 00
CM 62 00 00 00 00 00 OO OO0 00 00 00 OO 00 00 00 # 00 00 00 00 00 0O 0O 06 00 00 02 00 04 00
cwmM 00 14 00 00 OO 04 02 04 00 OO0 04 00 08 00 00 # 00 00 00 00 00 OO 04 02 00 00 00 02 00 00
AC 060 10 12 02 00 20 04 06 04 00 00 OO0 00 00 00 # 00 00 00 00 00 00O 04 22 00 00 00 02 22 00
QC 060 00 00 o00 00 02 00O 00 00 00O 00 OO 00 00 00 # 00 00 00 00 00 00 10 00 00 00 00 00 00 00
PC 12 02 02 00 00O o04 00 02 02 00 00 0O 00 00 00 # 00 00 00 00 00 0O 0O 08 00 00 02 06 08 00
CPO 00 02 00 00 14 00 00 00 02 00 00 00 00 00 00 # 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

TCA 14* 38 16* 02 176 66 08 12 08 84 04 24* 76* 04 00 # 00 00 00 00 00 00 18 44 00 26 24 22 45 02

MCN microntcleos; BN broto nuclear; PC ponte cromossémica; CM célula multipolar; C-M c-metafase, AC aderéncia cromossémica; QC quebra cromossdmica; PC perda cromossémica; CP
célula poliploide; TCA total de células com alteragdes cromossdmicas. * estatisticamente diferente do controle negativo pelo teste Qui-Quadrado (p<0,05).

# Nao coletado
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A partir das andlises estatisticas foi possivel verificar que as analises indicaram
que diferenca estatistica no numero total de células com alteragcdo (TCA) nos pontos de
coleta do corrego Agua Boa (P1, P2, P3) e no ponto controle (P4) em relacdo ao
controle positivo (CP) para as coletas realizadas em dezembro 2013. Em fevereiro, essa

diferenca (TCA) foi significativa, apenas, para P2, P3 e P4.

As amostras de agua coletadas em abril de 2013 indicaram que houve diferenca
estatistica do P2 e P3 quando em relagcdo ao controle positivo (CP). Nos outros meses
ndo foram observadas diferencas estatisticas dos pontos de coleta do corrego Agua Boa

e do controle (P4), quando comparados ao CP.

3.3.2 Bioensaios Animais
Teste de Micronucleo Pisceo
Por meio das analises estatisticas referentes a frequéncia de micronucleos nos

eritrocitos de A. altiparanae, foi possivel verificar que houve diferenca significativa no

namero de micronucleos dos P1, P2, P3 e P4 e entre 0s meses coletados (Tabela 8).
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Tabela 8 Médias do nimero de microntcleo (MCN) em eritrocitos de A. altiparanae
expostos as amostras de agua dos pontos P1, P2, P3 do corrego Agua Boa (Dourados,
MS) e ao P4 (Poco UFGD) coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro, abril,

julho, setembro e outubro de 2013 e valores medios dos pontos, em diferentes épocas de

coleta.
Média do nimero de micronucleos nos pontos de coleta
Dezembro  Fevereiro Abril  Julho Setembro Outubro Média
total
(pontos)

P1 2,80 ab 3,20 ab 14,60 a # 8,20 a 10,60 a 7,88 a
P2 5,40 a 3,00 ab 1480a 1540a 8,20a 10,40 a 9,53a
P3 4,20 ab 4,20 a 8,80a 1660a 9,20a 9,20a 8,70 a
P4 0,20 ab 0,80 b 460a 340D 6,80 a 3,20b 3,16 b

Média do nimero de micronucleos seguida pela mesma letra mindscula em determinada linha ou coluna
nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. Coluna diferenga estatistica entre pontos de
coleta. Média total dos pontos (independente do més) seguida pela mesma letra ndo difere estatisticamente
pelo teste de Tukey p <0,05.

# Néo coletado

No més de dezembro 2012, o P2 apresentou 0 maior nimero de micronucleos
(5,40) em relacédo a todos os outros pontos de coleta, no entanto, ndo apresentou valores
micronucleos quando comparados ao P4 (0,20) e as demais médias. No més de fevereiro
2013 o P3 apresentou indices significativos de micronlcleos nos eritrocitos de A.

altiparanae (4,20), estatisticamente diferente do controle (P4) (0,80).

A coleta do P1 em julho 2013, ndo foi realizada devido as dificuldades de acesso
ao local (alagado). No entanto, os valores de micronucleos obtidos para o P2 (15,4) e P3
(16,6) foram os maiores e estatitisticamente diferentes dos demais periodos de coleta e
ao controle (P4). Em outubro de 2013, foi observado que o P1 apresentou 0s maiores
valores superiores de micronucleos (10,60), quando comparados aos outros pontos e ao
P4, entretanto, ndo foi observada diferencas estatisticas entre os pontos, apenas destes

em relacdo o controle — P4. Para as amostras de agua provenientes das coletas de abril e
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setembro 2013 ndo houve diferenca significativa entre os pontos de coleta do corrego
Agua Boa e nem destes comparados ao P4.

O ponto que apresentou, em média, a maior frequéncia de eritrocitos com
micronucleos foi o P2 (9,53), provavelmente, pelo fato de estar localizado em
mediacgdes proximas ao distrito industrial. No entanto, ndo houve diferenca significativa
na frequéncia de micronucleos entre os pontos de coleta P1, P2 e P3, apenas destes
quando comparados ao controle (P4) (3,16) (Tabela 8).

Teste de Ensaio do Cometa em Astyanax altiparanae

A utilizacdo da técnica de ensaio de cometa permitiu detectar os danos ao DNA
dos espécimes de A. altiparanae expostos as amostras de agua do corrego Agua Boa.
Nesta analise, foi observado que o P3 apresentou maior indice total de células com
cometa, seguido do P2 quando comparados com o controle P4. O ponto que apresentou

menor indice de células danificadas foi o P1 (Tabela 9).
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Tabela 9 Média das diferentes classes de cometa observadas em eritrécitos de A.
altiparanae expostos a amostras de agua dos pontos P1, P2, P3 do cérrego Agua Boa
(Dourados, MS) e ao P4 (Poco UFGD) coletadas nos meses de dezembro de 2012, fevereiro,
abril, julho, setembro e outubro de 2013.

Classes de cometa

TCA CLO CL1 CL2 CL3 CL4 CS

PL 640" 440 524 104 18 00 780"
Dezembro P2 542" 606 530 08 0,4 0,0 55,8

P3 920%™ 354 710 198 12 00 114,2 ~*

P4 166 852 130 240 120 0,0 21,4

PL 890 27,6 650 21,2 280 00 115,8
Fevereiro P2 728 370 584 120 20 040 90,0

P3 90,0 192 642 238 178 00 117,8

P4 958 170 61,2 302 44 00 1384

PL 726 33 36 194 144 28 140,0
Abril P2 694" 37,6 426 154 78 36 112,0

P3 774 322 462 218 78 16 118,8

P4 958 170 612 302 44 00 1384

p1 # # # # " # #

Julho P2 556 522 374 166 16 00 750

P3 770 374 506 238 26 02 106,0

P4 632 50,4 362 250 18 02 91,2

Pl 666" 450 41,6 150 12 00 76,4

P2 1034° 524 370 134 06 00 65,6 "
Setembro  p3  654° 464 400 170 16 00 78,8

P4 39,8 628 324 72 02 00 474

Pl 734 342 424 266 44 00 102,0

P2 67,8 330 368 248 62 00 105,6
Outubro P3 850 248 512 262 76 00 126,4

P4 872 202 562 222 88 00 127,0

CL 0 Classe 0 sem danos, CL 1Classe 1 ligeiramente danificado, CL 2 Classe 2 danificado, CL 3 e 4
Classe 3 e 4 altamente danificado, TCA total de células com cometa (classes 1, 2, 3 e 4), CS calculo de
células danificadas (nimero de cometas x niimero da classe correspondente). ™ estatisticamente diferente
em comparagdo com o P4; “estatisticamente diferente em relagéo ao ponto de coleta 1; "“estatisitcamente
diferente em relacdo ao ponto de coleta 2; ™ estatisticamente diferente em relagdo ao ponto de coleta 3.
#Nao coletado
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Foi considerado que o numero total de células com cometa (TCA) para 0s
pontos de coleta no corrego Agua Boa (P1, P2, P3), apresentou diferenca significativa,
quando comparados com o P4 (dezembro de 2012). Nesse mesmo periodo, também,
foi verificado que o P3 foi estatisticamente diferente do P1, apresentando maior
namero de células com cometa. Em abril de 2013, apenas, o0 P2 apresentou indices de
TCA significativos quando comparado ao P4. Em setembro de 2013 todos 0s pontos
do corrego agua Boa apresentaram valores significativos em relacdo ao P4 — controle.
Os demais meses coletados (fevereiro, julho e outubro 2013) nédo apresentaram valores
significativos entre si.

A andlise utilizando os valores obtidos por meio do célculo de células
danificadas (CS - nimero de cometas X numero da classe correspondente), no més de
dezembro de 2012 indicaram diferenca significativa dos P1, P2 e P3, em relacdo ao
controle (P4) e do P3 em relagdo aos outros pontos de coleta (P1 e P2). Em julho de
2013, o P2 apresentou valores significativos, quando comparado ao P1, embora néo
tenha apresentando diferencas com os P3 e P4. Em setembro 2013, o P2 apresentou
diferencas significativas comparadas ao P1 e P3, no entanto, ndo foi significativo
quando comparado ao P4. Os periodos de fevereiro, abril e outubro de 2013 néo

apresentaram valores significativos entre si para nenhum dos pontos.

3.3 FONTES DA VARIACAO

As causas de variacdo e 0s, respectivos, quadrados médios de eritrécitos de A.
altiparanae com micronucleos e indices mitéticos e de alteracGes cromossdmicas estdo

resumidos na Tabela 10.

Foi possivel constatar que as médias de micronucleos foram influenciadas tanto
pela época quanto pelos pontos de coleta, no entanto, ndo foi influenciada pela interacdo
entre eles. Os indices de divisdo celular foram influenciados por todas as variaveis
(fontes de variacdo e pela interecdo entre elas). Os indices de alteragdes cromossémicas

ndo foram influenciados por nenhuma das fontes de variagéo avaliadas.
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Tabela 10 Fontes da variagdo, graus de liberdade e os quadrados médios
referentes ao nimero de micronlcleos de A. altiparanae e para os indices

mitoticos e de altegdes cromossdémicas em A. cepa.

Grau de liberdade Média dos quadrados
Fontes da
variacao MCN IM 1A MCN IM 1A
Coletas 3 4 4 13.461*** 13.541***  (0.033 NS
Pontos 5 5 5 12.736***  3.352***  (0.169 NS

Coletas* Pontos 14 19 19  0.820NS  1.265%** 0.119 NS
CV (%) 2450 20.15 294.59

R? 0.72 0.78 0.25

NS néo significativo (p>0,5), CV coeficiente de variacdo, MCN micronucleos, IM indice mitético, 1A
indice de alteragGes cromossémicas. *** p<0,001 NS ndo significativo.
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4 DISCUSSAO

As atividades antrdpicas (agricolas, industriais e urbanas) afetaram a qualidade
da 4gua do corrego Agua Boa. O Odor forte, a cor escura, presenca de gordura nas
margens e espumas nao naturais na agua podem estar relacionadas com o lancamento
de diversos produtos quimicos nesses ambientes, em virtude da presenca de sélidos
totais dissolvidos (Cetesb 2010). As amostras coletadas no P1 e P2, pontos estes
localizados proximos aos descartes de residuos urbanos e industriais, foram os que
apresentaram maior presenca de matéria organica em estado coloidal, indicativo de

contaminacdo ambiental.

A concentracdo de oxigénio na agua esta relacionada com a presenca de
organismos fotossintetizantes, a pressao atmosférica e ao tipo de ambiente aquatico
(cachoeiras, corregos ou riachos). Para que ndo haja prejuizo a saude dos peixes, a
concentracdo de oxigénio ndo deve ser inferior a 4 mg L' (CONAMA 357/2005). No
entanto, alguns corpos de dgua podem apresentar concentracdes de oxigénio superiores a
10 mg L, mesmo com temperaturas maiores a 20°C, caracterizando situacio de
supersaturacdo a processos de eutrofizacdo (Cetesb 2010). As altas concentracBes de
oxigénio dissolvido nos pontos de coleta de agua do corrego Agua Boa podem estar
relacionadas a um periodo de taxa fotossintética elevada no momento da coleta dos
dados, devido ao execessivo crescimento de algas, efeito este chamado de

supersaturacio, conforme descrito pela Agéncia Nacional das Aguas — ANA (2009).

