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Resumo

O desenvolvimento da piscicultura na regido da Grande Dourados (MS) vem crescendo
devido a disponibilidade de recursos hidricos e condi¢bes climaticas propicias ao
avanco desta atividade. Grande parte da 4gua captada para os tanques é proveniente de
nascentes ou corregos, que estdo localizados nas proximidades das pisciculturas e,
posteriormente sdo descartadas em rios. Considerando que as propriedades de
toxicidade da agua captada e descartada na maioria das vezes ndo sdo avaliadas, torna-
se necessario o desenvolvimento de pesquisas que avaliem tais condi¢Bes. Diante do
exposto, o trabalho objetivou avaliar a toxicidade da agua de duas pisciculturas da
regido da Grande Dourados desde sua captacdo até o seu descarte. Para tanto, foram
realizados testes com Allium cepa, ensaio do cometa e teste de microndcleo (alteracbes
morfoldgicas nucleares) em Astyanax lacustris, e teste de Salmonella/microssoma, além
da avaliacdo de pardmetros fisico-quimicos, concentracdo de metais e contaminantes
emergentes nas amostras de agua, e elaboracdo de mapa topografico. Os resultados
referentes ao ensaio do cometa com A. lacustris e Teste de Salmonella/microssoma
permitiram observar diferenca entre locais de captacdo e descarte de agua das
pisciculturas. Os tanques de descarte de agua apresentaram maiores alteragdes genéticas
quando comparados aos tanques de captacdo de agua. A toxicidade observada nas
amostras de agua pelos bioensaios utilizados pode ser resultante de compostos
utilizados na agricultura e na prépria atividade piscicola. Com relacdo aos periodos de
coleta, foi evidenciada maior toxicidade no periodo do inverno, o que pode estar
relacionado a taxa de pluviosidade. No entanto, com base nos resultados obtidos, fica
evidente a necessidade de avaliacdo da toxicidade da &gua de pisciculturas e a

importancia do tratamento de seus efluentes.

Palavras chave: Aquicultura, bioensaios, toxicidade aquatica.
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Abstract

The development of fish farming in the region of Great Dourados (MS) has been
increasing due to the availability of water resources and climatic conditions conducive
to the advance of this activity. Much of the water collected for the tanks comes from
springs or streams, which are located in the vicinity of fish farms and are later discarded
in rivers. Considering that the toxicity properties of the water abstracted and discarded
most of the time are not evaluated, it is necessary to develop researches that evaluate
such conditions. In view of the above, the objective of this work was to evaluate the
water toxicity of two fish farms in the Great Dourados region from its capture to its
disposal. For that, tests were carried out with Allium cepa, comet assay and
micronucleus test (nuclear morphological changes) in Astyanax lacustris, and
Salmonella / microsome test, as well as the evaluation of physico-chemical parameters,
concentration of metals and emerging contaminants in samples of water, and
elaboration of topographic map. The results concerning the comet test with A. lacustris
and Salmonella/ microsome test allowed to observe differences between catchment
locations and water discharge from fish farms. The water disposal tanks presented
greater genetic alterations when compared to the water collection tanks. The toxicity
observed in the water samples by the bioassays used may be the result of compounds
used in agriculture and in the fish activity itself. Regarding the collection periods,
greater toxicity was evidenced in the winter period, which may be related to the rainfall
rate. However, based on the results obtained, it is evident the need to evaluate the
toxicity of the water of fish farms and the importance of the treatment of their effluents.

Keywords: Aquaculture, bioassays, aquatic toxicity.



APRESENTACAO

O presente estudo propde gerar informacdes relacionadas a qualidade da agua de
pisciculturas por meio da utilizacdo dos bioensaios Teste de Allium cepa, Ensaios com
A. lacustris, e Teste de Salmonella/microssoma, que sdo escassas para a regido da
Grande Dourados. Em seguida, as informacgOes geradas pelos diferentes modelos
experimentais testados serdo comparadas com dados fisico-quimicos, condicfes
climaticas, analise de uso e ocupacao do solo, concentracdo de metais e contaminantes
emergentes nos locais monitorados.

O trabalho foi organizado em dois capitulos. No capitulo 1 foi elaborada revisao
bibliografica, de modo a possibilitar a compreensdo dos conteldos e analises
apresentados na pesquisa. O capitulo 2 foi apresentado na forma de artigo de acordo

com as normas da revista Water, Air, & Soil Pollution, descritas no Anexo I.



OBJETIVO GERAL
Verificar a qualidade da agua de dois sistemas produtivos de pisciculturas localizados
na regido da Grande Dourados desde sua captacdo até o descarte em periodos de

inverno e verdo, utilizando parametros topogréficos, fisicos, quimicos e bioldgicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar 0 uso e ocupacéo do solo de pisciculturas da regido da Grande Dourados;
Avaliar parametros fisico-quimicos, condicdes ambientais, concentracdo de metais,
contaminantes emergentes e toxicidade entre locais de captacdo e descarte de agua de
pisciculturas;

Avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da agua de pisciculturas da
regido da Grande Dourados por meio da utilizacdo dos bioensaios: Teste de Allium
cepa, Teste de Microndlcleo Pisceo e Alteracbes Morfoldgicas Nucleares, Ensaio do
cometa, e Teste de Salmonella/microssoma;

Relacionar pardmetros fisico-quimicos e condi¢des ambientais com resultados de
alteracdes genéticas oriundas dos diferentes ensaios realizados;

Determinar e comparar a concentragdo de metais na agua de pisciculturas com o
permitido para aguas de classe 2, pela lei CONAMA 357/2005 e EPA 2016 para
toxicidade aguda e cronica;

Determinar contaminantes emergentes em amostras de agua de pisciculturas;
Determinar a influéncia dos periodos de coleta (inverno e verdo) com as alteracfes

genéticas.

Xl
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CAPITULO |

Revisdo Bibliogréafica

1 A Piscicultura: estado da arte

A piscicultura torna possivel o aproveitamento dos recursos hidricos, e, contribui
com a criacdo de postos de trabalhos assalariados, incentivando o desenvolvimento
econémico e social (SATOLANI et al. 2008).

No Brasil, a atividade piscicola teve inicio no século XVIII, mas comegou a se
destacar a partir de 1990 (BATISTA, 2013). Desde entéo, tal atividade vem adquirindo
cada vez mais importancia no Brasil. O crescimento da populacdo e a mudanca de
habitos alimentares tem incentivado o aumento do consumo de peixes no pais (FIPERJ,
2017).

O Brasil conta com 5,5 milhdes de hectares de dguas doces, 0 que equivale a 8%
da agua doce disponivel no planeta, e 8,4 mil Km de litoral, indicando assim sua
potencialidade para a atividade de piscicultura (ALMEIDA e MENDES, 2015). Em
2013, a piscicultura brasileira produziu aproximadamente 392 mil toneladas, onde a
regido que mais contribuiu para o desenvolvimento da atividade foi a Centro-Oeste. A
regido Centro-Oeste produziu aproximadamente 105 mil toneladas de peixes,
representando 26,8% (Figura 1) do total produzido no Brasil (IBGE, 2013).

18,6%
26,8%
19,5%
22,4%
12,8%
Morte Mordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Figura 1- Percentual da producéo de peixes no Brasil distribuida por Grandes Regides.
Fonte: adaptado de IBGE, 2013.
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Na regido Centro-Oeste, 0 Estado de Mato Grosso do Sul ocupa o 3° lugar na
producdo de peixes (IBGE, 2013). A atividade de piscicultura foi introduzida no Mato
Grosso do Sul em 1996, pela lei n°® 1653 (MATO GROSSO DO SUL, 1996). A
piscicultura vem se destacando como rentavel atividade no estado de Mato Grosso do
Sul, que ocupa o 18° lugar na producdo brasileira de peixes, produzindo 6.782.724 kg
por ano (IBGE, 2015). O estado abriga abundante quantidade de peixes (EMBRAPA,
2010).

Além da prética da atividade de piscicultura, o estado de Mato Grosso do Sul
possui estrutura para o fornecimento e producdo de alevinos e engorda de peixes, e,
produz insumos basicos de racdes para peixes. Em virtude destas caracteristicas e de sua
grande quantidade de agua doce e clima favoravel o estado apresenta potencialidade
para ampliacdo desta atividade, de modo a se destacar na producdo de peixes em nivel
nacional (SATOLANI et al. 2008).

No estado de Mato Grosso do Sul, a regido da Grande Dourados apresenta
destaque na atividade de piscicultura (BATISTA, 2013). Essa regido é responsavel por
27,5% da producédo do estado (SOUZA, 2012), e, se tornou um polo importante para o
desenvolvimento de tal atividade por possuir caracteristicas (clima, recursos hidricos,
solo) adequadas ao desenvolvimento desta pratica (EMBRAPA, 2010 e 2012).

Dessa forma, devido a importancia da regido da Grande Dourados para a
producdo de peixes no estado, investimentos governamentais tem sido direcionados a
esta regido, como forma de impulsionar o crescimento da atividade piscicola. A regido
possui fabrica de racdo para peixes, equipamentos e medicamentos, fornecedores de
adubos, organizagdes de produtores de peixes e pisciculturas especializadas na produgéo
de alvinos e engorda (HISANO, 2017). Assim, devido a tais caracteristicas, torna-se
evidente a contribuicdo da regido para o crescimento da producdo de peixes no estado
de Mato Grosso do Sul.

Na regido da Grande Dourados ¢ utilizada uma area de 1200 hectares de lamina
d’agua para a atividade de piscicultura (SOUZA, 2012). Sendo que, 83,4% da &gua
destinada aos tanques de piscicultura da regido é captada de nascentes e, 16,6% de
corregos. Esse fato indica a elevada demanda das pisciculturas por recursos hidricos
(DOTTI et al. 2012).
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2 Piscicultura: qualidade da &gua e uso e ocupacéo do solo

As &guas destinadas a aquicultura e atividades piscicolas sdo classificadas como
aguas doces de classe 2, devendo seguir os padrdes fisico-quimicos e microbiologicos
para corpos de agua doce destinados a pesca ou cultivo de organismos para fins de
consumo intensivo (CONAMA, 2005). Nesses locais, ndo deve ser verificado efeito
toxico na agua. Para tanto, deve ser realizado ensaio padronizado ou outro método
reconhecido cientificamente para avaliacdo da toxicidade da &gua (CONAMA, 2005).

Considerando que a maioria dos piscicultores da regido da Grande Dourados
utiliza dgua de nascentes para a préatica desta atividade, supde-se que a &gua utilizada
seja de boa qualidade, mas nem sempre isso ocorre quando esta chega aos tanques de
cultivo. Grande parte dos piscicultores ndo utiliza equipamentos que avaliem a
qualidade da &gua nos tanques de cultivo, e isso dificulta 0 monitoramento da agua que
é captada para as pisciculturas e descartada aos rios (TEIXEIRA, 2007).

Durante a fase de implantacdo da piscicultura sdo gerados impactos que podem
comprometer a qualidade da agua, como a liberacdo de efluentes ricos em nutrientes,
matéria organica e solidos em suspensdo, 0 que gera poluicdo e aumento da turbidez da
agua (DOTTI et al. 2012). Teixeira (2007) observou que menos de 10% das
pisciculturas possuem tanque de decantacdo de seus efluentes, sendo que os 90%
restantes retornam seus efluentes para os rios desprovidos de tratamento.

O lancamento de efluentes oriundos da atividade de piscicultura em corpos
hidricos deve ser monitorado pelos responsaveis das fontes poluidoras (CONAMA,
2011). De acordo como a resolucdo n® 430 do CONAMA (2011), antes de serem
descartados, os efluentes oriundos desta atividade devem ser submetidos a teste de
ecotoxicidade, de modo a medir possivel efeito tdxico agudo e crénico a organismos
expostos.

Os efluentes provenientes de pisciculturas langados aos rios sem o devido
tratamento podem aumentar os niveis de contaminacdo dos corpos hidricos. Essa
contaminacdo pode ser ocasionada pela racdo utilizada para a alimentacdo dos peixes
(SILVA, 2006). A racdo adicionada diariamente aos tanques de cultivo pode ocasionar a
eutrofizacdo dos corpos hidricos (ABIMORAD et al. 2009).

Além disso, com a finalidade de prevenir e controlar doencas causadas pelo
desenvolvimento de patdgenos e parasitas nos tanques de cultivo de peixes, 0s

piscicultores utilizam produtos quimicos sem o devido controle. Dentre os produtos
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utilizados, destacam-se: cloreto de sodio, permanganato de potassio, azul de metileno,
formaldeido, verde malaquita, sulfato de cobre, triclorfon, e os antibiéticos como
tetraciclina, eritromicina e oxitetraciclina. Considerando que nas pisciculturas a agua é
retirada de corpos d’agua e devolvida a eles apds passagem pelos tanques de cultivo,
tais produtos podem ser transportados e causar impactos em outros ambientes
(MAXIMIANO et al. 2005).

No entanto, a agua proveniente dos recursos hidricos captada para implantacéo
dos tanques ja pode chegar contaminada. Essa contaminacdo pode ser ocasionada pelo
despejo de poluentes provenientes de atividades industriais, domésticas, agricolas, e
oriundas da criacdo de animais que pode diminuir a biodiversidade aquatica e prejudicar
a salde humana que utiliza tais recursos para consumo (PINTO et al. 2009).

Substancias oriundas da producdo e despejo de residuos no ambiente natural
vém crescendo progressivamente, tanto em &reas rurais quanto industriais, causando
danos no material genético de muitos organismos vivos, prejudicando e alterando seus
processos vitais (COSTA e MENK, 2012).

Outro aspecto importante para a avaliacdo da qualidade da agua de pisciculturas
¢ a analise de uso e ocupacdo do solo. Tal anélise pode identificar as possiveis fontes de
contamina¢do dos corpos hidricos responsaveis por comprometer a qualidade dos
mesmos (FARIAS et al. 2013; SANTOS e VITAL, 2016).

O uso e ocupacdo do solo tém sido estudado por diversos autores como forma de
identificar os possiveis impactos causados nas paisagens pelas atividades antropicas
(COELHO et al. 2014; NUNES e ROIG, 2015; MORAIS et al. 2016). Esses impactos
podem ser monitorados pela analise de uso e da cobertura do solo utilizando-se
informacdes das mudancas ocorridas nas paisagens no decorrer do tempo (COELHO et
al. 2014).

A ocupacdo do solo por fragmentos florestais auxilia na manutencdo e
sustentacdo do ecossistema aquatico, devido sua relacdo com processos hidroldgicos
(KAUANO e PASSOS, 2008; CASSIANO, 2013). Entretanto, a ocupacgdo do solo de
maneira inadequada pode ocasionar a contaminagdo de &guas superficiais e
subterraneas, e consequentemente desequilibrar o ecossistema aquatico (NUNES e
ROIG, 2015).

A prética de atividades agricolas e pecuérias pode ocasionar a diminui¢do de
areas ocupadas por fragmentos florestais. E, o escoamento superficial dos fertilizantes e
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agrotoxicos utilizados na agricultura pode causar a contaminagcdo dos corpos hidricos
(COELHO et al. 2014; NUNES e ROIG, 2015). A prética da pecuaria estd associada a
utilizacdo de insumos de nutrientes para alimentacdo animal que podem ser escoados
para 0s corpos hidricos, e consequentemente ocasionar a contaminacdo da agua
(VENDRAMINI et al. 2007). Dessa forma, monitorar o uso e a ocupacao do solo torna-
se recomendado na prevencdo de impactos aos corpos hidricos e na avaliacdo da
qualidade da agua. Tal monitoramento auxilia no reconhecimento das atividades que
causam poluicdo dos recursos hidricos para que medidas protetivas possam ser

adotadas.

3 Biomonitoramento da qualidade da 4gua e Bioensaios

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos sdo importantes ferramentas
para 0 monitoramento da qualidade da agua, pois possibilitam identificar a resposta
destes em relacdo a um agente toxico. Os testes de toxicidade sdo importantes para
avaliacdo das concentracBes seguras dos agentes quimicos para 0S 0rganismos Vivos,
bem como do risco ambiental ocasionado por contaminantes, uma vez que somente as
analises quimicas ndo possibilitam esse tipo de avaliagdo (COSTA et al. 2008).

Assim sendo, tornam-se necessarias pesquisas que avaliem os danos causados ao
material genético de seres vivos expostos a contaminantes organicos e inorganicos para
0 monitoramento ambiental. O uso de parametros bioldgicos para avaliacdo de tais
danos possibilita determinar a influéncia das acbes humanas sobre o0s corpos hidricos e
consequentemente sobre os organismos vivos. Dessa forma, as informacgdes geradas,
subsidiam o biomonitoramento do uso da &gua e acfes de manejo para conservagao e
preservacdo dos ambientes aquaticos (BUSS et al. 2003).

