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Resumo  1 

Os recursos hídricos sofrem influência das atividades antrópicas ao longo de toda 2 

sua extensão. Essas atividades proporcionam a liberação de efluentes provenientes de 3 

esgoto doméstico e atividades agroindustriais comprometendo a qualidade da água e 4 

causando danos genéticos aos organismos expostos. Assim, o trabalho teve como 5 

objetivo: determinar a presença de metais e contaminantes emergentes nos rios Dourados 6 

e Brilhante, avaliar efeitos biológicos em organismos testes, bem como avaliar a 7 

influência do uso e cobertura do solo na qualidade da água. Proporções de uso e cobertura 8 

do solo foram mensuradas com auxílio do programa ArcGIS®. Metais foram 9 

determinados por espectrometria de emissão atômica por plasma acoplado indutivamente. 10 

Contaminantes Emergentes (CEs) foram determinados utilizando extração em fase sólida 11 

seguido de análise em cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas e 12 

análises físico-químicas foram realizadas utilizando sonda multiparâmetro. Amostras de 13 

água foram avaliadas utilizando os testes de Allium cepa e Astyanax lacustris. Efeitos de 14 

misturas de CEs foram analisados de acordo com alterações na expressão de genes em 15 

embriões de zebrafish. A análise de uso e cobertura do solo mostrou que as áreas no 16 

entorno do pontos de amostragem são ocupadas predominantemente por atividade 17 

agrícola. Dados físico-químicos como, oxigênio dissolvido e pH apresentaram valores 18 

acima da legislação brasileira. Os resultados do teste de A. cepa sugerem que amostras de 19 

água de ambos os rios exerceram efeitos citotóxicos e genotóxicos significativos, 20 

especialmente para índice mitótico. Para o teste com A. lacustris, também verificou-se 21 

efeito genotóxico, observado pela diferença significativa entre anormalidades nucleares, 22 

quebras no DNA observados pelo Ensaio do Cometa. Além do mais, a análise de 23 

correlação de Pearson revelou que os dados de uso e cobertura do solo e parâmetros físico-24 

químicos foram estatisticamente correlacionados com danos genéticos nos bioensaios 25 

realizados. Para análise molecular, misturas de CEs induziram a expressão dos genes cat, 26 

cyp19a1b e cyp1a. Neste contexto, os resultados indicam a influência do uso e cobertura 27 

do solo na contaminação dos recursos hídricos por metais e CEs. Além do potencial das 28 

amostras de água proveniente dos rios Dourados e Brilhante em causar efeitos biológicos 29 

adversos nos organismos expostos. 30 

Palavras-chave: Uso e cobertura do solo; metais; contaminantes emergentes; Allium 31 

cepa; Astyanax lacustris; Danio rerio.  32 

 33 

 34 
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Abstract 35 

Water resources are influenced by anthropogenic activities along their entire length. 36 

These activities provide for the release of effluents from domestic sewage and agro-37 

industrial activities that compromise water quality and cause genetic damage to exposed 38 

organisms. The objective of this study was to determine the presence of metals and 39 

pollutants in the Dourados and Brilhante rivers, to evaluate biological effects in test 40 

organisms, as well as to evaluate the influence of use and land cover on water quality. 41 

Proportions of land use and cover were measured using the ArcGIS® program. Metals 42 

were determined by inductively coupled plasma atomic emission spectrometry. Emerging 43 

pollutants (ECs) were determined using solid-phase extraction followed by liquid 44 

chromatography coupled to mass spectrometry and physical-chemical analyzes were 45 

performed using multiparameter probe. Water samples were evaluated using the tests of 46 

Allium cepa and Astyanax lacustris. Effects of mixtures of ECs were analyzed according 47 

to changes in gene expression in zebrafish embryos. The analysis of land use and cover 48 

showed that the areas around the sampling sites are predominantly occupied by 49 

agricultural activity. Physical-chemical data such as dissolved oxygen and pH presented 50 

values above Brazilian legislation. The results of the A. cepa suggest that water samples 51 

from both rivers exerted significant cytotoxic and genotoxic effects, especially for mitotic 52 

index. For the A. lacustris test, genotoxic effect was also observed, observed by the 53 

significant difference between nuclear abnormalities, DNA breaks observed by the Comet 54 

Assay. Moreover, Pearson's correlation analysis revealed that use and land cover data and 55 

physico-chemical parameters were statistically correlated with genetic damage in the 56 

bioassays performed. For molecular analysis, mixtures of ECs induced expression of the 57 

cat, cyp19a1b and cyp1a genes. In this context, the results indicate the influence of soil 58 

use and coverage on the contamination of water resources by metals and ECs. In addition 59 

to the potential of water samples from the Dourados and Brilhante rivers to cause adverse 60 

biological effects on exposed organisms. 61 

Keywords: Use and land cover; metals; emerging contaminants; Allium cepa; Astyanax 62 

lacustris; Danio rerio. 63 

 64 

 65 

 66 

 67 

 68 
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1. Introdução geral e relevância do tema  69 

A qualidade da água é um dos requisitos fundamentais para a saúde humana e 70 

qualidade de vida dos ecossistemas. No entanto, atividades antrópicas como o processo 71 

de urbanização, industrialização e atividades agropecuárias vêm promovendo impactos 72 

aos ambiente aquáticos (da Rocha et al., 2018). 73 

A avaliação da relação de uso e cobertura do solo próximos aos recursos hídricos 74 

e a qualidade da água constituem parâmetros importantes nos estudos de bacias 75 

hidrográficas (Wan et al., 2014). O uso e cobertura do solo, quando não planejado, pode 76 

alterar a qualidade da água em relação as características físico-químicas (Mori et al., 77 

2015), presença de compostos como metais pesados (Oliva et al., 2012) e emergentes 78 

(Ferreira, 2005; Masiá et al., 2015), devido à proximidade de atividades antrópicas em 79 

torno dos recursos hídricos ou escoamento superficial de contaminantes. 80 

Atividades agrícolas desordenadas (por exemplo, manejo inadequado do solo e 81 

intenso uso de defensivos agrícolas) alteram processos hidrológicos, reduzem a 82 

capacidade de infiltração da água nos solos e aumentam as taxas de escoamento 83 

superficial. Assim, práticas agrícolas inadequadas podem constituir um dos principais 84 

fatores de degradação dos recursos hídricos (Muritiba, 2011). 85 

Atividades agrícolas geram resíduos que podem impactar o ambiente e a qualidade 86 

dos recursos hídricos. A atividade agrícola do Estado de Mato Grosso do Sul (MS) está 87 

fortemente ligada à produção de culturas temporárias que ocupam lugar de destaque na 88 

produção em nível nacional como milho (3º lugar), cana-de-açúcar (4º lugar) e soja (5º 89 

lugar) (IBGE, 2016). 90 

Neste contexto, os rios Dourados e Brilhante se caracterizam por apresentar 91 

atividades econômicas por quase toda sua extensão, liberando efluentes provenientes de 92 

esgoto doméstico, lixo urbano, descarte de resíduos industriais para rios e córregos 93 

pertencentes a essas bacias comprometendo a qualidade da água, sendo necessário a 94 

avaliação da qualidade desses recursos hídricos.  95 

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da 96 

resolução nº 357/2005, estabelece parâmetros e limites aceitáveis, a fim de garantir a 97 

qualidade dos ecossistemas aquáticos. Contudo, a avaliação dos parâmetros físico-98 

químicos não revela o efeito da contaminação ambiental sobre os organismos aquáticos, 99 

assim, diversos estudos propondo a utilização de organismos testes, como ferramentas 100 

complementares para avaliação das propriedades citotóxicas e genotóxicas da água de 101 
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rios têm se tornado de grande importância em estudos de avaliação de contaminação 102 

aquática (Nunes et al., 2011; Bianchi et al., 2015). 103 

 O teste Allium cepa tem sido considerado excelente organismo-teste para 104 

avaliação de danos genéticos de diferentes amostras ambientais, tais como águas 105 

superficiais impactadas por atividades antrópicas (Bianchi et al., 2015). Por outro lado, 106 

organismos aquáticos, como Astyanax lacustris e Danio rerio também podem ser 107 

satisfatórios para este tipo de avaliação (Zhang et al., 2003; Trujillo-Jiménez et al., 2011). 108 

Diante do exposto, a utilização de ensaios que avaliem o potencial da água em causar 109 

efeitos biológicos adversos nos organismos expostos constituem ferramenta importantes 110 

no auxílio do monitoramento da qualidade da água. 111 

 112 

 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

 120 

 121 

 122 

 123 

 124 

 125 

 126 

 127 

 128 

 129 

 130 

 131 

 132 

 133 

 134 

 135 
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2. Hipótese 136 

Amostras de águas dos rios Dourados e Brilhante apresentam compostos químicos 137 

que comprometem a qualidade desses recursos hídricos e induzem efeitos biológicos em 138 

organismos expostos. 139 

 140 

 141 

 142 

 143 

 144 

 145 

 146 

 147 

 148 

 149 

 150 

 151 

 152 

 153 

 154 

 155 

 156 

 157 

 158 

 159 

 160 

 161 

 162 

 163 

 164 

 165 

 166 

 167 

 168 

 169 
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3. Objetivos  170 

Objetivo geral 171 

Determinar a presença de metais e contaminantes emergentes nos rios Dourados 172 

e Brilhante, avaliar efeitos biológicos em organismos testes expostos as amostras de água, 173 

bem como avaliar a influência do uso e cobertura do solo na qualidade da água.  174 

 175 

Objetivos específicos  176 

 Artigo 1  177 

 Avaliar a composição química da água (metais e contaminantes emergentes);  178 

 Mapear os tipos de uso e cobertura do solo (%) próximas aos pontos amostrais;  179 

  Investigar a influência das características da paisagem na qualidade da água dos 180 

rios Dourados e Brilhante. 181 

 182 

Artigo 2  183 

 Determinar parâmetros físico-químicos (condutividade elétrica, pH, oxigênio 184 

dissolvido e temperatura) da água e verificar se os mesmos estão em acordo com 185 

limites aceitáveis estabelecidos pela Resolução do Conselho Nacional de 186 

Conselho (CONAMA nº 357, de 17 de Março de 2005 – Classe 2). 187 

 Avaliar o potencial citotóxico e genotóxico de amostras de água superficiais dos 188 

rios Dourados e Brilhante em Allium cepa e Astyanax lacustris; 189 

 Avaliar a influência do uso e cobertura do solo nos danos genéticos e parâmetros 190 

físico-químicos. 191 

 192 

Artigo 3 193 

 Determinar a ocorrência de Contaminantes Emergentes (CEs) em amostras de 194 

água superficial dos rios Dourados e Brilhante;  195 

 Reconstituir água com misturas de CEs; 196 

 Avaliar os efeitos das misturas de CEs, em concentrações previamente 197 

determinados nos rios e ambientalmente relevantes, na expressão gênica de 198 

embriões de zebrafish. 199 

 200 

 201 

 202 
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4. Revisão de literatura  203 

Os recursos hídricos estão entre os ecossistemas mais afetados por serem alvo de 204 

diversos tipos de fontes poluidoras, tais como resíduos agropecuários, industriais, 205 

domésticos, entre outros, gerando grande preocupação em escala mundial. No Brasil, 206 

agências reguladoras foram criadas para monitorar e estabelecer normas a fim de 207 

preservar os recursos hídricos. A Agência Nacional de Águas (ANA), criada no ano de 208 

2000 e vinculada ao Ministério do Meio Ambiente, é responsável por assegurar a atual e 209 

às futuras gerações, a disponibilidade de recursos hídricos com padrões de qualidade de 210 

água adequados aos seus respectivos usos (ANA, 2013). 211 

No Estado de Mato Grosso do Sul, o Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso 212 

do Sul (IMASUL) é responsável pelo monitoramento da qualidade da água de rios e 213 

córregos. O IMASUL controla a qualidade dos recursos hídricos por meio do Programa 214 

de Monitoramento da Qualidade das Águas de Mato Grosso do Sul, e fornece subsídios 215 

ao controle da poluição das águas, por meio de parâmetros físicos, químicos, biológicos, 216 

que contribuem para o uso adequado dos recursos hídricos do Estado (IMASUL, 2016).  217 

 218 

4.1 Caracterização de rios Sul-Mato-Grossenses  219 

As bacias dos rios Dourados e Brilhante localizam-se ao sul do Estado de Mato 220 

Grosso do Sul (Figura 1), na sub-bacia do rio Ivinhema que, por sua vez, se insere na 221 

Bacia Hidrográfica do Alto do rio Paraná (Message et al., 2016). O rio Dourados nasce 222 

na cidade de Antônio João, possui uma extensão de 370 km e ocupa cerca de 20,47 % da 223 

área da sub-bacia do rio Ivinhema e aproximadamente 5,41% da área da Bacia do Rio 224 

Paraná. O rio é considerado de suma importância para o Estado no suprimento de água 225 

para abastecimento público de doze municípios entre eles: Antônio João, Ponta Porã, 226 

Laguna Carapã, Caarapó, Vicentina, Jateí, Glória de Dourados, Ivinhema, Deodápolis, 227 

Fátima do Sul, Itaporã e a cidade de Dourados, considerada a segunda maior cidade do 228 

Estado, com mais de 218 mil habitantes (Mato Grosso do Sul, 2000; Ferreira e Silva, 229 

2015; IBGE, 2017).  230 

O rio Brilhante nasce na cidade de Sidrolândia, possui uma extensão de 344 Km 231 

e ocupa uma área correspondente a 27,2% da área total da Bacia do rio Ivinhema. O rio 232 

funciona como importante fonte de abastecimento hídrico e desenvolvimento de 233 

atividades econômicas para nove munícipios inseridos total ou parcialmente em seus 234 

limites tais como: Angélica, Deodápolis, Douradina, Dourados, Itaporã, Maracaju, Ponta 235 
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Porã, rio Brilhante e Sidrolândia. O rio corre no sentido oeste e se uni aos rios Vacaria e 236 

Dourados ao leste formando o rio Ivinhema (EMBRAPA, 2005; Ferreira e Silva, 2015).  237 

 238 

 239 

Figura 1: Rios Dourados e Brilhante, Mato Grosso do Su, Brasil. 240 

 241 

4.2 Monitoramento ambiental  242 

Os recursos hídricos correspondem ao destino final de muitos efluentes, servindo 243 

de veículo para exposição de organismos aquáticos à poluentes como metais e 244 

contaminantes emergentes comprometendo a qualidade da água (Yi, Yang e Zhang, 2011; 245 

Gonçalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). Desta forma, a utilização de organismos vivos 246 

conhecidos, como modelo experimental na detecção de impactos de contaminantes sobre 247 

os mesmos, denominado biomonitoramento, torna-se uma opção viável para avaliação da 248 

qualidade dos recursos hídricos por meio de bioensaios.  249 

Os bioensaios, por sua vez, correspondem à utilização de métodos adequados para 250 

identificação de efeitos adversos ocasionados por contaminantes ambientais nos 251 

organismos testes. Bioensaios realizados com animais e plantas, separadamente ou em 252 

combinação, são utilizados para avaliar a qualidade da água (Zegura et al., 2009). Dentre 253 
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os testes utilizados para estudos de avaliação ambiental destacam-se teste com Allium 254 

cepa, e testes písceos em Astyanax lacustris e Danio rerio.  255 

 256 

4.2.1 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade  257 

Atualmente, torna-se cada vez mais imprescindível a realização de pesquisas 258 

científicas com o objetivo de avaliar possíveis ameaças dos recursos hídricos aos 259 

organismos expostos considerando as diversas fontes de contaminação destes recursos.  260 

Sendo assim, se faz necessário a utilização de novas ferramentas como avaliação da 261 

citotoxicidade ou genotoxicidade de águas superficiais.  262 

Atividade citotóxica pode ser avaliada por meio da inibição do ciclo celular em 263 

vegetais, caracterizando atividade antiproliferativa ou pelo aumento na divisão celular 264 

(prófase, metáfase, anáfase e telófase), induzindo o aparecimento de tumores nos seres 265 

vivos (Pires et al., 2001). Por outro lado, a atividade genotóxica avalia alterações na 266 

estrutura do DNA, devido a presença de agentes clastogênicos, que promovem a quebra 267 

de cromossomos e/ou aneugênicos, que induzem aneuploidia ou segregação 268 

cromossômica anormal, ocasionando a formação de micronúcleos e/ou alterações 269 

cromossômicas (Silva, Erdtmann e Henriques, 2003; Leme e Marin-Morales, 2009; 270 

Freitas et al., 2016). Alterações genéticas podem ser observadas em organismos 271 

bioindicadores vegetais como Allium cepa (Figura 2) e animais como Astyanax lacustris 272 

(Figura 3), ambos amplamente utilizados para avaliação de amostras ambientais. 273 

O teste de A. cepa é sido considerado excelente para avaliação do potencial 274 

citotóxico e genotóxico de diferentes amostras ambientais, tais como águas superficiais 275 

impactadas por atividades antrópicas (Bianchi et al., 2015), águas residuais (efluentes) e 276 

tratadas (Hemachandra e Pathiratne, 2017). 277 

Bioensaios com plantas superiores como a Allium cepa, têm sido amplamente 278 

utilizados devido suas vantagens como baixo custo; boa correlação com outros testes e 279 

alta sensibilidade. Adicionalmente, os cromossomos de plantas superiores são grandes, 280 

com número reduzido (2n = 16), de fácil visualização, permitindo análises de alterações 281 

cromossômicas (Figura 2) e constituindo ferramenta eficiente em estudos de 282 

monitoramento ambiental (Fiskesjö, 1985; Rank e Nielsen, 1997). 283 
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  284 

Figura 2: Células de Allium cepa. A) C-metáfase, B) Anáfase com Ponte Cromossômica, C) Interfase com 285 

Micronúcleo, D) Interfase com Brotamento nuclear, E) Morte Celular, F) Anáfase com perda 286 

cromossômica. 287 

 288 

 Além dos vegetais, os peixes também são frequentemente utilizados como 289 

organismos testes por bioacumularem substâncias tóxicas e serem sensíveis a compostos 290 

de origem antrópica. O peixe de água doce Astyanax lacustris (Lutken, 1875), 291 

popularmente conhecido como “lambari-do-rabo-amarelo”, tem sido utilizado em estudos 292 

de monitoramento ambiental para a determinação de locais impactados por diferentes 293 

contaminantes (Trujillo-Jiménez et al., 2011; Yamamoto et al., 2016). Os danos genéticos 294 

como formação de micronúcleos e alterações nucleares, bem como a fragmentação do 295 

DNA (Ensaio do Cometa) podem ser utilizados para avaliação da qualidade da água de 296 

águas superficiais (Barros et al., 2017). 297 

 O teste do micronúcleo (MN) e alterações nucleares (Figura 3) é um método 298 

baseado na contagem de alterações genéticas ocasionados por agentes químicos, físicos 299 

ou biológicos, capazes de interferir no processo de ligação do cromossomo às fibras do 300 

fuso, ou que possam promover a perda de material genético (cromossomos inteiros ou 301 

fragmentos) ocasionando a formação de danos genéticos (Silva et al., 2011). O teste MN, 302 

tem sido utilizado para monitorar potencial mutagênico da qualidade da água (Nunes et 303 

al., 2011). 304 
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 305 

Figura 3: Células de Astyanax lacustris. A) Célula sem dano, B) Núcleo lobulado, C) Blebbed nuclei, D) 306 

Notched nuclei, E) Núcleo vacuolizado, F) Citoplasma vacuolizado, G) Célula binucleada, H) Célula sem 307 

núcleo, I) Picnose e J) Micronúcleo.  308 

 309 

 A detecção da atividade genotóxica em águas superficiais pode ser analisada 310 

por meio do Ensaio do Cometa. O referido ensaio está relacionado com a extensão do 311 

