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Resumo

Os recursos hidricos sofrem influéncia das atividades antropicas ao longo de toda
sua extensdo. Essas atividades proporcionam a liberacdo de efluentes provenientes de
esgoto domeéstico e atividades agroindustriais comprometendo a qualidade da agua e
causando danos genéticos aos organismos expostos. Assim, o trabalho teve como
objetivo: determinar a presenca de metais e contaminantes emergentes nos rios Dourados
e Brilhante, avaliar efeitos biologicos em organismos testes, bem como avaliar a
influéncia do uso e cobertura do solo na qualidade da dgua. ProporcGes de uso e cobertura
do solo foram mensuradas com auxilio do programa ArcGIS®. Metais foram
determinados por espectrometria de emiss@o atbmica por plasma acoplado indutivamente.
Contaminantes Emergentes (CEs) foram determinados utilizando extracdo em fase sélida
seguido de andlise em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e
analises fisico-quimicas foram realizadas utilizando sonda multipardmetro. Amostras de
agua foram avaliadas utilizando os testes de Allium cepa e Astyanax lacustris. Efeitos de
misturas de CEs foram analisados de acordo com alteracfes na expressdo de genes em
embribes de zebrafish. A analise de uso e cobertura do solo mostrou que as areas no
entorno do pontos de amostragem sdo ocupadas predominantemente por atividade
agricola. Dados fisico-quimicos como, oxigénio dissolvido e pH apresentaram valores
acima da legislacéo brasileira. Os resultados do teste de A. cepa sugerem que amostras de
agua de ambos os rios exerceram efeitos citotoxicos e genotdxicos significativos,
especialmente para indice mitotico. Para o teste com A. lacustris, também verificou-se
efeito genotoxico, observado pela diferenca significativa entre anormalidades nucleares,
quebras no DNA observados pelo Ensaio do Cometa. Além do mais, a analise de
correlacdo de Pearson revelou que os dados de uso e cobertura do solo e parametros fisico-
quimicos foram estatisticamente correlacionados com danos genéticos nos bioensaios
realizados. Para analise molecular, misturas de CEs induziram a expressao dos genes cat,
cypl9alb e cypla. Neste contexto, os resultados indicam a influéncia do uso e cobertura
do solo na contaminacdo dos recursos hidricos por metais e CEs. Além do potencial das
amostras de agua proveniente dos rios Dourados e Brilhante em causar efeitos bioldgicos
adversos nos organismos expostos.
Palavras-chave: Uso e cobertura do solo; metais; contaminantes emergentes; Allium

cepa; Astyanax lacustris; Danio rerio.
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Abstract

Water resources are influenced by anthropogenic activities along their entire length.
These activities provide for the release of effluents from domestic sewage and agro-
industrial activities that compromise water quality and cause genetic damage to exposed
organisms. The objective of this study was to determine the presence of metals and
pollutants in the Dourados and Brilhante rivers, to evaluate biological effects in test
organisms, as well as to evaluate the influence of use and land cover on water quality.
Proportions of land use and cover were measured using the ArcGIS® program. Metals
were determined by inductively coupled plasma atomic emission spectrometry. Emerging
pollutants (ECs) were determined using solid-phase extraction followed by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry and physical-chemical analyzes were
performed using multiparameter probe. Water samples were evaluated using the tests of
Allium cepa and Astyanax lacustris. Effects of mixtures of ECs were analyzed according
to changes in gene expression in zebrafish embryos. The analysis of land use and cover
showed that the areas around the sampling sites are predominantly occupied by
agricultural activity. Physical-chemical data such as dissolved oxygen and pH presented
values above Brazilian legislation. The results of the A. cepa suggest that water samples
from both rivers exerted significant cytotoxic and genotoxic effects, especially for mitotic
index. For the A. lacustris test, genotoxic effect was also observed, observed by the
significant difference between nuclear abnormalities, DNA breaks observed by the Comet
Assay. Moreover, Pearson's correlation analysis revealed that use and land cover data and
physico-chemical parameters were statistically correlated with genetic damage in the
bioassays performed. For molecular analysis, mixtures of ECs induced expression of the
cat, cypl9alb and cypla genes. In this context, the results indicate the influence of soil
use and coverage on the contamination of water resources by metals and ECs. In addition
to the potential of water samples from the Dourados and Brilhante rivers to cause adverse
biological effects on exposed organisms.

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

lacustris; Danio rerio.
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1. Introducdo geral e relevancia do tema

A qualidade da &gua é um dos requisitos fundamentais para a saide humana e
qualidade de vida dos ecossistemas. No entanto, atividades antropicas como 0 processo
de urbanizacdo, industrializacdo e atividades agropecuarias vém promovendo impactos
aos ambiente aquéticos (da Rocha et al., 2018).

A avaliacéo da relagdo de uso e cobertura do solo proximos aos recursos hidricos
e a qualidade da agua constituem parametros importantes nos estudos de bacias
hidrograficas (Wan et al., 2014). O uso e cobertura do solo, quando ndo planejado, pode
alterar a qualidade da &gua em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas (Mori et al.,
2015), presenca de compostos como metais pesados (Oliva et al., 2012) e emergentes
(Ferreira, 2005; Masia et al., 2015), devido a proximidade de atividades antropicas em
torno dos recursos hidricos ou escoamento superficial de contaminantes.

Atividades agricolas desordenadas (por exemplo, manejo inadequado do solo e
intenso uso de defensivos agricolas) alteram processos hidroldgicos, reduzem a
capacidade de infiltracdo da agua nos solos e aumentam as taxas de escoamento
superficial. Assim, praticas agricolas inadequadas podem constituir um dos principais
fatores de degradacdo dos recursos hidricos (Muritiba, 2011).

Atividades agricolas geram residuos que podem impactar o ambiente e a qualidade
dos recursos hidricos. A atividade agricola do Estado de Mato Grosso do Sul (MS) esta
fortemente ligada a producdo de culturas temporarias que ocupam lugar de destaque na
producdo em nivel nacional como milho (3° lugar), cana-de-agucar (4° lugar) e soja (5°
lugar) (IBGE, 2016).

Neste contexto, os rios Dourados e Brilhante se caracterizam por apresentar
atividades econdmicas por gquase toda sua extensao, liberando efluentes provenientes de
esgoto domeéstico, lixo urbano, descarte de residuos industriais para rios e corregos
pertencentes a essas bacias comprometendo a qualidade da &gua, sendo necessario a
avaliacdo da qualidade desses recursos hidricos.