A condutividade elétrica depende de concentracdes idnicas e a temperatura,
indica a quantidade de sais existentes na coluna de agua e determina a concentracdo de
poluentes, aumentando a medida que os solidos totais sdo dissolvidos (Cetesb 2010). Os
niveis de condutividade elétrica analisados estavam acima dos parametros permitidos
pelo CONAMA (357/2005) nos trés pontos de coleta do corrego Agua Boa (superior a
100 s/cm), com maiores valores para os pontos P2 e P3, situados apds a descarga de
efluentes industriais. Assim sendo, os dados indicaram que o ambiente impactado pela

presenca elevada de sais, poderia ter influenciado o equilibrio osmotico das células
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animais. Esse fato poderia explicar as alteracbes comportamentais observadas no
momento em que 0S peixes eram inseridos nos aquarios experimentais, comparados ao
experimento realizado com o P4 (&4gua subterranea). Embora os animais apresentassem
essa dificuldade inicial de adaptacdo aos aquarios experimentais, ndo houve mortalidade
dos mesmos, na maioria dos bioensaios realizados, corroborando com estudos realizados
por Ikefuti (2012), que sugere alteragdes comportamentais nos peixes a partir do

aumento de condutividade elétrica na agua.

As concentragfes de poluentes na dgua dependem da diluicdo ou enriquecimento
causado pela chuva ou drenagem de agua pelos sistemas de irrigacdo (Christofoletti
2008). Sendo assim, os efeitos de precipitacdo podem influenciar os teores de compostos
quimicos presentes na &gua. Nos periodos de estiagem, ocorre aumento das
concentracfes de substancia quimicas na &gua, devido a diminuicdo de seu volume,
atribuido ao processo de evaporacdo, que pode ocasionar maior concentracdo de
compostos nesses ambientes (Freitas et al. 2006). No presente estudo, foi observado nos
periodos com menores indices de pluviosidade (dezembro 2012 e setembro 2013) maior
quantidades de alteragdes na agua.

O desenvolvimento das atividades econdmicas no decorrer dos séculos aumentou
as concentraces de metais nos recursos hidricos, causando impactos nos ambientes
naturais (Matsumoto & Marin-Morales 2005). De acordo com trabalhos realizados por
Kabata-Pendias & Pendias (1992) e Carita (2010), os metais, quando acima dos valores
estabelecidos, sdo considerados, entre outros, toxicos para plantas e microrganismos.
Dentre 0s metais analisados nesse estudo o Cu, Pb, Cd e Ni apresentaram valores
superiores ao permitido para a classe em que se classifica esse corrego, ou seja classe 11,
segundo resolucdo CONAMA (357/2005). As concentracOes elevadas desses elementos,
possivelmente, estdo relacionadas com as influéncias dos efluentes do distrito industrial
e das areas agricolas, que podem carrear diversos tipos de substancias tdxicas ao longo

de todo o percurso do corrego Agua Boa até o seu desague no Rio Dourados.
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O Cu, naturalmente presente em plantas e animais, é metal essencial em
pequenas quantidades. No entanto, quando existente em teores elevados, ele pode causar
efeitos toxicos nos peixes, microrganismos e até mesmo nos seres humanos (Pereira
2004). O aumento da sua quantidade na &gua pode estar relacionado com descarga de
efluentes de estacGes de tratamento de esgotos, escoamento superficial, oriundo da sua
utilizacdo em processos agricolas e industriais, além de indices pluviométricos (Rosso,
2013). Esse metal apresentou valores maiores que o permitido pelo CONAMA
(357/2005) para todos os pontos amostrais (P1, P2 e P3) das coletas realizadas nos

meses de setembro e outubro (estagcdes secas).

O Pb é um metal altamente tdxico para os organismos da biota aquatica, pois
pode causar alteracdes fisiologicas, mesmo em pequenas quantidades, além de ser
bioacumulavel (Pereira 2004; Castro 2006). As concentracdes de chumbo nas aguas do
corrego Agua Boa apresentaram valores acima do permitido pelo CONAMA
(357/2005), para todos os pontos da coleta realizada em outubro (seca), indicando assim
a influéncia da pluviosidade em concentracdo de metais na agua. As concentracGes de
niquel acima do permitido foram encontradas, para o periodo de outubro no P2, local
este apds o descarte de residuos industriais. Este metal € introduzido nos recursos
hidricos pela descarga de efluentes domésticos e industriais (Rosso 2013). O niquel pode
causar alteragdes comportamentais nos peixes, pois age blogueando os filamentos
branquiais, causando asfixia nesses organismos (Cetesb 2012).

A presenca de Pb e Ni acima dos pardmetros permitidos, aliados aos elevados
indices de condutividade elétrica observados na dgua, poderiam explicar as alteracdes
comportamentais observadas durante os bioensaios de A. altiparanae, visto que
alteraces na salde dos peixes e macroinvertebrados é caracteristica marcante deste
metal (Perpetuo 2011).

O Ca é um metal naturalmente encontrado no ambiente, no entanto, alguns
processos industriais (galvanoplastia, producdo de pigmentos, soldas, formulacdo de

produtos inseticidas, incineragdo de lixo urbano e o uso de fertilizantes agricolas),
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podem aumentar sua concentracdo no meio ambiente (Castro 2006; Farias et al. 2007).
Valores acima dos permitidos foram encontrados para o cadmio na agua do Cdrrego nas
amostras do P2 (abril). E importante considerar que no periodo de abril (maior indice de
pluviosidade) diversos fertilizantes sdo utilizados em culturas de milho nesses locais,
possibilitando a lixiviacdo destes compostos para o cdrrego e, consequentemente,
aumentando a possibilidade de contaminacéo.

As andlises cromatogréficas indicaram a presenca de Thiamethozam nas
amostras de agua, sendo que este composto apresenta facilidade de dispersdo pelo solo e
potencial de contaminacdo dos ambientes aquaticos (Oliveira et al. 2009; Rosso 2013).
O referido produto foi encontrado em P1, P2 e P3 do corrego Agua Boa, sugerindo que
seus residuos tenham sido lixiviados para o cérrego. A existéncia deste produto esta
associada a sua ampla utilizagdo em culturas agricolas (milho e cana-de-agucar) na
regido de Dourados (MS) (Anvisa 2001; Rosso 2013).

Diversos estudos correlacionaram as concentracdes elevadas de Cu, Pb, Cd e Ni
e de pesticidas com alteracbes nos processos de divisdo celular e alteracbes

cromossdmicas (Fernandes et al. 2007; Kataeva et al. 2012; Moralejo & Acebal 2014).

A existéncia desses contaminantes na agua deste cArrego pode ser responsavel
pelas alteracdes genéticas (presenca de micronlcleos, danos ao DNA e alteragdes
cromossOmicas) que ocorreram nos organismos testes (A. cepa; A. altiparanae)
utilizados neste biomonitoramento. Dessa forma, foi possivel observar que as atividades
agroindustriais, que se encontram nas proximidades deste coOrrego, podem afetar
negativamente esse recurso hidrico, como também foi observado no rio Sava (Croécia)
(Radic et al. 2010); no rio Monjolinho (Brasil) (Bianchi et al. 2011) e no rio Pirap6
(Brasil) (Peron et al. 2009).

O potencial citotoxico de um composto pode ser determinado pelos indices de
divisdo celular, sendo possivel avaliar o potencial de determinada substancia em inibir
ou aumentar a proliferacdo celular (Fernandes et al. 2007). Assim, 0 aumento ou
diminuicdo nos indices mitdticos das células meristematicas de A. cepa pode ser usado
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para avaliar os niveis de polui¢do dos ambientes por compostos toxicos e citototdxicos
(Carita 2010). As analises das amostras de agua do corrego Agua Boa apresentaram
significativo potencial citotoxico, principalmente, para os P1 e P2 comparado ao
controle negativo. Estes pontos estdo localizados proximos ao aterro sanitario e distrito
industrial o que sugere que substancias decorrentes dessas atividades estejam afetando a

qualidade da &4gua desse cérrego.

Metais podem interferir nos indices de divisdo celular, induzindo em alteracdes
cromossémicas e levando a formacdo de micronucleos, que evidencia o seu potencial
mutagénico e citotoxico sobre os vegetais superiores e suas influéncias em tecidos
animais (Christofoletti 2008). Os resultados dos ensaios de A. cepa com realizados com
amostras de agua do corrego Agua Boa indicaram que nos periodos de coleta em que
quantidade de metais (setembro e outubro) foi alta houve uma diminuicdo no IM, em
relacdo aos outros periodos de coleta, indicando a possibilidade dos metais detectados
(cobre, chumbo, niquel ou cadmio), bem como da presenca de pesticida, estarem

comprometendo o desenvolvimento e crescimento dos organismos expostos.

A citotoxicidade de amostras de agua, que apresentavam concentracdes de Ni, Pb
e Cu acima do permitido pelo CONAMA (357/2005) foi demonstrada por Bianchi et al.
(2011) e Marcano et al. (2006), sugerindo que a diminuicdo no indice de divisdes

celulares pode estar relacionada com presenca de metais nas amostras de agua.

A analise de divisdo celular nas células meristematicas de A. cepa possibilitou
identificar alteracBGes citotoxicas, genotdxicas e mutagénicas em tecidos vegetais
tratados com amostras de agua dos pontos de coleta do corrego Agua Boa, segundo
Majer et al. (2005). As alteragdes nos processos de divisdo celular evidenciam o

surgimento de alteragdes cromossémicas, que podem ou n&o ser reparadas.

As alteragfes cromossdmicas observadas nas amostras de 4gua dos trés pontos de
coleta do corrego Agua Boa foram brotos, pontes, perdas, c-metéfases, aderéncias,
multipolaridades e micronucleos, que evidenciaram a acdo de agentes quimicos nesses
locais.
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Essas alteracbes estdo relacionadas com problemas na organizagdo dos
microtubulos citoplasmaticos, promovida pela acdo de substancias aneugénicas, capazes
de induzir alteragdes cromossdmicas. Muitas substancias quimicas, como as existentes
em metais e pesticidas, podem promover esse efeito (Fernandes 2005). Dessa forma, as
substéncias, tais como o Thiamethoxam e metais, encontradas na agua do corrego Agua
Boa, podem estar agindo nos processos de divisdo celular, causando divisdes incorretas

e formacéo de alteracbes cromossdmicas.

Apesar da escassez de estudos que comprovem a toxicidade do Thiamethoxam
em células meristematicas de A. cepa os indices de alteracdes encontrados e a presenca
de metais na 4gua do cOrrego sugerem que estes possam estar relacionados as alteracdes
genéticas encontradas. Além disso, os resultados apontaram para o fato de que as
substancias presentes na agua deste corrego variem em funcdo do tempo (estacgdo,
periodo), do tipo de atividade humana (urbana, industrial, agricola) e da descarga de

efluentes.

Além disso, as alteracfes cromossdmicas podem estar diretamente relacionadas
com a formagdo de micronucleo nas células (Bianchi & Marin-Morales 2011). A
inducdo de micronicleos pode ocorrer tanto por acdo aneugénica (a¢do no fuso mitotico)
como clastogénicas (quebras cromossémicas) decorrentes da acdo de agentes quimicos

presentes nos ambientes (Matsumoto et al. 2006; Carita 2010).

Os resultados das amostras para o indice de microndcleos em A. altiparanae nos
P2 e P3 (situados apOs os descartes industriais), apresentaram as maiores médias de
eritrécitos com microndcleos, indicando que os compostos quimicos encontrados na
agua (Cu, Cd, Pb, Ni e Thiametoxan) desses locais podem estar induzaindo alteracdo do
fuso mitético, influenciando o aparecimento de perdas ou atrasos cromossomicos que

levam genotoxicidade nos organismos.

Estudos realizados por Duarte et al. (2012) onde os autores relacionam altas

concentracdes de metais com a presenca de danos nos eritrocitos de tilapias, sugerem
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que os efeitos genotoxicos encontrados nas células desses animais estejam relacionados

com 0s metais presentes nas amostras de agua.