DNA que migra para fora do núcleo (Fairbairn et al., 1995). A medida mais utilizada na 312 

avaliação do dano é feita pela relação entre o raio do núcleo e a extensão das caudas 313 

formadas pela migração do DNA (Figura 4). 314 

 315 

 316 

Figura 4: Ensaio do Cometa em células de Astyanax lacustris. A) Classe 0 (material genético sem dano), 317 

B) Classe 1 (dano leve), C) Classe 2 (dano moderado), D) Classe 3 (dano severo) e E) Classe 4 (dano 318 

máximo, DNA totalmente fragmentado). 319 

 320 

4.2.2 Testes moleculares  321 

 Danio rerio (Teleostei: Cyprinidae), conhecido como “peixe-zebra ou 322 

paulistinha”, foi descrito por Francis Hamilton em 1822. Este pequeno teleósteo de água 323 

doce é naturalmente originário do nordeste da Índia e corresponde ao vertebrado com 324 

maior número de genes codificadores de proteínas sequenciados (Liu e Leach, 2011). 325 

Outras inúmeras vantagens tem caracterizado este peixe como bom organismo indicador 326 

como, por exemplo, tamanho do indivíduo adulto entre 3-5 cm, crescimento rápido, 327 

maturidade em torno de três meses, baixo custo de manutenção, grande quantidade de 328 

ovos por dia (50-200 ovos), desenvolvimento extra uterino, ciclo reprodutivo curto e 329 

embriões transparentes (Feitsma e Cuppen, 2008).  330 
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 Atualmente, este peixe é um modelo experimental consolidado e tem sido 331 

amplamente adotado em diversas áreas da ciência, tais como: desenvolvimento (Dishaw 332 

et al., 2014), teratologia (Adeyemi et al., 2015), comportamento (Abdallah, Thomas e 333 

Jonz, 2015), toxicologia (Dai et al., 2014) e genética (Guo et al., 2017).  334 

 Alguns trabalhos têm relacionado diferentes níveis de expressão gênica em 335 

organismos expostos a poluentes ambientais, dentre eles os contaminantes emergentes. O 336 

peixe, como muitos outros vertebrados, reduzem danos causados pelo estresse oxidativo 337 

usando um sistema de defesa com moléculas antioxidantes (Alvarez et al., 2005) ou por 338 

enzimas antioxidantes, como catalase (CAT) (Valavanidis et al., 2006). A transcrição de 339 

catalase mostra uma fraca correlação positiva com dois herbicidas, hexazinona e atrazina, 340 

(Van Der Kraak et al., 2014). 341 

 Além do mais, genes como o cyp19a1b (aromatase B), gene específico do 342 

cérebro, é um marcador bem conhecido para a exposição ao estrogênio considerando que 343 

sua expressão é aumentada em amostras tratadas com Bisfenol A (BPA) (Chen et al., 344 

2017). Além do BPA, estrogênios como estriol também consideram o gene cyp19a1b um 345 

biomarcador notável da exposição xenoestrogênio (Kah, 2013). A indução do gene cyp1a  346 

também pode ser usado como biomarcador para a exposição de peixes a uma variedade 347 

de compostos orgânicos como BPA, cafeína e diuron (Saeed et al., 2016; Aguirre-348 

Martínez et al., 2017; Velki et al., 2017).  349 

 350 

4.2.3 Uso e cobertura do solo  351 

A variação dos parâmetros de uso e cobertura do solo têm efeitos importantes na 352 

qualidade da água dos recursos hídricos e, portanto, é considerada uma ferramenta 353 

potencialmente informativa para análises da integridade dos ecossistemas aquáticos (Bua 354 

et al., 2014). 355 

Diferentes tipos de uso e cobertura do solo devem manter um equilíbrio entre 356 

atividades antrópicas, como produção agropecuária, urbanização e bem estar dos 357 

ecossistemas aquáticos considerando que essas atividades têm consequências ambientais 358 

como alteração da qualidade dos recursos hídricos (DeFries et al., 2004; da Rocha et al., 359 

2018).  360 

A avaliação da relação de uso da terra e qualidade da água superficial é uma 361 

questão importante nos estudos de gestão de bacias hidrográficas (Wan et al., 2014), 362 

considerando que este fator também esta associado a alterações nas características físico-363 
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químicas da água (Mori et al., 2015) e presença de compostos como metais (Oliva et al., 364 

2012) e contaminantes emergentes (Ferreira, 2005; Masiá et al., 2015). 365 

 366 

4.2.4 Monitoramento Químico  367 

Os metais nem sempre apresentam riscos para os ecossistemas, visto que em 368 

baixas concentrações participam de muitos processos fisiológicos, sendo denominados de 369 

elementos essenciais, contudo, em altas concentrações podem ocasionar danos genéticos 370 

nos organismos expostos.  371 

Altas concentrações de metais nos recursos hídricos têm sido associadas a 372 

atividades antrópicas como descarga de resíduos domésticos, agrícolas e industriais não 373 

tratados nos corpos d'água (Khadse et al., 2008; Venugopal et al., 2009). Os metais podem 374 

ser absorvidos pelos organismos por meio de estruturas respiratórias e superfícies do 375 

corpo (Costa et al., 2008). 376 

Nagy et al. (2013) sugerem que a presença de metais induz rupturas de DNA que 377 

podem ser reparadas, no entanto, algumas exposições podem representar lesões contínuas 378 

e danificar o DNA de forma irreversível. Beyersmann e Hartwig (2008) observaram que 379 

considerando propriedades físico-químicas dos metais, a genotoxicidade pode ser causada 380 

por três mecanismos predominantes: (1) indução de estresse oxidativo, causando danos 381 

ao DNA ou estimulando o crescimento celular; (2) inibição dos sistemas de reparo do 382 

DNA, resultando em instabilidade genômica e acumulação de mutações; e (3) 383 

irregularidades na proliferação celular por indução de percursos de sinalização ou 384 

inativação de controles de crescimento. 385 

Além dos metais, a presença de contaminantes emergentes também têm sido alvo 386 

de preocupação da comunidade científica, devido sua persistência, atividade biológica, 387 

além de não serem incluídos em monitoramentos de rotina. Definidos como compostos 388 

de diferentes origens e natureza química, tais como natural ou antrópica, incluindo fontes 389 

uBRanas e agroindustriais, os contaminantes emergentes (CEs) incluem compostos de 390 

origem hospitalar (Thiele-Bruhn, 2003), farmacêutica (urbanos, estoque), higiene pessoal 391 

(Heberer, 2002), defensivos agrícolas (Masiá et al., 2015), subprodutos de desinfecção 392 

(urbanos, industriais) e  produtos químicos industriais (indústria). 393 

No Brasil, segundo Agência Nacional das Águas (ANA) CEs correspondem a 394 

“subprodutos industriais, agrícolas, disruptores endócrinos, produtos farmacêuticos e de 395 

cuidados pessoais, que podem não ser removidos durante os processos mais comuns de 396 

tratamento de efluentes e que acabam contaminando sistemas de água doce. Esses 397 
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contaminantes podem prejudicar o sucesso reprodutivo de organismos vivos e causar 398 

outros impactos ainda não detectados” (ANA, 2013). 399 

Considerando que os CEs não são facilmente eliminados da água pelo processo 400 

de tratamento de águas residuais, estes contaminantes têm gerado grande preocupação 401 

sobre os possíveis efeitos que podem vir a causar nos organismos expostos (Bolong et al., 402 

2009). Desta forma, tais contaminantes são candidatos a futura regulamentação após 403 

estudos de ecotoxicidade, efeitos à saúde humana, potencial de bioacumulação, transporte 404 

e destino nos diferentes compartimentos ambientais (Montagner, Vidal e Acayaba, 2017). 405 

O Brasil apresenta uma ampla área territorial onde se observam cenários que 406 

agravam a situação em relação a presentação de CEs nos recursos hídricos como falta de 407 

saneamento básico em diversas regiões do país, consumo excessivo de defensivos 408 

agrícolas devido a extensa área cultivada e importação ilegal destes produtos para o 409 

Brasil. Pesquisas têm apontado para a existência de rotas que ligam regiões limítrofes do 410 

Brasil, como a região Sul-Mato-Grossense, a países como o Paraguai para a importação 411 

de defensivos agrícolas que se fará burlando as barreiras sanitárias e fiscais estabelecidas 412 

por órgãos como a Receita Federal do Brasil e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 413 

Desta forma, mesmo constituindo crime ambiental e contrabando, os ganhos econômicos 414 

com a compra de defensivos agrícolas no Paraguai têm sido atrativa pelo grande 415 

diferencial de preços, levando muitos agricultores a usar produtos ilegais (Dorfman et al., 416 

2014). Com isso, é de se esperar que as características regionais de cada Estado, tipo de 417 

uso e cobertura do solo e economia, interfiram no tipo e concentração de CEs dependendo 418 

da atividade antrópica realizada e padrão de consumo de cada região (Montagner, Vidal 419 

e Acayaba, 2017). 420 

Diante do exposto, torna-se relevante a realização de pesquisas que (1) avaliem a 421 

influência do uso e cobertura do solo na qualidade da água; (2) determinem a presença de 422 

contaminantes emergentes e metais; (3) determinem condições físico-químicas em 423 

amostras de água e (4) avaliem o potencial da água em causar efeitos biológicos adversos 424 

nos organismos expostos por meio da utilização de boensaios.  425 

 426 
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 840 
Resumo  841 
O objetivo do estudo foi avaliar a composição química da água, analisar os tipos de uso 842 
e cobertura do solo (%), bem como investigar a influência das características da paisagem 843 
na qualidade da água em dois rios Sul-Matogrossenses. Amostras de águas superficiais 844 

foram coletadas em diferentes pontos amostrais, nos rios Dourados e Brilhante, 845 
localizados na Região Sul do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. As proporções de 846 
uso e cobertura do solo foram mensuradas com auxílio do programa ArcGIS® e 847 
categorizados seis classes de uso e cobertura do solo. Metais foram determinados por 848 

meio de espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado. 849 
Contaminantes emergentes (CEs) foram determinados usando extração em fase sólida e 850 
espectrômetro de massa acoplado a cromatografia líquida. Os resultados da análise de uso 851 

e cobertura do solo mostraram que as áreas no entorno do pontos de amostragem são 852 
ocupadas predominantemente pela agricultura. A análise química mostrou que todos os 853 
metais estavam abaixo das concentrações máximas permitidas pela resolução brasileira. 854 
Em relação aos CEs, apenas sete, cafeína, imidacloprido, atrazina, 2-hidroxiatrazina, 855 
tebutiurom, bisfenol A e estriol, foram determinados em ambos os rios, com exceção para 856 

atrazina e estriol no rio Dourados. Observou-se que atividades antrópicas associadas a 857 
redução das matas ciliares, indisponibilidade de infraestrutura para o tratamento de 858 
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efluentes e falta de conscientização da população podem ser considerados importantes 859 

fatores de contaminação dos recursos hídricos.  860 
Palavras-chave: Contaminação da água, metais, contaminantes emergentes.  861 

 862 
Abstract 863 
The objective of the study was to evaluate the chemical composition of the water, to 864 
analyze the types of land use and cover (%), as well as to investigate the influence of 865 
landscape characteristics on water quality in two South-Matogrossenses rivers. Surface 866 
water samples were collected at different sampling sites from the Dourados and Brilhante 867 

Rivers, located in the Southern Region of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil. The 868 
proportions of land use and cover were measured using the ArcGIS® program and 869 
categorized six classes of land use and occupation. Metals were determined by inductively 870 
coupled plasma optical emission spectrometry. Emerging contaminants (ECs) were 871 
determined using solid-phase extraction and liquid chromatography coupled mass 872 

spectrometer. The results of the use and land cover analysis showed that the areas around 873 
the sampling points are predominantly occupied by agriculture. The chemical analysis 874 

showed that all metals were below the maximum concentrations allowed by the Brazilian 875 
Resolution. In relation to ECs, only seven, caffeine, imidacloprid, atrazine, 2-876 
hydroxyatriazine, tebutiurom, bisphenol A and estriol were determined in both Rivers, 877 
except for atrazine and estriol in the Dourados river. Our results show that anthropogenic 878 

activities associated with the reduction of riparian forests, unavailability of infrastructure 879 
for the treatment of effluents and lack of awareness of the population can be considered 880 

important factors of contamination of water resources.  881 
Key woDRs: Contamination of water, metals, emerging contaminants. 882 

 883 
1. Introdução  884 

Nos últimos anos, uma atenção especial tem sido dada à presença de um número 885 
crescente de substâncias de origem natural ou sintética, comumente denominados de 886 
contaminantes emergentes (CEs) incluindo hormônios, produtos farmacêuticos, produtos 887 

para cuidados pessoais, plastificantes e defensivos agrícolas. Essas substâncias estão 888 
sendo amplamente detectados, especialmente em águas superficiais, como estuários, 889 

lagos e rios (Zuccato et al., 2005; Velicu e Suri, 2009; Masiá et al., 2015; Liu et al., 2017; 890 

Gonçalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017)  891 
Além dos CEs a presença de metais não essenciais também têm sido alvo de 892 

preocupação da comunidade científica, devido à sua toxicidade, abundância e persistência 893 
no ambiente. Os efeitos dos metais em águas superficiais podem ser atribuídos a 894 
bioacumulação, bio-concentração e danos genéticos observados em microrganismos, 895 

flora e fauna aquática, afetando a cadeia alimentar e consequentemente a saúde humana 896 
(Yi, Yang e Zhang, 2011; Falandysz et al., 2017). 897 

A contaminação de águas superficiais por CEs e metais têm sido associada a 898 
práticas antrópicas próximas as bacias hidrográficas devido ao escoamento superficial de 899 

resíduos, mineração, e descarte direto de efluentes urbano e agroindustriais. Desta forma, 900 
o tipo de uso e a cobertura do solo reflete diretamente na qualidade da água dos recursos 901 
hídricos (Tran et al., 2010; Oliva et al., 2012; Masiá et al., 2015). 902 
 A Bacia do Alto do rio Paraná fornece água para a região mais densamente 903 
povoada do Brasil. O trecho do Alto do rio Paraná no Estado de Mato Grosso do Sul, 904 

onde estão localizados os rios Dourados e Brilhante, flui por regiões com menor 905 
densidade populacional, porém funcionam como importantes fontes de abastecimento 906 
hídrico e desenvolvimento de atividades econômicas para Região Sul-Mato-Grossense 907 
(Message et al., 2016). No entanto, a expressiva atividade agrícola e a ausência de 908 
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tratamento adequado de esgoto podem impactar negativamente a qualidade da água destes 909 

recursos.  910 
 Investigações anteriores indicaram concentrações de metais acima dos valores 911 
permitidos pela legislação brasileira para os rios Dourados e Brilhante (Maceda et al., 912 

2015; da Rocha et al., 2018). Por outro lado, em relação aos CEs ainda permanece uma 913 
escassez de informações sobre a presença dos mesmos. Desta forma, afim de 914 
compreender o impacto das atividades antropogênicas na qualidade dos recursos hídricos, 915 
o objetivo deste estudo foi avaliar a composição química da água, metais e CEs, analisar 916 
os tipos de uso e cobertura do solo (%), bem como investigar a influência das 917 

características da paisagem na qualidade da água em dois rios Sul-Matogrossenses.  918 
 919 

2. Material e métodos  920 
2.1 Descrição da área de estudo  921 

As bacias dos rios Dourados e Brilhante localizam-se na sub-bacia do rio 922 

Ivinhema que, por sua vez, se insere na Bacia Hidrográfica do Alto do rio Paraná 923 
(Message et al., 2016) (Figura 1). O rio Dourados (DR) nasce no município de Antônio 924 

João, na fronteira de Mato Grosso do Sul com o Paraguai, e tem 370 Km de extensão, 925 
banhando doze municípios dentre eles: Antônio João, Ponta Porã, Laguna Carapã, 926 
Caarapó, Vicentina, Jateí, Glória de Dourados, Ivinhema, Deodápolis, Fátima do Sul, 927 
Itaporã e Dourados (Ferreira e Silva, 2015).  928 

 929 

 930 
Figura 1 Localização dos pontos de amostragem dos rios Dourados (DR) e Brilhante (BR), Estado de Mato 931 
Grosso do Sul, Brasil. 932 

 933 

O rio Brilhante (BR) nasce na cidade de Sidrolândia, possui uma extensão de 344 934 
Km, banhando nove munícipios inseridos total ou parcialmente em seus limites tais como: 935 
Angélica, Deodápolis, Douradina, Dourados, Itaporã, Maracaju, Ponta Porã, rio Brilhante 936 
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e Sidrolândia. O rio corre no sentido oeste e se uni aos rios Vacaria e Dourados ao leste 937 

formando o rio Ivinhema (Ferreira e Silva, 2015).  938 
 939 

2.2 Amostragem  940 

Amostras de água foram coletadas em seis pontos ao longo do DR e BR, 941 
totalizando doze pontos de amostragens. Uma amostra de água superficial foi coletada 942 
em cada pontos de amostragem, em junho de 2016, a uma profundidade de 20 cm, 943 
utilizando garrafas de vidro âmbar esterilizadas 1L. Após a coleta, amostras de água 944 
foram transportadas sob refrigeração e armazenas a 4 °C até o momento das análises. A 945 

seleção dos pontos de amostragem, foi associada às características dos rios, da nascente 946 
a foz, e atividades desenvolvidas nas proximidades, conforme Tabela 1.  947 

 948 
Tabela 1 Caracterização dos pontos de amostragem dos rios Dourados e Brilhante. 949 

Rio Pontos Caracterização da área de estudo 

R
io

  

D
o

u
ra

d
o

s 

(D
R

) 

DR 1 Nascente no município de Antônio João. Área predominantemente agrícola.  

DR 2 Área predominantemente agrícola com presença de mata ciliar. 

DR 3 Ponto próximo a cidade de Dourados. Áreas agrícola e urbana, com mata ciliar.  

DR 4 Ponto próximo a cidade de Fátima do Sul. Área urbana.  

DR 5 Ponto localizado após as cidades de Fátima do Sul e Vicentina. Área agrícola.  

DR 6 Área agrícola e alagada.  

R
io

 

B
ri

lh
a

n
te

 

(B
R

) 

BR 1 Nascente no município de Sidrolândia. Área urbana e agrícola. 

BR 2 Área agrícola, urbana e com mata ciliar.  

BR 3 Ponto próximo a cidade de Maracajú. Área agrícola, urbana e com mata ciliar. 

BR 4 Área predominantemente agrícola e com mata ciliar. 

BR 5 Ponto localizado após a cidade de Douradina. Área agrícola. 

BR 6 Ponto localizado após a cidade de Rio Brilhante. Área agrícola e com pastagem.  