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da
resolucdo n® 357/2005, estabelece pardmetros e limites aceitaveis, a fim de garantir a
qualidade dos ecossistemas aquaticos. Contudo, a avaliagdo dos parametros fisico-
quimicos néo revela o efeito da contaminagdo ambiental sobre os organismos aquaticos,
assim, diversos estudos propondo a utilizagdo de organismos testes, como ferramentas

complementares para avaliagdo das propriedades citotoxicas e genotoxicas da agua de
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rios tém se tornado de grande importancia em estudos de avaliacdo de contaminacdo
aquatica (Nunes et al., 2011; Bianchi et al., 2015).

O teste Allium cepa tem sido considerado excelente organismo-teste para
avaliacdo de danos genéticos de diferentes amostras ambientais, tais como aguas
superficiais impactadas por atividades antropicas (Bianchi et al., 2015). Por outro lado,
organismos aquéaticos, como Astyanax lacustris e Danio rerio tambem podem ser
satisfatorios para este tipo de avaliagcdo (Zhang et al., 2003; Trujillo-Jiménez et al., 2011).
Diante do exposto, a utilizacdo de ensaios que avaliem o potencial da agua em causar
efeitos biologicos adversos nos organismos expostos constituem ferramenta importantes

no auxilio do monitoramento da qualidade da agua.
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2. Hipdtese
Amostras de aguas dos rios Dourados e Brilhante apresentam compostos quimicos
que comprometem a qualidade desses recursos hidricos e induzem efeitos bioldgicos em

organismos expostos.
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3. Objetivos
Objetivo geral

Determinar a presenca de metais e contaminantes emergentes nos rios Dourados

e Brilhante, avaliar efeitos bioldgicos em organismos testes expostos as amostras de agua,

bem como avaliar a influéncia do uso e cobertura do solo na qualidade da &gua.

Objetivos especificos

Artigo 1

Avaliar a composicdo quimica da agua (metais e contaminantes emergentes);
Mapear os tipos de uso e cobertura do solo (%) proximas aos pontos amostrais;
Investigar a influéncia das caracteristicas da paisagem na qualidade da agua dos

rios Dourados e Brilhante.

Artigo 2

Determinar parametros fisico-quimicos (condutividade elétrica, pH, oxigénio
dissolvido e temperatura) da agua e verificar se 0s mesmos estdo em acordo com
limites aceitaveis estabelecidos pela Resolu¢do do Conselho Nacional de
Conselho (CONAMA n° 357, de 17 de Marco de 2005 — Classe 2).

Avaliar o potencial citotdxico e genotoxico de amostras de adgua superficiais dos
rios Dourados e Brilhante em Allium cepa e Astyanax lacustris;

Avaliar a influéncia do uso e cobertura do solo nos danos genéticos e parametros

fisico-quimicos.

Artigo 3

Determinar a ocorréncia de Contaminantes Emergentes (CEs) em amostras de
agua superficial dos rios Dourados e Brilhante;

Reconstituir agua com misturas de CEs;

Avaliar os efeitos das misturas de CEs, em concentragfes previamente
determinados nos rios e ambientalmente relevantes, na expressdo génica de

embrides de zebrafish.
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4. Revisdo de literatura

Os recursos hidricos estdo entre os ecossistemas mais afetados por serem alvo de
diversos tipos de fontes poluidoras, tais como residuos agropecuarios, industriais,
domésticos, entre outros, gerando grande preocupacdo em escala mundial. No Brasil,
agéncias reguladoras foram criadas para monitorar e estabelecer normas a fim de
preservar os recursos hidricos. A Agéncia Nacional de Aguas (ANA), criada no ano de
2000 e vinculada ao Ministério do Meio Ambiente, é responsavel por assegurar a atual e
as futuras geracdes, a disponibilidade de recursos hidricos com padrdes de qualidade de
agua adequados aos seus respectivos usos (ANA, 2013).

No Estado de Mato Grosso do Sul, o Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso
do Sul (IMASUL) é responsavel pelo monitoramento da qualidade da agua de rios e
corregos. O IMASUL controla a qualidade dos recursos hidricos por meio do Programa
de Monitoramento da Qualidade das Aguas de Mato Grosso do Sul, e fornece subsidios
ao controle da poluicdo das aguas, por meio de parametros fisicos, quimicos, bioldgicos,

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

4.1 Caracterizacao de rios Sul-Mato-Grossenses

As bacias dos rios Dourados e Brilhante localizam-se ao sul do Estado de Mato
Grosso do Sul (Figura 1), na sub-bacia do rio lvinhema que, por sua vez, se insere na
Bacia Hidrografica do Alto do rio Parana (Message et al., 2016). O rio Dourados nasce
na cidade de Antonio Jodo, possui uma extensao de 370 km e ocupa cerca de 20,47 % da
area da sub-bacia do rio Ivinhema e aproximadamente 5,41% da area da Bacia do Rio
Parana. O rio é considerado de suma importancia para o Estado no suprimento de agua
para abastecimento publico de doze municipios entre eles: Antdnio Jodo, Ponta Pora,
Laguna Carapa, Caarap0, Vicentina, Jatei, Gloria de Dourados, lvinhema, Deodéapolis,
Fatima do Sul, Itapord e a cidade de Dourados, considerada a segunda maior cidade do
Estado, com mais de 218 mil habitantes (Mato Grosso do Sul, 2000; Ferreira e Silva,
2015; IBGE, 2017).

O rio Brilhante nasce na cidade de Sidrolandia, possui uma extensdo de 344 Km
e ocupa uma area correspondente a 27,2% da area total da Bacia do rio lvinhema. O rio
funciona como importante fonte de abastecimento hidrico e desenvolvimento de
atividades econdmicas para nove municipios inseridos total ou parcialmente em seus

limites tais como: Angélica, Deodapolis, Douradina, Dourados, Itapord, Maracaju, Ponta
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Figura 1: Rios Dourados e Brilhante, Mato Grosso do Su, Brasil.

4.2 Monitoramento ambiental

Os recursos hidricos correspondem ao destino final de muitos efluentes, servindo
de veiculo para exposicdo de organismos aquaticos a poluentes como metais e
contaminantes emergentes comprometendo a qualidade da agua (Yi, Yang e Zhang, 2011,
Gongcalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). Desta forma, a utilizac&o de organismos vivos
conhecidos, como modelo experimental na detec¢do de impactos de contaminantes sobre
0s mesmos, denominado biomonitoramento, torna-se uma opgao viavel para avalia¢do da
qualidade dos recursos hidricos por meio de bioensaios.

Os bioensaios, por sua vez, correspondem a utilizacdo de métodos adequados para
identificacdo de efeitos adversos ocasionados por contaminantes ambientais nos
organismos testes. Bioensaios realizados com animais e plantas, separadamente ou em

combinacéo, sdo utilizados para avaliar a qualidade da dgua (Zegura et al., 2009). Dentre
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0s testes utilizados para estudos de avaliacdo ambiental destacam-se teste com Allium
cepa, e testes pisceos em Astyanax lacustris e Danio rerio.