Os biensaios animais, vegetais e microbiolégicos mostram-se adequados para
detectar efeitos adversos de substancias sobre organismos, em diversas concentracdes e
em diferentes tempos de exposicdo. Em estudos de monitoramento ambiental varios
testes podem ser aplicados, entre estes podem-se destacar os bioensaios utilizando
Allium cepa, Astyanax lacustris e o teste de Salmonella/microssoma.

As plantas superiores sdo valiosas ferramentas no monitoramento de poluentes
ambientais, sendo excelentes indicadoras de efeitos citogeneticos e mutagénicos de
produtos quimicos lancados ao ambiente (GRANT, 1994). Dentre os bioensaios
vegetais para avaliacdo de toxidade, destaca-se o ensaio com Allium cepa, por
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apresentar alta sensibilidade a diversos toxicantes de interesse ambiental (LEME e
MARIN-MORALES, 2009). Entre as vantagens relativas ao uso de A.cepa como
organismo-teste destaca-se sua eficacia na avaliacdo de danos cromossdémicos e
distdrbios no ciclo mitotico por possuir caracteristicas como cromossomos grandes e em
namero reduzido (FISKEJO, 1985).

Além de ensaios vegetais, testes utilizando peixes também sdo importantes na
avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade de substancias presentes em corpos
hidricos (MASCHIO, 2009). Diversas espécies de peixes podem ser utilizadas para tais
ensaios, dentre essas podemos destacar os lambaris (DOURADO et al. 2017). Uma das
espécies de lambari utilizada em biensaios € a Astyanax lacustris (Figura 2). Pesquisas
recentes demonstraram que essa espécie possui ampla distribuicdo geogréafica, sendo
oportunista, generalista e apresentam importancia ecoldgica e valor econémico. Além
disso, sobrevivem em ambientes impactados e sdo tolerantes a condigdes adversas do
meio (GALVAN, 2011; VIANA, 2013; VIANA et al. 2014; SUAREZ et al. 2017).
Resultados de pesquisas recentes demonstraram que sexo, tamanho e idade nao
influenciam na ocorréncia de danos genéticos na espécie A. lacustris (VIANA et al.
2017).

Figura 2 — Espécie Astyanax lacustris (lambari). Fonte: Souza, 2015.

Outro teste muito utilizado na avaliacdo da qualidade da agua é o teste de
Salmonella/microssoma. Este teste tem sido aplicado em pesquisas de mutagénese
ambiental, podendo ser utilizado para determinar a mutagenicidade de varias
substancias quimicas e misturas complexas, tais como, ar, agua e extratos de solo
(TAGLIARI et al. 1999). Esse teste tem sido muito utilizado no Brasil para a avaliagdo
do ambiente aquético e demonstrado eficiéncia na deteccdo de atividade mutagénica de
toxicantes presentes em misturas complexas. (UMBUZEIRO et al. 2001; OLIVEIRA,
2007).
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3.1 Bioensaio vegetal

3.1.2 Teste com Allium cepa

O teste Allium cepa foi introduzido por Levan, em 1938, ap6s demonstrar que a
colchicina poderia induzir distarbios no fuso mitdtico, causando a poliploidizacdo de
células meristematicas das raizes dessa espécie. Tempos depois, o teste de Allium cepa
foi aplicado na avaliacdo da toxicidade de agua em estudos de monitoramento ambiental
(FISKESJO, 1993).

Modelos experimentais utilizando A. cepa sdo aplicados em analises de
qualidade da agua e na identificacdo da acdo de diferentes compostos mutagénicos
(metais e contaminantes emergentes) encontrados no meio ambiente. Este teste
caracteriza-se pela exposicao das raizes a possiveis agentes mutagénicos que podem
danificar o material genético das células e causar danos aos organismos expostos. A.
cepa é um organismo-teste que permite a avaliacdo da citotoxicidade, mutagenicidade e
genotoxicidade de amostras de d&gua (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Leme e Marin-Morales (2009) demonstraram que o teste de A. cepa mostrou-se
uma ferramenta eficiente em estudos de monitoramento ambiental, obtendo bons
resultados e sendo muito utilizado na avaliagdo de impactos provocados por
xenobioticos. Devido a suas vantagens, inimeros trabalhos com este organismo-teste
tém sido realizados, de forma réapida e confiavel na avaliagdo da contaminacao
ambiental (CHRISTOFOLETT], 2008; GOMES et al. 2015; DOURADO et al. 2017).

3.2 Bioensaios animais

3.2.1 Teste de Micronucleo Pisceo (TMP) e Alteracdes Morfoldgicas
Nucleares (AMN) em Astyanax sp.

Micronucleos e alteragBes nucleares podem aparecer espontaneamente em
eritrocitos de peixe (BOLOGNESI et al. 2006). O teste de micronucleo foi desenvolvido
por Boller e Schmid (1970). A formacdo de micronucleo determina alteracfes
mutagénicas nos cromossomos e danos ao fuso mitético. E, pode ser induzida quando o
dano causado por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos é capaz de interferir no
processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso, ou pode levar a perda de material
genético (cromossomos inteiros ou fragmentos) (SILVA et al. 2011).

Os eritrdcitos de peixes sdo nucleados e os microndcleos podem ser observados
como resultado de atividade clastogénica (AL-SABTI e METCALFE, 1995). A
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diferenca significativa da resposta a agrotoxicos foi analisada por meio do teste de
microndcleo pisceo com espécies de Astyanax sp. Seus dados mostraram a sensibilidade
dos organismos testados, apresentando frequéncias significativas de micronucleos e
demonstrando que o teste é eficiente na determinacdo de substancias mutagénicas
(RAMSDOREF et al. 2009).

Alteragfes nucleares passaram a ser levadas em consideracdo durante a
costumeira analise de micronucleos pela possivel relacdo destas com processos de
genotoxicidade, e, puderam ser observadas em células de peixe ap0s exposicdo a agua
contaminada por substancias quimicas (SOUZA e FONTANELLI, 2006).

A exposicdo dos peixes a acdo de agentes quimicos téxicos, encontrados no
ambiente, pode levar a formacao de alteracdes morfologicas nucleares em eritrocitos de
peixes (PALHARES e GRISOLIA, 2002; MATSUMOTO et al. 2006). Anormalidades
como nucleo lobulado, blebbed ndcleo, notched nucleo, picnose, nucleo vacuolizado,
citoplasma vacuolizado, célula binucleada e célula sem nucleo podem indicar
genotoxicidade em peixes (SOUZA e FONTANELLI, 2006). A Figura 3 representa

células com micronucleo e alteracbes morfoldgicas nucleares.

N
~ N & -
A) ®) ©) ©) (E)
’
.
.
A N 1* » N\ N\
() ©) (H) ) )

Figura 3 - Células de Astyanax lacustris com microndcleo e alteragcbes morfologicas
nucleares, (A) Célula sem dano, (B) nucleo lobulado, (C) blebbed nucleo, (D) notched
nacleo, (E) picnose, (F) nucleo vacuolizado, (G) citoplasma vacuolizado, (H) célula
binucleada, (I) célula sem nucleo, (J) microndcleo. Fonte: Spésito, 2016.

3.2.2 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa € um teste para avaliacdo de genotoxicidade que vem sendo
empregado ha mais de vinte anos. Este teste apresenta sensibilidade e versatilidade na
medicéo de quebras de fitas simples e duplas de DNA (COLLINS et al. 2008). O ensaio
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do cometa foi relatado pela primeira vez por Ostling e Johanson (1984) e modificado
por Singh et al. (1988).

O ensaio do cometa consiste na aplicacdo de corrente elétrica no nucleo das
células, em laminas com gel de agarose para se avaliar lesées no DNA (DI PAOLO,
2006). Nesta técnica, a corrente elétrica gera o transporte de fragmentos do DNA para
fora dos nucleos em células com contetdo nuclear lesionado (SANTOS et al. 2009).

O ensaio do cometa avalia os danos e reparos de DNA em células individuais
(BRIANEZI et al. 2009). O dano ocorrido apresenta relacdo com a extensdo do DNA
que migrou para fora do nucleo (FAIRBAIRN et al. 1995). Para a avaliacdo do dano, a
medida mais utilizada é realizada por meio da relagdo entre o raio do ndcleo e a
extensdo das caudas formadas pelo DNA em migracdo (classificados como classe O:
sem dano, classe 1: ligeiramente danificado, classe 2: danificado, classe 3 e 4 altamente
danificado). Medidas sobre o tamanho da cauda (Figura 4) fornecem dados indiretos
referentes ao estado do DNA na amostra (BRIANEZI et al. 2009).

Figura 4 — Classificagdo de danos de acordo com o tamanho da cauda, avaliados pelo
ensaio do cometa. A - célula sem dano. B - célula com leves danos. C - célula
danificada. D - célula altamente danificada. Fonte: Lebailly et al. 2003, p. 913.

O ensaio do cometa demonstra utilidade para diferentes avaliagbes ambientais,
por ser ferramenta indispensavel em diversas areas de pesquisa, como genética
toxicologica e biomonitoramento ambiental (SILVA, 2007; SCHERER e
STROHSCHOEN, 2013). Pode também ser empregado em epidemiologia molecular e

biomonitoramento humano, e, avaliacdo da genotoxicidade de novos produtos quimicos
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(SCHOTTENFELD e BEEBE-DIMMER, 2006; BERTOLOZZO et al. 2010). Estudo
realizado demonstrou a eficiéncia do ensaio do cometa na avaliagcdo da genotoxicidade
de amostras de agua (BUCKER et al. 2006).

3.3 Teste de Salmonella/microssoma

O teste de Salmonella/microssoma (Teste de Ames) foi desenvolvido por Bruce
Ames no comeco da década de 1970 (AMES, 1971). Este é um teste de mutagéo reversa
bacteriana de curto prazo que pode detectar mutagenicidade em amostras ambientais.
Tal mutagenicidade pode ser oriunda de substancias quimicas presentes nas amostras
ambientais, responsaveis por induzir danos genéticos e posteriormente levar a mutagdes
génicas (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

No teste de Salmonella/microssoma séo utilizadas linhagens de Salmonella que
dependem de histidina, quando estas linhagens séo plaqueadas em meio deficiente em
histidina, somente as bactérias revertentes a independéncia de histidina terdo capacidade
de formar col6nias. Entretanto, quando adiciona-se uma substancia mutagénica a placa
observa-se 0 aumento no numero de coldnias revertentes por placa (MORTELMANS e
ZEIGER, 2000). Para saber se uma substancia € mutagénica pode ser realizado o
calculo de razdo de mutagenicidade, que é a razdo entre o nimero de revertentes por
placa com a amostra testada e o nimero de revertentes do controle negativo. Uma
substancia é considerada mutagénica quando apresenta razdo de mutagenicidade maior
que 2,0 e toxica quando apresenta razdo de mutagenicidade menor que 0,7 (SBMCTA,
2004).

As linhagens mais recomendadas para a realizagdo do teste de
Salmonella/microssoma em amostras ambientais sdo a TA 98 (que detecta mutagOes
causadoras de deslocamento do quadro de leitura) e a TA 100 (que detecta mutacdes
pela substituicdo de pares de bases). Essas linhagens sdo eficientes na detecgdo de
compostos mutagénicos (MORTELMANS e ZEIGER, 2000; FRANCA, 2006). O teste
de Salmonella/microssoma tem apresentado caracteristicas vantajosas como rapidez,
sensibilidade e simplicidade. Tais vantagens possibilitaram que este teste seja muito
utilizado na avaliagdo de amostras ambientais (KUMMROW et al, 2010).

O teste de Ames tem sido utilizado por vérios autores na avaliacdo da atividade
mutagénica em amostras de agua (UMBUZEIRO et al. 2004; OLIVEIRA, 2007,
UMBUZEIRO et al. 2010; SOUZA, 2014).
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4 Parametros fisico-quimicos da agua em atividades piscicolas

A avaliacdo da qualidade da agua baseada em seus parametros fisico-quimicos
torna-se de suma importancia para a pratica da atividade piscicola. A agua, em
condicBes inadequadas, pode causar prejuizos a saude e, consequentemente, a
sobrevivéncia dos peixes nos tanques de piscicultura (LEIRA et al. 2017).

O CONAMA (2005) por meio da resolucdo n® 357 de 17 de marco de 2005,
estabelece as condicdes fisico-quimicas de qualidade das dguas destinadas a aquicultura
e atividades de pesca.

Dentre os parametros fisico-quimicos a serem monitorados em &gua de
pisciculturas, o teor de oxigénio dissolvido (O;), 0 pH e a temperatura da agua sao
varidveis cujo monitoramento € indispensavel para a sobrevéncia dos peixes
(EMBRAPA, 2013).

O oxigénio dissolvido na agua, imprescindivel para a respiracdo dos peixes,
oscila durante o dia devido a mudancas na taxa de luminosidade e seu baixo teor na
agua pode ser prejudicial aos peixes (EMBRAPA, 2016). A solubilidade do oxigénio na
agua pode variar em funcdo da temperatura e da pressao atmosférica (LEIRA et al.
2017).

Além do oxigénio dissolvido, 0 acompanhamento do pH é importante na criagdo
de peixes, pois indica se a adgua esta acida, basica ou neutra nos tanques de cutivo.
Oscilagbes na faixa de pH da agua podem ser prejudiciais ao desenvolvimento dos
peixes (EMBRAPA, 2013; WAMBACH, 2012).

Outro parametro relacionado a boa qualidade da agua em pisciculturas € a
temperatura, que pode estar relacionada ao bom desenvolvimento dos peixes. A
temperatura interna dos peixes oscila de acordo com a temperatura do ambiente ao qual
estdo inseridos. Dessa forma, seu metabolismo é determinado pela temperatura da agua
(REBOUCAS et al. 2014). Sendo assim, torna-se relevevante o monitoramento das
condicGes fisico-quimicas da agua de pisciculturas, de modo a evitar prejuizos a saude,

bem como a mortandade de peixes.

5 Metais e contaminantes emergentes em ambientes aquaticos
Alguns metais fazem parte de varios processos fisiolégicos em pequenas

concentragdes, sendo denominados elementos essenciais. Contudo, em altas
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concentragfes, alguns metais podem apresentar acdo mutagénica, genotdxica e
citotoxica contaminando ambientes aquaticos (FERREIRA et al. 2010;
CHRISTOFOLETTI et al. 2013).

Os metais podem causar toxicidade nas células vivas por meio de estresse
oxidativo. O estresse oxidativo pode ser ocasionado por desequilibrio entre a producédo
de radicais livres e a geracdo de antioxidantes como forma de desintoxicar 0s
intermediarios reativos ou corrigir os danos resultantes. A Figura 5 demonstra a
exposicdo de uma célula a presenca de metais, bem como a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a defesa por antioxidantes como o superoxido dismutase
(SOD), glutationa (GSH), glutationa S-transeferase (GST) e Catalase. O desquilibrio
entre a producdo de ROS e a defesa pelos antioxidantes pode resultar em estresse
oxidativo e consequente apoptose da célula (JAISHANKAR et al. 2014).
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Figura 5 - Célula exposta a metais e sua consequente apoptose resultante do estresse
oxidativo. Fonte: adaptado de Jaishankar et al. 2014, p.62.

A resolucdo n° 357 de 17 de margo de 2005 (CONAMA, 2005) estabelece
padrdes de qualidade da agua de classe 2. Dentre esses padrdes, estdo estabelecidos 0s
valores m&ximos permitidos da concentracdo de metais (Cu, Pb, Zn, Ni, Mn, Fe, Cd, Cr,
Al, Co) em &gua de classe 2, de modo a evitar efeito toxico crénico a organismos

expostos.
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A concentracdo de metais acima dos limites permitidos na dgua dos rios pode
causar a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos e danos aos seres Vivos
(MARENGONI et al. 2013). Quando presentes na dgua, 0s metais podem ser absorvidos
pelos organismos por meio de estruturas respiratorias e da superficie do corpo, se
acumulando dessa forma em animais e plantas aquaticas (COSTA et al. 2008). A
determinacdo dos metais e suas concentra¢cdes na dgua e no ambiente sdo de grande
importancia em estudos de monitoramento ambiental (SOUZA, 2010).

Além dos metais, a presenca de contaminantes emergentes em ambientes
aquaticos vem sendo frequentemente estudada. De acordo com a EPA (United States
Environmental Protection Agency), existe a preocupacao dos efeitos dos contaminantes
emergentes para a vida aquética, tendo em vista que tais contaminantes estdo sendo
cada vez mais encontrados em baixos niveis nas aguas superficiais. E, incluem os
agrotoxicos, produtos de higiene pessoal e farmacéuticos. A poluicdo dos recursos
hidricos por contaminantes organicos pode ser decorrente de atividades humanas, como
a utilizacdo de farmacos, residuos de processos industriais e atividades agricolas
(DEBLONDE, 2011).