 950 
2.3 Uso e cobertura do solo  951 

As proporções de uso e cobertura do solo nos pontos de amostragem foram 952 

mensuradas em junho de 2016 usando imagens aéreas de alta resolução, obtidas do 953 

Google Earth Pro®, com tamanho de pixel (célula) de 1 m. Para o limite do estudo, foram 954 
gerados buffers de 1,5 km em torno de cada local de amostragem (12 locais), sendo 955 

categorizados seis classes de uso e cobertura do solo: agricultura, pastagens, edificações 956 
urbanas, fragmentos florestais, corpos d'água e áreas úmidas. Para a interpretação das 957 

imagens, utilizou-se uma classificação visual utilizando as ferramentas de escaneamento 958 
fornecidas pelo programa ArcGIS® 10.4 em sua versão de teste (ESRI, 2015), calculando 959 
as áreas e porcentagens de cada categoria de cobertura do solo. 960 

 961 
2.4 Determinação de metais  962 

Considerando trabalhos prévios desenvolvidos no DR e BR, onde foram 963 
observados concentrações de metais acima do permitido para a legislação brasileira, o 964 
presente trabalho analisou a presença dos metais cobre (Cu), zinco (Zn), manganês (Mn), 965 

cromo (Cr), alumínio (Al) e cobalto (Co). Após a coleta, amostras de água foram 966 
acidificadas com ácido nítrico para preservação dos metais (ANA, 2011) e para cada 967 
amostra foram analisadas três subamostras. As concentrações de cada elemento nas 968 
amostras de água foram determinados segundo metodologia proposta por Mermet e 969 

Poussuel (1995) em Espectroscopia de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente 970 
Acoplada (ICP-OES) (Thermo Scientific, EUA, modelo iCAP 6000®), utilizando gás 971 
argônio de alta pureza (99,99%) (White Martins). Metais foram determinados utilizando 972 
curvas de calibração padrão, a partir de solução padrão multielementar com 1000 mg L-1 973 
de Cu e Zn e de 100 mg L-1 de Mn, Cr, Al e Co (Merck e Sigma Aldrich®). A validação 974 
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do procedimento analítico ICP-OES foi realizado para determinação quantitativa dos 975 

elementos com comprimentos de onda e de linearidade (Tabela 2). 976 
 977 

Tabela 2 Validação do método, série ICAP 6000-978 
Duo, Thermo Scientific, nebulização pneumática. 979 
Elementos com comprimentos de onda (nm) e 980 
linearidade (R2). 981 
Metais Comprimentos de 

onda (nm) 

Linearidade 

(R2) 

Al 308,215 0,9763 

Co 228,616 0,9999 

Cr 283,563 0,9997 

Cu 327,396 0,9962 

Mn 257,610 0,9999 

Zn 213,856 0,9960 

 982 
2.5 Determinação de contaminantes emergentes (CEs) 983 

Considerando as atividades agrícolas e urbanas em torno do DR e BR, este estudo 984 
determinou a presença de vinte e um CEs tais como: cafeína, imidacloprido, carbendazim, 985 
atrazina, 2-hidroxiatrazina, carbofurano, hexazinona, tebutiuron, diuron, clomazone, 986 
ametryn, malathion, testosterona, tebuconazole, progesterona, estriol, 17 α-etinilestradiol, 987 

bisfenol A, fipronil, triclosan e octilfenol.  988 

O preparo da amostra foi realizado segundo Montagner e Jardim (2011), com 989 
adaptações. Amostras de água foram processadas durante as 24 h seguintes a coleta. Cada 990 
amostra de 1L foi filtrada utilizando membranas de acetato de celulose com tamanho de 991 

poro de 0,45 µm (Sartorius, Alemanha), e o filtrado foi extraído usando cartuchos de 500 992 
mg de HLB Oasis (Waters, Milford, EUA). O condicionamento dos cartuchos foi 993 

realizado pela adição de 6 mL de metanol e 6 mL de água ultrapura. Os compostos retidos 994 

foram eluídos com duas alíquotas de 5 mL de metanol e uma alíquota de 2 mL de 995 

acetonitrila. A etapa de eluição foi realizada com auxílio de um sistema de vácuo tipo 996 
Manifold (Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA) com tubos de vidro pré-lavados. Os tubos 997 

foram cuidadosamente secos com um fluxo suave de nitrogênio, e os compostos foram 998 
ressuspensos até um volume final de 0,4 mL de água/metanol 70/30 (v/v). 999 

A análise foi realizada utilizando cromatografia líquida com espectrômetro de 1000 

massa (LC-MS/MS), em um sistema LC Agilent série 1200, acoplado a um espectro de 1001 
massa Agilent 6410 Triple Quad equipado com uma fonte de ionização por electrospray 1002 

(ESI). Monitoramento de Reação Múltipla (MRM) foi usado para realizar a quantificação 1003 
por espectrometria de massa. A quantificação foi feita por meio de calibração padrão 1004 

externa e o limite de detecção instrumental (LDI) variou entre 5 e 250 pg (Tabela 3).  Os 1005 
limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) do método consideraram o fator de 1006 
concentração (2000x) e foram obtidos de acordo com Miller e Miller (2005). 1007 

 1008 
 1009 
 1010 
 1011 

 1012 
 1013 
 1014 
 1015 
 1016 
 1017 

 1018 
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Tabela 3 Parâmetros experimentais da cromatografia líquida com espectrômetro de massa (LC-MS/MS) selecionado para os contaminantes emergentes.  1019 
Contaminantes 

emergentes 

Tempo de 

retenção 

(min) 

Íon 

precursor 

(m/z) 

Modo  

ESI  

Produção 

(m/z) 

Energia de 

colisão 

(eV) 

Abundância 

relativa (%) 

Parâmetros 

instrumentais  

Coeficiente de 

determinação 

(R2) LDI (pg) 

Cafeína 3.091 195.1 (+) 138.1 110.1 69.1 15 20 20 31.7 12.0 15 0.988 

Imidacloprido 1.185 256.0 (+) 208.9         175.1 10        15 7.5 25 0.922 

CaBRendazim 2.324 192.1 (+) 160.1 132.1 105.1 20 30 35 24.9 18.8 5 0.985 

Atrazina 5.877 216.2 (+) 174.1        103.9 15          15 17.4 5 0.851 

2-hidroxiatrazina 3.091 198.2 (+) 156.2 114.1 86.1 15 20 20 40.3 66.4 5 0.991 

CaBRofurano 4.491 222.0 (+) 165.0 123.0 55.0 10 20 16 22.0 15.3 5 0.988 

Hezaxinona 5.071 253.2 (+) 171.1 85.1 71.1 8 30 31 80.4 53.2 5 0.992 

Tebutiurom 5.243 229.1 (+) 172.1 116.1 57.2 10 30 34 56.8 41.7 5 0.944 

Diuron 6.245 233.0 (+) 72.1 72.1 46 20 20 16 35.6 99.4 5 0.855 

Clomazone 6.706 240.1 (+) 125.0 1 ---- 5 0.870 

Ametryn 6.877 228.2 (+) 186.1 158.1 138.1 15 20 20 14.9 22.9 5 0.928 

Malathion 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 2.5 5 0.983 

Progesterona 10.335 315.3 (+) 109.1 97.2 79.2 15 25 30 63.0 7.7 5 0.992 

17α-etinilestradiol 6.058 295.0 (-) 158.9 144.9 143.0 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 (-) 170.9 144.9 143.0 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 

 1020 
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3. Resultados  1021 
3.1 Caracterização do uso e cobertura do solo 1022 

Em relação a caracterização do uso e cobertura do solo, verificou-se áreas 1023 
ocupadas predominantemente por atividade agrícola, principalmente próximas às 1024 

nascentes, com exceção para o ponto DR4, com proporção de 77 % de urbanização. Além 1025 
disso, em alguns locais também foi verificado proporção considerável de corpos hídricos 1026 
e áreas úmidas, como nos pontos 5 e 6 de ambos os rios. Por outro lado, fragmentos 1027 
florestais apresentaram proporções reduzidas ou nenhum tipo de cobertura, como 1028 
observado nos pontos DR4 e DR5 (Figura 2).  1029 
 1030 

 1031 
Figura 2 Uso e cobertura do solo dos pontos de amostragem, bem como média dos pontos nos rios 1032 
Dourados (DR) e Brilhante (BR), Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. 1033 
 1034 

De acordo com à média dos pontos de amostragem, verificou-se que a agricultura 1035 

é a principal atividade antrópica desenvolvida ao longos dos rios, com uma proporção de 1036 
52,8 % e 56,9 %, enquanto a atividade urbana ocupa uma área menor de 23,5 % e 6,4 %, 1037 

no DR e BR, respectivamente. Os fragmentos florestais foram responsáveis por 1038 
aproximadamente 15.6 % no DR e 17 % no BR. Por outro lado, a média da proporção dos 1039 

demais usos e ocupações do solo podem ser consideradas baixas. 1040 
 1041 

3.2 Concentração de metais na água  1042 

 Em ambos os rios verificou-se a presença dos metais Cu, Zn, Mn, Cr, Al e Co, 1043 

com exceção para o metal Zn não quantificado no BR. Contudo, as concentrações foram 1044 

inferiores à concentração máxima permitida segundo Resolução Brasileira do Conselho 1045 
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005), conforme apresentado na Tabela 4.  1046 
 1047 
 1048 
 1049 

 1050 
 1051 
 1052 
 1053 

 1054 
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Tabela 4 Concentração de metais (mg L− 1) em amostras de água dos rios Dourados e Brilhante. 1055 
Pontos de  

Amostragem 

Elementos (mg L-1) 

Cobre (Cu)  Zinco (Zn)  Manganês (Mn)  Cromo (Cr)  Alumínio (Al)  Cobalto (Co)  
 

R
io

 D
o

u
ra

d
o

s 

(D
R

) 
 

 

DR 1 0.0024 <LQ 0.0280 0.0067 0.0256 0.0011 

DR 2 0.0026 0.0067 0.0160 0.0067 <LQ 0.0005 

DR 3 0.0025 0.0003 0.0320 0.0068 <LQ 0.0009 

DR 4 0.0019 <LQ 0.0488 0.0071 <LQ 0.0010 

DR 5 0.0026 <LQ 0.0373 0.0065 <LQ 0.0007 

DR 6 0.0024 <LQ 0.0265 0.0070 <LQ 0.0007 

 

R
io

 B
ri

lh
a

n
te

  

(B
R

) 
 

 

BR 1 0.0022 <LQ 0.0325 0.0075 <LQ 0.0004 

BR 2 0.0028 <LQ 0.0383 0.007 0.0086 0.0009 

BR 3 0.0028 <LQ 0.0380 0.0073 <LQ 0.0007 

BR 4 0.0018 <LQ 0.0230 0.0073 <LQ 0.0006 

BR 5 0.0022 <LQ 0.0311 0.0074 <LQ 0.0006 

BR 6 0.0018 <LQ 0.0356 0.0067 0.0642 0.0005 

 aCONAMA  0.009 0.18 0.10 0.05 0.10 0.05 
aResolução 357/2005, classe 2, conforme Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). Menor 1056 
que o limite de quantificação (<LQ).  1057 
 1058 
3.3 Concentração de Contaminantes Emergentes (CEs) 1059 

Dentre os vinte e um CEs analisados, apenas sete (cafeína, bisfenol A, estriol, 1060 
imidacloprido, atrazina, 2-hidroxiatrazina e tebutiurom) foram quantificadas nas amostras 1061 
de água dos DR e BR, com exceção para atrazina e estriol no DR. Os demais CEs 1062 

analisados não foram detectados em nenhuma amostra analisada em concentrações 1063 
superiores ao limite de detecção (LD) (Tabela 5).  1064 
 1065 
Tabela 5 Concentrações de contaminantes emergentes com respectivos limites de detecção (LD) e limites 1066 
de quantificação (LQ) (ng L−1) em amostras de água proveniente dos pontos dos rios Dourados e Brilhante, 1067 
e classificação toxicológica segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2018). 1068 

Pontos de 

amostragem 

Contaminantes emergentes (CEs) (ng L−1) 

Cafeína Bisfenol 

A  
Estriol Imidacloprido Atrazina  2-hidroxiatrazina Tebutiurom  

R
io

 D
o

u
ra

d
o

s 

(D
R

) 
 

DR 1 <LQ 18,8 <LD <LD <LQ 18,6 <LD 

DR 2 <LQ 11,3 <LD <LD <LD 19,0 <LD 

DR 3 20,0 <LQ <LD <LQ <LQ 20,9 <LQ 

DR 4 34,5 13,3 <LD 20,6 <LQ 31,2 <LQ 

DR 5 45,9 16,8 <LD 21,0 <LQ 29,6 <LQ 

DR 6 21,7 21,4 <LD 30,1 <LQ 47,8 10,4 

R
io

 B
ri

lh
a

n
te

  

(B
R

) 

BR 1 50,5 <LD <LD 16,3 171,3 129,5 <LD 

BR 2 <LQ <LD <LD 53,5 25,1 55,1 11,9 

BR 3 31,3 17,0 <LD 23,8 19,1 52,3 <LQ 

BR 4 21,6 <LQ <LD 17,9 17,1 51,5 10,4 

BR 5 26,7 <LD <LD 27,3 24,6 66,5 33,9 

BR 6 <LQ 22,7 10,7 42,2 28,2 92,9 22,2 

LD 6 9 9 5,3 3,9 2,7 3,0 

   LQ 19,8 29,7 29,7 17,4 12,8 9,0 9,9 

ANVISA (Classe) ND ND ND III III ND II 

Classificação toxicológica para agrotóxicos: I: extremamente tóxico; II: altamente tóxico; III: 1069 
medianamente tóxico; IV: pouco tóxico (ANVISA, 2018). (ND) Dado não disponível. 1070 

 1071 

4. Discussão  1072 
A análise de uso e cobertura do solo revelou que os rios são ocupados 1073 

predominantemente por atividades agrícolas. Por outro lado, os fragmentos florestais 1074 
classificados como floresta estacional semidecidual, foram observados em proporções 1075 
reduzidas ou com nenhum tipo de cobertura, como observado nos pontos DR4 e DR5 1076 

(Figura 2). O Brasil, por meio do Código Florestal Brasileiro, dispõe sobre a proteção da 1077 
vegetação nativa e estabelece as Áreas de Preservação Permanente (APP) com função de 1078 
preservar beiras de rios e proteger nascentes (Brasil, 2012). Contudo, considerando que 1079 

em algumas áreas os fragmentos florestais nem sempre estão presentes, os dados do 1080 
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presente estudo indicam que as normas estabelecidas pelo Código Florestal Brasileiro não 1081 

estão sendo aplicadas. 1082 
A presença de áreas urbanas e agrícolas próximas aos recursos hídricos têm sido 1083 

associadas ao descarte de efluentes ou escoamento superficial de resíduos domésticos, 1084 

industriais e agropecuários, acarretando em contaminação dos corpos d'água por metais 1085 
(Mwegoha e Kihampa, 2010). Assim, órgãos que visam a proteção dos recursos hídricos 1086 
como o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) têm estabelecido 1087 
concentrações máximas permitidas para os metais em águas superficiais. Investigações 1088 
anteriores indicaram concentrações de metais acima dos valores permitidos para ambos 1089 

os rios, DR e BR (Maceda et al., 2015; da Rocha et al., 2018). Contudo, neste estudo, esse 1090 
mesmo resultado não foi observado, o que pode ser atribuído a diferente localização dos 1091 
pontos e período de amostragem.  1092 

Além dos metais, CEs também têm sido amplamente detectados em águas 1093 
superficiais. Geralmente empregado como estimulante, a cafeína é um dos produtos mais 1094 

consumidos no mundo, sendo comumente encontrada no café, cacau, bebida de cola, 1095 
chocolate e em alguns medicamentos (Bortolini, Sicka e Foppa, 2010). Além do mais, no 1096 

Brasil, os estados do Mato Grosso do Sul, Santa Catarina, Paraná e Rio Grande do Sul 1097 
são os que mais consomem a erva mate (Ilex paraguariensis A. St. -Hil) na forma de 1098 
bebida (chimarrão, tererê ou chá mate) (Bondarik et al. 2006). Podem ser encontrados 1099 
composto estimulantes como a cafeína (Bastos et al. 2006). 1100 

A cafeína foi detectada no DR a partir do ponto DR3, com 20,0 ng L−1, situado 1101 
próximo ao município de Dourados, considerada a segunda cidade com maior número de 1102 

habitantes (218.000) do Estado de Mato Grosso do Sul (IBGE, 2017). A contaminação 1103 
do DR pode estar associada ao descarte de águas residuais urbanas (da Rocha et al., 2018). 1104 
A cafeína é considerada um indicador da poluição de águas superficiais por águas 1105 

residuais domésticas (Gonçalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). Assim como no DR, no 1106 

BR foram quantificadas concentrações de cafeína de até 50,5 ng L−1, como observado no 1107 
ponto BR1. Considerando que o DR e o BR passam por doze e nove municípios, 1108 
respectivamente, a variação nos níveis de concentração da cafeína pode ser atribuída a 1109 

inúmeros aspectos, tais como padrão de consumo, número de habitantes e falta de 1110 
saneamento adequado, uma vez que,  apesar das estações de tratamento de esgoto (ETE) 1111 

promoverem a remoção de CEs, alguns compostos, como a cafeína, não são efetivamente 1112 

removidos do esgoto após tratamento, devido as suas propriedades físico-químicas (alta 1113 
estabilidade, solubilidade, tempo de meia-vida de 30 dias) permanecendo no efluente 1114 

final e, assim, remanescendo em corpos d’água superficiais (Buerge et al., 2003; 1115 
Gonçalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). 1116 

O bisfenol A também têm sido classificado como CEs, por estar presente em 1117 

matrizes aquáticas, devido atividades antrópicas, e por isso têm sido detectado em 1118 
amostras de esgoto bruto e tratado (Montagner, Vidal e Acayaba, 2017), águas destinadas 1119 

ao consumo humano (Machado et al., 2016) e águas superficiais (Liu et al., 2017). O 1120 
bisfenol A tornou-se onipresente no ambiente por ser empregado em atividades 1121 

industriais, bem como na utilização de embalagens contendo esse composto. Assim, 1122 
durante o uso e descarte inadequado, a eliminação de produtos contendo bisfenol A no 1123 
ambiente é inevitável (Tsai, 2006).  1124 

Neste estudo, o bisfenol A foi determinado em todos os pontos do DR, com 1125 
exceção para o ponto 3, com concentrações de 11,3 a 21,4 ng L-1. Por outro lado, no BR 1126 

o mesmo foi determinado somente nas amostras dos pontos 3 e 6 com 17,0 e 22,7 ng L-1 1127 
respectivamente. Assim como a cafeína, a contaminação por bisfenol A, nos recursos 1128 
hídricos pode estar associada ao descarte de águas residuais urbanas. No Brasil, o descarte 1129 
direto de esgoto bruto nos rios representa a principal fonte de aporte de contaminantes de 1130 
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origem doméstica para águas superficiais, uma vez que, segundo a Pesquisa Nacional de 1131 

Saneamento (PNSB) de 2008, pouco mais da metade dos municípios brasileiros (55,2%) 1132 
possuem serviço de esgotamento sanitário por rede coletora (IBGE, 2010; INCTAA, 1133 
2014).  1134 

Dentre os CEs, alguns compostos são ainda classificados pelo seu potencial em 1135 
alterar funções do sistema endócrino nos organismos vivos e persistirem nos recursos 1136 
hídricos após tratamento (Velicu e Suri, 2009; Lima et al., 2014). Assim, interferentes 1137 
endócrinos como o estriol no ambiente aquático está se tornando uma prioridade em 1138 
programas de monitoramento. Neste estudo, o estriol, foi determinado somente no ponto 1139 

BR6 com 10,7 ng L−1. Concentrações para o estriol também foram apresentados por 1140 
Kuster et al. (2009), verificando uma média na concentração de 3,68 ng L−1 em amostras 1141 
de água ambientais do Estado do Rio de Janeiro (Brasil). Em relação ao impacto 1142 
ambiental dos níveis reportados neste estudo, pesquisas com bio-ensaios e organismos 1143 
aquáticos devem ser realizadas afim de avaliar atividade estrogênica, considerando que 1144 

onde os níveis totais ultrapassam a margem de 10 ng L−1 existe um risco potencial de 1145 
efeitos de desregulação endócrina. 1146 

Uma outra classe de contaminantes preocupantes sob o ponto de vista ambiental 1147 
é a dos defensivos agrícolas. No ano de 2016, a região centro-oeste foi a maior 1148 
comercializadora de agroquímicos no Brasil, com um total de 185.530,03 toneladas. O 1149 
Estado de Mato Grosso do Sul ocupa o terceiro lugar nesta classificação, com um total de 1150 