4.2.1 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade

Atualmente, torna-se cada vez mais imprescindivel a realizacdo de pesquisas
cientificas com o objetivo de avaliar possiveis ameagas dos recursos hidricos aos
organismos expostos considerando as diversas fontes de contaminacdo destes recursos.
Sendo assim, se faz necessario a utilizacdo de novas ferramentas como avaliacdo da
citotoxicidade ou genotoxicidade de aguas superficiais.

Atividade citotoxica pode ser avaliada por meio da inibigdo do ciclo celular em
vegetais, caracterizando atividade antiproliferativa ou pelo aumento na divisao celular
(profase, metafase, anafase e telofase), induzindo o aparecimento de tumores nos seres
vivos (Pires et al., 2001). Por outro lado, a atividade genotdxica avalia alteragdes na
estrutura do DNA, devido a presenca de agentes clastogénicos, que promovem a quebra
de cromossomos e/ou aneugénicos, que induzem aneuploidia ou segregacdo
cromossémica anormal, ocasionando a formacdo de micronlcleos e/ou alteracdes
cromossdmicas (Silva, Erdtmann e Henriques, 2003; Leme e Marin-Morales, 2009;
Freitas et al., 2016). Alteracbes genéticas podem ser observadas em organismos
bioindicadores vegetais como Allium cepa (Figura 2) e animais como Astyanax lacustris
(Figura 3), ambos amplamente utilizados para avaliacdo de amostras ambientais.

O teste de A. cepa é sido considerado excelente para avaliacdo do potencial
citotdxico e genotoxico de diferentes amostras ambientais, tais como &guas superficiais
impactadas por atividades antrdpicas (Bianchi et al., 2015), aguas residuais (efluentes) e
tratadas (Hemachandra e Pathiratne, 2017).

Bioensaios com plantas superiores como a Allium cepa, tém sido amplamente
utilizados devido suas vantagens como baixo custo; boa correlagdo com outros testes e
alta sensibilidade. Adicionalmente, os cromossomos de plantas superiores sdo grandes,
com numero reduzido (2n = 16), de facil visualizago, permitindo andlises de alteragdes
cromossomicas (Figura 2) e constituindo ferramenta eficiente em estudos de

monitoramento ambiental (Fiskesjo, 1985; Rank e Nielsen, 1997).
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Figura 2: Células de Allium cepa. A) C-metafase, B) Anafase com Ponte Cromossémica, C) Interfase com
Microntcleo, D) Interfase com Brotamento nuclear, E) Morte Celular, F) Anafase com perda

cromossdémica.

Além dos vegetais, os peixes também sdo frequentemente utilizados como
organismos testes por bioacumularem substancias toxicas e serem sensiveis a compostos
de origem antrépica. O peixe de agua doce Astyanax lacustris (Lutken, 1875),
popularmente conhecido como “lambari-do-rabo-amarelo”, tem sido utilizado em estudos
de monitoramento ambiental para a determinacdo de locais impactados por diferentes
contaminantes (Trujillo-Jiménez et al., 2011; Yamamoto et al., 2016). Os danos genéticos
como formacdo de microndcleos e alteracdes nucleares, bem como a fragmentagdo do
DNA (Ensaio do Cometa) podem ser utilizados para avaliacdo da qualidade da agua de
aguas superficiais (Barros et al., 2017).

O teste do micronucleo (MN) e alteracdes nucleares (Figura 3) € um método
baseado na contagem de alteracdes genéticas ocasionados por agentes quimicos, fisicos
ou biologicos, capazes de interferir no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do
fuso, ou que possam promover a perda de material genético (cromossomos inteiros ou
fragmentos) ocasionando a formacao de danos genéticos (Silva et al., 2011). O teste MN,
tem sido utilizado para monitorar potencial mutagénico da qualidade da dgua (Nunes et
al., 2011).
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Figura 3: Células de Astyanax lacustris. A) Célula sem dano, B) Nucleo lobulado, C) Blebbed nuclei, D)
Notched nuclei, E) Nucleo vacuolizado, F) Citoplasma vacuolizado, G) Célula binucleada, H) Célula sem

nicleo, 1) Picnose e J) Microntcleo.

A deteccdo da atividade genotdxica em aguas superficiais pode ser analisada
por meio do Ensaio do Cometa. O referido ensaio esté relacionado com a extensdo do
DNA que migra para fora do nucleo (Fairbairn et al., 1995). A medida mais utilizada na

avaliacdo do dano é feita pela relacdo entre o raio do nucleo e a extensdo das caudas
formadas pela migracdo do DNA (Figura 4).

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

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

méaximo, DNA totalmente fragmentado).

4.2.2 Testes moleculares

Danio rerio (Teleostei: Cyprinidae), conhecido como “peixe-zebra ou
paulistinha”, foi descrito por Francis Hamilton em 1822. Este pequeno teledsteo de agua
doce é naturalmente originario do nordeste da india e corresponde ao vertebrado com
maior numero de genes codificadores de proteinas sequenciados (Liu e Leach, 2011).
Outras inUmeras vantagens tem caracterizado este peixe como bom organismo indicador
como, por exemplo, tamanho do individuo adulto entre 3-5 c¢cm, crescimento rapido,
maturidade em torno de trés meses, baixo custo de manutencdo, grande quantidade de
ovos por dia (50-200 ovos), desenvolvimento extra uterino, ciclo reprodutivo curto e

embrides transparentes (Feitsma e Cuppen, 2008).

11
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Atualmente, este peixe € um modelo experimental consolidado e tem sido
amplamente adotado em diversas areas da ciéncia, tais como: desenvolvimento (Dishaw
et al., 2014), teratologia (Adeyemi et al., 2015), comportamento (Abdallah, Thomas e
Jonz, 2015), toxicologia (Dai et al., 2014) e genética (Guo et al., 2017).

Alguns trabalhos tém relacionado diferentes niveis de expressdo génica em
organismos expostos a poluentes ambientais, dentre eles os contaminantes emergentes. O
peixe, como muitos outros vertebrados, reduzem danos causados pelo estresse oxidativo
usando um sistema de defesa com moléculas antioxidantes (Alvarez et al., 2005) ou por
enzimas antioxidantes, como catalase (CAT) (Valavanidis et al., 2006). A transcrigédo de
catalase mostra uma fraca correlagéo positiva com dois herbicidas, hexazinona e atrazina,
(Van Der Kraak et al., 2014).

Além do mais, genes como o cypl9alb (aromatase B), gene especifico do
cérebro, € um marcador bem conhecido para a exposi¢do ao estrogénio considerando que
sua expressdo é aumentada em amostras tratadas com Bisfenol A (BPA) (Chen et al.,
2017). Além do BPA, estrogénios como estriol também consideram o gene cyp19alb um
biomarcador notavel da exposicao xenoestrogénio (Kah, 2013). A inducéo do gene cypla
também pode ser usado como biomarcador para a exposicao de peixes a uma variedade
de compostos organicos como BPA, cafeina e diuron (Saeed et al., 2016; Aguirre-
Martinez et al., 2017; Velki et al., 2017).