Os contaminantes emergentes ndo sdo facilmente eliminados da agua pelo
processo de tratamento de &guas residuais. Dessa forma, tais compostos acabam sendo
liberados no ambiente aquético, gerando preocupacao sobre os efeitos que podem vir a
causar nos organismos expostos (BOLONG et al, 2009). Um contaminante comumente
encontrado em amostras de agua € a cafeina. A presenca deste composto em corpos
hidricos indica que a 4gua esta contaminada por esgoto doméstico (SODRE et al.,
2010). Os contaminantes: clomazona, malation, tebutiuron, hexazinona, atrazina e
imidacloprido utilizados em atividades agricolas podem causar a contaminagdo de
corpos hidricos e prejudicar os organismos expostos (TOFOLI et al. 2009; CARMO et
al. 2013; SINGH et al. 2013; MARTINS et al. 2014; OLIVEIRA et al. 2016;
ALAMOSBRASIL, 2017).

Vaérios estudos tem evidenciado a toxicidade dos contaminantes emergentes a
organismos expostos em ambientes aquaticos (FRANCO-BERNARDES et al. 2014,
MARTINS et al. 2014, SPADOTO et al. 2013). Dessa forma, torna-se evidente a
necessidade de avaliar a presenca de contaminantes emergentes e metais na agua
utilizada em pisciculturas, bem como a avaliagdo da toxicidade ocasionada pelos

Mesmos a 0rganismos expostos.
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Na regido da Grande Dourados sdo escassos estudos que avaliem a
ecotoxicidade da agua de pisciculturas. Estas ndo possuem rotina em procedimento de
avaliacdo das condicBes da agua tanto das areas de captacdo quanto das areas de
descarte de seus efluentes em rios. Diante do exposto, torna-se relevante a realizacdo de
pesquisas que avaliem as condi¢des da agua bem como a utilizacdo de bioensaios que
demonstrem o0s danos genéticos causados aos seres Vivos expostos a &gua das
pisciculturas da regido da Grande Dourados. Esses resultados podem ser associados a
dados topograficos, fisico-quimicos, concentragdo de contaminantes organicos e

inorganicos, e, auxiliar na adogdo de medidas protetivas dos corpos hidricos.
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Resumo

A regido da Grande Dourados apresenta potencial para a piscicultura, devido a
disponibilidade de &gua, clima e terras apropriadas a atividade. No entanto, substancias
utilizadas para 0 manejo dessa pratica podem ocasionar mudancas nas condi¢es da
agua. As pisciculturas existentes nesta regido captam agua de cOrregos ou nascentes, e
descartam seus efluentes sem tratamento em rios da regido. Sdo escassos estudos que
avaliem o impacto causado pela aquicultura e as possiveis consequéncias decorrentes
dessa atividade aos rios que recebem seus efluentes. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a qualidade da agua de duas pisciculturas da regido da Grande
Dourados, desde a captacdo até o descarte, em periodos de inverno e verdo, por meio da
utilizacdo de parametros topograficos, fisicos, quimicos e bioldgicos. Para tanto, foram
realizadas a elaboracdo de mapa de uso e ocupacdo do solo/mapa topografico, e coletas
de 4gua em quatro pontos assim denominados: captacdo, tanque 1, tanque 2 e tanque de
descarte. Foram realizados teste de Allium cepa, ensaios com Astyanax lacustris e teste
de Salmonella/microssoma. E, monitorados parametros fisico-quimicos, condicdes
ambientais, determinacdo de metais e contaminantes emergentes na dgua. Os resultados
demosntraram que o periodo do inverno apresentou maiores alteragcbes geneticas em
relacdo ao verdo, o que pode ser atribuido & baixa pluviosidade deste periodo. Os
resultados provenientes dos ensaios com A. lacustris e o0 Teste de
Salmonella/microssoma demonstraram genotoxicidade e mutagenicidade nas amostras
de &gua das pisciculturas, e permitiram observar maiores alteracfes genéticas nos
tanques de descarte de &gua das duas pisciculturas. As alteracdes genéticas observadas
podem estar relacionadas a presenca de metais e contaminates emergentes nas amostras
de a&gua. Considerando que aguas contaminadas possuem potencial de perturbar a
estrutura e o funcionamento dos ecossistemas naturais, a pesquisa revelou a importancia
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do tratamento dos efluentes, de forma a minimizar os impactos negativos decorrentes
dessa atividade nas bacias dos rios Dourados e Brilhante.

Palavras chave: Allium cepa, Astyanax lacustris, contaminantes emergentes, efluentes
de piscicultura.

1 Introducéo

A conservacao da boa qualidade da agua baseado em seus parametros fisicos,
quimicos e biologicos é indispensavel para o desenvolvimento da atividade de
piscicultura (Boyd e Tucker 2014). As aguas destinadas a aquicultura e atividades de
pesca, classe 2, devem seguir regulamentacdo que indique condicdes fisico-quimicas e
microbiologicas ideais para corpos de agua onde ocorre a atividade de pesca ou cultivo
de organismos para fins de consumo intensivo. Para determinagdo dessas condig¢oes
ideais, ensaios ecotoxicoldgicos padronizados ou outros métodos reconhecidos
cientificamente devem indicar auséncia de efeito toxico crbnico em organismos
(CONAMA 2005).

A regido da Grande Dourados conta com 1200 hectares de lamina d’agua
destinados para a atividade de piscicultura, possuindo aproximadamente 288
piscicultures atuantes na regido, e sendo responsavel por 27,5% da producgdo de peixe
do estado de Mato Grosso do Sul, se tornando importante polo para o desenvolvimento
desta pratica (EMBRAPA 2012; Souza 2012). Esta regido apresenta condicOes
climaticas adequadas como ampla disponibilidade de agua, clima e solo em condicdes
favoraveis para a criacdo de peixes (Batista, 2013). Dentre os recursos hidricos
existentes como fonte de agua para abastecimento de tanques de pisciculturas da regido
da Grande Dourados, 83,4% € proveniente de nascentes e 16,6% proveniente de
cérregos (Dotti et al. 2012).

Substancias oriundas da producdo e despejo de residuos no ambiente natural
vém crescendo progressivamente, tanto em &reas rurais quanto industriais, podendo
causar danos no material genético de organismos vivos, prejudicando e alterando seus
processos vitais (Costa e Menk 2012). Contudo, 0 uso de substéncias para 0 manejo da
pratica piscicola pode ocasionar em mudancas nas condi¢fes da agua, que muitas vezes
é liberada aos rios sem tratamento. Teixeira (2007) observou que menos de 10% das
pisciculturas possuem tanque de decantacdo de seus efluentes, sendo que os 90%
restantes retornam seus efluentes para os rios sem tratamento.

Outro aspecto relevante para avaliagdo dos corpos hidricos refere-se & presenca
de metais. Os metais em pequenas concentragdes fazem parte de processos fisiologicos
sendo denominados de elementos essenciais, ndo apresentando riscos aos ecossistemas.
Entretanto alguns metais, em altas concentragdes sao caracterizados como poluentes
com agdo mutagénica, genotoxica e citotoxica (Christofoletti et al. 2013).

Além dos metais, 0s contaminantes emergentes tém sido amplamente detectados
em recursos hidricos e considerados susceptiveis a ocasionar efeitos negativos no meio
aquatico (Maraschin 2003). Os contaminantes provém de diferentes origens e natureza
quimica como fontes urbanas e rurais, incluindo nanomateriais, agrotdxicos, produtos
farmacéuticos, compostos industriais, produtos de higiene pessoal, subprodutos de
tratamento de &gua, cafeina, nicotina entre outros. Segundo Silva e Nogueira (2008)
contaminates emergentes utilizados em produtos de higiene pessoal como o triclosano
corresponde a um composto quimico que pode ser prejudicial aos organismos aquaticos.
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Nesse contexto, a avaliacdo do uso e ocupacdo do solo é fundamental na
identificacdo das possiveis fontes de contaminacdo dos recursos hidricos por metais e
contaminantes organicos. A utilizacdo do solo de maneira inadequada pode ocasionar
em problemas ambientais e comprometimento dos recursos hidricos (Farias et al. 2013;
Santos e Vital 2016).

Em estudos de monitoramento ambiental, para avaliagdo toxicidade que pode ser
causada por metais e contaminantes organicos aos recursos hidricos, diferentes
bioensaios podem ser utilizados, dentre eles, destacam-se 0s bioensaios vegetais
utilizando Allium cepa, os bioensaios animais utilizando Astyanax lacustris e o teste de
Salmonella/microssoma. A eficiéncia do Teste de Allium cepa tem sido comprovada no
monitoramento de amostras ambientais (Leme e Marin-Morales 2009). O Teste de
microndcleo pisceo e alteragdes morfoldgicas nucleares tem apresentado eficacia na
deteccdo de mutagenicidade e genotoxicidade, respectivamente, em ambientes aquaticos
(Ramsdorf et al. 2009; Souza e Fontanelli 2006). A eficacia do ensaio do cometa tem
sido comprovada na avaliacdo de genotoxicidade em ambientes aquaticos (Bucker et al.
2006). O teste de Salmonella/microssoma tem sido utilizado com eficécia na avaliacéo
da mutagenicidade de amostras de dgua (Souza 2014).

Considerando o numero reduzido de trabalhos que avaliem o impacto causado
pela aquicultura e os efeitos de seus efluentes que serdo langados aos corpos hidricos,
torna-se necessaria a realizacdo de pesquisas que avaliem o uso e ocupacdo do solo e a
toxicidade dos contaminates quimicos em agua de pisciculturas. Diante do exposto, o
presente estudo objetivou verificar a qualidade da &gua de dois sistemas produtivos de
pisciculturas localizados na regido da Grande Dourados desde sua captacdo até o
descarte em periodos de inverno e verdo, utilizando pardmetros topogréficos, fisicos,
quimicos e biol6gicos.

2 Materiais e Métodos
2.1 Area de estudo

A érea de estudo foi denominada de acordo com o descarte de agua dos tanques
como Piscicultura Rio Dourados (PRD) e Piscicultura Rio Brilhante (PRB) existentes na
regido da Grande Dourados. Em cada piscicultura a agua foi coletada em quatro pontos:
tanque de captagdo, tanque de armazenamento 1, tanque de armazenamento 2 e tanque
de descarte.

Na PRD, a agua foi coletada dos seguintes pontos: tanque de captacdo (CAD,
22° 16'41.2608" Sul e 55° 3' 39.42" Oeste), tanque 1 (T1D, 22° 16' 58.872" Sul e 55° 3'
18.396" Oeste), tanque 2 (T2D, 22° 17' 17.8116" Sul e 55° 3' 21.2148" Oeste) e tanque
de descarte (TDD, 22° 17' 27.222" Sul e 55° 3' 18.2988" Oeste). Esta piscicultura recebe
agua de corrego localizado na propria propriedade e a agua é descartada no Rio
Dourados. Nas proximidades desta piscicultura sdo predominantes areas de fragmentos
florestais e agricultura (cultivo de cana-de-agUcar).

Na PRB, a 4gua foi coletada dos seguintes pontos: Ponto de captacdo (CAB, 22°
6' 35.8236" Sul e 54° 34' 53.0616" Oeste), tanque 1 (T1B, 22° 6' 38.6028" Sul e 54° 34"
36.6816" Oeste), tanque 2 (T2B, 22° 6' 51.4152" Sul e 54° 34' 41.016" Oeste) e tanque
de descarte (TDB, 22° 6' 46.188" Sul e 54° 34' 33.816" Oeste). Esta piscicultura recebe
agua de nascente localizada na propriedade e a agua é descartada no rio Brilhante. Nas
proximidades desta piscicultura foram identificadas &reas predominantes de agricultura
(soja, milho, cana-de-agucar) e pastagem (criacdo de animais).

41



2.2 Andlise do uso e ocupagdo do solo

O mapeamento do uso e cobertura do solo das Piscicultuas foi feito a partir de
imagens aéreas de alta resolucdo (anos 2015 e 2016) obtidas do Google Earth Pro®,
com tamanho de pixel (célula) de 1 m. Para limite de estudo foram gerados buffers de
1.5 km de raio no entorno de cada ponto amostral (2 pontos) e as formas de uso do solo
foram classificadas como agricultura, piscicultura, fragmentos florestais, plantagdes
florestais, solo expostos, corpos de agua, areas Uumidas, edificacOes e pastagem. Para
interpretagdo das imagens foi utilizada uma classificagdo visual utilizando as
ferramentas de digitalizacdo proporcionadas pelo programa ArcGIS® 10.4 na sua
versdo teste (ESRI 2015), calculando-se as areas e as porcentagens de cada categoria de
ocupacdo do solo.

2.3 Avaliacdo das condicBes climaticas e coleta de &gua para as andlises
bioldgicas e mensuracao de dados fisico-quimicos

A coleta de &gua para as analises bioldgicas, mensuracdo dos parametros fisico-
quimicos e condicbes climaticas foi realizada em periodo de inverno (junho de 2015) e
verdo (novembro de 2015). As condi¢des climaticas foram mensuradas de acordo com o
site Guia Clima da Embrapa, sendo que calculou-se a média das condicdes climaticas
(temperatura do ar, pluviosidade e umidade relativa) quinze dias antes das coletas.

As amostras de agua destinadas aos bioensaios animais foram coletadas em
galdes de polietileno de 20 litros. As amostras designadas ao bioteste vegetal e ao teste
de Salmonella/microssoma foram coletadas em frascos de vidro de 1000 mL em cada
ponto amostral.

As condigdes fisico-quimicas da &dgua em todos os pontos amostrais foram
mensuradas. Os parametros referentes a temperatura da agua (°C), potencial de
hidrogénio (mV), oxigénio dissolvido (mg/L) e condutividade elétrica (mS/cm), foram
mensurados por sonda multiparametro YSI Professional Plus.

2. 4 Bioteste Vegetal
Teste de Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade em Allium cepa

O protocolo utilizado foi adaptado de Matsumoto e Marin-Morales (2005) com
modificagdes. Foram utilizados como controles trifuralina a 0,19% (controle positivo) e
agua destilada (controle negativo). Preparou-se uma placa com 50 sementes para cada
ponto amostral. Sementes foram expostas ao tratamento por 96 horas, coletadas com
1,5cm de comprimento das raizes e posteriormente os meristemas apicais foram fixados
em Solucdo Carnoy 3:1 (alcool / &cido acético). 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 e carmim acético a 2%. Para cada tratamento
preparou-se 10 laminas, sendo contadas 500 células por lamina, totalizando 5000
celulas por ponto. As laminas foram analisadas em microscopio Optico Nikon, no
aumento de 400x. Para anélise dos efeitos citotoxicos foram avaliados o indice mitotico
(IM) e indice de morte celular (IMC), para avaliar o efeito genotdxico foi utilizado o
indice de alteracdes cromossémicas (IAC), e para avaliar a mutagenicidade utilizou-se o
indice de mutagenicidade (IMT).
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Os indices foram calculados utilizando as seguintes formulas:

_ Total de células em divisao %100 IMC = Total de células em morte %100
" Total de células observadas " Total de células observadas
Total de células com micronucleo Total de células alteradas
= — X100 IAC = -~ 00
Total de células observadas Total de células observadas

2. 5 Ensaios com Astyanax lacustris

Individuos jovens de Astyanax lacustris, obtidos em comércio local e com
aproximadamente mesmo tamanho (aproximadamente 10 cm), foram mantidos em
aquarios de vidro, contendo vinte litros de agua oriundas dos pontos amostrais sob
constante aeracdo, fotoperiodo claro/escuro de 12 horas, a temperatura de 23°C (x 2°C)
no Laboratério de mutagénese ambiental da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), por periodo de exposicdo de 72 horas. Para o grupo controle negativo, foi
utilizada agua mineral comercial. O experimento foi realizado mediante aprovacao do
Comité de Etica em pesquisa animal (Parecer n° 10/2015) da UFGD (Anexo I1).

2. 5. 1 Teste de Micronucleo Pisceo e Alteracdes Morfoldgicas Nucleares em
Astyanax lacustris

O teste de micronlcleo pisceo e alteracbes morfoldgicas nucleares seguiu o
protocolo descrito por Schmid (1975) e Heddle (1983) com adaptacdes.

Apobs o periodo de exposicdo, cinco peixes (Astyanax lacustris) de cada ponto
amostral foram anestesiados em gelo. Em seguida, com auxilio de tesoura cirurgica foi
realizado corte na nadadeira caudal para coleta de sangue (0,1 mL) destinado ao
esfregaco dos eritrocitos para contagem de micronucleos e alteraces morfoldgicas
nucleares. Duas extensdes sanguineas de cada peixe foram realizadas e colocadas para
secar a temperatura ambiente.

Laminas foram coradas com Reativo de Schiff e contra-coradas com Fast green.
A contagem dos micronucleos e alteragcbes morfoldgicas nucleares foi realizada em
microscopio éptico Nikon, no aumento de 1000X. De cada peixe foram contadas 2.000
células ecalculado a frequéncia de micronucleos (MCN) e indice de genotoxicidade
(1G).