33.003,46 toneladas (20,3%), estando atrás dos Estados do Mato Grosso e Goiás 1151 
(IBAMA, 2016). A expansão da área agrícola aliada ao desmatamento em áreas próximas 1152 

as margens dos rios podem proporcionar a contaminação dos recursos hídricos por 1153 
defensivos agrícolas, dentre eles inseticidas, herbicidas e praguicidas. 1154 

O imidacloprido corresponde ao décimo inseticida neonicotinóide mais 1155 

comercializado (9.165,97 toneladas) no Brasil (IBAMA, 2014). O Inseticida foi detectado 1156 

nos pontos DR4, DR5 e DR6 com as respectivas concentrações de 20,6; 21,0 e 30,1 ng 1157 
L−1

, que correspondem aos pontos com menor proporção de fragmentos florestais (Figura 1158 
2). As florestas contribuem para a manutenção da qualidade dos recursos hídricos 1159 

interrompendo o transporte de agroquímicos para os recursos hídricos (Dosskey et al., 1160 
2010; Freitas et al., 2013). Assim, a depreciação da qualidade da água pode ocorrer em 1161 

locais com intensa pressão antrópica e redução das matas ciliares como observado nos 1162 

pontos DR4, DR5 e DR6. Além do mais, a ausência da mata ciliar evidencia que as 1163 
normas do Código Florestal Brasileiro não estão sendo respeitadas.  1164 

Com base em estudos laboratoriais agudos e crônicos e experimentos de semi-1165 
campo, Smit et al. (2015) conclui que o padrão de qualidade da água para exposição ao 1166 
imidacloprido deve ser definida para 8,3 ng L-1. Desta forma, o inseticida imidacloprido, 1167 

determinado em todos os pontos do BR com concentrações entre 16,3 a 53,5 ng L−1, pode 1168 
estar comprometendo a qualidade da água nestes recursos hídricos. A presença de 1169 

agroquímicos na água devido atividades agrícolas desordenadas é uma das principais 1170 
causas de degradação das águas superficiais. A aplicação do imidacloprido resulta em 1171 

potencial contaminação dos recursos hídricos devido a uma variedade de fatores, 1172 
incluindo deriva de pulverização, deposição atmosférica, erosão do solo e escoamento 1173 
superficial (CCME, 2007). 1174 

No Brasil, a atrazina é amplamente utilizada no controle de plantas daninhas, 1175 
sendo o quarto herbicida mais comercializado (28.615,70 toneladas) e determinado em 1176 

todo o território nacional, com uma frequência de detecção de 75 % (IBAMA, 2014; 1177 
Montagner, Vidal e Acayaba, 2017). Neste estudo, a atrazina não foi determinada em 1178 
nenhum ponto amostral do DR. Considerando que alguns agroquímicos muitas vezes são 1179 
restritos a um tipo de cultura, este resultado pode ser atribuído as diferentes práticas 1180 
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agrícolas desenvolvidas nas proximidades do rio. Segund Azevedo et al. (2004) o 1181 

pesticida atrazina foi encontrado no Rio Paraíba do Sul (RJ), em áreas próximas à lavoura 1182 
de cana. Por outro lado, a atrazina foi observada em todos os pontos do BR com 1183 
concentrações de 17,1 a 171,3 ng L−1, a mais alta em relação aos demais CEs monitorados.  1184 

Embora as legislações vigentes no Brasil estipulem valores máximos permitidos 1185 
para defensivos agrícolas em água, somente algumas substâncias com registro para o uso 1186 
no país são contempladas. Contudo, a Resolução n. 357 de 2005 que regulamenta o 1187 
controle da qualidade das águas superficiais no Brasil não estabelece limite para as 1188 
moléculas analisadas neste estudo, com exceção para a atrazina. Apesar de estar abaixo 1189 

do valores estabelecidos pela legislação brasileira (2000 ng L-1) para águas superficiais 1190 
(CONAMA, 2005), a atrazina está incluída entre os contaminantes de preocupação 1191 
emergente por ser considerada medianamente tóxica segundo classificação toxicológica 1192 
da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2018), assim como o 1193 
imidacloprido. Além do mais, a sua remoção de águas superficiais com finalidade potável 1194 

ainda é um desafio (Ghosh e Philip, 2006; Fairbairn et al., 2016). Assim, a detecção da 1195 
atrazina, é uma informação importante para as autoridades devido seu potencial 1196 

estrogênico e consequente ameaça à biota aquática (Hayes et al., 2003) 1197 
A presença da atrazina pode estar associada a forte influência agrícola observada 1198 

no BR (56,9 %) em relação ao DR (52,8 %), assim como também foi verificado que para 1199 
ambos os compostos, maiores concentrações no ponto BR1, ocupado predominantemente 1200 

pela agricultura (Figura 2). O potencial de contaminação da atrazina pode ser atribuído à 1201 
sua alta capacidade de lixiviação, escoamento superficial e tempo de meia-vida de 2 1202 

meses a 6 anos (Graymore et al., 2001). 1203 
A determinação dos compostos de degradação da atrazina, como a 2-1204 

hidroxiatrazina é importante para se entender o destino deles no ambiente mesmo após 1205 

um longo período da aplicação (Moreira et al., 2017). A 2-hidroxiatrazina foi determinada 1206 

em todos os pontos de amostragem, em concentrações variando de 18,6 a 47,8 ng L−1 no 1207 
DR e 51,5 a 129,5 ng L−1 no BR, presumivelmente devido à ampla gama de aplicações. 1208 
Contudo, verificou-se a maior concentração do 2-hidroxiatrazina (129,5 ng L−1) no ponto 1209 

BR1 que corresponde a nascente, assim como para a atrazina (171,3 ng L−1), que pode ser 1210 
atribuído a degradação do mesmo e a forte influência agrícola neste ponto (86,2 %). 1211 

As nascentes desempenham influência direta sobre a hidrologia da bacia. 1212 

Contudo, essas áreas têm sido alvo de pressões antrópicas, devido a proximidade com o 1213 
curso d’água. Por este motivo, as matas ciliares são propensas a derrubadas, dando lugar 1214 

às atividades agrícolas e à ausência de vegetação ao longo dos cursos d’água. Desta 1215 
forma, práticas agrícolas intensas propiciam uma fonte importante de contaminação, uma 1216 
vez que o escoamento superficial das águas de chuva não encontra barreiras em seu 1217 

percurso, indo desaguar diretamente no corpo d’água podendo carrear os agroquímicos 1218 
aplicados na área agrícola (Bartley et al., 2006). 1219 

Considerado altamente tóxico segundo classificação toxicológica da ANVISA, o 1220 
herbicida tebutiurom foi determinado apenas no ponto DR5 com 10,4 ng L−1 e nos pontos 1221 

BR2, BR4, BR5 e BR6 de 10,4 a 33,9 ng L−1. Segundo ANVISA, o tebutiurom possui 1222 
algumas restrições quanto a sua aplicação, sendo recomendado no controle de plantas 1223 
daninhas em cana de açúcar, pastagem e em áreas urbanas. Maiores concentrações de 1224 
tebutiurom foram observadas no ponto BR5 (33,9 ng L−1) que pode estar associado a uma 1225 
área destinada a pastagem (17,1 %), contribuindo assim para sua maior concentração 1226 

neste ponto.  1227 
De maneira geral, os resultados para os defensivos agrícolas apresentados na 1228 

Tabela 5, sugerem que a atividade agrícola na região é uma das principais causas de 1229 
contaminação dos recursos hídricos, principalmente no BR com maior proporção de áreas 1230 
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agrícolas, que pode ser atribuído ao uso excessivo de agroquímicos, escoamento 1231 

superficial, além de baixa proporção de mata ciliar próximos aos pontos de amostragem. 1232 
Por outro lado, menores concentrações e menor número de agroquímicos determinados 1233 
no DR, pode ser atribuído a fatores como tipo de solo, declividade, presença de cobertura 1234 

vegetal e o tipo de uso e cobertura do solo.  1235 
 1236 

5. Conclusão 1237 
A depreciação da qualidade dos recursos hídricos por metais e CEs, pode ser 1238 

atribuída a fatores como redução das matas ciliares, indisponibilidade ou precariedade de 1239 

infraestrutura para o tratamento de efluentes, bem como a falta de conscientização da 1240 
população quanto ao descarte direto de esgoto bruto e a práticas agropecuárias próximas 1241 
as nascentes e leitos dos rios. Considerando a importância das bacias hidrográficas, a 1242 
adoção de práticas agrícolas mais racionais pelos agricultores e medidas como proteção 1243 
das matas ciliares associado a fiscalização para cumprimento das normas estabelecidas 1244 

pelo código florestal brasileiro, bem como maior investimento em infraestrutura para o 1245 
tratamento de efluentes, podem prevenir a contaminação dos recursos hídricos, sendo a 1246 

forma mais eficiente de controle da poluição nas condições locais. 1247 
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 1475 

Resumo 1476 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial toxicogenético de amostras de águas superficiais dos rios 1477 

centro-oeste brasileiros e a influência do uso e cobertura do solo nos danos genéticos. As amostras foram 1478 

coletadas em dois períodos, inverno (junho) e verão (novembro), em pontos amostrais dos rios Dourados e 1479 

Brilhante (Mato Grosso do Sul / Brasil). As variáveis toxicogenéticas, incluindo alterações cromossômicas, 1480 

micronúcleos e índice mitótico foram analisadas em células meristemáticas de A. cepa, por outro lado, 1481 

micronúcleos, anormalidades nucleares e quebras no DNA (unidades arbitrárias, UAT) foram analisadas 1482 

em eritrócitos de A. lacustris. Além disso, os rios apresentaram valores físico-químicos fora das leis 1483 

brasileiras, o que pode ser uma característica da poluição humana (esgoto doméstico e agricultura local). 1484 

Os resultados do teste de A. cepa sugerem que as amostras de água dos rios Dourados e Brilhante exerceram 1485 

efeitos citotóxicos e genotóxicos significativos (p <0,05), em ambos os períodos de coleta, especialmente 1486 

alterações no índice mitótico. Nas células sanguíneas de A. lacustris, também verificou-se efeito genotóxico 1487 

das amostras de água dos rios, observado pela diferença significativa entre anormalidades nucleares, 1488 

quebras no DNA (UAT) em ambos os períodos de amostragem em relação ao controle negativo. Nos testes 1489 

de A. cepa e A. lacustris, as frequências de micronúcleo não foram estatisticamente significativos. A análise 1490 

de correlação de Pearson revelou que os dados de uso e cobertura do solo e parâmetros físico-químicos 1491 

foram estatisticamente correlacionados com danos genéticos nos bioensaios realizados. Este estudo 1492 

demonstrou o potencial toxicogenético das amostras de água dos rios Dourados e Brilhante, além disso, o 1493 

tipo de uso e ocupação do solo e parâmetros físico-químicos revelaram ter influência sobre danos 1494 

toxicogenéticos. 1495 

Palavras-chave: Toxicologia aquática, danos genéticos, Allium cepa, Astyanax lacustris. 1496 

 1497 

1. Introdução  1498 

O tipo de cobertura do solo ao redor dos rios tem efeitos importantes na qualidade da água e é 1499 

considerada uma ferramenta potencialmente informativa para análises da integridade dos ecossistemas 1500 

aquáticos (Bua et al. 2014). As ações antropogênicas são consideradas as principais fontes de contaminação 1501 
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dos recursos hídricos por efluentes industriais, agrícolas e / ou domésticos. Em ambientes aquáticos, estes 1502 

compostos favorecem a formação de misturas complexas que podem persistir no meio ambiente e podem 1503 

causar danos ao DNA em organismos expostos (Lorente et al. 2015; Manzano et al. 2015). A complexidade 1504 

dos poluentes em amostras ambientais exige testes simples, sensíveis e acessíveis (Tabrez et al. 2011). 1505 

Nesse sentido, para avaliar os efeitos toxicogenéticos de misturas complexas de amostras de água do rio, 1506 

testes com animais e plantas têm sido utilizados com frequência (Castro e Sousa et al. 2017; Matos et al. 1507 

2017). 1508 

Os peixes são frequentemente utilizados como indicadores biológicos da qualidade da água, e 1509 

biomonitores para a presença de poluentes por bioacumulação de substâncias tóxicas, e são sensíveis a 1510 

compostos antropogênicos. O peixe de água doce do gênero Astyanax tem sido utilizado em estudos de 1511 

monitoramento ambiental como biomarcador para análise da contaminação dos recursos hídricos (Trujillo-1512 

Jiménez et al. 2011; Yamamoto et al. 2016). Astyanax lacustris popularmente conhecido como "lambari-1513 

do-rabo-amarelo", da família Characidae, é uma das espécies de peixes mais abundantes e apresenta uma 1514 

ampla distribuição em praticamente todas as bacias hidrográficas do Brasil (Súarez et al. 2011). Além disso, 1515 

da Rocha et al. (2018) observaram alterações no DNA em eritrócitos de A. lacustris, expostos a amostras 1516 

de água do córrego Curral de Arame (MS), relacionando a sensibilidade do organismo como bioindicador.  1517 

As plantas também são consideradas excelentes sistemas biológicos, pois são bons bioindicadores 1518 

de toxicidade, com alta sensibilidade para detectar agentes citotóxicos e genotóxicos através de diferentes 1519 

mecanismos genéticos, incluindo micronúcleos e alterações cromossômicas (Leme e Marin-Morales 2009). 1520 

A Allium cepa (2n = 16) é um dos melhores sistemas para avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e é 1521 

amplamente utilizado no monitoramento do efeito de poluentes presentes em ambientes aquáticos (Düsman 1522 

et al. 2014; Matos et al. 2017). 1523 

A Bacia do Alto Rio Paraná fornece água para a região mais densamente povoada do Brasil. O 1524 

trecho do Alto Rio Paraná no Estado do Mato Grosso do Sul, onde estão localizados os rios Dourados e 1525 

Brilhante, flui por regiões com menor densidade populacional que os Estados de São Paulo e Paraná. No 1526 

entanto, uma forte atividade agrícola e a ausência de tratamento adequado de esgoto em cidades ribeirinhas 1527 

pode levar os poluentes para dentro dos rios, impactando negativamente a biota aquática (Message et al. 1528 

2016). 1529 

Estudos demonstram que a integridade dos rios pode ser avaliada regularmente por parâmetros 1530 

físico-químicos. No entanto, considerando o potencial efeito da água superficial sobre os organismos 1531 

(Batista et al. 2016), a influência das atividades antrópicas devido o tipo de uso do solo em rios centro-1532 

oeste brasileiros, estudos biológicos são importantes para complementar esses parâmetros. Neste sentido, 1533 

o trabalho teve como objetivo avaliar o potencial tóxico-genético de amostras de águas superficiais dos rios 1534 

Dourados e Brilhante (Mato Grosso do Sul / Brasil) utilizando bioensaios com animais e plantas e verificar 1535 

a influência do uso e cobertura do solo nos danos genéticos. 1536 

 1537 

2. Material e métodos 1538 

2.1 Área de estudo e amostragem  1539 

Os rios Dourados e Brilhante (DR e BR, respectivamente) estão localizados na Bacia do Alto Rio 1540 

Paraná, região sul do Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. O DR e o BR, com uma extensão de 370 km 1541 
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e 344 km, respectivamente, são considerados importantes rios no fornecimento de água para vários 1542 

municípios (Ferreira e Silva, 2015). Além disso, o DR fornece água para a cidade de Dourados, que 1543 

corresponde a segunda maior cidade do Estado, com 218 mil habitantes (IBGE 2017). Os rios têm sido 1544 

afetados por atividades antrópicas como urbanização, agricultura e consequente redução da vegetação no 1545 

entorno dos rios, comprometendo a qualidade da água devido ao descarte de efluentes. Amostras de águas 1546 

superficiais foram coletadas no DR e BR no período do inverno (junho) e verão (novembro) de 2015, em 1547 

cinco locais ao longo de cada rio, totalizando dez pontos de amostragem, selecionados na direção da 1548 

nascente até a foz do rio. A seleção dos pontos está associada às características dos rios e às diferentes 1549 

atividades desenvolvidas próximas aos locais de amostragem. 1550 

 1551 

2.2 Mapa de uso e cobertura do solo  1552 

O mapeamento do uso e cobertura do solo nos pontos de amostragem foi realizado usando imagens 1553 

aéreas de alta resolução obtidas do Google Earth Pro®, com tamanho de pixel (célula) de 1 m. Para o limite 1554 

do estudo, foram gerados buffers de 1,5 km de raio em cada local de amostragem (10 locais) e os tipos de 1555 

uso da terra foram classificados como agricultura, corpos d'água, fragmentos florestais, pastagens, 1556 

urbanização e áreas úmidas. Para a interpretação das imagens, utilizou-se classificação visual utilizando as 1557 

ferramentas de escaneamento fornecidas pelo programa ArcGIS® 10.4 em sua versão de teste (ESRI, 2015), 1558 

calculando as áreas e porcentagens de cada categoria de cobertura do solo (Fig. 1). 1559 

 1560 

 1561 

Fig 1.  Cobertura do solo e localização dos pontos de amostragem nos rios Dourados e Brilhante (Mato 1562 

Grosso do Sul / Brasil). 1563 

 1564 
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2.3 Determinação dos parâmetros físico-químicos das amostras de água  1565 

Durante a coleta, dados de condutividade elétrica (μS cm-1), potencial hidrogeniônico (pH), 1566 

oxigênio dissolvido (mg L-1) e temperatura (˚C) foram determinados utilizando sonda multiparâmetro YSI 1567 

Professional Plus. 1568 

 1569 

2.4 Teste de Allium cepa 1570 

O teste de A. cepa foi conduzido de acordo com Fiskesjo (1985) e Ma et al. (1995), com algumas 1571 

modificações. Sementes de A. cepa foram expostas a amostras de água coletadas em recipientes de vidro 1572 

esterilizados de 1 L em cada local de amostragem e germinadas a 25 °C (± 2 °C) por 96 h. O controle 1573 

negativo (MiliQ Water) foi submetido às mesmas condições. Após o período de exposição, as raízes foram 1574 

fixadas em solução de Carnoy 3: 1 (etanol-ácido acético) por 24 h. Após a fixação, as raízes foram lavadas 1575 

com água destilada e hidrolisadas em HCl 1N a 60 ºC por 10 min e coradas com Reativo de Schiff por 2 h. 1576 

Para a preparação das lâminas, as raízes foram lavadas em água destilada e, em seguida, a região 1577 

meristemática das raízes foi macerada e corada com solução Carmim acético a 2%. Dez lâminas foram 1578 

preparadas para cada tratamento e 500 células foram contadas por lâmina (totalizando 5000 células por 1579 

pontos de amostragem). Alterações cromossômicas (AC), micronúcleos (MN) e índice mitótico (IM) foram 1580 

analisadas em microscópio óptico de luz com aumento de 400X. 1581 

 1582 

2.5 Testes com Astyanax lacustris  1583 

Cinco indivíduos jovens de A. lacustris, obtidos de um distribuidor local e aproximadamente do 1584 

mesmo tamanho (10 cm), foram mantidos em tanques de vidro (contendo 20 L de água proveniente dos 1585 

pontos de amostragem) sob aeração constante e ciclo claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura de 23 ºC 1586 

(± 2 ºC) por um período de exposição de 72 horas. O controle negativo (CN) (Água mineral comercial) foi 1587 

submetido as mesmas condições. O experimento foi realizado com aprovação do Comitê de Ética em 1588 

Pesquisa Animal (Parecer nº 10/2015) da Universidade Federal da Grande Dourados / UFGD, e todos os 1589 

procedimentos realizados envolvendo os animais estavam de acordo com os padrões éticos da instituição. 1590 