4.2.3 Uso e cobertura do solo

A variacdo dos parametros de uso e cobertura do solo tém efeitos importantes na
qualidade da &gua dos recursos hidricos e, portanto, é considerada uma ferramenta
potencialmente informativa para analises da integridade dos ecossistemas aquéticos (Bua
etal., 2014).

Diferentes tipos de uso e cobertura do solo devem manter um equilibrio entre
atividades antrépicas, como producdo agropecuaria, urbanizacdo e bem estar dos
ecossistemas aquaticos considerando que essas atividades tém consequéncias ambientais
como alteragdo da qualidade dos recursos hidricos (DeFries et al., 2004; da Rocha et al.,
2018).

A avaliacdo da relacdo de uso da terra e qualidade da agua superficial € uma
guestdo importante nos estudos de gestdo de bacias hidrograficas (Wan et al., 2014),

considerando que este fator também esta associado a alteragBes nas caracteristicas fisico-

12
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quimicas da &gua (Mori et al., 2015) e presenca de compostos como metais (Oliva et al.,
2012) e contaminantes emergentes (Ferreira, 2005; Masia et al., 2015).

4.2.4 Monitoramento Quimico

Os metais nem sempre apresentam riscos para 0S ecossistemas, visto que em
baixas concentracdes participam de muitos processos fisioldgicos, sendo denominados de
elementos essenciais, contudo, em altas concentracdes podem ocasionar danos genéticos
Nos organismos expostos.

Altas concentracBes de metais nos recursos hidricos tém sido associadas a
atividades antropicas como descarga de residuos domésticos, agricolas e industriais nao
tratados nos corpos d'agua (Khadse et al., 2008; Venugopal et al., 2009). Os metais podem
ser absorvidos pelos organismos por meio de estruturas respiratorias e superficies do
corpo (Costa et al., 2008).

Nagy et al. (2013) sugerem que a presenca de metais induz rupturas de DNA que
podem ser reparadas, no entanto, algumas exposicdes podem representar lesées continuas
e danificar o DNA de forma irreversivel. Beyersmann e Hartwig (2008) observaram que
considerando propriedades fisico-quimicas dos metais, a genotoxicidade pode ser causada
por trés mecanismos predominantes: (1) inducdo de estresse oxidativo, causando danos
ao DNA ou estimulando o crescimento celular; (2) inibicdo dos sistemas de reparo do
DNA, resultando em instabilidade genémica e acumulacdo de mutacBes; e (3)
irregularidades na proliferacdo celular por inducdo de percursos de sinalizacdo ou
inativagéo de controles de crescimento.

Além dos metais, a presenca de contaminantes emergentes também tém sido alvo
de preocupacdo da comunidade cientifica, devido sua persisténcia, atividade bioldgica,
além de ndo serem incluidos em monitoramentos de rotina. Definidos como compostos
de diferentes origens e natureza quimica, tais como natural ou antrdpica, incluindo fontes
uBRanas e agroindustriais, os contaminantes emergentes (CEs) incluem compostos de
origem hospitalar (Thiele-Bruhn, 2003), farmacéutica (urbanos, estoque), higiene pessoal
(Heberer, 2002), defensivos agricolas (Masia et al., 2015), subprodutos de desinfec¢do
(urbanos, industriais) e produtos quimicos industriais (industria).

No Brasil, segundo Agéncia Nacional das Aguas (ANA) CEs correspondem a
“subprodutos industriais, agricolas, disruptores endocrinos, produtos farmacéuticos e de
cuidados pessoais, que podem nédo ser removidos durante 0s processos mais comuns de

tratamento de efluentes e que acabam contaminando sistemas de agua doce. Esses

13
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contaminantes podem prejudicar o sucesso reprodutivo de organismos vivos e causar
outros impactos ainda ndo detectados” (ANA, 2013).

Considerando que os CEs ndo sdo facilmente eliminados da agua pelo processo
de tratamento de aguas residuais, estes contaminantes tém gerado grande preocupacgéo
sobre 0s possiveis efeitos que podem vir a causar nos organismos expostos (Bolong et al.,
2009). Desta forma, tais contaminantes sdo candidatos a futura regulamentacdo apos
estudos de ecotoxicidade, efeitos a saide humana, potencial de bioacumulacéo, transporte
e destino nos diferentes compartimentos ambientais (Montagner, Vidal e Acayaba, 2017).

O Brasil apresenta uma ampla area territorial onde se observam cenarios que
agravam a situacdo em relacdo a presentacdo de CEs nos recursos hidricos como falta de
saneamento basico em diversas regides do pais, consumo excessivo de defensivos
agricolas devido a extensa area cultivada e importacdo ilegal destes produtos para o
Brasil. Pesquisas tém apontado para a existéncia de rotas que ligam regides limitrofes do
Brasil, como a regido Sul-Mato-Grossense, a paises como o Paraguai para a importagdo
de defensivos agricolas que se fard burlando as barreiras sanitarias e fiscais estabelecidas
por 6rgaos como a Receita Federal do Brasil e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.
Desta forma, mesmo constituindo crime ambiental e contrabando, os ganhos econémicos
com a compra de defensivos agricolas no Paraguai tém sido atrativa pelo grande
diferencial de precos, levando muitos agricultores a usar produtos ilegais (Dorfman et al.,
2014). Com isso, é de se esperar que as caracteristicas regionais de cada Estado, tipo de
uso e cobertura do solo e economia, interfiram no tipo e concentragdo de CEs dependendo
da atividade antrdpica realizada e padrdo de consumo de cada regido (Montagner, Vidal
e Acayaba, 2017).