Para calcular a frequéncia de micronucleos (MCN) e o indice de genotoxicidade
(IG) foram utilizadas as seguintes formulas:

Total de micronucleos Total de células alteradas

MCN X100 1G

- Total de células observadas - Total de células observadas

2. 5. 2 Ensaio do cometa em Astyanax lacustris

O ensaio do cometa em Astyanax lacustris seguiu metodologia proposta por
Ventura (2004) com adapacdes. Os mesmos peixes utilizados para o o teste de
micronucleo pisceo e alteragcbes morfoldgicas nucleares foram utilizados para o ensaio
do cometa, totalizando cinco peixes por ponto amostral.

O sangue foi coletado por puncdo branquial (6pL) e diluido em 2000uL de
solucdo salina (PBS). Duas laminas foram confeccionadas para cada um dos peixes e
cada lamina foi preparada com 20uL de suspenséo celular e 120 pL de agarose de baixo
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ponto de fusdo 0,5% (v/v) a 37°C. As laminas permaneceram em solucdo de lise e em
sequida 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
25V, 300 mA, por 20 minutos. As laminas foram neutralizadas com Tris 0,4 mol LY
posteriormente coradas com brometo de etideo (0,002mg/mL) e 50 nucledides por
lamina foram classificados e contados visualmente por um U(nico observador em
microscopio de fluorescéncia na objetiva de 40x.

A classifica¢do dos danos de acordo com o tamanho da cauda do nucledide segiu
os critérios de Ventura (2004). Foram realizados os célculos de células danificadas
multiplicadas pelo grau de dano (CS) e células com cometa (TCA):

CS = (dano1X1) + (dano2X2) + (dano3X3) TCA = danol + dano2 + dano3 + dano4
+ (dano4X4)

2. 6 Teste de Salmonella/microssoma

O potencial mutagénico das amostras de dgua das pisciculturas foi avaliado pelo
método de microsuspensdo com adaptacGes, proposto por Kado et al (1983).
Considerando limita¢des do laboratdrio, o teste de Salmonella/microssoma foi realizado
no periodo do inverno por este representar a situacdo mais critica com base nas outras
andlises biologicas.

As amostras de agua foram filtradas em membranas de nitrocelulose 0,45 pm,
imediatamente apo6s a chegada ao laboratério. Posteriormente, a extracdo organica e
concentracdo das amostras foram realizadas pelo processo de extracdo em fase sélida
(SPE) com cartuchos de polipropileno (6 mL) Oasis HLB 6cc 200 mg (Waters Milford,
MA, USA). As amostras de agua foram carreadas nos cartuchos com um fluxo de
aproximadamente 10 mL/min. A eluicdo dos cartuchos foi realizada com 3 mL de
acetato de etila e 3 mL de metanol. Os extratos obtidos foram rotaevaporados e
resuspendidos em DMSO nas concentragdes desejadas.

Os ensaios foram realizados com linhagens de Salmonella Typhimurium TA98
(hisD3052/rfa/urvB/pKM101/ApT) e TA 100 (hisG46/rfa/AuvrB/pKM101/Ap®) na
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica (fracdo S9, Moltox Molecular Toxicology
Inc., EUA.). Para o preparo do indculo, a suspensdo bacteriana foi inoculada em 20 mL
Caldo Nutriente n°2 (Oxoid, Inglaterra) a 37°C overnight em uma incubadora com
agitacdo orbital. A fim de se obter uma suspensdo de aproximadamente 1-2x10°
bactérias/mL, o indculo foi padronizado em um espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 650 nm e absorbancia de 0,4. O inéculo padronizado foi centrifugado a 10.000g
por 10 minutos, a 4°C e posteriormente, ressuspendido em 4 mL de tampé&o fosfato de
sodio 0,2 mM.

No ensaio sem ativagdo metabdlica foram adicionados em cada tubo 0,005 mL
da dose 50 mL/eq, 0,05 mL da suspensdo bacteriana e 0,05 mL de tampéo fosfato de
sodio 0,2 mM. No ensaio com ativacdo metabdlica foram adicionados 0,05 mL da
fragdo S9 em substituicdo ao tampéo fosfato de sodio. Os tubos foram incubados por 90
minutos a 37°C. Apds o periodo de pré-incubagdo, 2 mL de “top agar” (0,6% (w/v)
cloreto de sddio, 0,6% (w/v) agar-a4gar, 0,5 mM L-Histidina, 0,5% (w/v) D-Biotina)
foram adicionados a solugédo e os tubos foram homogeneizados e vertidos em placas
com Agar Minimo Glicosado (AMG) (1.5% (w/v) agar-agar, solucdo de glicose 10%
(v/v) e 0,02% (v/v) solucao de Vogel Boner 50x). O nimero de coldnias revertentes por
placa, his+, foi mensurado apos 48-66 horas a 37°C de incubagdo. Os ensaios foram
realizados em dose Unica (50 mL/equivalente).
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Nos ensaios sem ativacdo metabolica foram utilizados os seguintes controles
positivos: 4-nitro-ofenilenodiamina (NPD, 10pg/placa) para linhagen TA98 e azida
sodica (2,5ug/placa) para a linhagem TA100. Nos ensaios com ativagao metabolica foi
empregado 0 composto 2-aminoantraceno (2-AA 0,625 pg/placa) para as linhagens TA
98 e TA 100. Os controles negativos foram realizados com o solvente da amostra,
DMSO (5 uL/placa).

Os valores de reversdo em colbnias por placa para controles positivo
encontrados foram 271,5 para linhagen TA98 sem ativacdo metabolica, 902,5 para
linhagen TA98 com ativacdo metabdlica, 909,0 para linhagem TA100 sem ativacédo
metabolica e 902,5 para linhagem TA100 com ativagdo metabolica.

Os valores de reversdo em col6nias por placa para controles negativo
encontrados foram 52,8 para linhagen TA98 sem ativacdo metabdlica, 52,0 para
linhagen TA98 com ativacdo metabdlica, 177,0 para linhagem TA100 sem ativacao
metabdlica e 151,24 para linhagem TA100 com ativacdo metabdlica.

A razdo de mutagenicidade (RM) foi calculada de acordo com a seguinte

férmula;

RM Numero de revertentes/amostra

Controle negativo
A amostra foi considerada com potencial mutagénico quando a razdo de
mutagenicidade (RM) foi igual ou maior que 2,0. Os resultados do teste foram
apresentados de forma qualitativa. Os resultados de RM maior que 2,0 foram
considerados positivos. Os resultados de RM menor que dois foram considerados
negativos. Os resultados de RM menor que 7,0 foram considerados toxicos.

2. 7 Coleta de agua e Analises Quimicas

Considerando os resultados obtidos por meio das anélises bioldgicas e demais
parametros, posteriormente foi realizada coleta de agua nos mesmos pontos amostrais
em junho de 2016 para a realizacdo de analise de metais e contaminantes emergentes na
agua.

2. 7. 1 Amostragem e determinacdo de metais em agua.

As amostras de dgua foram coletadas utilizando-se frascos de vidro de 1000 mL.
No local da coleta foi adicionado &cido nitrico (grau analitico) & amostra até atingir pH
inferior a 2. Os frascos foram vedados, transportados até o Laboratério de Metabolismo
Mineral e Biomateriais da Faculdade de Medicina da UFMS e armazenados em
refrigeracdo até 0 momento da andlise.

A concentragcdo de elementos (Fe, Mn, Cr, Al, Cu, Zn, Ni, Cd, Co) foi
determinada utilizando um espectrdmetro de emissdo Optica indutivamente acoplado
com plasma de argonio (ICP-OES) da marca ThermoScientific, EUA, modelo iCAP
6000®.

A metodologia da determinacéo de metais em agua foi adotada de acordo com os
resultados obtidos nos experimentos de Mermet e Poussuel (1995). A seletividade foi
analisada a partir da largura e meia altura da base do sinal de emissdo da linha de cada
elemento conforme software “ITeva” disponivel para o controle do equipamento.

O gés argonio utilizado foi de alta pureza (99,999%) e adquirido do fabricante
White Martins. As concentragcdes dos diferentes elementos nas amostras foram
determinadas utilizando as correspondentes curvas de calibracdo obtidas a partir de
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solucdes padrbes dos elementos de interesse (Merck). Realizaram-se analises em
triplicata para cada amostra, onde a reprodutividade foi avaliada a partir das flutuacdes
do desvio padréo relativo (RSD) de trés medidas consecutivas do sinal de emissao de
cada elemento.

A validacdo do procedimento analitico ICP-OES para determinacdo quantitativa
dos elementos com comprimentos de onda para valores selecionados e de linearidade é
mostrada na Tabela 1. Durante a analise de ICP-OES, a intensidade da luz emitida por
atomos livres em comprimentos de onda especificos medida é utilizada para determinar
a concentracdo do elemento de interesse. Ap6s a analise do Gltimo padrdo, o R?
(Linearidade) para a curva de calibracdo deve ser de 0,92 a 0,99 dependendo do
elemento.

Tabela 1. Validagdo do método, série ICAP 6000-Duo, ThermoScientific, nebulizagdo pneumatica. Elementos com
comprimentos de onda (nm) e Linearidade (R2).

Al Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn
Comprimento de onda (nm)  308.215 214.438 228.616 283563 327.396 239.562 257.610 341.476 213.856
Linearidade (R?) 0,9763  0,9999 0,9999 0,9997 0,9962 0,8900 0,9999 0,9870 0,9960

2. 7. 2 Determinacdo de contaminantes emergentes

A determinacdo de contaminantes emergentes foi adaptado do método proposto
por Montagner et al. (2014), Machado et al. (2016) e Acayaba (2015).

Amostras de agua foram coletadas em frascos de vidro estéreis de 1000 mL.
Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Quimica Ambiental,
Instituto de Quimica da Unicamp, Campinas-SP,.

Os compostos analisados foram: Cafeina, Imidacloprido, Carbendazim, 2-
Hidroxi Atrazina, Carbofurano, Hexazinona, Tebutiuron, Atrazina, Diuron, Clomazona,
Ametrina, Malation, Testosterona, Tebuconazole, Progesterona, Estriol, Bisfenol A, 17-
a-etinilestradiol, Fipronil, Triclosan e Octilfenol, sendo que Solucbes estoque
individuais (400 mg L™) de cada composto foram preparados a partir do padrdo sélido
apropriado em metanol e armazenado em frascos de vidro ambar a -4°C. Uma mistura
contendo 10 mg L™ de cada um dos compostos analisados foram preparados para
diluicdo das solucdes estoques e utilizado para preparar curvas analiticas.

As amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,45 um
(Sartorius, Alemanha) utilizando um suporte de sistema de filtracdo a vacuo, e, depois
para determinacdo dos compostos em agua foi utilizada a extracdo em fase sélida (SPE-
solid phase extraction) com cartucho Oasis® HLB 500 mg de material de fase sorvente
da Waters®. Na extracdo em fase solida os cartuchos foram condicionados com duas
aliquotas de 3,0 mL de metanol seguido de duas aliquotas de 3,0 mL de agua ultrapura.

As amostras passaram em cartucho com vazdo de 6,0 mL min™. Apés a
extracdo, os cartuchos foram envoltos com papel aluminio e armazenados sob
refrigeracdo (4°C).

A lavagem dos cartuchos foi realizada utilizando 3 mL de agua ultrapura.
Depois, os analitos foram eluidos utilizando duas aliquotas de 2,5 mL de metanol
seguido por uma aliquota de 2,0 mL de acetonitrila em um sistema de coletor de vacuo
de 12 vias. A secagem dos eluatos foi realizada sob um fluxo suave de N, e 0s extratos
finais foram ressuspendidos em 0,4 mL de solucdo MeOH:H,O 30:70 v:v, depois
individualmente diluido quando necessario.

A andlise quimica foi realizada por Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) utilizando um sistema Agilent 1200
Series LC acoplado a um Agilent 6410 Espectrometro de massa triplo quadrupolo
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equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI), operado em modo de
ionizacdo (Tabela 2).

O monitoramento de reacdes mdltiplas (MRM) foi empregado para realizar a
quantificacdo por espectrometria de massas. Durante as andlises (LC-MS/MS) a
linearidade (r?) das curvas analiticas foi de 0,99.
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Tabela 2: Parametros experimentais de LC-MS/MS selecionados para cada composto.

Compostos Tempo de fon Modo fons produto Energia de colisdo Abundancia Parametros Coeficiente de
retencdo precursor ESI (m/z) (eV) relativa (%) instrumentais correlagéo
(min) (m/2) LDI (pg) linear (r?)
Cafeina 3.001 195.1 *) 1381 1101 69.1 15 20 20 317 12.0 15 0.988
Imidacloprido 1.185 256.0 ) 208.9 175.1 10 15 75 25 0.922
Carbendazim 2.324 192.1 *) 160.1 1321 105.1 20 30 35 24.9 18.8 5 0.985
2-Hidroxi Atrazina 3.001 198.2 ) 156.2 1141 86.1 15 20 20 40.3 66.4 5 0.991
Carbofurano 4.491 222.0 ) 1650 123.0 55.0 10 20 16 22.0 153 5 0.988
Hexazinona 5.071 253.2 +) 1711 85.1 711 8 30 31 80.4 53.2 5 0.992
Tebutiuron 5.243 229.1 *) 1721 1161 57.2 10 30 34 56.8 417 5 0.944
Atrazina 5.877 216.2 *) 1741 103.9 15 15 174 5 0.851
Diuron 6.245 233.0 +) 72.1 721 46 20 20 16 35.6 99.4 5 0.855
Clomazona 6.706 240.1 (+) 125.0 1 - 5 0.870
Ametrina 6.877 228.2 *) 186.1  158.1 138.1 15 20 20 14.9 22.9 5 0.928
Malation 7.380 331.0 (+) 285.0 99.0 1 15 0.4 5 0.918
Tebuconazole 9.098 308.2 +) 124.9 70.0 70.0 30 10 20 2.1 15.0 5 0.991
Testosterona 8.092 289.3 (+) 109.1 97.1 79.1 25 20 20 77.8 25 5 0.983
Progesterona 10.335 3153 (+) 109.1 97.2 79.2 15 25 30 63.0 7.7 5 0.992
17-a-etinilestradiol 6.058 295.0 “) 158.9 1449 143.0 30 30 40 79.1 69.6 250 0.707
Bisfenol A 5.562 227.0 ) 210.9 132.9 30 25 82.8 50 0.953
Estriol 4.448 287.0 ) 1709 1449 143.0 30 35 40 91.6 53.9 75 0.994
Fipronil 6.618 434.9 “) 330.0 250.0 183.0 10 15 30 19.7 9.1 25 0.987
Octilfenol 8.074 205.0 ) 132.0 106.0 25 15 1.0 5 0.967
Triclosan 6.849 287.0 () 35.1 37.1 5 5 37.8 75 0.994
Limite de Detec¢do do Instrumento (LDI), fonte de ionizagéo por electrospray (ESI), - auséncia de dado.
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2. 8 Andlise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados provenientes dos testes com Allium cepa e
Astyanax lacustris foram realizados usando a plataforma R (R Development Core Team
2014). Para comparacdo dos pontos de ambas pisciculturas, PRD e PRB, nos periodos
de inverno e verdo foi realizado o teste paramétrico ANOVA, com posteori de Tukey
(0=0.05), tanto para Allium cepa (IM, IMC, IAC e IMT) quanto para Astyanax lacustris
(IG, MCN, CS e TCA). Para as analises estatisticas de comparacgdo entre 0s periodos de
inverno e verdo em cada ponto de coleta foi realizado o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney (a=0.05) para 0 ensaio com A.cepa (IM, IMC, IAC e IMT) e para 0s ensaios
com A. lacustris (IG, MCN, CS e TCA).

Para o teste de Salmonella/microssoma, o0s resultados foram analisados
utilizando o programa estatistico Salanal (U.S. Environmental Protection Agency,
Monitoring Systems Laboratory, EUA, verséo 1.0, do Research Triangle Institute, RTP,
EUA), adotando 0 modelo de Bernstein et al. (1982).

3 Resultados

De acordo com a Fig. 1, baseando-se na classificacdo ndo supervisionada de uso
e cobertura do solo feita com Sistema de Informacgdo Geografica (SIG), a piscicultura
Rio Dourados apresentou ocupacao predominante de fragmentos florestais (32,13%),
agricultura (26,42%) e solo exposto (16,31%). Na piscicultura Rio Brilhante observou-
se predominancia de agricultura (48,02%), pastagem (38,95%) e fragmentos florestais
(7,19%).
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Fig. 1- Mapa de uso e ocupacao do solo das pisciculturas Rio Dourados e Brilhante.



A Tabela 3 apresenta os resultados dos indices provenientes dos testes de Allium
cepa e Astyanax lacustris nos pontos de captacdo ao descarte nas duas pisciculturas no
periodo do inverno.
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Tabela 3- indice Mitético (IM), Indice de morte celular (IMC), Indice de alteragdes cromossdmicas (IAC), indice de mutagenicidade (IMT) em
células meristematicas de Allium cepa, e, nimero medio de Células danificadas multiplicadas pelo grau de dano (CS), Células com cometa (TCA),
Indice de genotoxidade (1G), nimero médio de MicronUcleos (MCN) em Astyanax lacustris em cada ponto de coleta nas pisciculturas no inverno.