A presenca de agentes genotdxicos em amostras de agua podem levar a perda da
integridade do DNA, por induzir a quebras de material genético e ao, consequénte,
danos ao DNA. A presenca significativa de eritrocitos com classes de cometa (1, 2, 3, 4)
no P3, em comparacdo com o P4 e os demais pontos de amostragem (Pl e P2),
indicaram que o maior potencial genotoxico foi identificado nos pontos onde a descarga
industrial era maior (P2 e P3), indices pluviométricos menores (setembro e outubro) e a
existéncia de metais como cobre, cadmio, chumbo e niquel estavam acima dos

parametros.

O ensaio de cometa foi um ensaio eficiente para detectar os efeitos causados nos
eritrécitos de A. altiparanae, devido as substancias quimicas presentes na &gua,
decorrentes de atividades agricolas ou industriais. Além disso, 0 ensaio de cometa
apresenta maior sensibilidade para identificar os possiveis danos simples causados ao
DNA, pois estes podem ser reparados, enquanto que o teste de micronudcleo detecta
danos ja estabelecidos no DNA (Ramsdorf 2007).

A utilizacdo de bioensaios vegetais e animais permitiu verificar que o0s
organismos testes animais apresentam maior sensibilidade para identificar os efeitos
genotdxicos causados por substancias toxicas, pois os mesmos sofrem bioacumulacao
dos poluentes. Deve se destacar, também, que isso esta relacionado com a posicdo de
determinada espécie na cadeia alimentar, pois nos niveis troficos mais altos, ha maior
concentracdo de poluentes, influenciando na sensibilidade desses organismos aos toxicos
(Porto et al. 2005).

Os efluentes domesticos, industriais e agricolas sdo potenciais contaminantes da
4gua do corrego Agua Boa, pois apresentam diferentes substancias em sua composicao
(metais e pesticidas), capazes de interagir nas células dos organismos, afetando toda a

biota aquatica. Assim, aliar as analises quimicas e fisico-quimicas aos testes de
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citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade possibilita monitorar, com maior
precisdo, a qualidade da &gua de diversos rios e corregos.

5 CONCLUSOES

Compostos quimicos como Cd, Pb, Cu e Ni (acima dos niveis permitidos), além
de pesticida (Thiamethoxam) foram identificados na &gua do corrego Agua Boa
(Dourados, MS). Os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos desses
contaminantes foram identificados sobre os organismos utilizaodos neste trabalho (A.
cepa, A. altiparanae). Além disso, a pesquisa gerou informacdes referéntes a qualidade
da agua deste corrego, servindo de modelo para planos de controle da qualidade de

corregos e lagos.

E importante que o biomonitoramento do corrego Agua Boa seja feito
constantemente, sugerindo a necessidade de medida de recuperacdo da qualidade das
suas aguas, uma vez que percorre grande parte da cidade de Dourados e desagua no Rio
Dourados, onde pode influénciar na qualidade das aguas utilizadas para abastecimento

da populacéo.
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RESUMO

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos tem sido desencadeada pelo langamento de
inimeras substancias quimicas, que podem determinar a degradacdo ambiental e a
diminuicdo da disponibilidade de agua de qualidade. Estas interferéncias estdo ocorrendo
em diversos rios ou cOrregos, que se encontram proximos a areas industriais ou agricolas. O
cérrego Curral de Arame (Dourados, MS) tem sua nascente em fragmento de mata ciliar.
Ao longo do seu curso o corrego sofre influéncia de residuos provenientes de atividades
agricolas ou de criacdo de animais nas suas proximidades. O objetivo do trabalho foi
monitorar a qualidade da agua do corrego Curral de Arame, por testes citogenéticos e
analises microbioldgicas, com intuito de gerar subsidios que auxiliem planos de gestdo de
qualidade de agua. As amostras de agua foram coletas no periodo de Janeiro a Novembro
2013 em trés pontos que se diferenciam em P1 (nascente do corrego), P2 (regido de intensa
atividade agricola) e P3 (atividade agricola e criacdo de animais). A avaliacdo de ocorréncia
de metais e compostos organicos (pesticidas e antibidticos) na dgua do corrego foi realizada
por meio de espectrometria de absor¢do atdmica em chamas e cromatografia liquida,
respectivamente. Testes com Allium cepa e Astyanax altiparanae foram realizados para
avaliar as propriedades citotoxicas, mutagénicas e genotoxicas da agua. As analises das
condi¢des microbiologicas da agua foram realizadas pela pesquisa de Coliformes Totais,
Termotolerantes, Escherichia coli, Salmonella sp. e Pseudomonas sp. As analises

estatisticas para os biostestes genéticos foram realizadas por meio de teste ANOVA e,
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quando significativo, foi aplicado o teste de Tukey (p < 0,05). O teste de Qui-Quidrado foi
usado para os ensaios do cometa. Os resultados referentes a frequéncia de micronucleo,
ensaio de cometa e testes de A. cepa indicaram que houve diferenca significativa entre os
meses, 0s pontos coletados (P1, P2 e P3). Os pontos que apresentaram alteracdes genéticas
foram os localizados préximos as culturas agricolas e criacdes de animais (P2 e P3). Nesses
locais as analises quimicas revelaram maior quantidade de metais e a presenca de
antibiotico na agua. O monitoramento mostrou que as atividades de agricultura e criacdo de
animais influenciaram na qualidade da agua do corrego. Os resultados deste trabalho
indicam a eficiéncia dos biotestes para avaliar danos genéticos dos organismos expostos,
relacionados a presencga de contaminantes, e que pode ser utilizado como ferramentas de

controle para planos de gestao de qualidade da agua.

Palavras-chave: monitoramento  ambiental, mutagenicidade, citotoxicidade,

genotoxicidade, biomarcadores, ambientes aquaticos.
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1 INTRODUGCAO

O Brasil € o quarto maior consumidor mundial de substancias quimicas utilizadas
em atividades agricolas, sendo o maior gasto realizado com agrotdxicos, principalmente,
nas culturas de soja (aproximadamente 35%) (Santos & Monteiro 2004). O Estado do Mato
Grosso do Sul ocupa o oitavo lugar no Brasil em producédo agricola, principalmente com
culturas temporarias como algodao, arroz, cana-de-agucar, milho, soja, feijéo, trigo (IBGE
2014). Essas culturas se encontram em maior producdo nas regides norte-nordeste e sul do
Estado, onde se localiza a cidade de Dourados, MS, considerada a terceira maior area

produtora desse Estado.

O crescimento de atividades associadas a agricultura contribuiu para aumento na
quantidade de substancias quimicas lancadas no meio ambiente, em especial, nos ambientes
aquaticos, levando a degradacdo da biodiversidade e a falta de sustentabilidade dos

ecossistemas (Ventura et al. 2008).

Os residuos urbanos, industriais e agricolas podem adicionar grandes quantidades de
contaminantes nas aguas superficiais, causando problemas a toda biota do ecossistema
aquatico, diminuindo, consideravelmente, a quantidade de adgua com qualidade (Pereira
2004).

A necessidade de aumento da produtividade nas safras agricolas propiciou 0 uso
indiscriminado de compostos quimicos, trazendo consequéncias ao meio ambiente e a
salde publica. Devido a facilidade de sua dispersao no ambiente, estes podem contaminar a
agua, o solo e os alimentos, desencadeando doencas, incluindo o cancer, além de afetar os

diferentes niveis troficos de cadeia alimentar (Fernandes 2005; Kruger 2009).

Dessa forma, mesmo apresentando padrbes de quantidade esperados pela legislacéo
vigente, esses compostos podem alterar as rela¢fes biologicas dos organismos, gerando
problemas de qualidade de vida para as populagdes que utilizam esses recursos naturais
(Buss et al. 2003).
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A origem das substancias quimicas utilizadas na industria e agricultura tem sido
muito pesquisada nos ultimos anos, devido ao seu potencial mutagénico e carcinogénico.
Muitas dessas substancias sdo encontradas nos alimentos, em drogas farmacéuticas, nos
agrotoxicos e nos complexos de efluentes industriais e domeésticos, podendo causar

mudancas no material genético das células (Vogel 1982; Ventura et al. 2008).

O uso de pardmetros bioldgicos, tem sido aplicado, para medir a qualidade da &gua
e as condi¢Bes ambientais de recursos hidricos, devido ao fato, destes informarem a
presenca de poluentes, mesmo em pequenas quantidades, sejam eles naturais ou

antropogénicos (Bus et al. 2003).

Considerando que parametros fisico-quimicos muitas vezes ndo indicam a situacédo
de contaminacdo ambiental determinada pelo descarte indiscriminado de produtos quimicos
nos ambientes aquéaticos, pesquisas que avaliem a toxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade desses compostos no ambiente tornam-se de grande importancia (Ventura
et al. 2008; Radic et al. 2008). Além disso, dependendo da natureza quimica e da
concentracdo, esses compostos podem desencadear alteracdes nas células dos organismos
expostos (Fernandes 2005; Armas 2007; Kruger 2009), tais como interferéncias na diviséo

celular e reagdes diretas como o DNA.

Diante do exposto, a utilizacdo de biotestes que demonstrem o0s danos genéticos
derivados da presenca de poluentes (industriais e agricolas) constituem ferramentas
importantes para auxiliar planos de monitoramento da qualidade de ambientes aquaticos
naturais. O presente trabalho teve como objetivo monitorar a qualidade da dgua do corrego
Curral de Arame (Dourados, MS), corpo hidrico que recebe efluentes agricolas, por meio

de analises microbioldgicas, e quimicas bioldgicas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area de Biomonitoramento

As amostras de agua foram coletadas no cdrrego Curral de Arame pertencente a
bacia do Rio Dourados na regido da Grande Dourados no Estado de Mato Grosso do Sul.
As coletas foram realizadas durante os meses de Janeiro & Novembro de 2013 totalizando
seis coletas em trés pontos distintos, em que ponto 1 P1 (S 22.21062° W 054.91356),
localiza-se na nascente do cArrego, com a mata de preservacdo, conhecida como Mata do
Azuldo, o ponto 2 (P2) (S 22.25989° W 054.87807°) apresenta nas proximidades
monoculturas de cana-de-aglcar, milho ou soja em area de intensa atividade agricola e o
ponto 3 (P3) (S 22.39558° W 054.84671°) localiza-se em area de influéncia agricola e de
criagdo de animais (porco, aves e gado) e, ainda, camping para pescadores amadores
(Figura 1). A localizagdo dos pontos de coleta foi identificada por meio do GPS (Global
Positioning System - Sistema de Posicionamento Global).

AlteracBes no ambiente relacionadas a conservacao da mata ciliar, coloracéo e odor
da 4gua no momento da coleta foram observados nos P1, P2 e P3 durante os meses de
coleta (Janeiro, Marco, Maio, Agosto, Setembro e Novembro de 2013). As interferéncias
encontradas no ambiente foram perda da mata ciliar e pequenas areas degradadas ao longo

do percurso no Corrego Curral de Arame (Figura 2).
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Figura 1 Mapa dos pontos de coleta no corrego Curral de Arame (P1, P2, P3) e Poco

Artesiano da UFGD (P4) na cidade de Dourados/MS.

Ponto 1 Ponto 2

Ponto 3

Figura 2 Pontos de coleta de agua (P1, P2 e P3) do cdrrego Curral de Arame (Dourados,
MS).
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As condicdes fisico-quimica da 4gua do Corrego Agua Boa e dados pluviométricos

foram mensurados para obtengdo das caracteristicas ambientais.

Os parametros referentes a temperatura da agua (°C), pH; oxigénio dissolvido (OD
(mg L O); condutividade elétrica (Cond (uS/cm?) e os sélidos totais dissolvidos (TDS
(mg L) foram mensurados nos pontos de coleta, por meio de sonda multiparametro Hi

9829 da marca Hanna.

Os dados pluviométricos de Dourados (MS) foram medidos, baseados em
mensuracGes meteoroldgicas realizadas pela Embrapa Agropecuéria Oeste — Dourados,
MS.

2.2 Coleta de 4gua

As coletas das amostras de dgua nos pontos P1, P2 e P3 no corrego Curral de Arame
(superficial) foram realizadas no mesmo dia da semana (Segunda-feira) e em horarios
similares. Também foi coletada agua de poco artesiano (subterranea) do tanque de
abastecimento da Universidade Federal da Grande Dourados (P4 - controle). As amostras
para 0s bioensaios com os peixes (lambaris) foram coletadas em galdes de 20 litros em cada
ponto. As amostras de &gua para os testes com Allium cepa foram coletadas em frascos de
polietileno de 250 mL. Os galGes ou frascos foram previamente higienizados antes das

coletas.