Diante do exposto, torna-se relevante a realizacao de pesquisas que (1) avaliem a
influéncia do uso e cobertura do solo na qualidade da agua; (2) determinem a presenca de
contaminantes emergentes e metais; (3) determinem condi¢fes fisico-quimicas em
amostras de agua e (4) avaliem o potencial da agua em causar efeitos bioldgicos adversos

Nos organismos expostos por meio da utilizacdo de boensaios.
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O Artigo 1 intitulado: Influéncia das caracteristicas da paisagem em aguas
superficiais de rios Sul-Matogrossenses sera submetido a Revista Engenharia

Sanitaria e Ambiental (Qualis B1, Area interdisciplinar)
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a composi¢do quimica da agua, analisar os tipos de uso
e cobertura do solo (%), bem como investigar a influéncia das caracteristicas da paisagem
na qualidade da dgua em dois rios Sul-Matogrossenses. Amostras de aguas superficiais
foram coletadas em diferentes pontos amostrais, nos rios Dourados e Brilhante,
localizados na Regido Sul do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. As proporcdes de
uso e cobertura do solo foram mensuradas com auxilio do programa ArcGIS® e
categorizados seis classes de uso e cobertura do solo. Metais foram determinados por
meio de espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado.
Contaminantes emergentes (CEs) foram determinados usando extracdo em fase solida e
espectrometro de massa acoplado a cromatografia liquida. Os resultados da analise de uso
e cobertura do solo mostraram que as areas no entorno do pontos de amostragem sé&o
ocupadas predominantemente pela agricultura. A analise quimica mostrou que todos 0s
metais estavam abaixo das concentragdes maximas permitidas pela resolucéo brasileira.
Em relacdo aos CEs, apenas sete, cafeina, imidacloprido, atrazina, 2-hidroxiatrazina,
tebutiurom, bisfenol A e estriol, foram determinados em ambos 0s rios, com exce¢do para
atrazina e estriol no rio Dourados. Observou-se que atividades antrdpicas associadas a
reducdo das matas ciliares, indisponibilidade de infraestrutura para o tratamento de
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efluentes e falta de conscientizacdo da populacdo podem ser considerados importantes
fatores de contaminacg&o dos recursos hidricos.
Palavras-chave: Contaminacdo da agua, metais, contaminantes emergentes.

Abstract

The objective of the study was to evaluate the chemical composition of the water, to
analyze the types of land use and cover (%), as well as to investigate the influence of
landscape characteristics on water quality in two South-Matogrossenses rivers. Surface
water samples were collected at different sampling sites from the Dourados and Brilhante
Rivers, located in the Southern Region of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil. The
proportions of land use and cover were measured using the ArcGIS® program and
categorized six classes of land use and occupation. Metals were determined by inductively
coupled plasma optical emission spectrometry. Emerging contaminants (ECs) were
determined using solid-phase extraction and liquid chromatography coupled mass
spectrometer. The results of the use and land cover analysis showed that the areas around
the sampling points are predominantly occupied by agriculture. The chemical analysis
showed that all metals were below the maximum concentrations allowed by the Brazilian
Resolution. In relation to ECs, only seven, caffeine, imidacloprid, atrazine, 2-
hydroxyatriazine, tebutiurom, bisphenol A and estriol were determined in both Rivers,
except for atrazine and estriol in the Dourados river. Our results show that anthropogenic
activities associated with the reduction of riparian forests, unavailability of infrastructure
for the treatment of effluents and lack of awareness of the population can be considered
important factors of contamination of water resources.

Key woDRs: Contamination of water, metals, emerging contaminants.

1. Introducéo

Nos ultimos anos, uma atencdo especial tem sido dada a presenca de um ndmero
crescente de substancias de origem natural ou sintética, comumente denominados de
contaminantes emergentes (CEs) incluindo horménios, produtos farmacéuticos, produtos
para cuidados pessoais, plastificantes e defensivos agricolas. Essas substancias estdo
sendo amplamente detectados, especialmente em aguas superficiais, como estuarios,
lagos e rios (Zuccato et al., 2005; Velicu e Suri, 2009; Masié et al., 2015; Liu et al., 2017;
Gongcalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017)

Alem dos CEs a presenca de metais ndo essenciais também tém sido alvo de
preocupacdo da comunidade cientifica, devido a sua toxicidade, abundancia e persisténcia
no ambiente. Os efeitos dos metais em aguas superficiais podem ser atribuidos a
bioacumulagdo, bio-concentracdo e danos genéticos observados em microrganismos,
flora e fauna aquatica, afetando a cadeia alimentar e consequentemente a saude humana
(Y1, Yang e Zhang, 2011; Falandysz et al., 2017).

A contaminacdo de aguas superficiais por CEs e metais tém sido associada a
praticas antropicas proximas as bacias hidrogréaficas devido ao escoamento superficial de
residuos, mineracdo, e descarte direto de efluentes urbano e agroindustriais. Desta forma,
o tipo de uso e a cobertura do solo reflete diretamente na qualidade da 4gua dos recursos
hidricos (Tran et al., 2010; Oliva et al., 2012; Masia et al., 2015).

A Bacia do Alto do rio Parana fornece adgua para a regido mais densamente
povoada do Brasil. O trecho do Alto do rio Parana no Estado de Mato Grosso do Sul,
onde estdo localizados os rios Dourados e Brilhante, flui por regides com menor
densidade populacional, porém funcionam como importantes fontes de abastecimento
hidrico e desenvolvimento de atividades econdmicas para Regido Sul-Mato-Grossense
(Message et al., 2016). No entanto, a expressiva atividade agricola e a auséncia de
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tratamento adequado de esgoto podem impactar negativamente a qualidade da agua destes
recursos.

Investigacdes anteriores indicaram concentracdes de metais acima dos valores
permitidos pela legislacdo brasileira para os rios Dourados e Brilhante (Maceda et al.,
2015; da Rocha et al., 2018). Por outro lado, em relacdo aos CEs ainda permanece uma
escassez de informacgOes sobre a presenca dos mesmos. Desta forma, afim de
compreender o impacto das atividades antropogénicas na qualidade dos recursos hidricos,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a composi¢do quimica da 4gua, metais e CEs, analisar
0s tipos de uso e cobertura do solo (%), bem como investigar a influéncia das
caracteristicas da paisagem na qualidade da 4gua em dois rios Sul-Matogrossenses.

2. Material e métodos

2.1 Descricdo da area de estudo

As bacias dos rios Dourados e Brilhante localizam-se na sub-bacia do rio
Ivinhema que, por sua vez, se insere na Bacia Hidrografica do Alto do rio Parana
(Message et al., 2016) (Figura 1). O rio Dourados (DR) nasce no municipio de Antonio
Jodo, na fronteira de Mato Grosso do Sul com o Paraguai, e tem 370 Km de extensao,
banhando doze municipios dentre eles: Antdnio Jodo, Ponta Pord, Laguna Carapa,
Caarapd, Vicentina, Jatei, Gloria de Dourados, Ivinhema, Deodapolis, Fatima do Sul,
Itapord e Dourados (Ferreira e Silva, 2015).
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Figura 1 Localizacéo dos pontos de amostragem dos rios Dourados (DR) e Brilhante (BR), Estado de Mato
Grosso do Sul, Brasil.

O rio Brilhante (BR) nasce na cidade de Sidrolandia, possui uma extenséo de 344
Km, banhando nove municipios inseridos total ou parcialmente em seus limites tais como:
Angelica, Deodapolis, Douradina, Dourados, Itapord, Maracaju, Ponta Pord, rio Brilhante

25



937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947

948
949

950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974

e Sidrolandia. O rio corre no sentido oeste e se uni aos rios Vacaria e Dourados ao leste
formando o rio Ivinhema (Ferreira e Silva, 2015).