 1591 

2.5.1 Teste de micronúleo (MN) e anormalidades nucleares (AN) 1592 

As amostras de sangue foram coletadas da região caudal e preparadas duas lâminas por indivíduo. 1593 

As lâminas foram secas a temperatura ambiente por 15 min, fixadas em álcool absoluto por 10 min e coradas 1594 

com Reativo de Schiff por 2h e contra-coradas com Fast Green por 10 segundos. Para cada ponto amostral, 1595 

dez mil células foram analisadas. A frequência de micronúcleos (MN) e anormalidades nucleares (AN) 1596 

(blebbed, lobed, notched e células binucleadas) foram analisadas em microscópio óptico de luz Nikon, com 1597 

aumento de 400X. 1598 

 1599 

2.5.2 Ensaio do Cometa   1600 

A eletroforese em gel de célula única (EGCU)/Ensaio do Cometa foi realizado de acordo com 1601 

Singh et al. (1988) com modificações. O sangue foi coletado por punção branquial e preparado uma 1602 

suspensão de células, diluindo 6 μL de sangue em 95 μL de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) em 1603 

2000 μL de solução salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) (37 ºC). As lâminas foram previamente 1604 
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revestidas com 1,5% de agarose normal. A suspensão celular foi aplicada nas lâminas e uma lamínula foi 1605 

colocada em cada lâmina, a qual foi acondicionada a 4 ºC por 15 min para solidificar a agarose. A lamínula 1606 

foi removida e as lâminas foram incubadas em solução de lise a 4 ºC por 1 h, no escuro, a fim de expor o 1607 

DNA nuclear à eletroforese. As lâminas foram incubadas em solução de eletroforese alcalina (NaOH 10N 1608 

e EDTA 200mM, pH> 13) por 20 minutos e submetidas à eletroforese a 300 mA e 37 V por 25 min. Após 1609 

a etapa de neutralização (5N Tris-HCl pH 7,5), as lâminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 min e 1610 

coradas com 50 μL de brometo de etídio. Duas lâminas foram preparadas para cada peixe e um total de 50 1611 

células foram analisadas por lâmina, totalizando 500 células por ponto. As lâminas foram analisadas em 1612 

microscópio de fluorescência (400X Nikon) por apenas um observador. Os nucleóides foram classificados 1613 

em quatro classes distintas: classe 0 (material genético sem dano ou intacto); classe 1 (dano leve), classe 2 1614 

(dano moderado), classe 3 (dano severo) e classe 4 (dano máximo). A quantidade total de quebras do DNA 1615 

foi expressa em unidades arbitrárias totais (UAT) definidas como: AUT = N0 x 0 + N1 x 1 + N2 x 2 + N3 x 1616 

3 + N4 x 4, onde Ni é o número de células contadas com seus respectivos danos (Collins 2002). 1617 

 1618 

2.6 Análises estatísticas  1619 

Como os danos na A. cepa (alterações cromossômicas, micronúcleos e índice mitótico) não 1620 

tiveram distribuição normal, os dados de A. cepa foram submetidos ao teste estatístico não paramétrico de 1621 

Mann-Whitney, já os dados de A. lacustris (micronúcleos, anormalidades nucleares e unidades arbitrárias) 1622 

tiveram distribuição normal e foram submetidos ao teste t. Os períodos foram analisados por meio do teste 1623 

Kruskal-Wallis, com nível de significância de p ≤ 0,05. Todos os pontos foram comparados com o controle. 1624 

As análises foram realizadas utilizando a plataforma R (R Development Core Team, 2016). A análise de 1625 

correlação entre danos no DNA em A. cepa e A. lacustris, parâmetros físico-químicos e dados de uso e 1626 

cobertura do solo foram analisados utilizando coeficientes de correlação de Pearson (p ≤ 0,05), realizados 1627 

no programa Past versão 3.20. 1628 

 1629 

3. Resultados 1630 

3.1 Uso e cobertura do solo  1631 

Em geral, o mapeamento de uso e cobertura do solo mostra que a agricultura é amplamente 1632 

distribuída pela bacia, concentrando-se principalmente nos pontos 1, próximos as nascentes, variando de 1633 

82,5 a 86,2% nos rios DR e BR, respectivamente. Os pontos 1, 2 e 3 do DR e os locais 1, 2, 3 e 4 da BR, 1634 

são ocupados predominantemente pela atividade agrícola, no entanto, o ponto 4 do DR é ocupado em 77,0% 1635 

pela atividade urbana. Além disso, embora a maior parte do solo seja ocupada por agricultura e urbanização, 1636 

em alguns pontos também foi verificado um percentual considerável de corpos d'água e áreas úmidas, como 1637 

apresentado nos pontos 5 do DR e BR (Tabela 1). 1638 

 1639 

 1640 

 1641 

 1642 

 1643 
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Tabela 1 Dados (%) de uso e cobertura do solo nos pontos de amostragem dos rios Dourados e 1644 

Brilhante. 1645 

Rios Pontos Agricultura Pastagem Urbanização Fragmentos 

florestais 

Corpos 

hídricos 

Áreas 

alagadas 
R

io
  

D
o

u
ra

d
o

s 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  

(D
R

) 
DR1 82.5 0 3.5 12.8 0 1.0 

DR2 64.4 0 6.4 28.1 0.1 0.6 

DR3 51.2 0 7.2 24.7 0 16.4 

DR4 14.7 0 77.0 0 7.7 0 

DR5 33.4 0.3 0 12.3 26.0 27.3 

R
io

 

B
ri

lh
a

n
te

 

(B
R

) 

BR1 86.2 0 0.6 10.1 2.5 0.2 

BR2 56.7 0 12.6 29.6 0.6 0.1 

BR3 49.1 0 7.0 27.0 3.0 13.3 

BR4 53.0 17.1 0 3.0 20.1 6.4 

BR5 36.4 1.2 0 2.9 30.8 28.0 

 1646 

Os conflitos de uso e cobertura da terra são determinados pelos usos inadequados do solo, como é 1647 

o caso da ocupação do solo dentro de áreas de preservação permanente (APPs). As APPs são fundamentais 1648 

dentro de uma bacia hidrográfica, e são caracterizadas por matas ciliares responsáveis por todo o processo 1649 

de conservação e manutenção dos recursos hídricos. A preservação da vegetação nas nascentes é 1650 

fundamental para a qualidade da água, porém devido à expansão das atividades antrópicas é freqüente a sua 1651 

degradação, principalmente devido à atividade agrícola. Embora os locais de amostragem sejam cobertos 1652 

por vegetação, alguns locais têm a cobertura florestal reduzida como nos pontos 4 e 5, variando de 3,0 a 1653 

2,9%, no BR ou nenhum tipo de cobertura devido ao desmatamento, como mostrado no DR4. 1654 

 1655 

3.2 Análise físico-química da água  1656 

Parâmetros físico-químicos obtidos para amostras de água dos rios Dourados e Brilhante, 1657 

coletados nos períodos de inverno e verão, são apresentados na Tabela 2.  1658 

 1659 

Tabela 2 Parâmetros físico-químicos como oxigênio dissolvido (OD), potencial hidrogeniônico (pH), 1660 

condutividade elétrica (Cond.) e temperatura (Temp.) dos pontos de amostragem dos rios Dourados e 1661 

Brilhante.  1662 

  Dourados (DR) Brilhante (BR) 

 Pontos a OD  

(mg L-1) 

a pH b Cond.  

(μS cm-1) 

Temp.  

(ºC) 

a OD  

(mg L-1) 

a pH b Cond.  

(μS cm-1) 

Temp.  

(ºC) 

In
v

er
n

o
 1 9.95 10.12 23.2 18.8 10.71 5.23 18.4 16.0 

2 9.88 10.04 46.3 18.0 10.68 6.00 50.4 18.1 

3 10.8 9.70 44 18.7 10.98 5.95 44.1 18.6 

4 9.76 5.90 95.7 18.5 11.05 5.84  45.1  19.1 

5 9.84 5.92 46.3 19.2 8.66 5.66 49.6  19.6 

V
er

ã
o

 

1 6.53 6.31 21.3 22.6 3.66 7.33 26.6 30.1 

2 6.16 6.05 39.7 24.1 4.29 7.40 48.4 30.1 

3 6.01 7.55 44.5 25.5 4.15 7.26 45.2 29.4 

4 4.86 6.07 51.5 25.1 4.33 7.10 44.5 28.5 

5 4.29 6.5 53.2 26.0 8.96 7.04 61 27.1 

Padrões 

>5 mg L-1  6.0 to 9.0 

≤ 100 μS 

cm-1   

Não 

estabelecido >5 mg L-1  6.0 to 9.0 

≤ 100 μS  

cm-1   

Não 

estabelecido 

Valor máximo permitido pela (a) legislação brasileira (Resolução 357/2005) do Conselho Nacional do Meio 1663 

Ambiente (Conama, 2005) e (b) Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB 2005). 1664 

Valores em negrito estão em desacordo com os padrões estabelecidos. 1665 

  1666 
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Os resultados do oxigênio dissolvido (OD) indicam concentrações de 9,76 a 10,8 mg L-1 e de 4,29 1667 

a 6,53 mg L-1 em amostras de água nos período de inverno e verão, respectivamente. No BR, foram 1668 

observadas concentrações de 8,66 a 11,05 mg L-1 no inverno e de 3,66 a 8,96 mg L-1 no verão. Em ambos 1669 

os rios, no verão foram observados valores abaixo do limite de 5,0 mg L-1 conforme estabelecido pela 1670 

legislação brasileira (Resolução 357/2005) para Classe 2 (destinados ao consumo humano após o 1671 

tratamento, agricultura, recreação e atividade pesqueira) (Conama 2005).  1672 

Variações também foram observadas para o pH durante o inverno de 5,90 e 10,12 no DR e 5,23 a 1673 

6,00 no BR. No entanto, no verão todos os valores estavam de acordo com a resolução brasileira. Para 1674 

condutividade elétrica foram observados valores abaixo do limite estabelecido de 100 μS cm-1. No entanto, 1675 

alta condutividade elétrica, 95,7 μS cm-1, foi observada no ponto 4 do DR no inverno. Em relação à 1676 

temperatura, não há valor estabelecido na legislação brasileira. No entanto, foram observadas variações de 1677 

acordo com as estações do ano, menor temperatura no inverno e maior no verão. 1678 

 1679 

3.3 Teste de Allium cepa  1680 

A análise celular das raízes de A. cepa expostas as águas coletadas no DR mostrou indução de AC, 1681 

em pelo menos um dos locais estudados, e alterações no IM durante os períodos de coleta e em todos os 1682 

pontos de amostragem, exceto 1 e 5 (Inverno) e ponto 5 (Verão). Amostras de água do BR também 1683 

induziram AC durante o verão e alterações na divisão celular, IM, em todos os pontos de amostragem, com 1684 

exceção dos pontos 1 e 5 no inverno e verão, respectivamente. Os resultados de MN não foram 1685 

estatisticamente significativos (p <0,05) em nenhum dos rios quando comparado ao CN (Tabela 3). 1686 

 1687 

Tabela 3 Alterações cromossômicas (AC), micronúcleo (MN) e índice mitótico (IM) (média ± desvio 1688 

padrão) em células de A. cepa, nos pontos de amostragem dos rios Dourados e Brilhante, durante os 1689 

períodos de coleta. 1690 

 Pontos Rio Dourados (DR) Rio Brilhante (BR) 

 Inverno AC MN IM AC MN IM 

In
v

er
n

o
 1 0.60 ± 0.62  0.09 ± 0.24 51.70 ± 19.69   0.25 ± 0.33  0.01 ± 0.06  45.92 ± 40.24 

2 0.90 ± 0.71  0.03 ± 0.08  64.73 ± 9.28 * 1.14 ± 0.71  0.03 ± 0.08  62.62 ± 24.50 * 

3 1.36 ± 0.62 * 0.02 ± 0.06  66.38 ± 8.41 * 0.40 ± 0.47  0.0 ± 0.0  74.42 ± 6.35 * 

4 1.25 ± 0.64  0.0 ± 0.0  56.69 ± 6.67 *  1.07 ± 0.62  0.01 ± 0.06 65.01 ± 7.69 * 

5 0.80 ± 0.76  0.04 ± 0.09 53.35 ± 9.73  1.18 ± 0.75  0.0 ± 0.0  65.37 ± 5.30 * 

V
er

ã
o

 

1 0.93 ± 0.53  0.0 ± 0.0  71.56 ± 8.99 * 0.43 ± 0.57  0.09 ± 0.12  57.14 ± 12.03* 

2 1.60 ± 1.05 * 0.10 ± 0.19  71.05 ± 6.56 * 1.47 ± 1.11 *  0.0 ± 0.0  56.63 ± 9.04 * 

3 1.34 ± 1.09 *  0.11 ± 0.18  71.19 ± 6.72 * 1.42± 0.83 * 0.0 ± 0.0  69.09 ± 9.36 * 

4 0.69 ± 0.68  0.0 ± 0.0  60.55 ± 13.50 * 0.76 ± 0.64  0.03 ± 0.08 61.04 ± 9.45 * 

5 1.08 ± 0.34  0.11 ± 0.10  48.53 ± 10.27 0.86 ± 0.65  0.04 ± 0.08 53.89 ± 12.06 

 CN 0.51 ± 0.34 0.0 ± 0.0  44.68 ± 7.27 0.51 ± 0.34 0.0 ± 0.0  44.68 ± 7.27 

O asterisco indica que os resultados são estatisticamente significativos quando comparados ao controle 1691 

negativo (CN) pelo teste de Mann-Whitney (p < 0.05). 1692 

 1693 

3.4 Teste com Astyanax lacustris 1694 

Em células sanguíneas de A. lacustris, as frequências de MN não foram significativas em nenhum 1695 

rio e período de coleta quando comparado ao CN. Por outro lado, amostras de água do DR e BR 1696 

apresentaram potencial genotóxico para AN e UAT durante os períodos de inverno e o verão, em todos os 1697 

pontos de amostragem, nascente a foz, quando comparadas com a CN, com exceção para NA no ponto 1 1698 

do DR (Verão) e ponto 2 do BR (Inverno), como apresentado na Tabela 4. 1699 
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Tabela 4 Micronúcleo (MN), anormalidades nucleares (AN) e unidades arbitrárias (UAT) (média ± desvio 1700 

padrão) de eritrócitos de A. lacustris, nos rios Dourados e Brilhante, durante os períodos de coleta.  1701 

Pontos Rio Dourados (DR) Rio Brilhante (BR) 

Inverno MN AN UAT MN AN UAT 

1 0.12 ± 0.25 3.29 ± 1.31 *  183 ± 67.81 * 0.25 ± 0.5 1.66 ± 0.97 * 302 ± 23.25 * 

2 0.12 ± 0.25 1.70 ± 1.05 * 239.5 ± 67.15 * 0.0 ± 0.0 1.11 ± 0.61 277.5 ± 51.52 * 

3 0.05 ± 0.08 3.98 ± 1.58 * 190.5 ± 34.39 * 0.37 ± 0.75 4.40 ± 2.17 * 281.4 ± 62.47 * 

4 0.05 ± 0.08 7.25 ± 3.83 * 248.4 ± 61.45 * 0.16 ± 0.28 5.66 ± 4.53 * 278.6 ± 10.01 * 

5 0.10 ± 0.22 12.45 ± 4.91 * 243.2 ± 21.98 * 0.0 ± 0.0 3.72 ± 2.11 * 258 ± 39.85 * 

Verão       

1 0.12 ± 0.25 1.37 ± 0.43 128.7 ± 42.86 * 0.12 ± 0.25 2.02 ± 1.51 * 208.7 ± 73.57 * 

2 0.05 ± 0.08 1.76 ± 0.60 * 138 ± 50.77 * 0.0 ± 0.0 3.1 ± 1.55 * 292.6 ± 32.18 * 

3 0.10 ± 0.22 1.81 ± 0.88 * 181 ± 51.60 * 0.0 ± 0.0 2.38 ± 1.84 * 313.2 ±56.21 * 

4 0.25 ± 0.28 2.32 ± 1.39 *  73 ± 37.08 * 0.0 ± 0.0 2.67 ± 0.66 * 308.7 ± 30.59 * 

5 0.12 ± 0.25 5.54 ± 2.72 * 76.2 ± 62.99 * 0.37 ± 0.47 2.68 ± 1.32 * 84 ± 42.43 * 

CN 0.05 ± 0.08 0.75 ± 0.69 11.2 ± 4.14 0.05 ± 0.08 0.75 ± 0.69 11.2 ± 4.14 

O asterisco indica que os resultados são estatisticamente significativos quando comparados ao controle 1702 

negativo (CN) pelo teste t (p < 0.05). 1703 

 1704 

3.5 Período de coleta 1705 

Em relação aos períodos de coleta, inverno e verão, os resultados de A. cepa não mostraram 1706 

diferença significativa para AC e MN em nenhum dos rios, quando comparado com a CN. No entanto, para 1707 

ambos os rios, o IM foi estatisticamente significativo entre os períodos de amostragem e em relação ao CN, 1708 

com nível de significância de p ≤ 0,05. 1709 

Nos eritrócitos de A. lacustris, não foi verificado diferença significativa na frequência de MN entre 1710 

os períodos. No entanto, para AN, observou-se diferença significativa entre ambos os perídos de coleta e o 1711 

CN, exceto para o DR no verão (Novembro). Durante os períodos, também encontramos potencial 1712 

genotóxico (AUT) da água entre os períodos de coleta e em relação ao controle para ambos os rios, DR e 1713 

BR. 1714 

 1715 

3.6 Análise de correlação 1716 

A análise de correlação de Pearson revelou que os dados de uso e cobertura do solo e parâmetros 1717 

físico-químicos foram estatisticamente correlacionados com danos genéticos observados nos bioensaios de 1718 

Allium cepa e Astyanax lacustris. No DR, para os dados de uso e cbertura do solo verificou-se correlação 1719 

negativa entre pastagem e IM, porém positiva com AN (A. cepa). Corpos hídricos foram negativamente 1720 

correlacionados com IM e positivamente com AN. Parâmetros físico-químicos como OD foi correlacionado 1721 

com UAT (A. lacustris), por outro lado, temperatura e UAT foram correlacionados negativamente. No BR 1722 

foi verificado somente uma correlação positiva entre os dados de condutividade e AC (A. cepa), como 1723 

observado na Tabela 5. 1724 

 1725 

 1726 

 1727 

 1728 

 1729 
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Tabela 5 Análise de correlação de Pearson (r2) entre dados de uso e cobertura do solo (agricultura, 1730 

pastagens, fragmentos florestais, urbanização, corpos d'água e áreas alagadas), parâmetros físico-químicos 1731 

(oxigênio dissolvido (DO), potencial hidrogeniônico (pH), condutividade e temperatura) e danos genéticos 1732 

como alterações cromossômicas (AC), micronúcleos (MN) e índice mitótico (MI) em A. cepa; micronúcleo 1733 

(MN), anormalidades nucleares (NA) e unidades arbitrárias (AUT, ensaio cometa) em A. lacustris exposos 1734 

à amostras de água proveniente dos rios Dourados e Brilhante. 1735 

 Rio Dourados Rio Brilhante 

Parâmetros Allium cepa Astyanax 

lacustris 

Allium cepa Astyanax 

lacustris 

AC MN IM MN AN UAT AC MN IM MN AN UAT 

Agricultura -0,03 0,28 0,39 -0,12 -0,50 0,04 -0,56 0,25 -0,53 0,04 -0,43 0,23 

Pastagem -0,18 0,28 -0,64 0,11 0,73 -0,08 0,03 -0,02 0,11 -0,13 0,49 0,20 

Urbanização -0,09 -0,56 -0,11 0,19 0,03 -0,06 0,47 -0,43 0,25 -0,36 -0,25 0,34 

Frag. florestais 0,49 0,45 0,54 -0,39 -0,37 0,19 0,30 -0,47 0,33 -0,25 -0,25 0,39 