As amostras de agua destinadas as analises quimicas (metais e pesticidas) foram
coletadas em frasco ambar de 1L e refrigeradas até o momento de analise. Para a

determinacdo de metais, acidificou-se a &gua com acido nitrico.

As amostras de agua para as analises microbiologicas foram coletas na margem do
corrego, em 20 cm de profundidade, com potes de vidro de 500 mL (estéreis). As amostras
foram transportadas em caixa térmica com gelo, sendo 8 horas o tempo maximo, entre a

coleta de agua e o inicio do exame microbioldgico.
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2.3 Analises Quimicas

2.3.1 Determinacéo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn

O preparo das solucBes para analise dos metais presentes nas amostras de agua foi
feito com &gua ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de deionizador
Millipore Milli-Q Academic (Beadford®, EUA).

A determinacdo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foi feita utilizando
espectrometro de absorgdo atbmica em chama AA 240FS (Agilent Technologies®, EUA)
equipado com lampadas de catodo oco (LCO) monoelementares. As medidas de
absorbancia foram feitas utilizando as linhas analiticas de Cu (324,7 nm), Fe (248,3 nm),
Mn (279,4 nm), Zn (213,8 nm), Cd (222,8 nm), Co (240,7 nm), Cr (357,9 nm), Ni (232,0
nm) e Pb (217,0 nm). As solugdes foram aspiradas para o interior do sistema
nebulizador/queimador e os elementos foram atomizados com taxa de aspiracdo fixada em
5,0 mL min. Todas as medidas foram feitas com trés repeticdes.

Solucdes estoque de 5,0% (m/v) de lantanio (La) foram preparadas dissolvendo-se
aproximadamente 58,6 g La;0Oz 99,9% (m/m) (Vetec®, Brasil) em 120 mL de HCI
concentrado e diluindo a 1000 mL com &gua deionizada.

As solucdes de calibragdo multielementares foram preparadas a cada rotina de
trabalho, por meio de diluicdo apropriada das solucBes estoques monoelementares (1000
mg L1, SpecSol®, Brasil), nos intervalos 0,0 — 2,0 mg L* Zn; 0,0 — 4,0 mg L't Mn; 0,0 —
10,0 mg L Co e Ni; 0,0 — 15,0 mg L™ Cr e Pb em meio de 1,0% (m/v) La e 1,0% (v/v) de
HNO:a.

Para o procedimento de preparo de amostra, foram transferidos 200 mL de &gua
para um erlenmeyer, e adicionados 10 mL de HNO3z 37% (v/v) (Vetec® Brasil). A mistura
contendo amostra e reagentes foi levada para chapa de aquecimento a 90 °C, para a etapa de
pré-concentracdo da solucdo amostra. O volume foi reduzido até, aproximadamente, 30,0
mL e ajustado a 50,0 mL em baldo volumétrico com agua ultrapura.

A descontaminacdo dos materiais utilizados no preparo das solucdes foi feita,
inicialmente, com agua corrente e posteriormente imersos em banho contendo solucéo a
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10% (v/v) de HNO3z por 24 horas. Em seguida os materiais foram enxaguados com agua
deionizada.

Os principais parametros de confiabilidade analitica, como limite de deteccéo e de
quantificacdo, foram calculados pelo método da IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), empregando os programas como Microsoft Excel® e Microcal

OriginPro®, como ferramenta de calculo.

2.3.2 Determinacdo de compostos organicos

Extracédo dos constituintes

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e 200 mL de cada
amostra sofreu o processo de extracdo de fase sdlida (SPE). O processo consistiu em:
ativacdo do cartucho com 20 mL de metanol para abertura das cadeias poliméricas;
acondicionamento dos cartuchos com 20 mL de agua ultrapura; inser¢cdo de 200 mL de
amostra; eluicdo com 20 mL de metanol e, posteriormente, com 20 mL de acetato de etila.
As fragdes metanodlica e de acetato de etila de cada amostra foram unidas e evaporadas.
Posteriormente foram rediluidas em 100 uL de metanol, passaram por membrana de 0,20
um e foram analisadas por HPLC em no maximo dois dias apds o preparo, sendo que neste

periodo foram armazenadas a -5 °C.

CondicGes cromatograficas

Considerando-se que dentre os pesticidades neonicotinoides e o0s fungicidas
benzimoides, utilizados nas areas agricolas da regido de Dourados, destacam-se o
Thiametoxan e Carbendazim, respectivamente. Além disso, € comum o uso de antibidticos
em criacdes de animais. Dessa forma, foram realizadas analises para pesticidas
thiamethoxam, carbendazim e do antibidtico oxitetraciclina em cromatografo liquido de
alta eficiéncia (HPLC — do inglés High Performance Liquid Chromatography), modelo LC-
6AD, sistema binario, detector espectrofotométrico (UV-VIS) com comprimentos de onda
entre 200 a 800 nm, coluna Cromatografica com fase estacionaria C18 Phenomenex

Gemini (25cm x 4,6mm x 5 pm) e pré-coluna de mesma fase.
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Determinacéo analitica dos compostos

Os limites de detecgdo foram determinados por inje¢des de 20 pL (n = 5) de solugéo
conhecida dos compostos e, em seguida, diminuindo as concentragdes até a deteccao de um
pico com relacdo sinal/ruido de trés. A concentracdo correspondente das amostras foi
considerada como sendo a concentracdo minima detectavel. Os limites de quantificacdo
foram determinados, empregando-se a mesma metodologia, porém foi considerado o pico
cromatografico com relagdo sinal/ruido de dez.

A estimativa do contetdo dos compostos organicos nas amostras foi realizada por
calibracdo externa. As solucdes empregadas na curva analitica foram preparadas
empregando as solucGes de trabalho diluidas em metanol grau cromatografico, resultando
em diferentes concentragdes. Aliquotas de 20 puL foram analisadas por HPLC, em cinco
repeti¢des. Uma regressao linear de minimos quadrados das areas dos picos, em funcdo das
concentracgdes, foi realizada para determinar os coeficientes de correlacdo. Os parametros
da equacdo (inclinacdo e intercepc¢do) de cada curva padrdo foram utilizados para obter o0s
valores de concentracdo para as amostras. As amostras com concentragcdo superior as
derivadas para a curva analitica da curva analitica foram testadas, novamente ap6s a

diluicdo adequada.

2.5 Analises Microbioldgicas

As técnicas adotadas para quantificar os microrganismos da agua foram baseadas no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, publicado pela American
Public Health Association (APHA, 2005). Os testes realizados foram indice de Coliformes
Totais e Termotolerantes, presenca de E. coli, Salmonella sp. e Pseudomonas sp.

2.5.1 Pesquisa de Coliformes Totais, Termotolerantes e E.coli

A pesquisa de Coliformes Totais, Termotolerantes e E.coli seguiu a Técnica dos
Tubos Multiplos, com diluicio seriada até 1073, passou-se 1,0 mL de cada diluigio seriada

para a triplicata de tubos contendo Caldo Lauril Triptose (MERCK) e incubou a 35-37°C
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por 24-48. Os tubos que apresentaram crescimento e produgdo de gas foram inoculados
com uma alcada em tubos de Caldo Bile Verde Brilhante (CBVB) (HIMEDIA) para a
confirmacdo dos coliformes totais, e uma alcada para o Caldo EC (ISOFAR) para a
confirmacéo dos coliformes termotolerantes. Os tubos de CBVB foram incubados em 35-
37°C por 24-48 horas e os tubos de Caldo EC incubados a 42°C por 24-48 horas. Os tubos
que apresentaram crescimento bacteriolégico e producdo de gads foram considerados
positivos. O numero de coliformes totais e termotolerantes foram expressos segundo a
tabela especifica do Namero Mais Provavel (NMP) (APHA 2005; Silva et al. 2010).

A partir dos tubos positivos (crescimento com producdo de gas) para coliformes
termotolerantes (EC), transferiu-se uma alcada carregada para o meio Agar EMB
(EosinMethylene Blue Agar) (HIMEDIA) seletivo de Escherichia coli. As placas que
apresentaram crescimento de coldnias com o brilho verde metalico foram consideradas

positivas.
2.5.2 Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp. as amostra foram pré-enriquecidas adicionando
25 mL da amostra de agua e em 225 mL de Agua Peptonada Tamponada (HIMEDIA) e
incubada a 37°C durante 24h. Em seguida, transferiu-se 1 mL do caldo de pré-
enriquecimento para o Caldo Selenito Cistina (SC) (ISOFAR) e 0,1 mL para Caldo de
Rappaport Vassiliadis (RV) (ISOFAR) para enriquecimento seletivo. Incubou-se o SC a
35-37°C por 24 horas, e 0 RV a 42°C por 48 horas. Apds o enriquecimento seletivo, 0s
caldos SC e RV foram inoculados em duplicata por estrias descontinuas no Agar de
Desoxicolato-Lisina-Xilose (XLD) (ISOFAR) e incubados a 37°C por 24 horas (APHA
2005; Silva et al. 2010).

2.5.3 Pesquisa de Pseudomonas spp.

Para a pesquisa de Pseudomonas, 25 mL da amostra de agua foi enriquecida em 225
mL de Agua Peptonada Tamponada (HIMEDIA) e incubada a 37°C durante 24h. Apés 0

enriquecimento inoculou-se a amostra por estrias descontinuas em duplicata em placas de
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Agar Cetrimide (MERCK) seletivo de Pseudomonas e encubou-se a 37°C por 24-48h. As
placas que apresentaram crescimento bacterioldgico foram consideradas positivas para
Pseudomonas (APHA, 2005; Silva et al., 2010).

2.4 Analises Biologicas
2.4.1 Biotestes Vegetais

Para os testes com sementes de A. cepa foram preparadas cinco placas de petri com 50
sementes (A. cepa variacdo Baia Periforme). Trés placas foram utilizadas para os ensaios
com amostras de agua do cérrego Curral de Arame (P1, P2 e P3) e as outras duas
destinadas a agua do tanque da UFGD (P4 - controle) e ao controle positivo (CP) o
agrotoxico Volcane® (190 pL/ 100mL).

As sementes expostas aos tratamentos por 96 horas foram coletadas com,
aproximadamente, 1,5 cm de comprimento das raizes. Os meristemas apicais de cada
semente foram fixados em Carnoy 3:1 (v/v) etanol/acido acético glacial por 6 horas. Em
seguida as raizes foram hidrolizadas com HCL 1N a 60 °C por 10 minutos, lavadas com

agua destilada e coradas com Reativo de Schiff por 2 horas.

Para cada tratamento, foram preparadas 5 ldaminas, contendo uma radicula por lamina e
contadas em microscopio de luz Nikon, no aumento de 400x. De cada lamina contou-se
1000 células, totalizando, assim, 5000 células por tratamento. O indice mitético (IM) e o
indice de alteracdo cromossdmica (1A) foram calculados de acordo com as férmulas abaixo

descritas. As alteracbes mais representativas foram fotografadas com cdmera Sony H-50
IM = nimero de células em divisdo / nimero de total de células contadas x100

IA = nimero de células com alteracdo / numero de total de células em divisdo

contadas x100

107



2.4.2 Biotestes Animais

As amostras de agua oriundas dos pontos P1, P2, P3 (cérrego Curral de Arame) e do
P4 (4gua subterranea da UFGD) foram colocadas em aquéarios de vidro (40 x 30 x 20 cm)

devidamente aerados, a temperatura ambiente, durante um periodo de 24h.

Os peixes (Astyanax altiparanae) utilizados para o bioensaio foram fornecidos pela
Piscicultura Douradense (Dourados/MS), transportados da Piscicultura até o Laboratdrio
em galdes de agua aerados e colocados nos aquarios, primeiramente preparados com as

amostras de agua. Esses peixes permaneceram em condi¢es experimentais por 72 horas.

Dez peixes (tamanho aproximado de 8 cm) foram aclimatados em cada aquario,
sendo que 5 destes foram utilizados para o teste de micronlcleo pisceo e os demais para o

ensaio de cometa.

Teste de Micronucleo Pisceo em A. altiparanae

Os espécimes de A. altiparanae foram coletados apds 72 horas de exposicdo e
anestesiados com Benzocaina 2% v/v (soltvel). Em seguida, os animais foram sacrificados
e com tesoura realizou-se o corte na nadadeira caudal para coleta de sangue destinado ao

esfregaco, para contagem de eritrdcitos.