2.2 Amostragem

Amostras de agua foram coletadas em seis pontos ao longo do DR e BR,
totalizando doze pontos de amostragens. Uma amostra de agua superficial foi coletada
em cada pontos de amostragem, em junho de 2016, a uma profundidade de 20 cm,
utilizando garrafas de vidro ambar esterilizadas 1L. Ap6s a coleta, amostras de &gua
foram transportadas sob refrigeracédo e armazenas a 4 °C até o momento das analises. A
selecdo dos pontos de amostragem, foi associada as caracteristicas dos rios, da nascente
a foz, e atividades desenvolvidas nas proximidades, conforme Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizacdo dos pontos de amostragem dos rios Dourados e Brilhante.

Rio Pontos Caracterizacao da area de estudo

DR1  Nascente no municipio de Antnio Jodo. Area predominantemente agricola.
DR 2  Areapredominantemente agricola com presenca de mata ciliar.

DR 3  Ponto proximo a cidade de Dourados. Areas agricola e urbana, com mata ciliar.
DR 4  Ponto proximo a cidade de Fatima do Sul. Area urbana.

DR5  Ponto localizado ap6s as cidades de Fatima do Sul e Vicentina. Area agricola.
DR 6 Areaagricola e alagada.

Rio
Dourados
(DR)

BR1  Nascente no municipio de Sidrolandia. Area urbana e agricola.

] BR2  Areaagricola, urbana e com mata ciliar.
o & BR3 Ponto proximo a cidade de Maracaji. Area agricola, urbana e com mata ciliar.
x % @  BR4 Areapredominantemente agricola e com mata ciliar.

m BR5  Ponto localizado apés a cidade de Douradina. Area agricola.

BR6  Ponto localizado apés a cidade de Rio Brilhante. Area agricola e com pastagem.

2.3 Uso e cobertura do solo

As propor¢des de uso e cobertura do solo nos pontos de amostragem foram
mensuradas em junho de 2016 usando imagens aéreas de alta resolucdo, obtidas do
Google Earth Pro®, com tamanho de pixel (célula) de 1 m. Para o limite do estudo, foram
gerados buffers de 1,5 km em torno de cada local de amostragem (12 locais), sendo
categorizados seis classes de uso e cobertura do solo: agricultura, pastagens, edificacdes
urbanas, fragmentos florestais, corpos d'dgua e areas Umidas. Para a interpretacdo das
imagens, utilizou-se uma classificacdo visual utilizando as ferramentas de escaneamento
fornecidas pelo programa ArcGIS® 10.4 em sua verséo de teste (ESRI, 2015), calculando
as areas e porcentagens de cada categoria de cobertura do solo.

2.4 Determinacdo de metais

Considerando trabalhos prévios desenvolvidos no DR e BR, onde foram
observados concentracdes de metais acima do permitido para a legislacdo brasileira, o
presente trabalho analisou a presenga dos metais cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn),
cromo (Cr), aluminio (Al) e cobalto (Co). Apbés a coleta, amostras de agua foram
acidificadas com &cido nitrico para preservacdo dos metais (ANA, 2011) e para cada
amostra foram analisadas trés subamostras. As concentracfes de cada elemento nas
amostras de agua foram determinados segundo metodologia proposta por Mermet e
Poussuel (1995) em Espectroscopia de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplada (ICP-OES) (Thermo Scientific, EUA, modelo iCAP 6000®), utilizando gas
argonio de alta pureza (99,99%) (White Martins). Metais foram determinados utilizando
curvas de calibragio padrio, a partir de solugdo padrdo multielementar com 1000 mg L*
de Cue Zn e de 100 mg L de Mn, Cr, Al e Co (Merck e Sigma Aldrich®). A validagio
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do procedimento analitico ICP-OES foi realizado para determinacdo quantitativa dos
elementos com comprimentos de onda e de linearidade (Tabela 2).

Tabela 2 Validagdo do método, série ICAP 6000-
Duo, Thermo Scientific, nebulizacdo pneumatica.
Elementos com comprimentos de onda (nm) e

linearidade (R?).
Metais  Comprimentos de Linearidade
onda (nm) (R?)
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

2.5 Determinacéo de contaminantes emergentes (CEs)

Considerando as atividades agricolas e urbanas em torno do DR e BR, este estudo
determinou a presenca de vinte e um CEs tais como: cafeina, imidacloprido, carbendazim,
atrazina, 2-hidroxiatrazina, carbofurano, hexazinona, tebutiuron, diuron, clomazone,
ametryn, malathion, testosterona, tebuconazole, progesterona, estriol, 17 a-etinilestradiol,
bisfenol A, fipronil, triclosan e octilfenol.

O preparo da amostra foi realizado segundo Montagner e Jardim (2011), com
adaptacdes. Amostras de agua foram processadas durante as 24 h seguintes a coleta. Cada
amostra de 1L foi filtrada utilizando membranas de acetato de celulose com tamanho de
poro de 0,45 um (Sartorius, Alemanha), e o filtrado foi extraido usando cartuchos de 500
mg de HLB Oasis (Waters, Milford, EUA). O condicionamento dos cartuchos foi
realizado pela adi¢do de 6 mL de metanol e 6 mL de agua ultrapura. Os compostos retidos
foram eluidos com duas aliquotas de 5 mL de metanol e uma aliquota de 2 mL de
acetonitrila. A etapa de eluicdo foi realizada com auxilio de um sistema de vacuo tipo
Manifold (Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA) com tubos de vidro pré-lavados. Os tubos
foram cuidadosamente secos com um fluxo suave de nitrogénio, e 0s compostos foram
ressuspensos até um volume final de 0,4 mL de agua/metanol 70/30 (v/v).

A analise foi realizada utilizando cromatografia liquida com espectrometro de
massa (LC-MS/MS), em um sistema LC Agilent série 1200, acoplado a um espectro de
massa Agilent 6410 Triple Quad equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray
(ESI). Monitoramento de Reacdo Multipla (MRM) foi usado para realizar a quantificagcdo
por espectrometria de massa. A quantificacdo foi feita por meio de calibracdo padrao
externa e o limite de deteccdo instrumental (LDI) variou entre 5 e 250 pg (Tabela 3). Os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método consideraram o fator de
concentracdo (2000x) e foram obtidos de acordo com Miller e Miller (2005).
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1019 Tabela 3 Parametros experimentais da cromatografia liquida com espectrometro de massa (LC-MS/MS) selecionado para 0s contaminantes emergentes.