Teste Astyanax lacustris
Teste Allium cepa Teste de microntcleo Ensaio do cometa

Ponto IM IMC IAC IMT 1G MCN CS TCA

'CAB 68,98+1,20 ab 0,00+1,00 a 0,80+1,65b 0,02+1,00 b 0,32+3,65a 0,03+1,00a 106,80+1,15 b 35,20+1,13 b
§ ’T1B 63,11+1,08 ab 0,00+1,00 a 0,30+2,01 b 0,00+1,00 b 0,36+3,39 a 0,01+1,00 a 272,40+1,13 a 88,40+1,12 a
E T2B 56,86+1,19 bc 0,09+1,00 a 0,59+1,85 b 0,00+1,00 b 0,27+4,63 a 0,01+1,00a 48,20+1,00 b 15,40+1,00 b
% “TDB 72,88+1,06 a 0,08+1,00 a 0,74+2,20 b 0,04+1,00 b 0,07+2,00 a 0,00+1,00a 305,80+1,10 a 96,60+1,03 a
o
% CN 44,68+1,42 ¢ 0,09+1,00 a 0,51+2,93 b 0,00+1,00 b 0,75+2,02 a 0,05+1,63 a 11,20+1,40b 6,60+1,44 b
=}
E CP 2,57+1,21d 1,39+529 a 35,86+1,85a 4,17+1,38 a - - - -

*CAD 62,32+1,23 a 0,02+1,00 a 0,83+1,80b 0,00+1,00 b 1,40+2,90 a 0,02+1,00 a 260,00+1,70 a 82,80+1,27a
n
?; *T1D 56,13+1,21a 0,00+1,00 a 0,21+1,41 b 0,03+1,04 b 0,63+1,80 a 0,00+1,00 a 298,60+1,05 a 99,80+1,09 a
§ T2D 60,62+1,15 a 0,00+1,00 a 0,17£1,45b 0,02+1,00 b 1,00+1,67 a 0,00+1,00a 276,80+1,19a 82,00+1,14 a
% 8TDD 60,51+1,34 a 0,00+1,00 a 0,53+1,63 b 0,05+1,09 b 0,64+3,68 a 0,01+1,00a 247,20+1,37 a 81,00+1,28 a
o
% CN 44,68+1,42 a 0,00+1,00 a 0,51+2,93 b 0,00+1,00 b 0,75+2,02 a 0,05+1,63 a 11,20+1,40b 6,60+1,44 b
=}
E CP 2,57+1,21b 1,394£529 a 35,86+1,85 a 4,171,444 a - - - -

“Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *Tanque de captacfo piscicultura Rio
Brilhante (CAB),? tanque 1 piscicultura Rio Brilhante (T1B), ® tanque 2 piscicultura Rio Brilhante (T2B), “tanque descarte piscicultura Rio Brilhante (TDB), Tanque
de captagio piscicultura Rio Dourados (CAD), tanque 1 piscicultura Rio Dourados (T1D),” tanque 2 piscicultura Rio Dourados (T2D),® tanque descarte piscicultura
Rio Dourados (TDD), - auséncia de dados para 0 periodo, Controle Negativo (CN), Controle Positivo (CP).



No inverno ndo houve diferenca entre os pontos de captacdo ao descarte das
duas pisciculturas nem se observou citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
quanto a IM, IMC, IAC, IMT, IG e MCN. Observando os resultados de CS e TCA
percebeu-se na piscicultura rio Brilhante que na capatacdo a &gua ndo apresentava
genotoxicidade diferindo do tanque de descarte. Na piscicultura rio Dourados ndo houve
diferencga entre captacdo e descarte de agua, porém os pontos de coleta apresentavam
genotoxicidade quando comparados ao controle negativo.

A Tabela 4 apresenta os resultados dos indices provenientes dos testes de Allium
cepa e Astyanax lacustris nos pontos de captacdo ao descarte nas duas pisciculturas no
periodo do ver&o.
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Tabela 4- Indice Mitético (IM), Indice de morte celular (IMC), indice de alteragdes cromossdémicas (IAC), indice de mutagenicidade (IMT) em
células meristematicas de Allium cepa, e, nimero médio de Células danificadas multiplicadas pelo grau de dano (CS), Células com cometa (TCA),
indice de genotoxidade (1G), nimero médio de Microntcleos (MCN) em Astyanax lacustris em cada ponto de coleta nas pisciculturas no verao.

Teste Astyanax lacustris
Teste Allium cepa Teste de micronucleo Ensaio do Cometa

Ponto IM IMC IAC IMT IG MCN CS TCA
® ‘cAB 53,04+1,26 a 0,00+1,00 a 0,45+1,45b 0,00+1,00 b 0,21+2,17b 0,18+2,44 a 167,60+4,49 a 51,20+3,79 b
5__% T1B 30,39+1,15b 0,02+1,00 a 0,28+1,58 b 0,04+1,00 b 0,43+1,51 ab 0,14+2,26 a 248,40+1,46 a 75,80+1,38 ab
E *T2B 46,50+1,43 ab 0,00+1,00 a 0,21+1,74b 0,06+1,66 b - - 281,20+1,14 a 92,60+1,13 a
o
E ‘TDB 47,83+1,25 ab 0,05+1,41 a 0,15+2,32b 0,02+1,00 b 0,94+1,32 a 0,08+3,96 a 292,00+1,14 a 92,80+1,08 a
P
% CN 44,68+1,42 ab 0,00£1,00 a 0,51+2,93 b 0,00£1,00 b 0,75%2,02 ab 0,06+1,63 a 11,20£1,40 b 6,60+1,44 c
(&}
E CP 2,57+1,21¢c 1,3945,29 a 35,86+1,85a 4,17+1,44 a - - - -

SCAD 32,05+1,17 b 0,02+1,00 a 0,30+2,78 b 0,05+1,63 b - - - -
[%2]
}'; ’T1D 60,25+1,20 a 0,00£1,00 a 1,05£2,92 b 0,15+2,18 b - - 75,60+1,31a 29,40+1,37b
§ T2D 54,11+122 a 0,00£1,00 a 0,70+3,29 b 0,07£1,00 b 0,56+1,51 a 0,04+1,54 a 100,20+£3,12 a 38,00+1,84 b
o
E 5TDD 42,28+1,88 ab 0,07£1,00 a 0,97+2,64 b 0,00£1,00 b - - 84,20+1,64 a 48,60+1,46 a
p -
% CN 44,68+1,42 ab 0,00+1,00 a 0,51+2,93 b 0,00+1,00 b 0,75+2,02 a 0,06+1,63 a 11,20+1,40 a 6,60+1,44 b
(&)
E CP 2,57+121¢c 1,39+5,29 a 35,86+1,85 a 4,17+1,44 a - - - -

“Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *Tanque de captacdo piscicultura Rio
Brilhante (CAB),? tanque 1 piscicultura Rio Brilhante (T1B), ® tanque 2 piscicultura Rio Brilhante (T2B), “tanque descarte piscicultura Rio Brilhante (TDB), *Tanque de
captagdo piscicultura Rio Dourados (CAD), ®tanque 1 piscicultura Rio Dourados (T1D),” tanque 2 piscicultura Rio Dourados (T2D),® tanque descarte piscicultura Rio
Dourados (TDD), - auséncia de dados para 0 periodo, Controle Negativo (CN), Controle Positivo (CP).



No verdo ndo se observou diferenca entre os pontos de captacédo e descarte nem
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade quanto a IM, IMC, 1AC, IMT e MCN
nas duas pisciculturas. Na piscicultura rio Brilhante, com relacdo ao IG houve maior
alteracdo genética no descarte quando comparado ao ponto de captacdo de &dgua, mas
ndo foi detectada genotoxicidade. Os pontos ndo diferiram com relacdo ao CS, mas
apresentaram genotoxicidade e com relacdo ao TCA houve genotoxicidade e menor
alteracdo na captacdo quando comparado ao ponto de descarte.

Na piscicultura rio Dourados no verdo houve menor alteragdo (TCA) no tanque
1 quando comparado ao descarte, sendo que o ponto de descarte apresentou
genotoxicidade. Os pontos de coleta ndo diferiram com relacdo aos demais indices nem
apresentaram toxicidade com relacao aos testes realizados com Astyanax lacustris.

Os resultados dos ensaios biologicos de Allium cepa e Astyanax lacustris
referentes a comparacdo entre os periodos de inverno e verdo para cada ponto de coleta
nas duas pisciculturas estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — indice Mitético (IM), indice de morte celular (IMC), indice de alteracdes cromossdmicas (IAC), indice de mutagenicidade (IMT) em
células meristematicas de Allium cepa, e, nimero médio de Células danificadas multiplicadas pelo grau de dano (CS), Células com cometa (TCA),
indice de genotoxidade (IG), nimero médio de Micronucleos (MCN) em Astyanax lacustris em cada ponto de coleta nas pisciculturas em periodos
de inverno e verdo.

Ponto | Coleta Allium cepa Astyanax lacutris
IM IMC IAC IMT IG MCN CS TCA

'CAB | Verio 53,04+1,26 b 0,00+1,00a 0,45+1,45a 0,00+1,00a | 0,21+2,17a 0,18+2,44a 167,60+4,49 a 51,20+3,79 a
2 Inverno 68,98+1,20a 0,00+1,00a 0,80+165a 0,02+1,00a | 0,32+3,65a 0,03+1,00 a 106,80+1,15 a 35,20+1,13 a
% @ | TIB Verdo 30,39+1,15b  0,02+1,00a 0,28+1,58a 0,04+1,00a | 043+151a 0,14+2,26a 248,40+1,46 a 75,80+1,38 a
§ E Inverno 63,11+1,08a 0,00+1,00a 0,30+2,01a 0,00+1,00a | 0,36+3,39a 0,01+1,00 b 272,40+1,13 a 88,40+1,12 a
3T *T2B Veréo 46,50+1,43a 0,00+1,00a 0,21+1,74a 0,06+1,66 a - - 281,20+1,14 a 92,60+1,13 a
G Inverno 56,86+1,19a 0,09+1,00a 0,59+1,85a 0,00+1,00 a 0,27+4,63 0,01+1,00 48,20+1,00 b 15,40+1,00 b
o “TDB | Verdo 47,83+x1,25b 0,05+1,4l1a 0,15#2,32b 0,02+1,00a | 0,94+1,32a 0,08+3,96 a 292,00+1,14 a 92,80+1,08 a
Inverno 72,88+1,06a 0,08+1,00a 0,74+2,20a 0,04+1,00a | 0,07+#2,00b 0,001,002 305,80+1,10 a 96,60+1,03 a
®CAD | Verfo 32,05+1,17b  0,02+1,00a 0,30+2,78a 0,05+1,63a - - - -
2 Inverno 62,32¢1,23a 0,02#1,00a 0,83+1,80a 0,00+1,00a 1,40+2,90 0,02+1,00 260,00£1,70 82,80+1,27
% g | °TiD Veréo 60,25+¢1,20a 0,00+1,00a 1,05¢#2,92a 0,15+2,18a - - 75,60+1,31 b 29,40+1,37b
§ e Inverno 56,13+1,21a 0,00#1,00a 0,21+141a 0,03+1,04a 0,63+1,80 0,00+1,00 298,60+1,05 a 99,80+1,09 a
3 § T2D Veréo 54,11+122a 0,00+1,00a 0,70+3,29a 0,07+1,00a | 0,56+x1,51a 0,04+154a 100,20+3,12 b 38,00+1,84 a
50 Inverno 60,62+1,15a 0,00+1,00a 0,17+#145a 0,02+1,00a | 1,00+1,67a 0,00+1,00a 276,80+1,19 a 82,00+1,14 a
a 5TDD | Verdo 42,28+1,88a 0,07+x1,00a 0,97+2,64a 0,00+1,00 a 84,20+1,64 b 48,60+1,46 b

Inverno 60,51+1,34a 0,00+1,00a 053+1,63a 0,05+1,09a 0,64+3,68 0,01+1,00 247,20+1,37 a 81,00+1,28 a

“Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Mann Whitney a 5% de significancia. ‘Tanque de captagdo piscicultura
Rio Brilhante (CAB),? tanque 1 piscicultura Rio Brilhante (T1B), * tanque 2 piscicultura Rio Brilhante (T2B), “tanque descarte piscicultura Rio Brilhante (TDB),
Tanque de captagéo piscicultura Rio Dourados (CAD), °tanque 1 piscicultura Rio Dourados (T1D),’ tanque 2 piscicultura Rio Dourados (T2D),® tanque descarte
piscicultura Rio Dourados (TDD), - auséncia de dados para 0 periodo.



Na piscicultura Rio Brilhante para o ponto T2B nédo foi verificada diferenca
entre os periodos de coleta com relagcdo ao indice mitético, ja para os pontos CAB, T1B
e TDB verificou-se maior IM no inverno. E, na piscicultura Rio Dourados verificou-se
maior IM no inverno para o ponto CAD, sendo que os pontos T1D, T2D e TDD ndao
diferiram com relacdo aos periodos de coleta.

Com relagdo ao IMC e IMT néo foi observada diferenca entre os periodos de
inverno e verdo nos pontos das duas pisciculturas e para IAC observou-se mais
alteracdes no inverno no ponto TDB e nos demais pontos ndo foi observado diferenca
estatistica.

Em relacdo aos testes com Astyanax lacustris verificou-se na piscicultura rio
Brilhante maior 1G no ponto TDB no verdo, maior MCN no ponto T1B no verdo e
maiores CS e TCA no verdo para o ponto T2B. Na piscicultura rio Dourados observou-
se maior TCA no inverno para todos os pontos T1D e TDD, e maior CS no inverno para
T1D, T2D e TDD.

Os resultados referentes ao teste de Salmonella/microssoma no periodo de
inverno para cada ponto de coleta nas duas pisciculturas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Resultados obtidos no teste de Salmonella/microssoma em razdo de
mutagenicidade (RM) para os pontos de coletadas duas pisciculturas com as
linhagens TA98 e TA100 de S. Typhimurium na presenca e auséncia de ativagao
metabdlica em periodo de inverno.

TA 98 TA 100
-S9 +S9 -S9 +S9

Ponto

CAB!
T1B?
T2B®

Piscicultura
Rio Brilhante

TDB*

CAD®
T1D®
T2D’

iscicultura
io Dourados

p
R

TDD®

Tanque de captag&o piscicultura Rio Brilhante (CAB), *tanque 1 piscicultura Rio Brilhante
(T1B), *tanque 2 piscicultura Rio Brilhante (T2B), ‘“tanque descarte piscicultura Rio
Brilhante (TDB), °Tanque de captacdo piscicultura Rio Dourados (CAD), ‘tanque 1
piscicultura Rio Dourados (T1D), “tanque 2 piscicultura Rio Dourados (T2D), ®tanque
descarte piscicultura Rio Dourados (TDD).

Legenda:

Toxica (RM<0,7)[ |  Negativa (RM<2,0) [ Positiva (RM>2,0) [

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6 pode ser observado na
piscicultura Rio Brilhante com a linhagem TA98 sem ativacdo metabdlica que a agua
apresentou mutagenicidade tanto na captacdo quanto no descarte. Analisando 0s
resultados da mesma linhagem na presenca de ativagdo metabdlica percebeu-se que ao
entrar na piscicultura a amostra de agua era mutagénica e ao ser descartada a agua era
toxica.

Ja para a linhagem TA 100 na piscicultura Rio Brilhante sem ativagéo
metabolica a agua ao ser captada ndo apresentou atividade mutagénica e ao ser
descartada apresentou toxicidade. Na presenca de ativacdo metabolica a gua entrou na
piscicultura sem apresentar mutagenicidade e foi descartada apresentando
mutagenicidade.

Os resultados da piscicultura Rio Dourados com a linhagem TA98 sem ativacao
metabolica indicaram que a gua apresentou mutagenicidade na captacdo e toxicidade
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no descarte. Analisando os resultados da mesma linhagem na presenca de ativacao
metabdlica percebeu-se que a agua era toxica na captacdo e mutagénica no descarte.

Analisando os resultados da linhagem TA 100 na piscicultura Rio Dourados sem
ativacdo metabolica a agua ao ser captada apresentou atividade mutagénica e ao ser
descartada ndo apresentou mutagenicidade. Na presenca de ativacdo metabdlica a agua
captada e descartada ndo apresentou mutagenicidade.

Com relacdo as condicdes climaticas verificou-se que a temperatura do ar e
pluviosidade foram mais elevadas no verdo (25.04 °C e 8.49 mm respectivamente)
quando comparadas ao periodo de inverno (19.84°C e 1.79 mm, respectivamente). Para
ambos periodos de coleta a umidade relativa foi similar.