A contagem de microndcleos seguiu o protocolo descrito por Schmid (1975) e
Heddle (1983) com algumas adaptacGes. O sangue coletado na regido caudal (0,1 mL) foi
colocado na superficie da Iamina (limpas e identificadas) e, com auxilio de outra ldamina, foi
realizada uma extensdo sanguinea. Ap0s secagem ao ar, as laminas foram fixadas, por 10

minutos, em etanol. De cada peixe foram feitas duas extensdes sanguineas.

As laminas foram coradas com coloragdo rapida para hematologia (Pandtico Rapido
LB) seguindo o protocolo do fabricante. A contagem dos micronucleos foi realizada com
auxilio de microscépio éptico Nikon (400X). De cada peixe foram contadas, com auxilio de
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um contador manual, 2.000 células. Somente as hemacias com membrana celular e

citoplasmatica intactas foram consideradas para as analises.

Ensaio do cometa em A. altiparanae

O teste de cometa em A. altiparanae foi adaptado da metodologia proposta por
Ventura (2004). O sangue do peixe foi coletado por pun¢do branquial e 6 pL diluido em
2000 pL de solucao salina (PBS). Duas laminas foram confeccionadas para cada peixes e
montadas com 20 pL de suspenséo celular e 120 pL de agarose de baixo ponto de fuséo 0,5
% (v/v) a 37 °C. As laminas permaneceram em solucéo de lise, & 4 °C, por 1 hora. Apos a
lise, as laminas foram armazenadas em tampdo NaOH 0,3 mol L™ e EDTA 0,001 mol L
(pH>13) por 20 minutos para desnaturacdo do DNA, sendo submetidas a eletroforese a 25
V, 300 mA, por 20 minutos. As laminas foram neutralizadas com Tris 0,4 mol L por 15
minutos e fixadas em etanol por 10 minutos. As laminas foram coradas com brometo de
etideo (0,02 mol L) e 100 nucledides de cada uma delas foram observados em
microscopio de fluorescéncia da marca Labomed (modelo T121100), equipado com filtro

de B-3” (excitacdo A =350 -580 nm, emissdo de barreira A = 680 nm) na objetiva de 40x.

Os nucleoides foram classificados de acordo com o tamanho da “cauda” em Classe
0 (nenhum dano ou seja, nucledides intactos, sem cauda), classe 1 (ligeiramente danificado,
0s nucledides apresentam um tamanho de cauda inferior ao didmetro da cabega), classe 2
(dano intermediério, os nucledides apresentam caudas com tamanhos equivalentes a uma
vez o tamanho do diametro da cabeca), classe 3 (dano elevado, os nucledides apresentam
caudas com tamanho equivalente a duas vezes o diametro da cabeca e 4 (dano maximo, 0s
nucledides apresentaram caudas com tamanho superior a trés vezes o diametro da cabeca
altamente danificado) (Figura 3). As laminas foram codificadas e sempre analisadas pela
mesma pessoa. O indice de células com cometa foi determinado pelo célculo do nimero de
células com cometa multiplicado pela classe correspondente (0, 1, 2, 3 e 4). As células

foram classificadas de acordo com o observado na Figura 3.
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Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 3 Classes de danos de DNA observadas no ensaio cometa de eritrécitos das

branquias de A. altiparanae.

Os procedimentos para realizacdo da experimentacdo animal foram aprovados pelo

comité de ética em pesquisa animal da UFGD, Protocolo n°. 005/2013.

2.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos do nimero médio de micronucleo (MCN), indice mitotico (IM) e
de anormalidades cromossémicas (IA) foram submetidos ao teste estatistico Shapiro-Wilk
para verificar a normalidade dos resultados. As médias foram transformadas (Vx + 0,5)
visando atenteder os pressupostos da andlise de varidncia (normalidade de erros),
entretanto, as médias originais foram mantidas para apresentacdo. Apds a verificacdo da
normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk, os dados foram submetidos a analise de
variancias pelo teste ANOVA e quando significativo comparou-se as médias pelo teste
Tukey (p <0,05).

Para anélise dos resultados do teste de ensaio de cometa foi calculado o total de
células com cometas (classes 1, 2, 3, 4) para 0s 100 nucledides analisados. O total de
células com alteracdo de cada tratamento foi submetido ao teste estatistico Qui-Quadrado,
para comparagdo dos resultados dos tratamentos com o controle negativo. Os resultados
estatisticos foram analisados com auxilio dos programas SAS® (SAS 9.1, SAS Institute,
Cary, NC, USA) e BioEstat 4.0 (Ayres et al. 2005).
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3.RESULTADOS

Nas amostras de agua do corrego Curral de Arame ndo foram observadas alteracdes
em relacdo a aspectos de odor e a cor. AlteracGes comportamentais nos peixes, como maior
movimentacdo branquial, foram observadas quando estes foram colocados nos aquarios
com as amostras de 4gua de P2 e P3.

A andlise desses parametros possibilitou detectar que as amostras de agua do
corrego Curral de Arame, dentre os periodos coletados, apresentaram valores dentro do
permitido, segundo CONAMA (357/2005), para P1, P2, P3 e P4, exceto para os valores
relativos a condutividade elétrica, que apresentaram indices maiores que o permitido (maior
que 100 uS/cm? - CONAMA), para o P1 deste corrego, indicando a presenca de sais nesse
local (Tabela 1).

Tabela 1 Analise fisico-quimica das amostras de agua dos pontos de coleta (1, 2, 3, 4) do

corrego Curral de Arame durante, 0os meses de Janeiro a Outubro de 2013.

Parametros Pontos de Coleta Parametros
Conama*

1 2 3 4
Temperatura da Agua ("C) 245 248 28,6 27,6 Inferior a 40°C
pH 7,4 74 76 74 6,0a9,0

Oxigénio Dissolvido (mg L 1) 7,4 56 8,7 45 Né&oinferiora4mglL?

Condutividade (uS/cm?) 121,3* 96,8 85,7 88,3 Inferior a100 uS/cm?

*Resolucdo n°357 de 2005 do Conama

Os dados pluviométricos de Dourados (MS), baseados em mensuragdes

meteoroldgicas realizadas pela Embrapa Agropecuaria Oeste — Dourados, MS em um
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intervalo entre coletas (intervalo de 60 dias aproximadamente), permitiu destacar que o
periodo de maio 2013 apresentou maiores valores de precipitacdo pluviométrica, o que

sugere maiores interferéncias nesse periodo (Tabela 2)

Tabela 2: Dados de pluviosidade do municipio de Dourados (MS) nos periodos de
coleta (2013).

Periodo de Coleta Janeiro Margo Maio Agosto Setembro Novembro

Precipitacdo (mm) 2,55 6,25 824 2,74 2,96 4,75

3.1 Determinacéao de Metais
Os resultados referentes a determinacdo de metais estéo representados na Tabela 3.

A determinacdo de metais das amostras de agua coletas no cérrego Curral de Arame
indicou que os valores encontrados foram maiores que os permitidos pela Resolucdo
357/05 do CONAMA para o Cd, Co, Pb e Ni, em todas as amostras coletadas para os P1,
P2 e P3.

Os valores para o Cu, Fe, Mn estavam dentro da normalidade exigida, em todos os

pontos de coleta analisados.

Os metais Zn e Cr foram mensurados, porém, nenhum destes apresentou valor

acima do limite de detec¢do, portanto, ndo foram indicados na Tabela 3.

Para a analise dos valores relativos a quantidade de metais no P4, foi seguida a
Resolucao 396/2008 do CONAMA para classificacdo das aguas subterraneas. Sendo assim,
0 P4 também apresentou valores acima do permitido, apenas, para o Cd, nos periodos de

amostragem, conforme classificado na resolucao.
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Tabela 3: Determinacdo de metais presentes nas amostras de dgua do corrego Curral de
Arame durante os seis meses de coleta (Janeiro @ Novembro 2013).

Compostos (mg L)

Cobre Ferro Manganés Cadmio Cobalto Chumbo Niquel

(Cu) (Fe) (Mn) (Cd) (Co) (Pb) (Ni)
Ponto 1 <LQ 0,651 0,026 0,071 0,280 0,486 0,236
Ponto 2 <LQ 1464 0,092 0,085 0,405 0,518 0,263
Ponto 3 <LQ 1,610 0,115 0,510 0,303 0,441 0,316
Ponto 4 <LQ <LQ 0,042 0,083 0,341 0,519 0,289
Parametros
Conama 0,013 50 0,5 0,01 0,2 0,033 0,025
(357/2005)
Parametros
Conama* 2,0 0,3 0,1 0,005 - 0,01 0,02
(396/2008)

Limite de Detecgédo: 0,007 mg L (Cu); 0,014 mg L* (Fe); 0,005 mg L (Mn); 0,008 mg L* (Cd); 0,021 mgL™*
(Co); 0,060 mg L* (Pb); 0,018 mg L (Ni). *Resolucdo referente a parametros para agua subterranea. Negrito
indices maiores que o permitido, segundo a Legislacdo do CONAMA. — ndo apresenta valores de referéncia.

3.2 Andlises de Compostos Organicos

Os resultados referentes as analises de compostos organicos presentes na agua do
cérrego Curral de Arame indicaram que os tempos de retencdo dos pesticidas foram de 4,84
minutos para o thiamethoxam e de 5,38 minutos para carbendazim. O tempo de retencédo da
oxitetraciclina foi de 4,19 minutos.

Nas amostras de agua coletadas foi detectada, nos pontos amostrais do corrego
Curral de Arame, a presenca do antibidtico oxitetraciclina. No entanto, outros dois picos
que ndo puderam ser identificados também foram detectados, sugerindo a presenca de

outros compostos ndo conhecidos na agua deste corrego, como apresentado na Figura 4.
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Figura 4 Cromatograma da oxitetraciclina de amostra de agua coletada no corrego Curral
de Arame.

As quantidades encontradas do antibi6tico oxitetraciclina nos pontos de coleta de
agua do corrego Curral de Arame indicaram que a maior concentracdo desse composto foi
encontrada no P3, seguido do P2 e P1, respectivamente (Tabela 4). Ndo foi detectada

concentragdes dos pesticidas, thiamethoxan e carbendazim na dgua deste corrego.
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Tabela 4 Determinacdo de compostos organicos na agua do corrego Curral de Arame nos
diferentes pontos de coleta.

Compostos Pontos de Coleta
(Mg L™ 1 > 3
Thiamethoxam <LD <LD <LD
Carbendazim <LD <LD <LD
Oxitetraciclina 51 53 89

Limite de deteccdo (LD) 0,37 pg L* (thiamethoxam); 0,36 pg L (carbendazim); 15 pg L (oxitetraciclina).
Limite de quantificacdo (LQ) 1,23 pg L? (thiamethoxam); 1,20 pg L (carbendazim); 50 pg L*
(oxitetraciclina).

3.3 Andlises Microbioldgicas

Coliformes Totais, Termotolerantes e E.coli

Os resultados das analises de coliformes indicando a presenca de E. coli nas
amostras de agua do corrego Curral de Arame foram apresentadas na Figura 5.
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Figura 5 Resultado da analise de Coliformes Totais (NMP/100 mL) das seis coletas
realizadas no Corrego Curral de Arame, nos pontos 1, 2 e 3. O simbolo (e) representa a
presenca de Escherichia coli no determinado ponto de coleta.

A pesquisa de coliformes e a presenca de Escherichia coli indicaram que o P3
apresentou os maiores valores relativos para os coliformes (> 450 NMP/100 mL), seguido
do P2 e P1, respectivamente. No entanto, a presencga de E. coli foi mais influenciada nos
pontos apds o descarte de residuos do distrito industriais P2 e P3, respectivamente, quando
comparados com o P4, que apresentou E. coli somente na coleta de novembro 2013 (Figura
5).

Pesquisa de Salmonella sp.

A pesquisa com Salmonella spp. foi realizada em todas as coletas, porém nédo foram

encontrados isolados desse organismo no curso d’agua estudado.
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Pesquisa de Pseudomonas sp.

Os resultados referentes a pesquisa de Pseudomonas sp. nas amostras de agua do

corrego Curral de Arame encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Isolados de Pseudomonas spp. nos pontos de coleta do corrego Curral de Arame,
durante os meses de Janeiro a Outubro 2013.

Pontos de Coleta
Meses de Coleta

P1 P2 P3 P4
Janeiro °
Marco ° ° ° °
Maio ° . °
Agosto ° ° °
Setembro ° °
Novembro ° ° °
Numero de isolados 4 4 6 2

e Presenca de Pseudomonas spp. nos pontos de coleta do corrego Curral de Arame.