Contaminantes  Tempo de fon Modo Producéo Energia de Abundéancia  Parémetros Coeficiente de

emergentes retencdo  precursor ESI (m/z) coliséo relativa (%) _instrumentais determinacéo
(min) (m/z) (eV) LDI (pg) (R2)
Cafeina 3.091 195.1 (+) | 138.1 1101 69.1 | 15 20 20| 317 120 15 0.988
Imidacloprido 1.185 256.0 ) 208.9 175.1 10 7.5 25 0.922
CaBRendazim 2.324 192.1 (+) | 160.1 1321 1051 | 20 30 35| 249 188 5 0.985
Atrazina 5.877 216.2 ) 174.1 103.9 15 17.4 5 0.851
2-hidroxiatrazina 3.091 198.2 (+) | 156.2 1141 861 | 15 20 20| 403 664 5 0.991
CaBRofurano 4.491 222.0 (+) | 1650 1230 550 | 10 20 16| 22.0 153 5 0.988
Hezaxinona 5.071 253.2 (+) | 1721 851 711 8 30 31| 804 532 5 0.992
Tebutiurom 5.243 229.1 (+) | 1721 1161 572 | 10 30 34| 56.8 417 5 0.944
Diuron 6.245 233.0 +) | 721 721 46 20 20 16| 356 994 5 0.855
Clomazone 6.706 240.1 (+) 125.0 1 - 5 0.870
Ametryn 6.877 228.2 (+) | 186.1 1581 1381 | 15 20 20| 149 229 5 0.928
Malathion 7.380 331.0 (+) 285.0 99.0 1 0.4 5 0.918
Tebuconazole 9.098 308.2 (+) | 1249 700 700 | 30 10 20| 21 150 5 0.991
Testosterona 8.092 289.3 (#) | 109.1 971 791 | 25 20 20| 778 25 5 0.983
Progesterona 10.335 315.3 (+) | 109.1 972 792 | 15 25 30| 630 7.7 5 0.992
17a-etinilestradiol 6.058 295.0 () | 1589 1449 1430 | 30 30 40| 791 69.6 250 0.707
Bisfenol A 5.562 227.0 ) 210.9 132.9 30 82.8 50 0.953
Estriol 4.448 287.0 () | 1709 1449 1430 | 30 35 40| 916 53.9 75 0.994
Fipronil 6.618 434.9 () | 33.0 2500 1830 | 10 15 30| 19.7 9.1 25 0.987
Octilfenol 8.074 205.0 ) 132.0 106.0 25 1.0 5 0.967
Triclosan 6.849 287.0 () 35.1 37.1 5 37.8 75 0.994
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3. Resultados

3.1 Caracterizagao do uso e cobertura do solo

Em relacdo a caracterizacdo do uso e cobertura do solo, verificou-se areas
ocupadas predominantemente por atividade agricola, principalmente proximas as
nascentes, com excec¢do para o ponto DR4, com proporcao de 77 % de urbanizacao. Além
disso, em alguns locais também foi verificado proporc¢ao consideravel de corpos hidricos
e areas Umidas, como nos pontos 5 e 6 de ambos os rios. Por outro lado, fragmentos
florestais apresentaram proporcoes reduzidas ou nenhum tipo de cobertura, como
observado nos pontos DR4 e DR5 (Figura 2).

Rio Dourados (DR) Rio Brilhante (BR)

1,0% 0,6% 0,2%
Z,x

82,5%

Médias dos pontos

10,1% “'l
56,7%
1,4%
DR
8,1% 4
6,4%
9,1%

BR

Classes:

35/o

52,8%

51,2% 56,9%

5,1%
33,4%

70,4%
DRS DR6

Agricultura

@& Corpos d’agua

@€ Fragmentos florestais
Pastagem

@8 Urbanizacio

8 Areas alagadas

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

De acordo com a média dos pontos de amostragem, verificou-se que a agricultura
é a principal atividade antrépica desenvolvida ao longos dos rios, com uma proporcao de
52,8 % e 56,9 %, enquanto a atividade urbana ocupa uma area menor de 23,5 % e 6,4 %,
no DR e BR, respectivamente. Os fragmentos florestais foram responsaveis por
aproximadamente 15.6 % no DR e 17 % no BR. Por outro lado, a média da propor¢éo dos
demais usos e ocupagdes do solo podem ser consideradas baixas.

3.2 Concentragdo de metais na agua

Em ambos os rios verificou-se a presenca dos metais Cu, Zn, Mn, Cr, Al e Co,
com excecao para o metal Zn ndo quantificado no BR. Contudo, as concentracdes foram
inferiores a concentracdo maxima permitida segundo Resolucédo Brasileira do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005), conforme apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4 Concentracdo de metais (mg L) em amostras de gua dos rios Dourados e Brilhante.

Pontos de Elementos (mg L)

Amostragem Cobre (Cu) Zinco (Zn) Manganés (Mn) Cromo (Cr) Aluminio (Al) Cobalto (Co)
2 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
5o DR 3 0.0025 0.0003 0.0320 0.0068 <LQ 0.0009
8 a DR 4 0.0019 <LQ 0.0488 0.0071 <LQ 0.0010
L DR 5 0.0026 <LQ 0.0373 0.0065 <LQ 0.0007
o DR 6 0.0024 <LQ 0.0265 0.0070 <LQ 0.0007
) BR1 0.0022 <LQ 0.0325 0.0075 <LQ 0.0004
S 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
n L BR4 0.0018 <LQ 0.0230 0.0073 <LQ 0.0006
2 BR5 0.0022 <LQ 0.0311 0.0074 <LQ 0.0006
o BR 6 0.0018 <LQ 0.0356 0.0067 0.0642 0.0005

3CONAMA 0.009 0.18 0.10 0.05 0.10 0.05

8Resolugdo 357/2005, classe 2, conforme Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). Menor
que o limite de quantificagdo (<LQ).

3.3 Concentragao de Contaminantes Emergentes (CES)

Dentre os vinte e um CEs analisados, apenas sete (cafeina, bisfenol A, estriol,
imidacloprido, atrazina, 2-hidroxiatrazina e tebutiurom) foram quantificadas nas amostras
de 4gua dos DR e BR, com excecdo para atrazina e estriol no DR. Os demais CEs
analisados ndo foram detectados em nenhuma amostra analisada em concentracdes
superiores ao limite de deteccdo (LD) (Tabela 5).

Tabela 5 Concentra¢Ges de contaminantes emergentes com respectivos limites de deteccdo (LD) e limites
de quantificacdo (LQ) (ng L) em amostras de dgua proveniente dos pontos dos rios Dourados e Brilhante,
e classificagdo toxicologica segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2018).