Quanto aos parametros fisico-quimicos no periodo do inverno as duas
pisciculturas estavam em acordo com o estabelecido pelo CONAMA 357/2005 (pH 6,0
a 9,0 mV, oxigénio dissolvido = ou >5,0 mg/L e condutividade <100 pS/cm,
respectivamente).

No entanto para o periodo do verdo, as duas pisciculturas apresentaram
condutividade em acordo com o permitido pelo CONAMA 357/2005. Na piscicultura
rio Brilhante verificou-se que ao ser captada a agua estava com niveis de oxigénio
dissolvido de acordo com o permitido pelo CONAMA (5,07 mg/L) e ao ser descartada
apresentava valores abaixo do permitido (4,02 mg/L). Na piscicultura rio Dourados, a
agua apresentou pH em acordo com o estabelecido pelo CONAMA ao ser captada (6,80
mV) e ao ser descartada apresentou pH &cido (5,33 mV).

Os resultados referentes a determinacdo de metais na agua estdo descritos na
Tabela 7.

Tabela 7- Determinagdo de metais em &gua de pisciculturas e comparagdo com valores
recomendados pelo CONAMA (resolucdo n° 357/2005) e EPA (United States
Enviromental Protection Agency) para toxidade aguda e cronica.

Pontos Metais (mg/L)
Al Cu Fe Ni
- J 'CAD ND 0.013+0.0000  0.2380+0.0017 ND
g ° -t:: ’T1D ND 0.0017+0.0003  0.2084+0.0002 ND
2 @ 3 T ND 0.0023£0.0004  0.5987:0.0007 ND
ﬁ S ‘TDD ND 0.0017+0.0003  1.6686+0.0095 ND
- SCAB ND 0.0192+0.0001  0.0215+0.0014  0.2238+0.0022
; ° ';';t ’T1B 0.0852+0.0016  0.0037+0.0007 0.5971+0.0012 0.0030+0.0021
2 &g s 0.10230.0027 ~ 0.00430.0007  0.7349:0.0001 ND
ﬁ . *TDB 0.3826+0.0045 0.0039+0.0012 1.0159+0.0036 ND
CONAMA 0,10 0.009 0,30 0,025
°EPA (toxicidade aguda) 0,75 0,47
°EPA (toxicidade cronica) 0,087 1,00 0,052

Nao detectado (ND),* Tanque de captacdo piscicultura Rio Dourados (CAD), *tanque 1 piscicultura
Rio Dourados (T1D),tanque 2 piscicultura Rio Dourados (T2D),*tanque descarte piscicultura Rio
Dourados (TDD), *Tanque de captaco piscicultura Rio Brilhante (CAB),°tanque 1 piscicultura Rio
Brilhante (T1B), ’ tanque 2 piscicultura Rio Brilhante (T2B), ®tanque descarte piscicultura Rio
Brilhante (TDB). *Valores permitidos para EPA (2016), toxicidade aguda e cronica baseados em
critérios para vida aquética, - sem valor estabelecido.

Para cobalto, cromo, manganés e zinco ndo foram observados valores em

desacordo com o permitido pelo CONAMA e EPA (2016). Com relacdo a aluminio foi
observado niveis acima do permitido pelo CONAMA e EPA (toxicidade cronica) no
descarte da piscicultura rio Brilhante, sendo que na captagdo ndo foi detectado. Na
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piscicultura Rio Dourados nédo foi detectado aluminio e para ambas as pisciculturas nao
foi observado a presenca de cadmio.

Para cobre foi verificado que as duas pisciculturas apresentavam niveis acima do
permitido pelo CONAMA na captacdo de dgua e no descarte niveis em acordo com 0
permitido. Para o elemento ferro, também foi verificado que as duas pisciculturas
apresentavam niveis acima do permitido pelo CONAMA e EPA (toxicidade crbnica) ao
ser descartada e niveis dentro do permitido na captacao de agua.

N&o foi detectado niquel nos pontos da piscicultura rio Dourados, j& na
piscicultura rio Brilhante foi detectado niquel acima do permitido pelo CONAMA e
EPA (toxicidade cronica) na captacdo sendo que no descarte ndo foi detectado.

A Tabela 8 apresenta os resultados referentes a andlise de contaminantes
emergentes na gua das pisciculturas.

Tabela 8 - Anélise de contaminantes emergentes nas amostras de agua das pisciculturas rio Dourados e Brilhante.

Contaminantes  Limitede  Limite de Piscicultura Rio Dourados Piscicultura Rio Brilhante

emergentes (ng/L) deteccdo quantificacdo — CAD TID ) TDD ‘CAE °TIB 78 "TDB

Cafefna 6,0 19,8 46,80 22,50 <MQL <MQL 88,90 32,40 <MQL 24,90

Imidacloprido 53 17,4 <MQL 3490 80,30 30,80 <MQL <MQL <MQL 20,00
Carbendazim 2,7 8,8 <MDL <MQL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL
2-Hidroxi atrazina 2,7 9,0 19,60 27,40 27,40 23,10 20,60 <MQL 67,20 202,20
Hexazinona 2,5 8,1 <MQL <MQL <MQL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL
Tebutiuron 3,0 9,9 <MQL <MQL <MQL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL
Atrazina 3,9 12,8 <MDL <MQL <MQL <MQL <MQL <MDL 53,90 132,30
Clomazona 15 4.8 <MQL <MDL <MQL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL
Malation 29 9,5 <MDL <MQL <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL

Bisfenol A 9,0 29,7 21,70 24,90 16,80 19,20 22,70 30,60 13,80 6,30

Menor que o limite de deteccio (<MDL), menor que o limite de quantificagdo (<MQL),* Tanque de captagdo piscicultura Rio
Dourados (CAD), %tanque 1 piscicultura Rio Dourados (T1D),’3tanque 2 piscicultura Rio Dourados (T2D),‘tanque descarte
piscicultura Rio Dourados (TDD), *Tanque de captagio piscicultura Rio Brilhante (CAB),°tanque 1 piscicultura Rio Brilhante
(T1B), " tanque 2 piscicultura Rio Brilhante (T2B), *tanque descarte piscicultura Rio Brilhante (TDB).

Os contaminantes simazina, carbofurano, diuron, ametrina, testosterona,
tebuconazole, progesterona, estriol, 17 a-etinilestradiol, fipronil, triclosan e octilfenol
ndo foram detectados nas amostras de dgua dos pontos de coleta das duas pisciculturas.

Por meio da andlise de contaminantes emergentes foi detectado cafeina,
imidacloprido, 2-hidroxi atrazina e bisfenol A nas duas pisciculturas tanto na captacéo
guanto no descarte de agua.

Na piscicultura Rio Brilhante foi detectado atrazina tanto na captacdo de agua
quanto no descarte, e clomazona e malation na captacao.

Na piscicultura Rio Dourados foi detectado hexazinona e tebutiuron na captacéo
e descarte de agua, clomazona na captagdo e atrazina no descarte. Malation ndo foi
detectado na captacdo e descarte de agua, mas foi detectado no tanque 1. E, foi
encontrado carbendazim nos tanques 2 e 3 da piscicultura rio Dourados.

4 Discussao

Os resultados referentes a uso e ocupacédo do solo, na piscicultura Rio Dourados,
indicaram elevada proporgdo ocupada por fragmentos florestais (32,13%), sequida de
agricultura (26,42%) e solo exposto (16,31%). A pisicultura Rio brilhante apontou
ocupacdo para atividades de agricultura (48,02%) e pastagem (38,95%) seguida de
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framentos florestais (7,19%). A ocupacdo do solo por fragmentos florestais auxilia na
conservacdo da biodiversidade e na manutencdo da qualidade dos recursos hidricos
(Costa et al. 2014). Entretanto, a exposicdo do solo, existéncia de pastagens e as
atividades agricolas podem influenciar negativamente a qualidade do solo e da 4gua. O
solo exposto esta sujeito a intempéries promovendo a degradacao, e, dependendo de sua
declividade pode ocorrer lixiviagdo, erosdo ou compactacao (Schoonover e Crim 2015).
A ocupacdo do solo por pastagem relacionada a criacdo de gado com consequente
pisoteamento e compactacdo do solo, pode ocasionar em reducdo da cobertura vegetal
nativa e prejudicar os recursos hidricos e comunidades aquaticas (Boughton et al. 2016;
Pulido et al. 2016). Os compostos utilizados em atividades agricolas podem causar a
contaminacéo do solo, podendo ser lixiviados para aguas subterraneas ou escoadas para
aguas superficiais, sendo depositados nos sedimentos de cdrregos ou rios (Yang et al.
2012; Grossberger et al. 2014). Assim sendo, ambas pisciculturas estdo sujeitas a
contaminagdo por compostos provenientes de atividades agricolas, e aos impactos
causados pela pastagem e solo exposto.

Com base nos resultados das Tabelas 3, 4 e 6 foi possivel observar diferenca
guanto a mutagenicidade e genotoxicidade entre aguas provenientes de tanques de
captacdo e descarte em ambas pisciculturas. No periodo do inverno, o teste de
Salmonella/microssoma com a linhagem TA 100 na auséncia e presenca de ativacdo
metabdlica indicou toxicidade e mutagenicidade, respectivamente, no descarte de agua
(PRB). Para o ensaio do Cometa, os danos no DNA foram signitivamente superiores no
descarte da PRB no inverno, e no descarte das duas pisciculturas no verdo. O uso de
antibidticos, horménios e a liberacdo de nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo)
oriundos da racdo e excretas dos peixes, promovem o acumulo de residuos quimicos na
agua dos tanques de pisciculuras, podendo causar toxicidade aos organismos aquaticos
(Fiqueiredo e Leal 2008; Kalantzi et al. 2013; Harnisz et al. 2015). Dessa forma, a
atividade de piscicultura compromete os recursos hidricos e pode causar prejuizos a
biota aquatica (Cardoso et al. 2016). Os padrGes diferenciais quanto as alteracfes
genéticas identificadas nos tanques de descarte das pisciculturas quando comparados
aos tanques de captacdo de dgua podem ser resultantes do efeito da atividade piscicola.

A atividade agricola estd relacionada ao uso de herbicidas, inseticidas e
fungicidas. O uso de tais contaminates organicos pode ocasionar a poluicdo de aguas
superficiais e riscos a organismos expostos (Lari et al. 2014; Petrie et al. 2014;
Thomaidi et al. 2015). Considerando as proximidades de tais atividades nas PRD e PRB
indicada pelo uso e ocupacdo do solo, isso pode implicar em contaminacdo desde as
areas de captacdo de agua. Os resultados do teste de Salmonella/microssoma indicaram
atividade mutagénica no tanque de captagdo nas
PRD e PRB. O ensaio do cometa demonstrou genotoxicidade desde a captacdo de agua
na PRB no verdo e na PRD no periodo do inverno. A mutagenicidade e genotoxicidade
observadas desde areas de captacdo de agua nas pisciculturas podem ter sido
determinadas pelas atividades agricolas indicadas na analise de uso e ocupacéo do solo.

Além disso, os resultados do teste de Salmonella/microssoma, indicaram
atividade mutagénica tanto na presenca quanto na auséncia de ativacdo metabdlica. Tais
resultados podem demonstrar presenca de substancias mutagénicas com acao direta nas
amostras de agua que independem da ativacdo metabolica e de substancias que
dependem da ativagdo metabdlica (Kummrow et al. 2006). As alteracbes genéticas
observadas em areas de captacdo e descarte de agua das pisciculturas podem estar
relacionadas aos compostos quimicos utilizados nas atividades agricolas e na propria
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atividade de piscicultura. A toxicidade da &gua proveniente da atividade piscicola
ressalta a importancia do tratamento de seus efluentes antes de descarta-los em rios.

A comparacdo dos periodos de coleta em cada ponto (Tabela 5) revelou, que no
periodo do inverno, houve maiores valores de indice mitético em ambas pisciculturas.
E, nesse periodo o indice de alteracbes cromossoémicas na PRB pelo Teste de Allium
cepa, e genotoxicidade na PRD pelo ensaio do cometa com A. lacustris foram mais
elevados que no verdo. Tais resultados podem estar relacionados a diferenca na taxa
pluviométrica obsevada entre os periodos de coleta. No periodo de inverno houve
menor taxa de pluviosidade (1.79 mm) quando comparado ao periodo do verdo (8.49
mm). A baixa pluviosidade pode influenciar na concentragio de macro e
micronutrientes nos corpos hidricos, oriundos da atividade de piscicultura, e de
compostos quimicos utilizados em atividades agricolas (Herbeck et al. 2013; Schinasi e
Leon 2014). A menor taxa de pluviosidade no inverno pode ter ocasionado o aumento
da concentragcdo de nutrientes e contaminantes provenientes da atividade piscicola e
agricola nos corpos hidricos. Esse aumento da concentracdo de nutrientes e poluentes
pode ter causado a elevacdo do indice mitético e de alteragbes cromossémicas
resultantes do teste com modelo vegetal, e da genotoxicidade oriunda do ensaio do
cometa com modelo animal.

Entretanto, os ensaios com Astyanax lacustris apresentaram maiores valores de
IG, MCN, CS e TCA no verdo na piscicultura Rio Brilhante. Neste periodo foram
observados niveis de oxigénio dissolvido abaixo do permitido pelo CONAMA (Tabela
1) nos pontos T1B, T2B e TDB desta piscicultura. Isso pode ter ocorrido devido a
pluviosidade mais elevada neste periodo quando comparado ao inverno, ocasionando
maior lixiviacdo de compostos quimicos e nutrientes para a dgua. Durante periodos
chuvosos, o deslocamento de agua nos corpos hidricos, bem como o transporte e
ressuspensdo de poluentes e nutrientes ocorre rapidamente (Malham et al. 2014; Sarria-
Villa et al. 2015). Altas concentracGes de nutrientes na dgua ocasionam crescimento
demasiado de algas, plantas aquaticas, bactérias e fungos heterotroficos. Isso pode
resultar na reducdo dos niveis de oxigénio dissolvido na agua devido ao aumento das
atividades metabdlicas desses organismos (Eruola et al. 2015; Rook et al. 2015). Dessa
forma, a concentragdo de poluentes nos corpos hidricos ocasionada pela velocidade com
gue a agua € movimentada, bem como a toxicidade causada por estes compostos aos
organismos expostos nas pisciculturas sdo determinadas pela taxa pluviométrica.

Considerando as propriedades mutagénicas e genotoxicas identificadas pelas
analises bioldgicas, os resultados das analises quimicas evidenciados a posteriori
indicaram a existéncia de contaminagdo por metais e contaminantes emergentes nas
amostras de agua das pisciculturas. A presenca desses contaminantes na dgua pode estar
associada a mutagenicidade e genotoxicidade identificados no presente estudo.

A existéncia de metais e contaminantes emergentes nas amostras de agua pode
estar associada as atividades agricolas e ocupagdes humanas existentes no entorno das
pisciculturas, e, a propria atividade piscicola. A presenca do metal niquel acima dos
limites estabelecidos pelo CONAMA e EPA na captacdo da PRB e dos contaminantes
imidacloprido, 2-hidroxi atrazina, carbendazim, atrazina, clomazona, malation,
hexazinona e tebutiuron nas amostras de agua das pisciculturas pode ser oriunda da
agricultura. Corbi et al. (2006) demonstraram a presenca de niquel em amostras de
sedimentos de coOrregos proximas a areas de cultivo de cana-de-agucar. Os herbicidas
clomazona, tebutiuron, hexazinona, atrazina e 2-hidroxi atrazina, os inseticidas malation
e imidacloprido, e o fungicida carbendazim séo utilizados durante as praticas agricolas
(Tofoli et al. 2009; Carmo et al. 2013; Singh et al. 2013; Martins et al. 2014; Silva et al.
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2014; Oliveira et al. 2016; ALAMOSBRASIL 2017). Dessa forma, a agricultura
contribui de maneira expressiva na poluicdo da dgua por contaminantes organicos e
inorganicos.

Entretanto, a presenca dos compostos cafeina e bisfenol A nas amostras de agua,
pode ser atribuida as edificacGes observadas no entorno das duas pisciculturas. A
cafeina encontrada nas amostras de agua ndo apresenta riscos aos organismos expostos,
mas esta relacionada a contaminacéo por esgoto doméstico e pode indicar a presenca de
outros contaminantes na &gua (Sodré et al. 2010), como o bisfenol A, composto
utilizado na fabricacdo de platicos (Makinwa e Uadia 2017; Vandenberg et al. 2009).
Isso demonstra que fontes antropogénicas contribuem de maneira expressiva na
contaminacéo dos recursos hidricos.