A presenca de Pseudomonas spp. nas amostras de agua do cérrego Curral de
Arame foi bem evidente, principalmente no P3, que indicou a presenca da mesma
nos seis meses coletados. O més que apresentou a maior contaminacdo por
Pseudomonas spp. foi 0 més de marco, indicando contaminagdo nos 3 pontos do

corrego Curral de Arame e no P4 no tanque da UFGD.
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3.4 Andlises Biologicas

3.4.1 Bioensaios Vegetais

Citotoxicidade em A. cepa

Os resultados das analises estatisticas provenientes de dados referentes a indices
mitoticos em células meristeméticas de raizes de A. cepa indicaram diferenca significativa

entre os locais e os periodos de coleta (Tabela 6).

Tabela 6 Meédias dos indices mitéticos (IM) de A. cepa durante os periodos de coleta
(Janeiro/2013 a Novembro/2013) e media total nos pontos de coleta nos quatro diferentes
tratamentos (P1, P2, P3 e P4 e controle positivo (CP)).

Média do indice mitético nos pontos de coleta

Janeiro  Marco Maio  Agosto Setembro Novembro Media total

(Pontos)
P1 7,10 a 572a 6,09a 552ab 4,33 ab 4,09b 547a
P2 3,78 b 4,60 a 5,62 a 3,83 ab 5,84 a 3,92Db 4,60 a
P3 5,55 ab 6,07 a 5,16 a 5,28 ab 4,46 ab 4,19b 512a
P4 4,35 ab 5,82a 4,55 a 6,21a 6,21a 7,56 a 578 a
CP 4,74ab  0,07b 453 a 1,42 b 1,42 b 0,85c¢ 1,74 b

Média do indice mitdtico seguida pela mesma letra mindscula em determinada linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. Média total dos pontos e dos meses seguida pela mesma
letra ndo difere estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. Coluna diferencga estatistica entre pontos
de coleta, Linha diferenca estatistica entre os meses de coleta.
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Em relagdo ao més de janeiro/2013, o P1 e P2 apresentaram diferencas significativas
entre si, quando comparados os IM em células de A. cepa . No més de margo/2013 todos 0s
pontos de coleta foram estatisticamente significativos, em relacdo ao 1M, comparados ao
controle positivo (0,07). Para as coletas realizadas em maio, agosto e novembro 2013 néo
houve diferenca significativa dos pontos de coleta com o controle positivo e com o controle
(P4). No més de setembro 2013 apenas os valores de P2 foram significativos em relacdo ao

controle positivo (1,42).

Assim, em comparagdo ao controle positivo o P1 apresentou o maior indice
observado (5,47), e 0 P2 os menores. As analises estatisticas indicaram que houve diferenca
dos pontos de coleta com o controle positivo, porém, ndo houve diferenca, comparados ao
controle (P4) (Tabela 6).

Indice de alteracdes cromossémicas em A. cepa

As médias dos indices de alteragfes cromossdmicas, encontradas a partir da analise

dos resultados, estdo indicadas na Tabela 7.
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Tabela 7 Médias dos indices de alteracbes (IAC) de A. cepa durante os periodos de
coleta (Janeiro a Novembro de 2013) e media total nos quatro diferentes tratamentos (P1,
P2, P3 e P4 e controle positivo (CP)).

Média de alteracGes cromossémicas nos pontos de coleta

Janeiro Marco Maio Agosto Setembro Novembro Média total

(pontos)
P1 014a 0,05a 014a 049a 0,006 a 0,0 b 0,139 a
P2 00D 00a 0,05a 0,08a 0,08 a 0,0 b 0,036 ab
P3 0,036b 00la 004a 024a 0,06 a 0,018 ab 0,061 b
P4 0006b 00a 00a 005a 0,052 a 0,05a 0,027 b
CP 0,032b 0,0a 0,0a 0,0a 0,0 a 0,012 b 0,007 b

Média dos indices de alteragBes nos periodos de coleta seguida pela mesma letra mintscula em determinada
coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. Média total dos pontos e dos meses seguida
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05.

Nas coletas de janeiro/2013 o P1 apresentou o maior IAC estatisticamente diferente
dos outros pontos de coleta e dos controles positivo e P4. Em novembro/2013 os P1 e P2 ndo
apresentaram IAC diferindo estatisticamente do P4. Ns meses de margo, maio, agosto e
setembro de 2013 ndo houve diferenca estatistica para os pontos de coleta e controles
positivo e P4.

Em relacdo aos pontos de coleta, o P1 apresentou maiores indices de alteracdes
analisadas (0,73), em seguida o P3 (0.64), P2 (0,59) e o P4 (0,58) em relacdo aos indices
encontrados no controle positivo (0,59). A partir da andlise dos resultados foi observado que
houve diferenca do P2 em relagdo aos demais pontos de coleta, exceto comparados ao P3
(Tabela 7).

As alteragdes cromossomicas mais comumente observadas em sementes de A. cepa,

nos diversos pontos analisados, foram as alteracbes genotoxicas como pontes
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cromossémicas, perdas cromossdmicas, C-metafases, aderéncias cromossdémicas e
multipolaridades (Tabela 8) Além dessas, foram encontradas, também, alteracoes

mutagénicas como microndcleos e quebras cromossomicas.

As alteracGes cromossémicas mais observadas nos pontos de coleta do corrego
Curral de Arame foram as genotdxicas c-metafases, aderéncias, pontes e perdas
cromossémicas. O periodo que apresentou 0 maior numero total de células com alteracdes
cromossomicas foi observado em agosto/2013, apresentando diferencas significativas para
P1 do corrego Curral de Arame e para o ponto controle (P4), comparados com o controle
positivo (CP).

Os outros meses de coleta janeiro, marco, maio, setembro e novembro ndo
apresentaram diferencas significativas no TCA, em relacdo ao controle. No entanto, o ponto
que apresentou maior quantidade de células com alteracdo foi P1 do cérrego Curral de

Arame.
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Tabela 8 Frequéncia de células de A. cepa com alteragdes cromossémicas derivados de contaminantes presentes nos pontos de coleta do Cérrego Curral
de durante os periodos de Janeiro @ Novembro de 2013.

Janeiro Margo Maio Agosto Setembro Novembro

PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP PL P2 P3 P4 CP

MCN 00 00 02 00 10 O0O6 00 00 00 00O 30 02 12 00 00 108 06 68 00 00 00 10 00 00 00 00 00 00 00 02
BN 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00O 00O 00 00 00 00 00 00 00 02
pc 02 00 00 02 00 04 00 06 00 00 10 08 00 00 00 22 00 00O 04 00 0O 02 00 04 00 00 00 00 04 00
cm 04 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 02 02 00 00 04 02 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
cmM 22 00 04 00 00 00 00 00 00 00O 00 00 00 00 00 60 02 00 00 00 00O 06 02 00 00 00 00 00 00 00
AC 12 00 04 00 00 00 00 00O 00 00 02 00 00 00 00 04 00 00 10 00 00 04 00 10 00 00 00 04 04 00
QCc 02 00 00 00 00O 00 00O 0O 00 00 00 00 00 00 00 00 04 00 00 00 00 00 00 00O OO 00 00 00 02 00
pC 04 00 00 00 0O 06 00 00 00 00 02 04 00 00 00 14 12 06 02 00 02 02 00 02 00 00 00 02 02 00
cpO 00 00 00 00 00O OO0 00O 00O 00 00 00 02 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO 00 00 00 04 00

TCA 46 00 08 02 10 16 00 06 00 00 44 18 14 00 00 152 26 74 16 00 02 22 02 16 00 00 OO0 06 16 04

MCN microntcleos; BN broto nuclear; PC ponte cromossémica; CM célula multipolar; C-M c-metéafase, AC aderéncia cromossdmica; QC quebra cromossdmica; PC perda cromossdmica;
CP célula poliploide; TCA total de células com alteragdes cromossdmicas; IA indice de alteragBes cromossdmicas (nimero de células com alteragdo/ntimero de células contadas*100); P1

ponto 1; P2 ponto 2; P3 ponto 3; P4 controle negativo; CP controle positivo. *estatisticamente diferente do controle positivo pelo teste Qui-Quadrado.
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3.4.2 Bioensaios Animais

Teste de Micronucleo Pisceo em A. altiparanae

A partir da andlise da frequéncia de micronucleos nos eritrocitos de A.
altiparanae foi possivel observar que houve diferenca estatistica entre os locais de
coleta e os periodos coletados, sendo que as medias encontradas a partir da analise dos

resultados estdo indicadas na Tabela 9.

Tabela 9 Médias do nimero de micronicleo (MCN) em eritrécitos de A.altiparanae
observadas durante os periodos de coleta (janeiro a novembro de 2013) e media total nos
pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4).

Média do nimero de microndcleos nos pontos de coleta

Janeiro Margo  Maio Agosto  Setembro Novembro Meédia total
(Pontos)

P1 820b  100a 820a 6,20b 12,00 ab 8,00 ab 7,26 bc
P2 120a 1,00a 1520a 1580a 15,40 a 12,80 ab 12,03 ab
P3 1,80c 1,00a 7,60a 17,00a 15,40 a 15,00 a 9,63 b

P4 340c 1,00a 620a 720 b 560 b 6,80 b 503 ¢

Média de micronucleos nos periodos de coleta seguida pela mesma letra mindscula em
determinada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey p < 0,05. Média total dos
pontos e dos meses seguida pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey p
<0,05. Coluna diferenca estatistica entre os pontos de coleta, Linha diferenca estatistica entre os
meses de coleta.

No més de janeiro/2013, o P1 e P2, o apresentaram diferencas significativas na
quantidade de eritrocitos com micronucleo, em relagcdo ao P3 e ao controle (P4). Em
agosto/2013 os valores apresentados para o P3 (17,0) e P2 (15,8) foram maiores
estatisticamente e diferente do P1 (6,20) e do P4 (7,20). Em novembro, apenas, o P3

apresentou diferencas significativas em comparacdo ao P4. Para as coletas realizadas em
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marco, maio e setembro de 2013 ndo houve diferenca significativa dos indices de
microndcleos nos eritrocitos de A. altiparanae, entre os pontos de coleta (Tabela 9).

O ponto que apresentou, em média, a maior frequéncia significativa de
eritrocitos com microndcleos foi o P2 (12,03), seguido do P3 (9,63), em relacdo ao P4
(5,03). O P1 apresentou o menor indice observado (7,26), porém, ndo foi

estatisticamente diferente do controle (P4) (Tabela 9).

Teste de Ensaio do Cometa em A. altiparanae

A utilizacdo da técnica de ensaio de cometa permitiu detectar danos ao DNA dos
A. altiparanae expostos as amostras de dgua do corrego Curral de Arame, sendo o P3
que apresentou maior indice total de células com cometa, seguido do P2 quando
comparados com o controle P4. O ponto que apresentou menor indice de células
danificadas foi o P1 (Tabela 10).

Os resultados referentes as células danificadas (nimero de cometas X nimero da
classe correspondente) indicaram que no més de janeiro e outubro houve diferenca entre
0s pontos de coleta (P1, P2 e P3), em relacdo ao P4, mas, apenas, 0 P3 apresentou
diferengas significativas com os outros pontos de coleta. No més de marco, o P3
apresentou diferenca significativa quando comparado ao P4 e aos demais pontos do
corrego Curral de Arame. Em agosto houve apenas diferencas significativas do P3
comparado ao P1. No periodo do més de setembro e novembro, apenas o P1 e P2
apresentaram valores significativos em relagéo ao P4, sendo que os valores para 0 P3 no
més de setembro sé foram significativos, quando comparados aos P1 e P2. Em

novembro, o P3 ndo apresentou diferencas significativas.

Os resultados referentes ao nimero total de células com cometa, indicaram que
0s pontos de coleta no corrego Curral de Arame (P1, P2, P3) foram estatisticamente
diferentes, quando comparados ao P4 no més de janeiro 2013, sendo o P3 diferente do
P1 e P2. Em setembro, apenas, 0 P2 apresentou diferencas significativas em relacdo ao
P4. O restante dos meses coletados (mar¢o, maio, agosto e outubro de 2013) ndo

apresentaram valores significativos.
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Tabela 10 Média das diferentes classes de cometa observadas em eritrocitos de A.
altiparanae durante os periodos de Janeiro & Novembro de 2013 nos quatro pontos de
coleta (P1, P2, P3 e P4).