Corpos hídricos -0,23 0,12 -0,72 0,18 0,78 -0,10 0,12 0,26 -0,00 0,16 0,39 -0,50 

Áreas alagadas 0,09 0,36 -0,37 -0,05 0,58 -0,00 0,16 0,05 0,27 0,27 0,31 -0,52 

OD -0,10 -0,31 -0,12 -0,45 0,35 0,86 -0,27 -0,24 0,05 0,52 0,28 -0,08 

pH -0,17 0,16 0,02 -0,06 -0,33 0,32 0,32 0,25 -0,00 -0,25 -0,20 -0,24 

Condutividade 0,28 -0,27 -0,28 -0,28 0,41 0,30 0,64 -0,10 0,40 -0,07 0,27 -0,37 

Temperatura 0,21 0,40 0,18 0,37 -0,34 -0,82 0,31 0,27 -0,06 -0,28 -0,18 -0,21 

Correlações significativas estão indicadas em negrito. 1736 

 1737 

4 Discussão  1738 

A avaliação físico-química das amostras de água dos rios Dourados e Brilhante demonstrou uma 1739 

deterioração do ambiente aquático, provavelmente devido à presença de efluentes liberados pela ação 1740 

humana. Variáveis físico-químicas com valores fora da faixa aceitável quando comparadas com a 1741 

Resolução Brasileira (CONAMA, 2005) são essenciais para estudos de caracterização e qualidade da água. 1742 

Em nosso estudo, o valor de oxigênio dissolvido (OD) foi encontrado dentro do intervalo aceitável 1743 

no inverno, porém, no verão, os pontos 4 e 5 do DR e 1, 2, 3 e 4 do BR apresentaram valores fora das 1744 

legislação brasileira (5,0 mg L-1). Segundo Dusman et al. (2014), os baixos níveis de O2 dissolvido podem 1745 

ser devidos à liberação de matéria orgânica e efluentes no rio, devido atividades agrícolas ou urbanas, bem 1746 

como redução das matas ciliares. A vegetação ripária representa uma defesa crítica dos recursos hídricos 1747 

contra perturbações ambientais. As matas ciliares são capazes de estabilizar a temperatura e o OD dos rios 1748 

(Houghton e Wasson 2013). 1749 

 Por outro lado, para o pH foram observados valores dentro e fora da faixa aceitável pela Resolução 1750 

Brasileira (6,0 a 9,0) durante o inverno, para ambos os rios. No DR, considerando a forte influência da 1751 

urbanização no ponto 4 (77,0%), nenhum tipo de cobertura vegetal, como observado na Tabela 1, e 1752 

consequente descarte de efluentes domésticos com ausência de tratamento adequado de esgoto pode ser 1753 

responsável pelo aumento da proliferação de algas que em processo de decomposição reduz o pH da água 1754 

(Marotta et al. 2008), como observado nos pontos 4 e 5 do DR. 1755 

No Brasil, é comum a aplicação de gesso e calcário ao solo, visando reduzir a acidez no perfil do 1756 

solo com altos níveis de alumínio (Sousa e Lobato 2004; Caires et al. 2008), garantindo assim maior 1757 

produtividade (Zandoná et al. 2015). Desta forma, a intensa atividade agrícola, pode estar associada ao 1758 

aumento da alcalinidade da água (Tabela 2), devido ao escoamento superficial de gesso e calcário para 1759 

dentro do rio. Além disso, atividades agrícolas alteram as propriedades físico-químicas da água com a 1760 
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aplicação de fertilizantes e outras substâncias químicas, sendo responsáveis pela variação na temperatura 1761 

da água, oxigênio dissolvido (Helms et al. 2009) e pH (Zampella 2007). 1762 

Apesar da condutividade elétrica estar de acordo com o limite estabelecido pela Companhia 1763 

Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB), foi observada alta condutividade elétrica no ponto 4 (95,7 1764 

μS cm-1) no DR durante o inverno, quando comparada a outros locais de amostragem, o que pode ser 1765 

atribuída a presença de materiais dissolvidos (Marinelli et al. 2000) devido à intensa atividade urbana e 1766 

nenhum tipo de cobertura vegetal ao redor do ponto (Tabela 1). Valores de condutividade elétrica maiores 1767 

que 100 μS cm−1 têm um impacto negativo no ambiente (CETESB 2005). Entretanto, embora os parâmetros 1768 

físico-químicos determinem a composição da água, esses dados não são suficientes para prever os riscos 1769 

aos quais a biota nativa está sujeita. A inespecificidade ocorre porque os organismos vivos reagem aos 1770 

poluentes de maneira integrada a outros fatores ambientais, desta forma os parâmetros biológicos devem 1771 

complementar tais análises. 1772 

Allium cepa é um organismo bioinicador amplamente utilizado no monitoramento da toxicidade 1773 

ambiental (Matos et al., 2017). Neste estudo, frequências significativas de AC foram observadas para 1774 

amostras de água de ambos os rios, porém frequências de MN não foram significativas quando comparado 1775 

ao CN. Radic et al. (2010) também encontraram alterações cromossômicas induzidas com águas 1776 

superficiais da cidade de Zagreb, na Croácia, poluídas por uma ampla gama de fontes, quando comparadas 1777 

com o controle negativo. Por outro lado, Bianchi et al. (2011), também relataram que os resultados de 1778 

micronúcleos do teste de A. cepa não diferiram entre o controle negativo e amostras de água coletadas em 1779 

seis locais diferentes do rio Monjolinho, São Paulo, Brasil. 1780 

O potencial citotóxico foi determinado pelo índice mitótico, IM. Os resultados mostraram 1781 

alterações significativas, nas células das raízes de A. cepa expostas as amostras de água de todos os pontos 1782 

amostrais dos rios, com algumas exceções. Considerando que esta região possui muitos campos agrícolas 1783 

(Tabela 1), a agricultura pode ser responsável por causar alterações na água, devido à presença de 1784 

contaminantes (agroquímicos) e consequente redução da cobertura florestal (Dusman et al. 2014). A 1785 

vegetação ripária representa uma defesa dos recursos hídricos porque evita o escoamento superficial e 1786 

estimula a infiltração (Houghton e Wasson, 2013). Assim, altas frequências de IM, podem indicar a 1787 

presença de substâncias com capacidade mitogênica, causando um aumento na taxa de divisão celular, o 1788 

que pode levar à proliferação celular descontrolada, como observado por Leme e Marin-Morales (2009). 1789 

Os dados deste estudo corroboram com o estudo de Radić et al. (2010) mostrando a atividade 1790 

mitótica de amostras de água coletadas perto de uma fábrica de fertilizantes artificiais da bacia do rio Llova 1791 

(Croácia) devido a efeitos estimulatórios temporários do nitrato, nitrito, amônio e fosfato sobre a 1792 

proliferação de células na raiz de A. cepa. Segundo Vujosevic et al. (2008), os testes de citotoxicidade 1793 

podem indicar claramente a localização das fontes de poluentes nos rios. Os pontos que não apresentaram 1794 

potencial citotóxico quando comparados ao controle podem ser atribuídos à capacidade autodepurativa na 1795 

foz dos rios como observado por Bianchi, Espindola e Marin-Morales (2011), assim como devido a 1796 

presença de corpos d'água nos pontos 5 do DR e BR, 26,0% e 30,8%, respectivamente. Corroborando com 1797 

resultados da análise de correlação de Pearson, sendo verificado, dentre outros aspectos, uma correlação 1798 

inversamente proporcional (Tabela 5) entre as variáveis, corpos hídricos e IM. 1799 
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O teste do micronúcleo em eritrócitos de peixes é amplamente utilizado e recomendado para 1800 

estudos de poluentes ambientais (Udroiu 2006). Entretanto, neste estudo não foram observadas frequências 1801 

significativas para MN em A. lacustris nos diferentes períodos de coleta e em ambos os rios. Resultados 1802 

semelhantes foram observados por Grisolia e Starling (2001), que não observaram diferenças significativas 1803 

nas frequências de MN entre pontos de amostragem próximos a áreas hipertróficas do lago Paranoá e o 1804 

controle. Barbosa et al. (2010) também não observaram mudanças significativas na frequência de MN nos 1805 

eritrócitos de Oreochromis niloticus. Por outro lado, da Rocha et al. (2018) relataram alto número de MN 1806 

em eritrócitos de A. lacustris, relacionando a existência de agentes genotóxicos nas amostras de água do 1807 

DR. A não similaridade deste estudo com os resultados de da Rocha et al. (2018) para MN, pode ser 1808 

atribuído aos diferentes pontos de amostragem e período de coleta. 1809 

Neste estudo, foi observado uma indução significativa para AN em peixes expostos a amostras de 1810 

água dos rios. Ghisi et al. (2014) mostraram que as frequências de AN em peixes capturados em áreas 1811 

poluídas por diferentes tipos de efluentes foram significativamente maiores do que os peixes coletados em 1812 

uma área controle. Além disso, eles também encontraram maiores alterações em peixes localizados 1813 

próximos a foz do rio, como observado neste estudo. Alguns estudos tentaram associar as diferentes AN 1814 

nos peixes com poluentes específicos. No entanto, segundo Carrasco et al. (1990) é difícil associar 1815 

diferentes tipos de anormalidades a uma fonte específica de poluição. 1816 

O Ensaio Cometa é uma ferramenta amplamente utilizada para detectar genotoxicidade em 1817 

ambientes aquáticos (Frenzilli et al. 2008). Neste estudo, quebras no DNA (AUT) foram observadas em 1818 

todas as amostras de água coletadas ao longo dos rios, nascente a foz. Considerando a influência urbana e 1819 

principalmente agrícola ao longo de todo o curso dos rios, frequências significativas de AUT podem estar 1820 

associadas à presença de agroquímicos. Segundo Scorza Júnior e Silva (2006) entre os agroquímicos mais 1821 

populares na região do DR estão o glifosato (14,8%), 2,4-D (5,6%), fipronil (5,4%), metamidofós (5,2%) e 1822 

outros. Os potenciais efeitos genotóxicos em peixes, por glifosato (Çavas e Konem 2007), 2,4-D (Arcaute, 1823 

Soloneski e Larramendy 2016), fipronil (Ghisi et al. 2011) foram relatados, mostrando danos significativos 1824 

no DNA após exposição. 1825 

Moléculas de agrotóxicos ou seus metabólitos são tipicamente compostos eletrofílicos reativos, 1826 

que, como outros agentes xenobióticos, são capazes de se ligar covalentemente as bases dos ácidos 1827 

nucléicos, resultando na formação de adutos de DNA. A geração de tais adutos é um evento significativo 1828 

na progressão da carcinogênese e mutagênese (Boerth et al. 2008). Além disso, danos ao DNA e / ou seus 1829 

componentes estruturais (bases nitrogenadas, nucleosídeos e nucleotídeos) resultantes da aplicação de 1830 

moléculas de agrotóxicos ou seus metabólitos podem dificultar processos de transcrição, replicação, 1831 

resultando em parada do ciclo celular, morte celular e mutações (Bolognesi et al. 2011). 1832 

Neste estudo, não foram observadas relações entre freqüências de micronúcleos e ensaio cometa. 1833 

Resultado semelhante também foi observado por Barbosa et al. (2010), que também observaram um 1834 

aumento na quantidade de quebras da cadeia de DNA, pelo ensaio cometa, em eritrócitos O. niloticus, mas 1835 

nenhuma alteração na frequência de micronúcleos. Esses resultados podem ser atribuídos ao aumento na 1836 

capacidade de reparo do DNA que pode ter ocorrido, resultando na quebra do DNA não sendo convertido 1837 

em micronúcleos. Esta observação também pode ser explicada devido à natureza dos poluentes e diferenças 1838 
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na sensibilidade dos testes utilizados. Além disso, este estudo sugere que o ensaio cometa é mais sensível 1839 

que outros testes de genotoxicidade (Frenzilli et al. 2008; Barbosa et al. 2010). 1840 

 1841 

5 Conclusão   1842 

Este estudo demonstra o potencial toxicogenético das águas dos rios Dourados e Brilhante nos 1843 

ensaios de A. cepa e A. lacustris. Além disso, a combinação de diferentes ferramentas neste trabalho 1844 

mostrou-se essencial para obter informações mais precisas sobre os danos causados nos ecossistemas 1845 

aquáticos devido à expansão desordenada das atividades antrópicas e consequente redução da cobertura 1846 

vegetal ao redor dos corpos d'água, alterando o equilíbrio do ecossistema aquático. 1847 

Este estudo demonstrou a influência do tipo de uso e cobertura do solo e parâmetros físico-1848 

químicos sobre os danos toxicogenéticos, o que pode ser atribuído ao escoamento superficial de efluentes 1849 

para dentro do rio. Ressaltamos assim, a importância do desenvolvimento de projetos voltados para a 1850 

recuperação da vegetação, especialmente em áreas com reduzida ou sem qualquer tipo de cobertura causada 1851 

pelo desmatamento, como apresentado neste estudo, para manter a qualidade dos recursos hídricos e 1852 

consequentemente da biota aquática. 1853 
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 2120 

Destaques 2121 

 A ocorrência de contaminantes emergentes (CEs) foi investigada em rios na região sul do Estado 2122 

do Mato Grosso do Sul, Brasil. 2123 

 Avaliamos o potencial de toxicidade de misturas na expressão gênica em embriões de zebrafish. 2124 

 Misturas de CEs em três locais de amostragem induziram a expressão dos genes cat, cyp19a1b e 2125 

cyp1a. 2126 

 2127 

Resumo  2128 

Contaminantes emergentes (CEs) são substâncias químicas sintéticas ou de ocorrência natural que não são 2129 

comumente monitoradas, apesar de possuírem o potencial de permanecer no ambiente e causar efeitos 2130 

adversos à saúde ecológica e / ou humana. Este trabalho tem como objetivo determinar a presença de CEs 2131 

em águas superficiais de dois rios do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, e avaliar os efeitos na expressão 2132 

de genes alvos de misturas em concentrações ambientalmente relevantes. As concentrações de CEs foram 2133 

determinadas por extração em fase sólida e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-2134 
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MS/MS). Os CEs mais frequentemente detectados foram cafeína, imidacloprido, 2-hidroxiatrazina, 2135 

tebutiuron, atrazina e bisfenol A. Utilizamos esses dados para reconstruir misturas de CEs refletindo as 2136 

concentrações ambientais, denominados (T1, T2 e T3). Considerando que nestas condições os efeitos não 2137 

foram observados, as concentrações foram aumentadas. Assim, após avaliação preliminar da concentração 2138 

sem efeito observado (NOEC) para cada mistura, foram analisadas as mudanças na expressão de genes alvo 2139 

de zebrafish (cyp1a, hsp70, cat, sod1, tsh, cyp19a1a, cyp19a1b, cyp26b1, casp8, sox2, cyb561d2 e thrb). 2140 

O gene cat tornou-se super-representado em T1 e sub-representado nos demais tratamentos. Todas as 2141 

misturas induziram a expressão do cyp19a1b, um marcador para a exposição ao (xeno) estrogênio, e dois 2142 

deles aumentaram a expressão do cyp1a, usado para indicar a presença de compostos semelhantes à dioxina. 2143 

Os rios apresentaram baixas concentrações de CEs e não indicaram efeitos prejudiciais ao zebrafish. No 2144 

entanto, em diferentes épocas do ano, com a intensificação das atividades agrícolas pode levar a picos 2145 

insuspeitos de poluição CEs, e seus efeitos negativos subseqüentes para os organismos vivos. 2146 

Palavras-chave: Águas superficiais, risco ambiental, embriões, Danio rerio, toxicidade potencial. 2147 

 2148 

1. Introdução 2149 

Contaminantes emergentes (CEs) são compostos químicos, sintéticos ou naturais, incluindo 2150 

compostos industriais, hospitalares, produtos farmacêuticos, produtos de cuidados pessoais, produtos 2151 

agrícolas e subprodutos de desinfecção (Thiele-Bruhn, 2003; Heberer, 2002; Masiá et al., 2015; 2152 

RichaDRson e Ternes, 2018). Estudos mostram que os CEs podem causar efeitos em anfíbios, moluscos, 2153 

peixes e humanos. No entanto, devido à escassez de informações para alguns CEs, esses compostos ainda 2154 

não estão sujeitos a critérios regulatórios ou normas para a proteção da saúde humana ou do meio ambiente 2155 

(Matthiessen, 2008; Hayes et al., 2010; Miodovnik et al., 2011; Zhao et al., 2017). 2156 

Os CEs entram no ambiente a partir de uma variedade de fontes urbanas e rurais, incluindo 2157 

escoamento superficial de terras agrícolas e pastagens, atividade industrial, resíduos de hospitais, descargas 2158 

de esgotos e saídas de estações de tratamento de águas residuais. Descargas de esgoto bruto em rios e lagos, 2159 

ou ineficiência de estações de tratamento de esgoto também são fontes comuns de contaminação dos corpos 2160 

d'água (Matamoros et al., 2016). Além disso, os solos contaminados constituem uma fonte potencial 2161 

adicional de poluição das águas superficiais e subterrâneas pelos CEs, devido o escoamento superficial e à 2162 

lixiviação (Oppel et al., 2004; Xu et al., 2009). 2163 
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A alta concentração de alguns compostos não é necessariamente a principal preocupação 2164 

ambiental, pois seus efeitos tóxicos estão fortemente relacionados à sua persistência e atividade biológica 2165 

devido à exposição crônica (Stara et al., 2012). Assim, compostos atualmente não incluídos em programas 2166 

de monitoramento, mas que são candidatos a regulamentações futuras, devem ser avaliados considerando 2167 

a complexidade de controle e detecção. Dada a escassez de dados existentes sobre os efeitos das misturas 2168 

complexas dos CEs, uma avaliação global dos efeitos causados por essas misturas em organismos vivos 2169 

está se tornando uma necessidade. 2170 

O Danio rerio (Zebrafish) tem sido amplamente utilizado como organismo modelo, pois apresenta 2171 

várias vantagens, como tamanho pequeno, desenvolvimento extra-uterino, ciclo reprodutivo curto e 2172 

embriões transparentes (Feitsma e Cuppen, 2008). O peixe-zebra é amplamente utilizado em estudos de 2173 

toxicidade ambiental para monitorar metais pesados, desreguladores endócrinos e poluentes orgânicos (Dai 2174 

et al., 2014), bem como na avaliação de outros contaminantes em estudos de qualidade da água (Kuster et 2175 

al., 2008). A análise de parâmetros morfológicos, bioquímicos, citológicos e moleculares têm sido 2176 

utilizados para determinar os efeitos de muitos tipos de poluentes ambientais, tanto em embriões quanto 2177 

em adultos (Zhang et al., 2003; Raldua et al., 2013; Raldua e Piña, 2014). . 2178 

O peixe-zebra tem sido amplamente utilizado em estudos com CEs, considerando a relação de 2179 

efeitos já observados neste organismo, incluindo a estrogenicidade (Zhao et al., 2017); efeito inibitório na 2180 

atividade locomotora (Tran et al., 2017); disfunção reprodutiva, alterações morfológicas (WiBRisky et al., 2181 

2016); apoptose celular; toxicidade imune, alterações em proteínas e expressão gênica. Muitos genes têm 2182 

sido relatados com alterações transcricionais devido CEs, incluindo: cyp1a, hsp70, cat, sod1, tsh, cyp19a1a, 2183 

cyp19a1b, cpy26b1, casp8, sox2, cyb561d2 e thrb, verificando o efeito desses compostos na expressão 2184 

gênica de organismos vivos (Jin et al., 2010; Abdelkader et al., 2012; Pinto et al., 2013; Glisic et al., 2014; 2185 