Os metais aluminio, cobre e ferro encontrados em concentra¢cdes acima do
estabelecido pela legislacdo (CONAMA e EPA) nas amostras de dgua, sdo provenientes
da propria atividade de piscicultura. O aluminio € utilizado na remocao de nutrientes da
agua de pisciculturas, de modo a reduzir o crescimento de plancton e algas nos viveiros
(Queiroz e Silveira 2006). Os elementos cobre e ferro sdo suplementados na racdo de
peixes, pois sdo minerais esséncias na sua dieta (Watanabe et al. 2007). Contudo, o
aluminio foi verificado nos trés ultimos pontos (T1B, T2B e TDB) da piscicultura Rio
Brilhante (PRB), 0 que pode ser atribuido a este local estar ocupado predominantemente
pela agricultura (48,02%) quando comparado a piscicultura Rio Dourados (PRD)
(26,42%). Produtos quimicos utilizados na agricultura podem ser lixiviados para 0s
corpos hidricos, como o silicato de aluminio, que é utilizado para auxiliar no
desenvolvimento de plantas (Castro et al. 2016). Desse modo, as atividades agricolas e
piscicolas contribuiram para a presenca de metais e contaminates emergentes nas
amostras de agua.

Os metais cobre e niquel podem ser toxicos dependendo da concentracdo, e
causar genotoxicidade em peixes (Porto e Ethur 2009; Palermo 2012; Harabawhy e
Mosleh 2014; Kousar e Javed 2015). A exposicdo ao aluminio, dependendo da
concentracdo, pode acarretar em riscos para organismos expostos. O aluminio ¢ um
elemento neurotdxico e pode causar a contaminacdo de ambientes aquaticos (Vilches
2009; Zhang et al.2014). A presenca do metal ferro também pode ser atribuida a
contaminacdo do ambiente aquético. Kieling-Rubio et al. (2015) associaram a
genotoxicidade apresentada pela agua de riachos a concentracfes de ferro acima dos
limites estabelecidos pela legislacdo. As concentracGes dos metais Al, Cu, Fe e Ni
evidenciados nas amostras de agua das pisciculturas em desacordo com o estabelecido
pela legislagdo para corpos de 4gua destinados a aquicultura e criacdo de peixes, podem
ter ocasionado a toxicidade observada na agua das pisciculturas.

Além dos metais, 0s contaminantes emergentes estdo associados a
mutagenicidade e genotoxicidade da agua. A presenca do contaminnate clomazona em
amostras de agua pode estar associada a danos genotdxicos e mutagénicos detectados
pelo Teste de Allium cepa (Silva et al. 2013). Kumar et al. (2010) identificaram
genotoxicidade pelo Ensaio do Cometa, e, mutagenicidade pela presenca de
micronucleos em células de peixes expostos ao inseticida malation. Mutagenicidade e
genotoxicidade foram observadas em organismos expostos ao inseticida imidacloprido
(Karabay e Oguz 2005; Kumar et al. 2013; Iturburu et al. 2016). O herbicida atrazina
pode ocasionar problemas ambientais e genotoxicidade em peixes. Sua degradagéo esta
relacionada a formacéo de 2-hidroxi atrazina (Fu et al. 2013; Carmo et al 2013; Nwani
et al. 2014; Campos et al. 2017). O composto hexazinona pode apresentar
genotoxicidade a organismos aquéticos e potencialidade cancerigena (Martins et al.
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2014; Franco-Bernardes et al. 2015). Franco-Bernardes et al. (2014) avaliaram o0s
efeitos bioquimicos e genéticos do tebutiuron em Oreochromis niloticus e evidenciaram
que este herbicida pode provocar genotoxicidade em peixes. O fungicida possui
potencial mutagénico e carcinogénico (Silva et al. 2014). Spadoto (2013) observou em
seus estudos que o bisfenol A pode apresentar risco ambiental elevado e toxicidade a
organismos aquéticos de &gua doce. Segundo Zhou et al. (2016), concentracdes de
bisfenol A como 228 ng/L podem causar toxicidade aos organismos expostos. Contudo,
os resultados referentes a concentracdo de bisfenol A no presente trabalho foram
inferiores a esta concentracdo. Assim sendo, as alteracGes genéticas detectadas pelos
ensaios utilizados no presente estudo podem estar relacionadas tanto & presenca de
metais (Al, Cu, Ni, Fe) acima dos limites permitidos pela legislacdo, quanto a presenca
de contaminates emergentes (imidacloprido, 2-hidroxi atrazina, carbendazim, atrazina,
clomazona, malation, hexazinona, tebutiuron, bisfenol A) detectados a posteriori nas
amostras de agua das pisciculturas. Este fato ressalta a importancia do descarte
adequado de residuos de agrotoxicos e da conscientiza¢do no uso dos mesmos, para que
ndo contaminem os corpos hidricos. As construgdes de barreiras fisicas bem como o
aumento da area de vegetacdo funcionam como barreira natural e dificultam a chegada
dos residuos quimicos aos corpos hidricos.

5 Conclusdo

Os ensaios ecotoxicoldgicos possibilitaram identificar genotoxicidade e
mutagenicidade nas amostras de agua das pisciculturas. As alteracBes genéticas
evidenciadas podem ter sido ocasionadas por contaminantes quimicos oriundos de
atividades agricolas praticadas no entorno das pisciculturas, e da propria atividade
piscicola. Desta forma, considerando que aguas contaminadas perturbam a estrutura e o
funcionamento dos ecossistemas naturais, 0 presente estudo revelou a importancia do
uso consciente dos agrotoxicos e do tratamento dos efluentes de pisciculturas, de forma
a minimizar os impactos negativos decorrentes dessa atividade nas bacias dos rios
Dourados e Brilhante.
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Anexo |

Water, Air, & Soil Pollution

> Submisséo de manuscrito

A submissdo de um manuscrito implica: que o trabalho descrito ndo tenha sido
publicado antes; que ndo estd sob consideracdo para publicacdo em qualquer outro
lugar; que a sua publicacdo foi aprovada por todos os co-autores, se houver, bem como
pelas autoridades responsaveis (tacita ou explicitamente) no instituto onde o trabalho
foi realizado. O editor ndo seréd considerado legalmente responsavel se houver alguma
reivindicacdo de compensacao.

> Permissoes

Os autores que desejem incluir figuras, tabelas ou passagens de texto que ja tenham sido
publicados em outro lugar sdo obrigados a obter permissdo do(s) proprietario(s) de
direitos autorais, tanto para o formato impresso como on-line, e, incluir evidéncias de
que essa permissao foi concedida ao enviar seus artigos. Qualquer material recebido
sem essa evidéncia sera assumido como tendo origem nos autores.

> Submisséo Online

Por favor, siga o hiperlink "Enviar on-line" a direita e fazer o upload de todos 0s seus
arquivos manuscritos seguindo as instrugcdes dadas na tela.

> Folha de rosto

A pégina de rosto deve incluir:

O (s) nome (s) do (s) autor (es);

Um titulo conciso e informativo;

A (s) filiacdo (Oes) e endereco (s) do (s) autor (es);

O endereco de e-mail e o (S) nimero (s) de telefone do (s) autor;

Se disponivel, 0 ORCID de 16 digitos do (s) autor (es).

> Abstract

Forneca um resumo de 150 a 250 palavras. O resumo ndo deve conter abreviacOes
indefinidas ou referéncias ndo especificadas.

> Palavras-chave

Forneca 4 a 6 palavras-chave que podem ser usadas para fins de indexacéo.

> Formatacdo de texto
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Os manuscritos devem ser enviados em Word, fonte normal e simples (por exemplo, 10
pontos Times Roman) para texto. Use italico para énfase. Utilize a fun¢do de numeracao
automatica de paginas para numerar as paginas. Ndo use funcbes de campo. Use
tabulacBes ou outros comandos para travessdes, ndo a barra de espaco. Use a funcéo de
tabela, ndo planilhas, para fazer tabelas. Use o editor de equacdes ou MathType para
equacOes. Salve seu arquivo no formato docx (Word 2007 ou superior) ou no formato
doc (versdes antigas do Word). Manuscritos com conteddo matematico também podem
ser enviados em LaTeX. Pacote macro LaTeX (zip, 182 kB).

> Cabecalhos

N4&o use mais de trés niveis de titulos exibidos.

> Abreviaturas

As abreviaturas devem ser definidas na primeira mencdo e usadas consistentemente
depois disso.

> Notas de Rodapé

As notas de rodapé podem ser usadas para fornecer informacdes adicionais, que podem
incluir a citacdo de uma referéncia incluida na lista de referéncias. Eles ndo devem
consistir apenas de uma citagdo de referéncia, e eles nunca devem incluir os detalhes
bibliogréaficos de uma referéncia. Eles também ndo devem conter quaisquer figuras ou
tabelas.
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Sempre use notas de rodapé em vez de notas de fim.

> Agradecimentos

Agradecimentos de pessoas, bolsas, fundos, etc devem ser colocados em uma segédo
separada na pagina de rosto. Os nomes das organizacOes de financiamento devem ser
escritos na integra.

> Citacéo

Cite referéncias no texto por nome e ano entre parénteses. Alguns exemplos:

A pesquisa de negociacao abrange muitas disciplinas (Thompson, 1990).

Este resultado foi posteriormente contradito por Becker e Seligman (1996).
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Este efeito foi amplamente estudado (Abbott 1991, Barakat et al., 1995, Kelso e Smith,
1998, Medvec et al., 1999).

> Lista de referéncia

A lista de referéncias deve incluir apenas as obras citadas no texto e que tenham sido
publicadas ou aceitas para publicacdo. As comunica¢Ges pessoais e as obras ndo
publicadas s6 devem ser mencionadas no texto. Ndo use notas de rodapé ou notas de
fim como um substituto para uma lista de referéncia.

As entradas da lista de referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelos
sobrenomes do primeiro autor de cada obra.

-artigo de jornal

Harris, M., Karper, E., Stacks, G., Hoffman, D., DeNiro, R., Cruz, P. et ai. (2001).
Escrita de laboratorios e a conexdo de Hollywood. Journal of Film Writing, 44 (3), 213-
245.

-Artigo por DOI

Slifka, M. K., & Whitton, J. L. (2000) ImplicacGes clinicas da producdo de citocina
desregulada. Journal of Molecular Medicine, doi: 10.1007 / s001090000086.

-Livro

Calfee, R. C., & Valencia, R. R. (1991). APA guia para preparar manuscritos para
publicacdo de periodicos. Washington, DC: Associacao Psicoldgica Americana.
-Capitulo de livro

O'Neil, J. M., & Egan, J. (1992). Viagens de personagens de género para homens e
mulheres: Metafora para cicatrizagdo, transicdo e transformacdo. Em B. R. Wainrib
(Ed.), As questdes de género ao longo do ciclo de vida (pp. 107-123). Nova York:
Springer.

-Documento on-line

Abou-Allaban, Y., Dell, M.L., Greenberg, W., Lomax, J., Peteet, J., Torres, M., &
Cowell, V. (2006). Compromissos religiosos / espirituais e pratica psiquiatrica.
Documento de recurso. Associacao Psiquiatrica Americana.
Http://www.psych.org/edu/other_res/lib_archives/archives/200604.pdf. Acessado em 25
de junho de 2007.

Os nomes dos periddicos e os titulos dos livros devem estar em italico.

Para autores que utilizam o EndNote, o Springer fornece um estilo de saida que suporta
a formatacéo de citacdes no texto e lista de referéncias. Estilo EndNote (zip, 3 kB).
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> Tabelas

Todas as tabelas devem ser numeradas usando algarismos arabicos. As tabelas devem
ser sempre citadas no texto em ordem numeérica consecutiva. Para cada tabela, forneca
uma legenda de tabela (titulo) explicando os componentes da tabela.

Identifique qualquer material previamente publicado fornecendo a fonte original na
forma de uma referéncia no final da legenda da tabela.

As notas de rodapé para as tabelas devem ser indicadas por letras minusculas
sobrescritas (ou asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos) e
incluidas abaixo do corpo da tabela.

> Avrte finala e ilustragbes guia

Apresentacdo eletrénica de figuras:

Forneca todos os numeros eletronicamente. Indique qual programa de graficos foi usado
para criar a arte. Para graficos vetoriais, o formato preferido é EPS; Para meios-tons,
use o formato TIFF. Arquivos MSOffice também sdo aceitaveis.

Gréaficos vetoriais contendo fontes devem ter as fontes incorporadas nos arquivos.
Nomeie seus arquivos de figura com "Fig" e o nimero de figura, por exemplo, Figl.

> Linha Arte

N&o use linhas fracas e / ou letras e verifique se todas as linhas e letras dentro das
figuras sdo legiveis no tamanho final. Todas as linhas devem ter pelo menos 0,1 mm
(0,3 pt) de largura. Desenhos de linha digitalizados e desenhos de linha no formato
bitmap devem ter uma resolucdo minima de 1200 dpi.

Graficos vetoriais contendo fontes devem ter as fontes incorporadas nos arquivos.

Arte do meio-tom:

Meio-tom-cor-cinza

Definicdo: Fotografias, desenhos ou pinturas com sombreado fino, etc. Se qualquer
ampliacdo for usada nas fotografias, indique isso usando barras de escala dentro das
proprias figuras. Os meios-tons devem ter uma resolu¢do minima de 300 dpi.
Combinacdo Arte

Defini¢cdo: uma combinacdo de meio-tom e arte de linha, por exemplo, meios-tons que
contém desenhos de linhas, letras extensas, diagramas de cores, etc. Combinagéo arte
deve ter uma resolucdo minima de 600 dpi.

> Aurte da cor
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A arte colorida € gratuita para publicacdo on-line. Se o preto e o branco forem
mostrados na versdo impressa, certifique-se de que as informag6es principais ainda
estardo visiveis. Muitas cores ndo sdo distinguiveis umas das outras quando convertidas
em preto e branco. Uma maneira simples de verificar isso é fazer uma copia xerogréafica
para ver se as distingdes necessarias entre as diferentes cores ainda sdo aparentes.

Se as figuras forem impressas em preto e branco, nédo se refira a cor nas legendas.

As ilustracdes coloridas devem ser apresentadas como RGB (8 bits por canal).

> Figura de rotulacéo

Para adicionar letras, ¢ melhor usar Helvetica ou Arial (fontes sans serif). Mantenha a
rotulacdo consistentemente dimensionada ao longo de sua obra final de tamanho,
geralmente cerca de 2-3 mm (8-12 pt). A variacdo do tamanho do tipo dentro de uma
ilustracdo deve ser minima, por exemplo, ndo utilizar um tipo de 8 pt num eixo e um
tipo de 20 pt para o rétulo do eixo. Evite efeitos como sombreamento, letras de
contorno, etc. N&o inclua titulos ou legendas dentro de suas ilustragdes.

> Numeracéo de figuras

Todas as figuras devem ser numeradas usando algarismos arabicos. As figuras devem
ser sempre citadas no texto em ordem numeérica consecutiva. As partes da figura devem
ser indicadas por letras minusculas (a, b, ¢, etc.). Se um apéndice aparecer no seu artigo
e contiver uma ou mais figuras, continue a numeragao consecutiva do texto principal.
N&o numerar os numeros apéndice,"Al, A2, A3, etc." As figuras em apéndices on-line
(Material Suplementar Eletrdnico) devem, contudo, ser numeradas separadamente.

> Legendas da figura

Cada figura deve ter uma legenda concisa descrevendo com precisdo o que a figura
representa. Inclua as legendas no arquivo de texto do manuscrito, e ndo no arquivo de
figuras.

As legendas das figuras comecam com o termo Fig. Em negrito, seguido pelo nimero
da figura, também em negrito.

Nenhuma pontuacgdo deve ser incluida apds o nimero, nem qualquer pontuacdo a ser
colocada no final da legenda.

Identificar todos os elementos encontrados na figura na legenda da figura; E usar caixas,
circulos, etc., como pontos de coordenadas em gréaficos.

Identifiqgue o material previamente publicado fornecendo a fonte original na forma de

uma citacdo de referéncia no final da legenda da figura.
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> Figura Localizagdo e Tamanho

Os numeros devem ser apresentados separadamente do texto, se possivel. Ao preparar
suas figuras, tamanho figuras para caber na largura da coluna. Para a maioria dos
diarios, as figuras devem ter 39 mm, 84 mm, 129 mm ou 174 mm de largura e ndo mais
de 234 mm. Para os livros e revistas de tamanho de livro, as figuras devem ter 80 mm
ou 122 mm de largura e ndo superior a 198 mm.

> Permissoes

Se vocé incluir figuras que ja foram publicadas em outro lugar, vocé deve obter
permissdo do (s) proprietario (s) de direitos autorais para o formato impresso e on-line.
Lembre-se de que alguns editores ndo concedem direitos eletrénicos gratuitamente e
que a Springer ndo poderad reembolsar quaisquer custos que possam ter ocorrido para
receber essas permissdes. Nesses casos, devem ser utilizados materiais de outras fontes.
> Acessibilidade

Para que as pessoas de todas as capacidades e incapacidades tenham acesso ao contetido
das suas figuras, certifique-se de que todas as figuras tém legendas descritivas (usuarios
cegos poderiam entdo usar um software de texto para voz ou um hardware de texto para
Braille). Padrdes sdo usados em vez de ou para além de cores para transmitir
informacdes (colorblind usuérios seriam capazes de distinguir os elementos visuais)
Qualquer letra de figura tem uma taxa de contraste de pelo menos 4,5: 1.