Classes de cometa

TCA CL CL1 CL2 CL3 CL4 CS
Janeiro 0
PL 648" 440 526 106 16 00 78,6
P2 504" 394 538 22 04 00 59,4 "
P3 854" 478 580 254 20 00 114,8""
P4 154 852 126 20 08 00 19,0
Margo P1 882 220 786 82 10 0,0 99,6
P2 880 200 570 285 24 00 1215
P3 974 132 422 378 168 06 170,
P4 84,0 194 734 96 10 06 95,6
Maio Pl 87,6 264 644 216 14 02 1126
P2 79,8 240 552 184 16 00 96,8
P3 754 314 500 160 60 34 1136
P4 832 200 524 246 62 00 120,2
Agosto Pl 724 292 400 284 40 06 108,8
P2 76,2 186 462 244 56 06 111,8
P3 654 366 486 154 14 06 83,6™
P4 71,0 472 492 194 24 06 952
Pl 86,2 208 344 268 214 16 158,0"
Setembro P2 101,2" 198 252 290 268 04 165,2"
P3 812 314 394 220 116 06 118,27
P4 66,0 352 420 202 380 06 938
Pl 988 96 344 268 214 16 189,0"
Novembro P2 89,6 19.8 252 290 268 0,4 180,2"
P3 844 314 394 220 116 04 157,6
P4 814 352 420 202 38 04 128,8

CL 0 sem danos, CL 1 ligeiramente danificado, CL 2 danificado, CL 3 e 4 altamente danificado, TCA total
de células com cometa (classes 1, 2, 3 e 4), CS calculo de células danificadas (nimero de cometas x

, * .. . ~ *%k - .
naimero da classe correspondente). —estatisticamente diferente em comparacdo com P4;  estatisticamente

diferente em relagdo ao P1; “estatisitcamente diferente em relacdo ao P2;

em relacdo ao P3.

estatisitcamente diferente
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3.5 FONTES DA VARIACAO

As fontes de variacdo e os, respectivos, quadrados médios de eritrocitos de A.
altiparanae com micronucleos e indices mitéticos e de alteragdes cromossémicas estdo
resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 Fontes da variacdo, graus de liberdade e quadrados médios referente ao
namero de microndcleos de A. altiparanae e para os indices mitotico e alteracdes

cromossémicas em A. cepa.

Grau de liberdade Média dos quadrados
Causas da variagao
MCN IM 1A MCN IM 1A
Coletas 3 4 4 6,64***  6,21***  (,18***
Pontos 5 5 5 0,27NS  0,71*** 0,021 NS

Coletas * Pontos 14 19 19  1,70%%* 0,83*** (0.070***
CV (%) 20,19 17,52 26,14

R? 0,77 067 0449

NS néo significativo (p>0,5), CV coeficiente de variagdo, MCN micronucleos, IM indice mitético, 1A
indice de alteragGes cromossdmicas. *** p<0,001 NS ndo significativo.

As médias de micronucleos foram influenciadas pela época e pela fonte de
variacdo dos pontos de coleta, porém, ndo foi influenciada pela interacdo entre elas. Ja
os indices de divisdo celular foram influenciados pelas duas fontes de variacdo, além da
interacdo entre esses dois fatores. Os indices de alteracGes ndo foram influenciados por

nenhuma dessas fontes.
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4. DISCUSSAO

No Brasil a utilizacdo de produtos quimicos nas industrias, agricultura e
pecuaria, ainda ndo segue padrdes rigorosos de controle (Souto et al. 2013), acarretando
em prejuizos ao meio ambiente e aos organismos vivos. Dessa forma, é importante a
utilizacdo de ferramentas que auxiliem nos planos de controle para qualidade de agua,

como os testes de biomonitoramento.

. As andlises quimicas, fisico-quimicas e os biotestes com vegetais e animais,
realizados nesse trabalho, indicaram a presenca de substancias toxicas com efeitos nos
seres vivos, corroborando com as pesquisas similares realizadas por Christofoletti
(2008) e Duarte et al. (2012), onde os autores detectaram a presenca de substancias
toxicas nos ambientes naturais, com efeitos nos organismos, reforcando a eficiéncia da

utilizacdo de andlises quimicas em conjunto com as analises bioldgicas.

A cor e 0 odor de amostra de &gua estéo relacionados com a presenga, acima do
permitido, de sélidos totais dissolvidos nesses ambientes, associados com a quantidade
de matéria organica ou inorganico em estado coloidal (Cetesb 2010). De acordo com a
classificacdo das aguas deste corrego, segundo a Resolucdo do CONAMA 357/2005,
nos seis meses coletados, ndo houve alteracGes visuais (cor, odor), significativas, para a
agua do corrego Curral de Arame, ndo apresentando valores acima do permitido para os
solidos totais na agua. O P3, localizado préximo as culturas e criagbes de animais,
apresentou as maiores interferéncias, em relacdo ao aspecto da agua no momento da

coleta.

A condutividade elétrica de um corpo de agua esta relacionada com a capacidade
da 4gua em conduzir corrente elétrica. Niveis superiores & 100 us/cm? em uma amostra
de agua, permite dizer que o ambiente estudado esta impactado, representando uma
medida indireta da concentracdo de poluentes (Duarte et al. 2012). Valores maiores que
50 us/cm? ja indicam a existéncia de contaminac&o por esgotos domésticos, fertilizantes
do solo, insumos agricolas e efluentes industriais descartados na agua (Cetesb 2014) As
analises fisico-quimicas das amostras coletadas no presente estudo indicaram que 0s
indices de condutividade elétrica foram maiores que 100 us/cm?, para os trés pontos no

corrego, sendo que o P2 apresentou os maiores valores, pois este se encontra préximo a

127



areas agricolas de milho, soja e cana-de-agUcar que vém influenciando a qualidade da

agua deste corrego.

Os niveis de oxigénio dissolvido indicam a capacidade de um corpo de &gua em
manter vida aquatica, sendo fator indispensavel para os seres vivos, principalmente os
peixes (Cetesb 2010). De acordo com o CONAMA 357/2005, a concentracdo de
oxigénio dissolvido ndo deve ser inferior a 4 mg L, pois acaba comprometendo a salide
dos peixes e de toda biota aquética associada. Os indices encontrados na &gua do
corrego Curral de Arame estavam dentro do permitido por essa resolugédo, no entanto, os
valores apresentados foram superiores & 10 mg L™, caracterizando situacio de
supersaturacdo, devido as altas concentracdes de matéria organica, que podem estar
presentes nesse ambiente, conforme descrito pela Agéncia Nacional das Aguas — ANA
(2009).

Os metais destacam-se como mais representativos contaminantes quimicos,
devido a sua toxicidade e persisténcia nos ambientes aquaticos e sdo introduzidos no
meio ambiente por meio das atividades industriais, agricolas e urbanas (Froner 2012).
Os elementos quimicos encontrados em quantidades acima das permitidas pela
Resolugdo do CONAMA 357/2005, em todos os pontos coletados na agua do corrego
Curral de Arame (P1, P2 e P3), foram Cd, Ni, Co e Pb. De acordo com trabalhos
realizados por Caritd (2010) esses metais sdo considerados tdxicos para microrganismos

e plantas quando presentes em concentragdes elevadas.

O Cd e o Pb sdo elementos quimicos muito utilizados em estudos ambientais,
devido seu potencial toxico, larga distribuicdo no ambiente, longo periodo de meia-vida
e toxicidade elevado por ndo desempenhar funcdo nutricional ou bioquimica nos

microrganismos, plantas e animais (Dall’ Agnese 2011).

As principais fontes de contaminacdo por Cd sdo producdo de pilhas, de
agroguimicos (insumos) e incineracdo de lixo urbano, que aumenta a contaminacao dos
ambientes aquaticos. No cérrego Curral de Arame, as concentragcdes do Cd no P3,
foram cinco vezes maiores (0,510) que os outros pontos de coleta, indicando alto grau

de contaminacdo desse ambiente, pois 0 mesmo se encontra proximo a culturas
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temporarias (cana-de-actcar, milho), que possivelmente foi afetado pela lixiviacdo de
fertilizantes para o corrego.

O Pb é metal ndo essencial, altamente toxico para 0s organismos da biota
aquatica, sendo um dos metais mais utilizados na industria, principalmente de baterias
elétricas (Perreira 2004; Lemos et al. 2008). As concentracdes desse metal foram
maiores que o permitido pelo CONAMA (357/2005), para os trés pontos amostrais do
cérrego Curral de Arame, apresentando os maiores indices no P2, local mais afetado
pela plantacdo de culturas da regido. Esse composto é, comumente, utilizado como
inseticidas na agricultura, podendo ocorrer, por meio do escoamento superficial do solo

no corrego, que contribui para o aumento da contaminacao desse ambiente.

Concentracdo elevada de Ni, também, foi encontrada nos pontos de coleta do
coérrego Curral de Arame, pois 0 mesmo esta constantemente ligado aos processos
agricolas, alem de ser introduzido no ambiente pelo descarte de residuos domésticos e
industriais (Cetesb 2012). Esse metal é utilizado na agricultura para melhorar a
resisténcias das plantas as doencas e combater a ferrugem foliar, além de ajudar no
processo de fixacdo bioldgica de plantas leguminosas (soja, feijao, amendoim),
sugerindo que o metal em questdo foi encontrado nesse local do cdrrego, pois 0 mesmo

se encontra em mediacBes onde as rotacGes de culturas sdo frequentes.

O Co é um metal indispensavel aos organismos animais, porém em baixas
concentragbes. E encontrado nos ambientes aquéaticos em pequenas quantidades e
considerado toxico para plantas e animais em concentragdes superiores a 1 mg L. Suas
concentragfes na agua do cérrego Curral de Arame ndao foram acima desse valor
sugerido, no entanto, foram maiores que os parametros estipulados pela Resolucéo do
CONAMA 357/2005, em todos os pontos de coleta, 0 que sugere a contaminacdo por

esse metal no corrego.

As concentracdes de metais encontradas nesse estudo podem estar relacionadas,
também, com a presenca de criadouros de animais, pois esses utilizam racdes cujas
formulagBes podem conter metais, e por isso, presentes no ambiente, devido aos dejetos
animais (fezes, urina, restos de agua, etc.) (Dall‘Agnese 2011). O P3 do cérrego Curral

de Arame se encontra em regido afetada pela criagdo de animais, em especial, por
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aviculturas que se instalam nas margens do cérrego, sem determinagdo de estudos de
impactos ambientais, sugerindo que as concentraces de metais encontradas podem ter

sido introduzidas por esses criadouros.

A pesquisa de bactérias de contaminacdo fecal é importante para identificar as
possiveis interferéncias antropicas encontradas no curso de agua, pois estas estdo
presentes em grandes quantidades no intestino de animais de sangue quente, podendo,
assim, indicar as possiveis interferéncias antropicas exercidas nos ambientes aquéaticos
(Forner 2012). Os valores encontrados no corrego Curral de Arame estavam dentro do
permitido, segundo CONAMA 357/2005, ou seja, os valores apresentados foram
menores que 1000 (NMP/100 mL), indicando que ndo ha contaminacdo fecal nesse
ambiente ou devido a presenca de compostos (metais, antibioticos) que possivelmente

afetaram no crescimento desses microrganismos.

No entanto, durante a maior parte das coletas realizadas detectou-se a presenga
de E. coli, mesmo em concentracfes baixas de coliformes totais, principalmente, nos P2
e P3, indicando a contaminacéo de organismo patogénico, que causa doencas vinculadas
a utilizacdo ou consumo da agua contaminada (Cesteb 2007), diretamente relacionado a
presenca de coliformes fecais. A contaminacdo por esses organismos esta relacionada
com a precipitacdo pluviométrica, visto que nos periodos onde a influéncia da chuva foi
maior, houve maior nimero de coliformes e E. coli encontrados (maio e novembro
2013), pois possivelmente houve maior concentragdo de poluentes durante esses

periodos.

A Salmonella sp. esta entre 0s agentes patogénicos que mais causam doencas no
trato intestinal dos individuos, por ser amplamente distribuida no ambiente (Chisté et al.
2007). Estudo realizado por Souza et al. (1992) relata que a interacdo entre Coliformes
termotolerantes e Salmonella sp. se da quando as concentracbes de coliformes
ultrapassam 2000/100 mL; o que ndo foi o caso desse estudo, pois os indices de
coliformes estavam abaixo desse limite e, assim, ndo foram encontrados isolados de

Salmonella sp na dgua do corrego Curral de Arame.