Jiang et al., 2015; Zhou et al., 2016; Guo et al., 2017). 2186 

Os rios Dourados e Brilhante, localizados na região sul do Estado do Mato Grosso do Sul, são 2187 

importantes rios utilizados para irrigação em atividades rurais locais, aquicultura, pesca, além de fornecer 2188 

água potável para pessoas que vivem nas margens destes rios. No entanto, a qualidade da água dos rios 2189 

pode ser comprometida, considerando a forte atividade agrícola e a ausência de tratamento de esgoto em 2190 

algumas cidades ribeirinhas. Nesse contexto, os CEs podem estar presentes em amostras de água dos 2191 

recursos hídricos. Além disso, embora as estações de tratamento de esgoto tenham uma alta taxa de 2192 
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remoção, algumas CEs não são efetivamente removidas do esgoto após o tratamento, impactando 2193 

negativamente a biota aquática (Montagner et al., 2014; Message et al. 2016). 2194 

Assim, considerando o pouco conhecimento sobre a presença de CEs em rios localizados na região 2195 

sul do Estado de Mato Grosso do Sul e a precariedade de dados quanto à toxicidade de misturas de CEs. 2196 

Este estudo tem como objetivo determinar a presença de CEs (pesticidas, fármacos, compostos industriais 2197 

e de estilo de vida) em águas superficiais dos rios Dourados e Brilhante e avaliar os possíveis efeitos de 2198 

misturas de CEs em concentrações ambientalmente relevantes em genes alvo de exposição à poluição em 2199 

embriões de zebrafish. 2200 

 2201 

2. Materiais e métodos 2202 

2.1 Local de estudo e amostragem 2203 

Este estudo teve como foco dois rios, Dourados e Brilhante (DR e BR, respectivamente), 2204 

localizados na bacia do Alto do Rio Paraná, região sul do Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil (Fig. 1). 2205 

 2206 

 2207 

Fig. 1. Uso do solo e localização dos pontos de amostragem rios Dourados e Brilhante (DR e BR, 2208 

respectivamente), Mato Grosso do Sul, Brasil. 2209 
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O DR tem uma extensão de 370 Km e corresponde a um importante rio da região no abastecimento 2210 

de água para a cidade de Dourados, considerada a segunda maior cidade do estado em número de habitantes 2211 

(218.000), bem como para vários outros municípios (IBGE, 2017). A região do DR é ocupada 2212 

predominantemente pela agricultura (56%), além de áreas urbanas (20%) e áreas menores ocupadas por 2213 

florestas (16,5%) e pastagens (1,5%). Por outro lado, com uma extensão de 344 km, o BR também é 2214 

ocupado predominantemente por atividades agrícolas (57%), seguida de cobertura florestal (19,5%) e 2215 

pastagens (7%). A urbanização representa apenas 4,6% do uso da terra, incluindo as cidades de Sidrolândia, 2216 

Rio Brilhante, Maracaju, Douradina, Itaporã, Dourados e Angélica, inseridas total ou parcialmente em seus 2217 

limites, e que dependem do BR para seu suprimento de água doce (EMBRAPA, 2015). 2218 

Uma amostra de água superficial foi coletada em junho de 2016 (inverno) em nove pontos de 2219 

amostragem de cada rio (dezoito amostras no total) a uma profundidade de aproximadamente 20 cm usando 2220 

garrafas de vidro âmbar pré-lavadas de 1L. Após a coleta, as amostras foram transportadas sob refrigeração 2221 

e armazenadas a 4 °C até análise. Os locais de amostragem foram selecionados de acordo com as 2222 

características do rio, da montante a jusante do rio, e devido as atividades desenvolvidas ao longo dos rios. 2223 

 2224 

2.2 Determinação de contaminantes emergentes (CEs) na água 2225 

Considerando a atividadeurbana e agroindustrial ao longo dos rios, este estudo avaliou a presença 2226 

de vinte e um compostos considerados CEs: cafeína, imidacloprido, carbendazim, atrazina, 2-2227 

hidroxiatrazina, carbofurano, hexazinona, tebutiuron, diuron, clomazone, ametryn, malathion, testosterona, 2228 

tebuconazole, progesterona, estriol, 17 α-etinilestradiol, bisfenol A, fipronil, triclosan e octilfenol. 2229 

O preparo da amostra foi realizado segundo Montagner e Jardim (2011), com algumas 2230 

modificações. Amostras de águas superficiais foram transportadas para o laboratório e processadas durante 2231 

as 24 h seguintes. Cada amostra de 1L foi filtrada através de membranas de acetato de celulose com tamanho 2232 

de poro de 0,45 µm (Sartorius, Alemanha) e o filtrado foi extraído usando cartuchos HLB Oasis de 500 mg 2233 

/ 6cc (Waters, Milford, EUA). O condicionamento dos cartuchos foi realizado usando 6 mL de metanol e 6 2234 

mL de água ultrapura. Os compostos alvo foram eluídos com duas aluotas de 5 mL de metanol e uma 2235 

alíquota de 2 mL de acetonitrila. O passo de eluição foi realizado utilizando um distribuidor de vácuo de 2236 

12 portas do tipo Manifold (Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA) com tubos de vidro pré-lavados 2237 

apropriados. Os solventes foram cuidadosamente evaporados até total secagem dos tubos com um fluxo 2238 
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suave de azoto, e os compostos alvo foram ressuspensos até um volume final de 0,4 mL de água/metanol 2239 

70/30 (v/v). 2240 

A análise de CEs foi realizada utilizando espectrometria de massa em tandem de cromatografia 2241 

líquida (LC-MS/MS), em um sistema LC Agilent 1200 Series acoplado a um espectretro de massa Agilent 2242 

6410 Triple Quad equipado com uma fonte de ionização por eletropulverização (ESI). Monitoramento de 2243 

reação múltipla (MRM) foi usado para realizar a quantificação por espectrometria de massa. A 2244 

quantificação foi feita utilizando calibração padrão externa e o limite de detecção instrumental (LDI) variou 2245 

entre 5 e 250 pg (Tabela 1 - Material suplementar). Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) do 2246 

método consideraram o fator de concentração (2000x) e foram obtidos de acordo com Miller e Miller 2247 

(2005), que variaram entre 1,8 e 66 ng L-1 (Tabela 4). 2248 

 2249 

2.3 Químicos 2250 

Soluções estoque foram preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO), com exceção da cafeína 2251 

preparada em água. Todos os químicos utilizados na preparação de soluções foram reagentes de grau 2252 

analítico (≥ 98% de pureza) e adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Soluções experimentais com as 2253 

mesmas concentrações finais de DMSO (0,2% v/v) foram obtidas pela dissolução dos estoques com a água 2254 

de peixe. Esta concentração de DMSO está na faixa mais alta tolerável conhecida por não induzir efeitos 2255 

macroscópicos, e facilitar a permeabilidade dos compostos adicionados (Hallare, 2006). 2256 

 2257 

2.3.1 Animais e condições de criação 2258 

Indivíduos adultos de zebrafish do tipo selvagem (Danio rerio) foram adquiridos de um 2259 

revendedor local e mantidos em instalações de alojamento de animais certificados (IDAEA-CSIC, 2260 

Barcelona, Espanha) em água purificada por osmose reversa contendo 90 µg mL-1 de Instant Ocean 2261 

(Aquarium Systems, Sarrebourg, França) e CaSO42H2O 0,58 mM a 28 °C (± 1) (água de peixe). Os 2262 

embriões foram obtidos por acasalamento natural colocando 5 fêmeas e 3 machos em tanques de criação 2263 

de 4 L com fundo de malha. Ovos viáveis fertilizados foram distribuídos aleatoriamente em placas de seis 2264 

poços (10 ovos/poço) contendo 8 mL de água de peixe e criados a 28,5 °C com um fotoperíodo de 12 Light: 2265 

12 Dark. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes institucionais sob uma 2266 

licença do governo local (DAMM 7669, 7964) e foram aprovados pelos Comitês Institucionais de Cuidados 2267 

e Uso Animal no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento do Conselho Espanhol de Pesquisa (CID-CSIC). 2268 
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2.3.2 Exposição para análise da expressão gênica 2269 

De acordo com o cenário de contaminação observado nos rios, e com base nos resultados da análise 2270 

de componentes principais (PCA), verificou-se a formação de dois clusters, DR e BR. No entanto, o local 2271 

DR5 apresentou comportamento distinto em relação aos demais locais de amostragem, e por isso este local 2272 

também foi incluído como tratamento (Fig. 2). Consequentemente, três tratamentos diferentes (BR = 2273 

Tratamento 1, DR = Tratamento 2 e DR5 = Tratamento 3) foram determinados para análise molecular. 2274 

Testes preliminares foram realizados para a exposição de embriões de zebrafish, baseados em água 2275 

reconstituída contendo mistura de CEs e nas mesmas concentrações determinadas nos rios. Detalhes sobre 2276 

a concentração de cada composto e tratamento são mostrados na Tabela 2.  2277 

 2278 

Tabela 2 Concentrações ambientais de contaminantes emergentes nos pontos de amostragem dos rios 2279 

Dourados e Brilhante e média da concentração de cada tratamento para análise de expressão gênica.  2280 

 

Rios 

 

Tratamento 

 

Contaminantes 

emergentes (CEs)  

 

Média da concentração de  

CEs nos rios (ng L-1) 

Concentração de CEs para 

análise de expressão gênica   

(µg L-1) 

R
io

 B
ri

lh
a

n
te

  

(B
R

) 

 

T
1

 

 

Cafeína   36,7 747 

Imidacloprido 31,4 639 

2-hidroxiatrazina 72,3 1471 

Hexazinona 12,7 258 

Tebutiuron  25,0 508 

Atrazina 42,1 857 

Diuron  6,2 126 

Estriol  10,7 218 

Bisfenol A 29,5 600 

R
io

 D
o

u
ra

d
o

s 
 

  
  

  
  

 (
D

R
)  

T
2

 

 

Cafeína   46,3 1816 

Imidacloprido 23,9 938 

2-hidroxiatrazina 25,1 985 

Tebutiuron 10,4 408 

Diuron 7,0 275 

Bisfenol A 15,3 600 

P
o

n
to

 5
 d

o
 r

io
 D

o
u

ra
d

o
s 

 

(D
R

5
) 

 

T
3

 

 

Cafeína   1040 302 

Carbendazim 96,0 27,8 

2-hidroxiatrazina 19,4 5,62 

Diuron 11,7 3,39 

Malathion 50,4 14,6 

Estriol 11,9 3,45 

Bisfenol A 20,7 6,00 

17 α-etinilestradiol 38,5 11,1 

Fipronil 29,2 8,46 

Triclosan  8,6 2,49 

 2281 

Entretanto, considerando que nestas condições não foram observados efeitos em embriões, as 2282 

concentrações foram aumentadas, até a determinação do valor da concentração sem efeito observado 2283 

(NOEC), usado para análise de expressão gênica. O aumento nas concentrações de CEs reflete a situação 2284 
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ambiental em diferentes épocas ou a intensificação das atividades antrópicas, aumentando o nível de 2285 

contaminação dos recursos hídricos pelos CEs. 2286 

Após determinação do valor de NOEC, foi realizado um novo experimento, seguindo as 2287 

concentrações para a análise da expressão gênica (Tabela 2). Às 48 horas pós-fertilização (hpf), os embriões 2288 

de zebrafish foram transferidos para placas de 6 poços (10 larvas por poço) e expostos aos tratamentos 2289 

durante 3 dias. DMSO (0,2 % v/v) foi utilizado como controle para exposição dos embriões de zebrafish. 2290 

  2291 

2.3.3 Extração de RNA  2292 

Após o período de exposição, 10 embriões por réplica (n = 60) foram armazenados a -80 °C para 2293 

análise da expressão gênica. O RNA total foi extraído utilizando o Reagente TRIzol (Invitrogen Life 2294 

Technologies, Carlsbad, CA). A concentração e qualidade do RNA foi medida por absorção 2295 

espectrofotométrica utilizando espectrofotômetro NanoDrop ND-8000 (Thermo Fisher Scientific, 2296 

Wilmington, EUA). Após o tratamento com DNase I, o RNA total foi transcrito em cDNA utilizando o Kit 2297 

de Síntese (Roche Diagnostics) seguindo os protocolos do fabricante. 2298 

 2299 

2.3.4 Análise de RT-qPCR 2300 

 Para RT-qPCR, cada amostra continha 2 μL de cDNA, 6 μL de água livre de nuclease, 2 μL de 2301 

primer (primer forward e reverse) e 10 μL de SYBR® Master Green (Roche, Mannheim, Alemanha). As 2302 

sequências de primers usadas para a análise qRT-PCR estão listadas na Tabela 3 (Informação suplementar). 2303 

Reações de PCR em tempo real foram realizadas no LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche 2304 

Diagnostics, Mannheim, Alemanha). O programa de amplificação utilizado consistiu em 10 min a 95 °C, 2305 

seguido de 45 ciclos (10 s a 95, 30 s a 60). Após a amplificação, uma análise de dissociação também foi 2306 

programada para avaliar a especificidade da reação. Dois controles negativos, non-template e RTminus, 2307 

foram incluídos em cada placa, para avaliar a presença de primers-dímeros, contaminação e a DNA 2308 

genómico. Para cada condição experimental, foram realizadas análises de qPCR com seis repetições 2309 

biológicas em cada condição e duas réplicas para cada amostra. O gene housekeeping, ppia2, foi 2310 

selecionado como controle interno. Os primers foram projetados usando o software Primer Express 2.0 2311 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), o servidor Primer-Blast e sintetizados pela Sigma. Onze transcritos 2312 

foram analisados: cyp1a, hsp70, cat, sod1, tsh, cyp19a1a, cyp19a1b, cyp26b1, casp8, sox2, cyb561d2. 2313 
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A eficácia da reação de amplifição de cada gene alvo foi avaliada por diluições em série de cDNA 2314 

e submetida a amplifição nas mesmas condições que acima. As abundâncias relativas de mRNA dos 2315 

diferentes genes foram calculadas a partir do segundo derivado máximo de suas respectivas curvas de 2316 

amplificação (Cp, calculado por duplicatas). Para minimizar os erros na quantificação do RNA entre as 2317 

diferentes amostras, os valores de Cp para genes alvo (Cptg) foram normalizados para os valores médios 2318 

de Cp do gene de referência, seguindo a equação: ΔCptg = Cpppia2 - Cptg. As alterações na abundância de 2319 

mRNA em amostras de diferentes tratamentos foram calculadas pelo método ΔΔCp (Pfaffl, 2001), usando 2320 

valores de Cp corrigidos de amostras tratadas e não tratadas, seguindo a equação: ΔΔCptg = 2321 

ΔCptg_nãotratado - ΔCptg_tratado. As taxas de troca dobrada foram derivadas daqueles valores ΔΔCptg. 2322 

 2323 

2.4 Análise dos dados 2324 

O agrupamento de pontos de amostragem com os dados químicos foi realizado usando Análise de 2325 

Componentes Principais (PCA). A PCA é um método de redução de dimensão não supervisionada que 2326 

permite a exploração visual de correlações (Wold et al., 1987), aumentando a compreensão dos dados mas, 2327 

ao mesmo tempo, minimizando a perda de informação (Jollife e Cadima, 2016). A análise dos dados do 2328 

qRT-PCR foi realizada utilizando os valores de ΔΔCp, os quais foram distribuídos normalmente de acoDRo 2329 

com o teste de Levene. Análises estatísticas de alterações relativas na expressão gênica entre controle e 2330 

tratamento foram avaliadas por ANOVA mais teste post-hoc de Tukey para correção de múltiplos testes. 2331 

Correlações entre valores de ∆∆Cp e concentrações químicas de diferentes compostos foram calculadas 2332 

usando as correlações de Pearson. Valores foram considerados estatisticamente significantes quando p 2333 

<0,05. Todas as análises foram realizados utilizando o programa RStudio 3.2.2. 2334 

 2335 

3. Resultados  2336 

3.1 Análise de Contaminantes Emergentes (CEs) 2337 

Dentre os vinte e um CEs analisados, apenas quatorze foram quantificados em concentrações 2338 

acima do limite de quantificação (LQ) do método analítico em amostras de água do DR e BR como cafeína, 2339 

imidacloprido, carbendazim, atrazina, 2-hidroxiatrazina, hexazinona, tebutiuron, diuron, malathion, 17 α-2340 

etinilestradiol, bisfenol A, estriol, fipronil e triclosan (Tabela 4). Os demais CEs estavam abaixo do limite 2341 

de detecção (<LD) em todas as amostras de água investigadas.  2342 
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Tabela 4: Concentrações ambientais de contaminantes emergentes (ng L−1) nos pontos de amostragem dos rios Dourados e Brilhante. Limite de detecção (LD) e limite de 2343 
quantificação (LQ).  2344 

  

Rio Dourados  Rio Brilhante   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 LD (ng 

L−1) 

LQ (ng 

L−1) 

Cafeína <LQ 28,4 <LQ 20,0 1040 127,4 34,5 45,9 21,7 50,5 <LQ <LQ 31,3 21,6 50,3 26,7 <LQ 39,9 6 19,8 

Imidacloprido <LD <LD <LD <LQ <LD <LD 20,6 21,0 30,1 16,3 24,9 53,5 23,8 17,9 36,0 27,3 42,2 40,7 5,3 17,4 

Carbendazim <LD <LD <LD <LD 96,0 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LQ 2,7 8,8 

Atrazina <LQ <LD <LD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 171,3 <LQ 25,1 19,1 17,1 23,8 24,6 28,2 27,3 3,9 12,8 

2-hidroxiatrazina 18,6 <LQ 19,0 20,9 19,4 30,7 31,2 29,6 47,8 129,5 60,1 55,1 52,3 51,5 65,2 66,5 92,9 77,5 2,7 9,0 

Hexazinona  <LD <LD <LD <LD <LOD <LQ <LQ <LQ <LQ <LD 16,0 <LQ <LQ <LQ 9,3 <LQ <LQ <LQ 2,5 8,1 

Tebutiuron  <LD <LD <LD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 10,4 <LD 16,4 11,9 <LQ 10,4 44,1 33,9 22,2 36,4 3,0 9,9 

Diuron  <LD 7,0 <LD <LD 11,7 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LQ 6,2 <LQ <LD <LD 1,8 5,8 

Malathion  <LQ <LD <LD <LD 50,4 <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 2,9 9,5 

17 α-etinilestradiol <LD <LD <LD <LD 38,5 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 20 66 

Bisfenol A  18,8 9,9 11,3 <LQ 20,7 <LQ 13,3 16,8 21,4 <LD 48,7 <LD 17,0 <LQ <LQ <LD 22,7 <LQ 9 29,7 

Estriol  <LD <LD <LD <LD 11,9 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 10,7 <LD 9 29,7 

Fipronil  <LD <LD <LD <LD 29,2 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 9,2 30,4 

Triclosan  <LD <LD <LD <LD 8,6 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 10,5 34,7 

2345 
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Entre os CEs quantificados, os mais frequentes foram cafeína, imidacloprido, atrazina, 2-2346 

hidroxiatrazina, tebutiuron e bisfenol A. A maior concentração de cafeína 1040 e 127 ng L-1 foi determinada 2347 

nos pontos 5 e 6 do DR, respectivamente. O inseticida imidacloprido foi observado em todos os locais do 2348 