> Material complementar eletrénico

Springer aceita arquivos multimidia eletrénicos (animacdes, filmes, audio, etc.) e outros
arquivos suplementares a serem publicados on-line juntamente com um artigo ou um
capitulo de livro. Este recurso pode adicionar dimensdo ao artigo do autor, pois certas
informagdes ndo podem ser impressas ou sao mais convenientes em forma eletrénica.
Antes de submeter os conjuntos de dados de pesquisa como material suplementar
eletronico, os autores devem ler a politica de dados de pesquisa da revista. Encorajamos
que os dados de pesquisa sejam arquivados em repositorios de dados sempre que
possivel.

> Submisséo

Fornecer todo o material suplementar em formatos de arquivo padréo.

Inclua em cada arquivo as seguintes informacdes: titulo do artigo, nome do diario,

nomes dos autores; Afiliacéo e endereco de e-mail do autor correspondente.
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Para acomodar os downloads de usuérios, tenha em mente que arquivos de maior
tamanho podem exigir tempos de download muito longos e que alguns usuarios podem
ter outros problemas durante o download.

-Audio, Video e Animacdes:

Relacéo de aspecto: 16: 9 ou 4: 3;

Tamanho méximo do arquivo: 25 GB,;

Duracdo minima do video: 1 seg;

Formatos de arquivo suportados: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf,
mts, m4v, 3gp;

> Texto e Apresentacdes

Envie seu material em formato PDF; doc ou ppt ndo sdo adequados para a viabilidade
em longo prazo. Uma colecdo de figuras também pode ser combinada em um arquivo
PDF.

> Planilhas

As planilhas devem ser convertidas para PDF se ndo houver interacdo com os dados. Se
os leitores deveriam ser encorajados a fazer seus proprios calculos, as planilhas devem
ser enviadas como arquivos .xIs (MS Excel).

> Formatos Especializados

Formato especializado, como .pdb (quimica), .wrl (VRML), .nb (notebook
Mathematica) e .tex também podem ser fornecidos.

> Coletar varios arquivos

E possivel coletar varios arquivos em um arquivo .zip ou .gz.

> Numeracéo

Ao fornecer qualquer material suplementar, o texto deve mencionar especificamente o
material como uma citagdo, semelhante ao das figuras e tabelas. Consulte os arquivos
suplementares como "Recurso Online"”, por exemplo, ... como mostrado na animagéo
(Recurso Online 3)", ... dados adicionais sao fornecidos no Recurso Online 4". Nomeie
0S arquivos consecutivamente, p. "ESM_3.mpg", "ESM_4.pdf".

> Legendas

Para cada material suplementar, forne¢a uma legenda concisa descrevendo o conteudo
do arquivo.

> Processamento de ficheiros suplementares
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Material eletrénico suplementar ser& publicado como recebido do autor sem qualquer
conversao, edicdo ou reformatacao.

> Acessibilidade

Para que as pessoas de todas as habilidades e incapacidades tenham acesso ao conteddo
de seus arquivos suplementares, certifique-se de que 0 manuscrito contém uma legenda
descritiva para cada material suplementar.

Arquivos de video ndo contém nada que pisca mais de trés vezes por segundo (para que
0S usuarios propensos a convulsbes causadas por tais efeitos ndo sdo colocados em
risco).

> Edig&o de idioma inglés

Para editores e revisores avaliarem com precisdo o trabalho apresentado em seu
manuscrito vocé precisa garantir que o idioma Inglés é de qualidade suficiente para ser
compreendido. Se vocé precisar de ajuda para escrever em inglés, vocé deve considerar:
pedindo a um colega que é um falante nativo do inglés para revisar seu manuscrito para
maior clareza, visitando o tutorial em inglés que cobre os erros comuns ao escrever em
inglés, usando um servico de edicdo de linguagem profissional, onde os editores irdo
melhorar o inglés para garantir que seu significado é claro e identificar problemas que
exigem sua revisdo. Dois desses servigos sdo fornecidos por nossos afiliados Nature
Research, Editing Service e American Journal Experts.

> Tutorial em inglés

Servico de Edicdo de Pesquisa de Natureza American Journal Experts

Observe que o0 uso de um servico de edicdo de idioma ndo € um requisito para
publicacdo nesta revista e ndo implica ou garante que o artigo sera selecionado para
revisdo por pares ou aceito.

Se 0 seu manuscrito for aceito, sera verificado por nossos editores para a ortografia e
estilo formal antes da publicacéo.

> Responsabilidades éticas dos autores

Esta revista estd empenhada em defender a integridade do registro cientifico. Como
membro do Committee on Publication Ethics (COPE), a revista seguira as diretrizes da
COPE sobre como lidar com possiveis atos de ma conduta. Os autores devem abster-se
de deturpar os resultados da pesquisa, 0 que poderia prejudicar a confianca na revista, o

profissionalismo da autoria cientifica e, em ultima insténcia, todo o esforgo cientifico.
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Manter a integridade da pesquisa e sua apresentacdo pode ser alcangado seguindo as
regras da boa prética cientifica, que incluem:

O manuscrito ndo foi submetido a mais de uma revista para consideracdo simultanea.

O manuscrito ndo foi publicado anteriormente (em parte ou na integra), a menos que o
novo trabalho se refira a uma expansdo do trabalho anterior (favor fornecer
transparéncia sobre a reutilizacdo de material para evitar a sugestdo de reciclagem de
texto (“auto-plagio™).

Um Unico estudo ndo é dividido em varias partes para aumentar a quantidade de
submissdes e submetido a varias revistas ou a uma revista ao longo do tempo (por
exemplo, "publicacdo de salame™).

Nenhum dado foi fabricado ou manipulado (incluindo imagens) para apoiar suas
conclusoes.

Nenhum dado, texto ou teorias de outros sdo apresentados como se fossem do proprio
autor ("plagio"). Reconhecimentos apropriados a outros trabalhos devem ser dados (isto
inclui o material que é copiado préxima (quase literal), resumido e / ou paraphrased),
aspas sdo usadas para a cdpia literal do material, e as permissdes sdo protegidas para o
material que é protegido por direitos de autor.

Nota importante: o periddico pode usar o software para detectar plagio.

O consentimento para apresentar foi recebido explicitamente de todos os co-autores,
bem como das autoridades responsdveis - tacita ou explicitamente - no
instituto/organizacdo onde o trabalho foi realizado, antes da apresentacao do trabalho.
Os autores cujos nomes aparecem na submissdo contribuiram suficientemente para o
trabalho cientifico e, portanto, compartilham responsabilidade coletiva e
responsabilidade pelos resultados.

Os autores s@o fortemente aconselhados a assegurar o grupo de autores corretos, autor
correspondente e ordem dos autores na submissdo. As alteracdes de autor ou na ordem
dos autores ndo sao aceitas apds a aceitacdo de um manuscrito.

A adicdo e / ou a excluséo de autores na fase de revisdo pode justificadamente justificar-
se. Uma carta deve acompanhar o manuscrito revisado para explicar o papel do (s) autor
(es) adicionado (s) e / ou excluido (s). Documentacao adicional pode ser necessaria para

apoiar o seu pedido.
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Os pedidos de adigdo ou remocdo de autores como resultado de litigios de autoria apos a
aceitacdo sdao honrados apos a notificacdo formal pelo instituto ou érgdo independente
e/ou quando houver acordo entre todos 0s autores.

A pedido, os autores devem estar preparados para enviar documentacio ou dados
relevantes para verificar a validade dos resultados. Isso pode ser na forma de dados
brutos, amostras, registros, etc. Informacdo sensivel sob a forma de dados confidenciais
proprietarios é excluida.

Se houver suspeita de ma conduta, a revista realizard uma investigacdo seguindo as
diretrizes da COPE. Se, ap0s a investigacdo, a alegacao parecer suscitar preocupagdes
validas, o autor acusado sera contactado e tera a oportunidade de abordar a questdo. Se a
ma conduta tiver sido estabelecida além de qualquer duvida razoavel, isso pode resultar
na implementacdo do Editor-Chefe das seguintes medidas, incluindo, mas ndo se
limitando a:

Se 0 artigo ainda esta em consideracdo, ele pode ser rejeitado e devolvido ao autor;

Se o artigo ja foi publicado on-line, dependendo da natureza e gravidade da infracéo,
uma errata serd colocada com o artigo ou em casos graves retracdo completa do artigo
ird ocorrer. A razdo deve ser dada na errata publicada ou nota de retracdo. Observe que
a retracdo significa que o papel é mantido na plataforma, com marca d'agua "retraida" e
uma explicagdo para a retracdo é fornecida em uma nota ligada ao artigo com marca
d'agua. A instituicdo do autor pode ser informada.

> Cumprimento das normas éticas

Para assegurar a objetividade e a transparéncia na pesquisa e assegurar que 0s principios
aceitos de conduta ética e profissional tenham sido seguidos, 0s autores devem incluir
informacdes sobre fontes de financiamento, potenciais conflitos de interesses
(financeiros ou ndo financeiros), consentimento informado. Participantes, e uma
declaracdo sobre 0 bem-estar dos animais se a pesquisa envolveu animais.

Os autores devem incluir as seguintes declaragdes (se aplicavel) em uma secdo separada
intitulada "Conformidade com os Padrdes Eticos" ao enviar um artigo:

Divulgacéo de potenciais conflitos de interesses;

Pesquisa envolvendo participantes humanos e/ou animais;

> Consentimento informado

Observe que os padrdes podem variar ligeiramente por revista, dependendo de suas

politicas de revisdo pelos pares (ou seja, revisao de pares simples ou duplo-cego), bem
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como por disciplina de disciplina do periédico. Antes de submeter o seu artigo,
verifique cuidadosamente as instrugdes que se seguem a esta seccao.

O autor correspondente deve estar preparado para coletar documentacdo de
conformidade com padrdes éticos e enviar se solicitado, durante a revisdo por pares ou
apos a publicacéo.

Aos editores se reservam o direito de rejeitar manuscritos que ndo cumpram as
diretrizes acima mencionadas. O autor sera responsabilizado por falsas declaragcdes ou
falhas no cumprimento das diretrizes acima mencionadas.

> Divulgacéo de potenciais conflitos de interesse

Os autores devem divulgar todos os relacionamentos ou interesses que possam ter
influéncia direta ou potencial ou influenciar o trabalho. Embora um autor ndo sinta que
ha qualquer conflito, a divulgacao de relacionamentos e interesses fornece um processo
mais completo e transparente, levando a uma avalia¢ao precisa e objetiva do trabalho. A
percepcdo de conflitos de interesses reais ou percebidos é uma perspectiva a que 0s
leitores tém direito. Isso ndo significa que uma relacdo financeira com uma organizagao
que patrocinou a pesquisa ou compensacdo recebida por trabalho de consultoria é
inadequada. Exemplos de potenciais conflitos de interesses que estdo direta ou
indiretamente relacionados com a investigacdo podem incluir, mas ndo estdo limitados
aos seguintes:

-Subsidios de pesquisa de agéncias de financiamento (por favor, informe o financiador
de pesquisa e 0 numero de concessdo);

-Honorarios por falar em simposios;

-Apoio financeiro para participar de simpdsios;

-Apoio financeiro para programas educacionais;

-Emprego ou consulta;

-Apoio de um patrocinador do projeto;

-Posi¢do em conselho consultivo ou conselho de administragcdo ou outro tipo de relacfes
de gestéo;

-Afiliagdes multiplas;

-Relagdes financeiras, por exemplo, participacdo em ac¢des ou juros de investimento;
-Direitos de propriedade intelectual (por exemplo, patentes, direitos autorais e royalties
de tais direitos);

-Possas de conjuge e / ou filhos que possam ter interesse financeiro no trabalho.
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Além disso, os interesses que vao além dos interesses financeiros e compensacao
(interesses ndo financeiros) que podem ser importantes para os leitores devem ser
divulgados. Estes podem incluir, mas ndo estdo limitados a relacionamentos pessoais ou
interesses concorrentes direta ou indiretamente vinculados a esta pesquisa, ou interesses
profissionais ou crengas pessoais que podem influenciar a sua pesquisa.

O autor correspondente coleta as formas de divulgagéo de conflito de interesse de todos
0s autores. Nas colaboracfes de autores onde acordos formais de representacdo o
permitem, basta que o autor correspondente assine o formulario de divulgacdo em nome
de todos os autores. Exemplos de formularios podem ser encontrados

Aqui:

O autor correspondente incluira uma declaracdo resumida no texto do manuscrito em
uma secdo separada antes da lista de referéncia, que reflete 0 que esta registrado no
potencial formulario de divulgacao de conflito de interesses.

Veja abaixo exemplos de divulgagdes:

Financiamento: Este estudo foi financiado por X (concessao nimero X).

Conflito de interesse: O autor A recebeu subsidios de pesquisa da empresa A. O autor B
recebeu um orador honorario da empresa X e possui acdes na empresa Y. O autor C é
membro do comité Z.

Se ndo houver conflito, os autores devem declarar:

Conflito de Interesses: Os autores declaram néo ter conflito de interesses.

> Apbs a aceitacao:

Ap0s a aceitacdo do seu artigo, vocé recebera um link para o aplicativo de consulta de
autor especial na pagina da Springer na qual vocé pode assinar a declaracdo de
transferéncia de direitos autorais on-line e indicar se vocé deseja pedir OpenChoice e
offprints.

Uma vez que o pedido de consulta de autor tenha sido concluido, seu artigo sera
processado e vocé recebera as provas.

> Transferéncia de direitos autorais

Os autores serdo solicitados a transferir os direitos autorais do artigo para o Editor (ou
conceder a Editora direitos exclusivos de publicacao e divulgacdo). Isso garantira a mais
ampla protecéo possivel e disseminagéo de informagdes sob leis de direitos autorais.
Licenca Creative Commons Atribui¢do-Uso Nao-Comercial 4.0 Licencga Internacional

> Offprints
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As remessas podem ser encomendadas pelo autor correspondente.

> llustracdes coloridas

A publicacao de ilustracdes coloridas é gratuita.

> Leitura de prova

A finalidade da prova é verificar se ha erros de composi¢do ou de conversdo, bem como
a integridade e precisao do texto, tabelas e figuras. Alteragdes substanciais no contetdo,
por exemplo, novos resultados, valores corrigidos, titulo e autoria, ndo sdo permitidas
sem a aprovacao do Editor.

Apos a publicacdo on-line, outras alteracdes s6 podem ser feitas sob a forma de um
Erratum, que sera hiperlink para o artigo.

> Primeiro online

O artigo serd publicado online ap6s o recebimento das provas corrigidas. Esta é a
primeira publicagdo oficial citable com o DOI. Apds o langamento da versdo impressa,
o0 papel também pode ser citado por nimero e nimeros de pagina.

> Open choice

Além do processo normal de publicacdo (no qual um artigo é submetido a revista e o
acesso a esse artigo é concedido a clientes que compraram uma assinatura), a Springer
oferece uma opcdo alternativa de publicacdo: Springer Open Choice. Um artigo
Springer Open Choice recebe todos os beneficios de um artigo baseado em assinatura
regular, mas, além disso, € disponibilizado publicamente através da plataforma online
SpringerLink da Springer.

> Escolha aberta

Direitos de autor e termo da licenga - CC BY

Escolha aberta de artigos ndo exige a transferéncia de direitos autorais como o direito de
autor permanece com o autor. Ao optar pelo acesso aberto, o (s) autor (es) concordam
em publicar o artigo sob a Licenca Creative Commons Attribution License.

Saiba mais sobre o contrato de licenga.
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Anexo |1

uunrmﬂmmu;m
FUNDACAD UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORLA DE ENSING DE POS-GRADUACAD E PESQUDSA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS, 8 de julba de 2005,

CERTIFICADD

Cestificames gue o prajelo inlitulade "Determinacio de Potencial
Genotdxics & Mutagénico de Recursos Hidricos da Regilo da Grande
Douradas”, protocols n® 1072015, sob responsabilidade de Alesdia Barufatt
Grisolia - que envolve 2 produc3o, manutenc3e efou utilizacdo de animals
pertencentes ao filo Chorolafa, sudvilo Mertebrals (exceto o homem), para
fins de pesguisa cientifica [ou ensino), encontra-se de acordo com oS
preceitos da Lel n® 11.794, de 0B de outubeo de 2008, do Deoeto n®
b.8%9, de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Consalho
Madonal de Controle da Experimentacio Animal (CONOEA), e fol aprovado
pala Comissip de Etica no Uso de Animais (CEUAJUFGD) da Universidade
Federal da Grande Douwrados, em reunido de 02 de junho de 2015.

Vigericia do Froero 15072015 - F004/2018
Eipebe i Taaga Afyanas Sp.

AT g ATAE 340
e e i0q
S Machios & Fémess

Arimais de descaie de PRkt itires da Regisa de
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Cordenadara CEUA
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