De acordo com Oliveira et al. (2006) a baixa incidéncia de Salmonella sp. pode

estar relacionada as condigdes adversas do ambiente estudado, que impediram o
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crescimento desses organismos e a pouca seletividade dos meios de cultivo que

permitem o crescimento de outros organismos N0 mesmo meio.

As analises de cromatografia liquida detectaram a presenca de antibidtico, muito
utilizado na criacdo de animais (suinos, aves, peixes), conhecido como oxitetraciclina,
que combate, principalmente, a Salmonela sp. Esse composto € do grupo das
tetraciclinas, administrado em rag¢des animais, utilizado para promover o crescimento na
producdo de gado, na producdo avicola e como aditivos de alimento de peixe (Bila &
Dezotti 2003). As concentra¢fes desse composto na agua do corrego Curral de Arame
foi detectada em todos os pontos de coleta do cdrrego, sendo no P3 encontrado as

maiores concentracgdes, devido sua localizacéo aos arredores de criadouros de animais.

O carreamento desse composto até a agua pode estar relacionado com o
metabolismo dos organismos animais, pois 0s mesmos eliminam esses compostos na
urina e nas fezes, deixando acumulados nos solos, até sofrerem lixiviagdo e serem
transportados para os recursos hidricos (Regitano & Leal 2010). A presenca desse
composto na agua, provavelmente inibiu o crescimento dos coliformes e das salmonelas
nos pontos de coleta do corrego Curral de Arame, pois esse composto age inibindo
patdégenos que podem causar infec¢fes, como 0 caso das aves e peixes comerciais
(Maximiano et al. 2005).

Alem disso, corrobora com esse dado o fato do crescimento das Pseudomonas
sp. ndo ter sido inibido, pois bacilos Gram-negativos sdo capazes de resistir a acdo de
diversos tipos de antibidticos, causando iniumeras doengas nos seres humanos. Sua
contaminacdo estd ligada ao tempo de exposicdo ao ambiente (Oliveira et al. 2006;
Vasconcelos & Calazans 2006), sendo que a presenca de Pseudomonas sp. em amostras
de agua do cdrrego Curral de Arame foi detectada nos trés pontos de coleta do corrego
(P1, P2 e P3), sendo que o P3, proximo aos criadouros de animais, foi o local de maior

concentracdo desse composto.

Além disso, as elevadas concentracbes de metais encontradas nos pontos
amostrais do corrego, principalmente, no P3, pode estar relacionada com a resisténcia
bacteriana, pois alguns metais tém sido apontados como possiveis fatores na selecdo

bacteriana para resisténcia a antibiéticos (Alonso et al. 2001; Serapicos 2008).
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Os impactos de compostos quimicos e organicos sob 0s organismos vivos tém
sido muito estudos, pois estes podem interferir no crescimento e desenvolvimento dos
vegetais acarretando em prejuizos para todos os niveis troficos das cadeias bioldgicas
(Carraschi 2010).

Esses impactos podem ser analisados atraves do potencial citotoxico,
determinando pelo indice de divisdo celular em células meristematicas de A. cepa. Seus
resultados estdo relacionados com a inibicdo ou proliferagdo celular, pois muitas
substancias sdo capazes de provocar morte nas celulas de organismos vivos, de acordo

com os niveis de poluicdo nos ambientes (Fernandes et al. 2007).

O indice de diviséo celular nos ensaios de A. cepa na agua do corrego Curral de
Arame indicou que o P2 apresentou 0 menor indice mitotico observado em relacdo aos
outros pontos de coleta e ao controle positivo, indicando a acdo de agentes mutagénicos
na agua deste cdrrego, pois 0 mesmo apresenta grande influéncia da agricultura. Assim,
sugere que as concentracdes de metais (Cd, Ni, Co, Pb) acima do permitido, bem como
os indices de antibidtico (oxitetraciclina), tenham influenciado nos processos de divisdo

celular.

De acordo com Fiskesjo (1988), os metais apresentam capacidade de inibir o
processo de divisdo celular das células vegetais, induzindo alteragdes cromossémicas e
formando micronucleos. A diminuicdo no indice de divisdo celular e as alteracfes
morfolégicas nos cromossomos encontradas nas amostras de agua desse corrego,
corroboram com os estudos realizados por Hoshina (2005) e Matsumoto et al. (2006),
pois 0s compostos quimicos e organicos afetam o material genético das células,
alterando o indice de divisdo celular e causando alteragdes cromossémicas nas células

meristematicas de A.cepa.

Essas alteracGes cromossémicas podem ser decorrentes de alteracdes nos indices
de divisdo celular que comprometam o material genético da célula e, por isso, sdo
chamadas de alteragdes mutagénicas ou potencialmente mutagénicas (Egito et al. 2007).
As alteragdes cromossdmicas mais encontradas, embora ndo tenham sido significativas

em todos os periodos nesse estudo, foram as pontes, perdas, c-metafase, aderéncia,
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multipolaridade e até mesmo, micronudcleos nas amostras de agua do P1, durante os

periodos onde os indices pluviométricos foram menores (Agosto 2013).

A presenca dessas alteracdes esta relacionada com a inativacdo do fuso mitético
das células, decorrente de alteragcdes na placa equatorial ou no processo de citocinese,
decorrente da acdo de agentes mutagénicos capazes de gerar anormalidades
cromossémicas. Além disso, essas alteracdes, também, podem estar relacionadas com
alteracbes nos microtibulos citoplasmaticos, pois estas estruturas sdo importantes
componentes do fuso mitético e responsaveis pela segregagdo correta dos cromossomos
(Hoshina 2005).

Essas alteracdes sugerem que a presenca dos compostos encontrados na agua
(metais e antibidtico) sejam potencialmente genotdxicos para 0s organismos vivos, pois
foi detectada através dos biotestes influéncias desses compostos mesmo em quantidades

menores, como no caso do P1.

Os micronucleos podem ser decorrentes de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros que passaram pelo processo de divisdo, porém, ndo sdo
conduzidos para os polos celulares. Durante a teldfase, esses fragmentos séo envolvidos
por membrana, formando um nucleo menor, disperso no citoplasma da célula, chamado
de microndcleo (Kirsch-Volders 2002). Alguns autores (Duarte et al. 2012; Ghisi &
Oliveira 2013) sugerem que a inducdo de micronucleos esteja relacionada com a
presenca de compostos quimicos na agua. Nesse estudo os indices de microndcleo em
eritrocitos de A. altiparanae indicaram que o P2, apresentou maiores valores
comparados ao controle (P4), reforcando a ideia que o0s compostos agricolas
influenciam nos danos genéticos, pois neste ponto estad bem evidenciado a plantacéo de

culturas agricolas.

Em estudo semelhante, Cardoso et al. (2006), através de ensaio com Salmonella
e testes de micronucleos em células V79, observaram que aguas coletadas em rios
contaminados por compostos organicos apresentaram potencial mutagénico. No entanto,
durante ensaios isolados com esses compostos os resultados foram contrérios, o que
sugere que o potencial mutagénico da agua esteja relacionado com acdo conjunta de

diferentes compostos. Isso evidencia para as concentracdes de compostos de diferentes
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naturezas (metais, antibidtico) encontradas na agua do corrego Curral de Arame,
sugerindo que os indices de microndcleo encontrados estejam relacionados a presenga

desses compostos.

A incidéncia de microndcleos também pode estar relacionada com as
concentracdes acima do permitido (CONAMA 357/2005) dos metais (Cd, Co, Pb e Ni)
nas amostras de &gua do corrego Curral de arame, pois 0s mesmos podem agir
induzindo quebras na fita simples do DNA, que leva a formagdo de microndcleos.
Estudos realizados por Matsumoto et al. (2006) mostraram que 0s metais s&0 compostos
genotoxicos capazes de induzir efeitos nos organismos Vvivos expostos a eles,
aumentando a frequéncia de microndcleos devido ao seu potencial em causar Varios

tipos de danos ao DNA.

Os agentes genotoxicos sdo capazes de produzir alteracBes na estrutura e na
funcdo do DNA acarretando em mutacOes, que levam a perda de sua integridade,
causada por quebras e perdas de material genético (Carita 2010). A presenca
significativa de classes de cometa (1, 2, 3, 4) indicou que essas quebras ocasionaram em
danos ao DNA de Astyanax altiparanae sendo que o P3 apresentou maiores influéncias
quando comparado aos demais pontos de coleta e ao ponto controle.

A utilizacdo de peixes para avaliagdo de impacto ambiente de diversos
ambientes naturais tem sido amplamente utilizada, pois 0s mesmos sdo capazes de
responder a presenca de substancias toxicas presente nos recursos hidricos, de forma
rapida, dependendo das alteracGes ambientais (Christofoletti 2008). Isso se relaciona
com a maior sensibilidade identificada nos peixes (A. altiparanae) para determinar os
efeitos causados pelos compostos quimicos e organicos encontrados nos locais onde a

atividade agricola ¢ intensa e a criacdo de animais esta presente.

A comparacdo das analises possibilitou identificar que os bioensaios vegetais e
animais ndo se correlacionaram totalmente, pois 0s bioensaios vegetais indicaram que o
ponto 2 (culturas agricolas) apresentou as maiores influéncias comparadas aos outros
pontos, enquanto que 0s bioensaios animais indicaram que o ponto 3 foi o mais
impactado, se correlacionando com as analises quimicas e de metais, que indicaram esse

local como o de maior interferéncia antropica.
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As andlises realizadas nesse estudo indicaram que as influéncias na quantidade
de compostos organicos, nos danos mutagénicos e nas analises microbiol6gicos foram
maiores nas estacdes secas, 0 que influenciou para maior potencialidade da inducdo de
alteracdes cromossdmicas, micronucleos e danos ao DNA dos organismos expostos,
evidéncia maiores influéncias da agricultura e da criagdo de animais durante esse
periodo. Sendo assim, os estudos confirmaram que a &gua do corrego Curral de Arame
estd afetada pela presenca de compostos quimicos, necessitando de constante analise

para a preservacao desse recurso hidrico.

5 CONCLUSAO

A partir das analises utilizadas nesse estudo (analises quimicas, citogenéticas e
microbioldgicas) foi possivel monitorar a qualidade de agua do corrego Curral de
Arame que é afetado pela contaminacdo de poluentes industriais e agricolas,
confirmando a potencialidade desse estudo como ferramenta auxiliar para controle da

qualidade de &gua em diversos ambientes naturais.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir das analises realizadas foi possivel contribuir com informacdes
referentes a qualidade da agua de ambientes aquéaticos da regido de Dourados/Mato

Grosso do Sul (corregos Agua Boa e Curral de Arame).

As analises quimicas foram eficientes para determinar a quantidade de metais
que estavam presentes na agua destes corregos da Bacia do Rio Dourados, indicando
que alguns metais estavam acima do permitido pela legislacdo vigente e sdo potenciais

contaminantes que geram alteragdes celulares.

A pesquisa constatou a presenca de compostos organicos (pesticida e
antibidtico) na agua desses corregos, sendo as analises de cromatografia liquida

eficientes para determinar compostos toxicos na agua.

Os organismos utilizados (A. cepa, A. altiparanae) foram sensiveis para
identificar os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos causados por substancias
toxicas presentes na agua dos corregos Agua Boa e Curral de Arame, sendo,
considerados organismos-testes eficientes para pesquisa de poluicdo ambiental.

Assim, essa pesquisa pode contribuir com informacdes referentes a qualidade da
agua nos ambientes aquaticos naturais na regido de Dourados/Mato Grosso do Sul,
auxiliando nos planos de controle e qualidade de dgua de cArregos pertencentes a Bacia

do Rio Dourados na cidade de Dourados/MS
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ANEXO | - FOTOS DE ALTERAGCOES CROMOSSOMICAS EM ALLIUM
CEPA
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A — Metéfase com perda cromossdmica; B e C — Anéafase Multipolar; D e E — Tel6fase com

ponte cromossémica; F — Teléfase com quebra cromossémica; G — Metéafase com perda e

quebra cromossémica; H — Profase com perda cromossémica. | — C-metafase
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FOTOS DE MICRONUCLEOS EM ERITROCITOS DE Astianax altiparane

A — Eritrocitos sanguineos normais de A. altiparane; B — Eritrécitos sanguineos de A.

altiparane com microndcleos ;
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