BR em concentrações de 16,3 a 53,5 ng L-1. O heBRicida atrazina também foi quantificado em todos os 2349 

locais de amostragem do BR, exceto no ponto 2, porém, em nenhum ponto do DR, enquanto o metabólito 2350 

da atrazina, 2-hidroxiatrazina, foi encontrado em ambos os rios, exceto no ponto 2 do DR. O tebuthiuron 2351 

foi determinado preferencialmente em amostras de água do BR, com a maior concentração (36,4 ng L-1) no 2352 

ponto de amostragem 9 deste rio. O bisfenol A foi observado principalmente em amostras de água do DR, 2353 

com concentrações variando de 9,9 a 48,7 ng L-1. De fato, carbendazim, malathion, 17 α-etinilestradiol, 2354 

fipronil e triclosan estavam presentes apenas no ponto DR5, com concentrações altas em relação aos demais 2355 

pontos de amostragem. 2356 

Considerando o número de locais de amostragem, a PCA foi realizada afim de analisar o 2357 

comportamento dos locais de amostragem em relação às concentrações das CEs determinadas nos rios. A 2358 

análise do PCA mostrou uma clara separação das amostras dos rios Dourados e Brilhante (Fig. 2, pontos 2359 

vermelhos e azuis, DR e BR, respectivamente). Além disso, o local de amostragem 5 do rio Dourados 2360 

(DR5) foi claramente separado do restante, refletindo sua composição química particular, devido ao alto 2361 

número de CEs observados.  2362 
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 2363 

Fig. 2. Distribuição dos pontos de amostragem de acordo com a ocorrência e concentrações de CEs nos rios 2364 

Dourados (DR) e Brilhante (BR). 2365 

 2366 

3.2 Análise molecular 2367 

Utilizamos os resultados do PCA para definir três misturas de CEs T1, T2 e T3, afim de refletir os 2368 

níveis característicos de CEs para amostras de água dos rios BR e DR, assim como DR5, respectivamente. 2369 

As misturas reconstituídas de CEs foram utilizadas para avaliar o potencial efeito na transcrição de genes 2370 

em embriões de zebrafish (ver composições de mistura na Tabela 2). 2371 

Dos doze transcritos testados, apenas três deles (cat, cyp19a1b e cyp1a) mostraram expressão 2372 

diferencial nos diferentes tratamentos (ANOVA, mais Teste de Tukey). O gene cat tornou-se super-2373 

representado no tratamento T1 e subrepresentado nos demais tratamentos (Fig. 3, painel esquerdo). As 2374 

maiores alterações na expressão gênica corresponderam à aromatase cerebral cyp19a1b, que aumentou em 2375 
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todos os três tratamentos, particularmente no T3 (Fig.3, painel central). Finalmente, o transcrito cyp1a, 2376 

correspondente ao citocromo p450 1A, também aumentou sua abundância em todos os tratamentos, 2377 

particularmente no T2, embora em menor extensão do que a aromatase (Fig. 3, painel direito). 2378 

 2379 

 2380 

Fig. 3. Box plots representam média da expressão dos genes cat, cyp19a1b e cyp1a nos diferentes 2381 

tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferiram significativamente.  2382 

 2383 

Análises de correlação mostraram uma correlação positiva fraca entre catalase e dois herbicidas, 2384 

hexazinona e atrazina (Fig. 4). Como esperado, a expressão do gene cyp19a1b aromatase correlacionou-se 2385 

principalmente com a concentração de três compostos semelhantes ao estrogênio: estriol, 17 α-2386 

etinilestradiol e bisfenol A, além de 2-hidroxiatrazina, diuron, malathion, fipronil, carbendazim e triclosan 2387 

(Fig. 4). Finalmente, os resultados mostraram correlações significativas entre o transcrito cyp1a e diuron, 2388 

cafeína e bisfenol A (estrelas amarelas) (Fig. 4).  2389 
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 2390 

Fig. 4. Gráfico de correlação entre os genes cat, cyp19a1b e cyp1a e diferentes compostos presentes nos 2391 

tratamentos. A cor vermelha e as estrelas amarelas mostram fortes correlações entre as variáveis.  2392 

 2393 

4. Discusão  2394 

4.1 Contaminates Emergentes (CEs)  2395 

A cafeína é um dos principais ingredientes de determinados produtos alimentícios e drogas e é a 2396 

substância mais utilizada em todo o mundo. É relativamente estável sob condições ambientais variáveis e 2397 

possui alta solubilidade, mobilidade na água e uma volatilidade desprezível (Buerge et al., 2003; Kurissery 2398 

et al., 2012; Gonçalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). A cafeína foi encontrada em todas as amostras 2399 

analisadas e suas concentrações tendem a subir nas áreas mais populosas, sugerindo a entrada contínua de 2400 

resíduos domésticos humanos no rio. De fato, a maior concentração de cafeína (1040 ng L-1) foi observada 2401 

(DR5) próximo a área urbana, cidade de Dourados (218.000 habitantes) (IBGE, 2017). Portanto, a cafeína 2402 

pode ser usada como um possível indicador de contaminação por esgoto doméstico em águas superficiais.  2403 

O imidacloprido é um inseticida neonicotinóide usado em todo o mundo. Estudos ambientais 2404 

indicaram que o imidacloprido pode ser detectado em riachos ou rios (Fuentes et al., 2015; Pascual-Aguilar 2405 

et al., 2017). Nesta pesquisa, o imidacloprido foi quantificado em todos os locais do BR, com concentrações 2406 
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entre 16,3 a 53,5 ng L-1 (Tabela 4). Segundo Smit et al. (2015) o imidacloprido tem potencial ecotóxico 2407 

para os organismos aquáticos, assim, restrições no uso de produtos à base deste composto são importantes 2408 

para reduzir a emissão nos recursos hídricos e proteger a vida aquática. 2409 

A atrazina é amplamente utilizada para controlar múltiplas ervas daninhas e para aumentar a 2410 

produção agrícola, contudo pode facilmente migrar para águas superficiais de campos agrícolas. Pesquisas 2411 

realizadas em locais mostraram onde este herbicida é comumente utilizado podem indicar concentrações 2412 

acima dos limites determinados pelas diretrizes da US EPA, 3 µg L-1 (US EPA, 2014). A atrazina foi 2413 

encontrada em todos os locais de amostragem do BR, com exceção no ponto 2. Estudos indicam que sua 2414 

degradação gera metabólitos como a 2-hidroxiatrazina (Moreira et al., 2017, Hernández et al., 2015) que 2415 

também foram determinados nos locais de amostragem, exceto para o ponto 2 do DR. O herbicida 2416 

tebutiuron foi determinado no ponto 9 do DR e em alguns locais da BR. O tebutiuron apresenta alto 2417 

potencial de lixiviação devido à sua longa meia-vida e alta solubilidade em água, sendo indicado para o 2418 

controle de plantas daninhas principalmente no cultivo de cana-de-açúcar (Negrisoli, 2007), que é uma 2419 

cultura amplamente distribuída próxima ao locais de amostragem. 2420 

Assim como a cafeína, a contaminação dos recursos hídricos pelo bisfenol A pode ser atribuída às 2421 

ações antrópicas realizadas em torno dos locais de amostragem. Durante a fabricação, uso, envelhecimento 2422 

e eliminação de produtos contendo bisfenol A, a contaminação deste composto para o meio ambiente parece 2423 

ser inevitável. Esse resultado gera uma séria preocupação, pois o bisfenol A tem múltiplos efeitos de 2424 

disrupção endócrina, afetando particularmente a expressão de genes relacionados ao metabolismo dos 2425 

esteróides, retinoides e prostaglandinas (Villeneuve et al., 2012; Ortiz-Villanueva et al., 2017). 2426 

 2427 

4.2 Análises moleculares 2428 

A ocorrência de contaminantes emergentes tem sido extensivamente monitorada, com amostras 2429 

pontuais seguidas de análises laboratoriais em modelos animais tradicionais para avaliar o efeito potencial 2430 

e o mecanismo de ação de substâncias químicas únicas. No entanto, análises químicas combinadas a 2431 

bioensaios podem revelar o nível de poluição da água, uma vez que o impacto de misturas complexas reflete 2432 

a situação ambiental, ao contrário dos compostos isolados. Os resultados do PCA definiram três misturas 2433 

de CEs de acordo com a característica dos rios e foram utilizados para avaliar seu potencial transcricional 2434 

em embriões de zebrafish. 2435 
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O gene cat, bem como a sua atividade enzimática associada, catalase, tem sido estudada como 2436 

biomarcador do estresse oxidativo causado por herbicidas em peixes (Toni et al., 2010; Stara et al., 2012) 2437 

e outros organismos presentes no ambiente aquático (Mofeed e Mosleh, 2013). A condição de estresse 2438 

oxidativo está associada à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e à diminuição das defesas 2439 

antioxidantes, causando danos oxidativos em organismos expostos (Valavanidis et al., 2006). Componentes 2440 

celulares, incluindo carboidratos, ácidos nucléicos, lipídios e proteínas, podem ser danificados pela alta 2441 

reatividade das EROs. Peixes, como muitos outros vertebrados, tentam reduzir os danos do estresse 2442 

oxidativo usando um sistema de defesa antioxidante que consiste na produção de moléculas antioxidantes 2443 

(Alvarez et al., 2005) e ativação da síntese de enzimas antioxidantes, como a catalase (Valavanidis et al., 2444 

2006). 2445 

A mistura de pesticidas nos recursos hídricos é comum devido à prática dos produtores rurais. No 2446 

entanto, apesar de algumas vantagens para os agricultores, o uso de misturas pode ampliar o efeito tóxico 2447 

de componentes químicos em organismos aquáticos (Laetz et al., 2009; Prestes et al., 2011; Silva et al., 2448 

2015). Fatima et al. (2007) avaliaram os efeitos combinados de herbicidas, em concentrações presentes em 2449 

corpos de água na Bélgica, sobre as atividades do gene cat em peixes expostos aos compostos. Os efeitos 2450 

combinados dos herbicidas atrazine (42 μg L-1), simazina (41 μg L-1), diuron (41 μg L-1) e isoproturon (47 2451 

μg L-1) diminuíram significativamente a atividade da CAT. A exposição da tilápia (Oreochromis niloticus) 2452 

a misturas dos herbicidas amplamente utilizados na cultura da cana-de-açúcar: tebutiuron, diuron e 2453 

hexazinona induziram alterações substanciais nas atividades enzimáticas do cat, uma resposta bem 2454 

conhecida dos animais aquáticos à exposição a esses herbicidas (Van Der Kraak et al., 2014; Jonsson et al., 2455 

2017). Além disso, os herbicidas atrazina e hexazinona também mostraram ser responsáveis pela indução 2456 

do estresse oxidativo, interferindo em diferentes desfechos e produção de ROS em algumas espécies de 2457 

peixes (Valavanidis et al., 2006). 2458 

O gene cyp19a1b do peixe-zebra codifica a aromatase cerebral (aromatase B) que é expressa 2459 

apenas em células gliais radiais que atuam como progenitoras neuronais tanto em cérebro adulto quanto em 2460 

desenvolvimento (Pellegrini et al., 2007). O gene cyp19a1b é um marcador bem conhecido para exposição 2461 

a estrogênios, e é regulado tanto por estrogênios naturais e sintéticos (estradiol, estriol, estrona e 2462 

etinilestradiol) quanto por compostos semelhantes ao estrogênio, como o BPA (Brion et al., 2012; Kah 2463 

2013, Chen et al., 2017). Nossos dados são consistentes com a composição de nossas misturas de poluentes, 2464 

estriol e bisfenol A, que contêm muitos dos compostos estrogênicos mencionados acima. Além de uma 2465 
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correlação mais fraca com outros compostos como 2-hidroxiatrazina, diuron, malathion, 17 α-2466 

etinilestradiol, fipronil, carbendazim e triclosan. 2467 

Sabe-se que poluentes diferentes induzem actividade semelhante à dioxina através da via do 2468 

receptor de hidrocarboneto de arila (AhR) (Hahn, 2001). Esta é a via primária de ativação do gene cyp1a, 2469 

a contrapartida molecular do biomarcador clássico para a exposição a dioxinas e outras formas relacionadas 2470 

de poluição orgânica, a etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) (Aguirre-Martínez et al., 2017 Bucheli e Fent, 2471 

1995; Gokoyr e Forlin, 1992, Piña et al., 2007). É notável que nenhum dos compostos presentes em nossas 2472 

misturas possa ser considerado um veDRadeiro agonista do receptor de hidrocarboneto de arila (AhR), o 2473 

que provavelmente justifica a ativação relativamente baixa do gene nos testes. No entanto, vários grupos 2474 

de pesquisa sugeriram que esses marcadores podem ser usados para monitorar a exposição de peixes a uma 2475 

variedade de compostos orgânicos, incluindo produtos farmacêuticos, BPA, cafeína, diuron, entre outros 2476 

(Goksoy e Husoy, 1992; Saeed et al., 2016; Aguirre -Martínez et al., 2017; Velki et al., 2017), o que seria 2477 

consistente com nossos resultados. 2478 

 2479 

5. Conclusão  2480 

As amostras de água dos rios apresentaram baixas concentrações de CEs nos rios brasileiros 2481 

monitorados, indicando possíveis efeitos nocivos ao meio ambiente. No entanto, em diferentes épocas do 2482 

ano, com a intensificação das atividades agrícolas, pode haver maior contaminação por CEs nos recursos 2483 

hídricos. Neste cenário, altas concentrações de CEs podem ter efeitos biológicos adversos para os 2484 

organismos vivos, como demonstrado por alterações transcricionais nos genes cat, cyp19a1b e cyp1a, 2485 

indicando efeitos do estresse dos CEs sobre o zebrafish. Portanto, uma avaliação de risco abrangente deve 2486 

contemplar uma ampla gama de concentrações para avaliar os potenciais efeitos biológicos adversos para 2487 

os organismos vivos. 2488 

As atividades realizadas nos arredores dos rios mostraram ter influência no tipo de poluentes 2489 

encontrados nos rios. Além disso, foi demonstrado que o modelo biológico in vivo, como o zebrafish, é 2490 

uma ferramenta valiosa na avaliação de risco de misturas químicas. 2491 
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Tabela 1 LC-MS/MS parâmetros experimentais para cada composto. 2817 

Compostos Tipo de substância e 

grupo químico 

Tempo de 

retenção 

(min) 

Íon 

precursor 

(m/z) 

Modo 

ESI  

Produção 

(m/z) 

Energia de 

colisão (eV) 

Abundância 

relativa (%) 

Parâmetros 

instrumentais  

Coeficiente de 

determinação 

(R2) LDI (pg) 

Cafeína Estimulante alcalóide 3.091 195.1 (+) 138.1 110.1 69.1 15 20 20 31.7 12.0 15 0.988 

Imidacloprido Inseticida neonicotinóide, 

medicamento veterinário 

1.185 256.0 (+) 208.9         175.1 10        15 7.5 25 0.922 

Carbendazim Fungicida 2.324 192.1 (+) 160.1 132.1 105.1 20 30 35 24.9 18.8 5 0.985 

Atrazina Herbicida 5.877 216.2 (+) 174.1        103.9 15          15 17.4 5 0.851 

2-hydroxyatrazina Pesticida 3.091 198.2 (+) 156.2 114.1 86.1 15 20 20 40.3 66.4 5 0.991 

Carbofurano Pesticida 4.491 222.0 (+) 165.0 123.0 55.0 10 20 16 22.0 15.3 5 0.988 

Hezaxinona Herbicida 5.071 253.2 (+) 171.1 85.1 71.1 8 30 31 80.4 53.2 5 0.992 

Tebutiuron Herbicida 5.243 229.1 (+) 172.1 116.1 57.2 10 30 34 56.8 41.7 5 0.944 

Diuron Pesticida 6.245 233.0 (+) 72.1 72.1 46 20 20 16 35.6 99.4 5 0.855 

Clomazona Herbicida 6.706 240.1 (+) 125.0 1 ---- 5 0.870 

Ametryn Herbicida 6.877 228.2 (+) 186.1 158.1 138.1 15 20 20 14.9 22.9 5 0.928 

Malathion Inseticida 

organofosforado, 

medicamento veterinário 

7.380 331.0 (+) 285.0         99.0 1           15 0.4 5 0.918 

Tebuconazole Fungicida 9.098 308.2 (+) 124.9 70.0 70.0 30 10 20 2.1 15.0 5 0.991 

Testosterona Homônio 

farmacêutico/natural, 

andrógeno 

8.092 289.3 (+) 109.1 97.1 79.1 25 20 20 77.8 2.5 5 0.983 

Progesterona Homônio 

farmacêutico/natural, 

progesterona 

10.335 315.3 (+) 109.1 97.2 79.2 15 25 30 63.0 7.7 5 0.992 

17α-

ethinylestradiol 

Farmacêutico, 

xenoestrogênio 

6.058 295.0 (-) 158.9 144.9 143.0 30 30 40 79.1 69.6 250 0.707 

Bisfenol A Plasticida 5.562 227.0 (-) 210.9        132.9 30        25  82.8 50 0.953 

Estriol Metabólito 4.448 287.0 (-) 170.9 144.9 143.0 30 35 40 91.6 53.9 75 0.994 

Fipronil Inseticida, medicamento 

veterinário 

6.618 434.9 (-) 330.0 250.0 183.0 10 15 30 19.7 9.1 25 0.987 

Octilfenol Químico industrial 8.074 205.0 (-) 132.0        106.0 25        15 1.0 5 0.967 

Triclosan Antibacteriano e 

antifúngico 

6.849 287.0 (-) 35.1        37.1 5          5 37.8 75 0.994 

2818 
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Tabela 3 Sequências de pares de primers usados na PCR quantitativa em tempo real. 2819 

Gene 

alvo 

Sequência dos primers (5’ - 3’) Número de acesso  

ppia2 F: GGGTGGTAATGGAGCTGAGA 

R: AATGGACTTGCCACCAGTTC 

AY391452.1 

cyp1a F: GGTTAAAGTTCACCGGGATGC 

R: CTGTGGTGTGACCCGAAGAAG 

NM_131879.2 

hsp70 F: TCCCGCAGATCGAAGTGAC 

R: GTTTTCCGGTGCTTTTGTCC 

NM_001113589.1 

cat F: CTGGCGTTTGATCCCAGTAAC 

R: CGATGGCGATGTGTGTCTG 

NM_130912.2 

sod1 F: CAATGCTAACTTTGTCAGGCCA 

R: CCTTCCCCAAGTCATCCTCC 

NM_131294.1 

tsh F: GTGTGCCCCACTGACTACA 

R: CCCTGGAGAAACAGAAGCCC 

NM_181494.2 

cyp19a1a F: CGAATTCTTCTCCAAACCCAAT 

R: CCGAACGGCTGGAAGAAAC 

NM_131154.3 

cyp19a1b F: CAAAAAACCCAACGAATTCAGC 

R: GGACCACAACCGAATGGCT 

NM_131642.2 

cpy26b1 F: GCTGTCAACCAGAACATTCCC 

R: GGTTCTGATTGGAGTCGAGGC 

NM_212666.1 

casp8 F: ACTAGCAAGCAAGCCCAAGC 

R: CCATCCGACGTCCAAACAC 

NM_131510.2 

sox2 F: CGGAGGTGCAGGACCAGA 

R: TCGTCGTACCGGGCACA 

NM_213118.1 

cyb561d2 F: TGTCAACTCCAGCACATCAAATTTA 

R: ATTGGGAAGAAAAAGGGTTATTCA 

NM_001006102.1 

thrb F: AGCTCTTTCCGCCCCTCTT 

R: TTGGTGTTGGTGGGAGCAG 

NM_131340.1 

Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia (NCBI); Número de seqüência de 2820 

referência.  2821 
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Considerações finais   2837 

Os resultados do presente estudo indicaram a influência do uso e cobertura do solo 2838 

na contaminação dos recursos hídricos por CEs, metais e alterações nas condições físico-2839 

químicas da água. Além disso foi possível verificar que a qualidade da água dos rios pode 2840 

estar comprometida, por apresentar potencial citotóxico e genotóxico nos organismos 2841 

expostos. 2842 