Contaminantes emergentes (CEs) (ng L™)

Pontos de
amostragem  Cafeina B'sf‘ml Estriol Imidacloprido Atrazina 2-hidroxiatrazina  Tebutiurom
» DR 1 <LQ 18,8 <LD <LD <LQ 18,6 <LD
S DR 2 <LQ 11,3 <LD <LD <LD 19,0 <LD
S5 DR3 200 <LQ  <LD <LQ <LQ 20,9 <LQ
/2 DR4 34,5 13,3 <LD 20,6 <LQ 31,2 <LQ
o DR5 459 16,8 <LD 21,0 <LQ 29,6 <LQ
o DR 6 21,7 214 <LD 30,1 <LQ 47,8 10,4
® BR1 50,5 <LD <LD 16,3 171,3 129,5 <LD
= BR 2 <LQ <LD <LD 53,5 25,1 55,1 11,9
=g BR3 31,3 17,0 <LD 23,8 19,1 52,3 <LQ
a®@ BR4 21,6 <LQ <LD 17,9 17,1 51,5 10,4
K=} BR5 26,7 <LD <LD 27,3 24,6 66,5 339
x BR 6 <LQ 22,7 10,7 42,2 28,2 92,9 22,2
LD 6 9 9 53 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 11 11 ND 1
Classificacdo toxicologica para agrotdxicos: I: extremamente toxico; IlI: altamente tdxico; IlI:

medianamente toxico; 1V: pouco toxico (ANVISA, 2018). (ND) Dado néo disponivel.

4. Discusséo

A andlise de uso e cobertura do solo revelou que o0s rios sdo ocupados
predominantemente por atividades agricolas. Por outro lado, os fragmentos florestais
classificados como floresta estacional semidecidual, foram observados em proporgoes
reduzidas ou com nenhum tipo de cobertura, como observado nos pontos DR4 e DR5
(Figura 2). O Brasil, por meio do Codigo Florestal Brasileiro, dispde sobre a protecdo da
vegetacdo nativa e estabelece as Areas de Preservacdo Permanente (APP) com funcéo de
preservar beiras de rios e proteger nascentes (Brasil, 2012). Contudo, considerando que
em algumas areas os fragmentos florestais nem sempre estdo presentes, os dados do
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presente estudo indicam que as normas estabelecidas pelo Cédigo Florestal Brasileiro ndo
estédo sendo aplicadas.

A presenca de areas urbanas e agricolas proximas aos recursos hidricos tém sido
associadas ao descarte de efluentes ou escoamento superficial de residuos domésticos,
industriais e agropecuarios, acarretando em contaminagdo dos corpos d'agua por metais
(Mwegoha e Kihampa, 2010). Assim, 6rgdos que visam a protecdo dos recursos hidricos
como o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) tém estabelecido
concentragfes maximas permitidas para os metais em aguas superficiais. Investigacoes
anteriores indicaram concentracfes de metais acima dos valores permitidos para ambos
os rios, DR e BR (Maceda et al., 2015; da Rocha et al., 2018). Contudo, neste estudo, esse
mesmo resultado nédo foi observado, o que pode ser atribuido a diferente localizacdo dos
pontos e periodo de amostragem.

Além dos metais, CEs também tém sido amplamente detectados em aguas
superficiais. Geralmente empregado como estimulante, a cafeina € um dos produtos mais
consumidos no mundo, sendo comumente encontrada no café, cacau, bebida de cola,
chocolate e em alguns medicamentos (Bortolini, Sicka e Foppa, 2010). Além do mais, no
Brasil, os estados do Mato Grosso do Sul, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul
sdo 0s que mais consomem a erva mate (llex paraguariensis A. St. -Hil) na forma de
bebida (chimarrdo, tereré ou cha mate) (Bondarik et al. 2006). Podem ser encontrados
composto estimulantes como a cafeina (Bastos et al. 2006).

A cafeina foi detectada no DR a partir do ponto DR3, com 20,0 ng L2, situado
proximo ao municipio de Dourados, considerada a segunda cidade com maior nimero de
habitantes (218.000) do Estado de Mato Grosso do Sul (IBGE, 2017). A contaminacgéo
do DR pode estar associada ao descarte de aguas residuais urbanas (da Rocha et al., 2018).
A cafeina é considerada um indicador da poluicdo de aguas superficiais por aguas
residuais domésticas (Goncalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). Assim como no DR, no
BR foram quantificadas concentraces de cafeina de até 50,5 ng L™, como observado no
ponto BR1. Considerando que o DR e o BR passam por doze e nove municipios,
respectivamente, a variacdo nos niveis de concentracdo da cafeina pode ser atribuida a
inimeros aspectos, tais como padrdo de consumo, nimero de habitantes e falta de
saneamento adequado, uma vez que, apesar das estacdes de tratamento de esgoto (ETE)
promoverem a remocao de CEs, alguns compostos, como a cafeina, ndo sdo efetivamente
removidos do esgoto apds tratamento, devido as suas propriedades fisico-quimicas (alta
estabilidade, solubilidade, tempo de meia-vida de 30 dias) permanecendo no efluente
final e, assim, remanescendo em corpos d’agua superficiais (Buerge et al., 2003;
Gongcalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017).

O bisfenol A também tém sido classificado como CEs, por estar presente em
matrizes aquaticas, devido atividades antropicas, e por isso tém sido detectado em
amostras de esgoto bruto e tratado (Montagner, Vidal e Acayaba, 2017), dguas destinadas
ao consumo humano (Machado et al., 2016) e aguas superficiais (Liu et al., 2017). O
bisfenol A tornou-se onipresente no ambiente por ser empregado em atividades
industriais, bem como na utilizacdo de embalagens contendo esse composto. Assim,
durante o uso e descarte inadequado, a eliminacdo de produtos contendo bisfenol A no
ambiente é inevitavel (Tsai, 2006).

Neste estudo, o bisfenol A foi determinado em todos os pontos do DR, com
excecdo para o ponto 3, com concentracdes de 11,3 a 21,4 ng L. Por outro lado, no BR
o mesmo foi determinado somente nas amostras dos pontos 3 € 6 com 17,0 e 22,7 ng L
respectivamente. Assim como a cafeina, a contaminagdo por bisfenol A, nos recursos
hidricos pode estar associada ao descarte de aguas residuais urbanas. No Brasil, o descarte
direto de esgoto bruto nos rios representa a principal fonte de aporte de contaminantes de
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origem doméstica para dguas superficiais, uma vez que, segundo a Pesquisa Nacional de
Saneamento (PNSB) de 2008, pouco mais da metade dos municipios brasileiros (55,2%)
possuem servico de esgotamento sanitario por rede coletora (IBGE, 2010; INCTAA,
2014).

Dentre os CEs, alguns compostos sao ainda classificados pelo seu potencial em
alterar funcdes do sistema enddcrino nos organismos Vvivos e persistirem nos recursos
hidricos apds tratamento (Velicu e Suri, 2009; Lima et al., 2014). Assim, interferentes
endocrinos como o estriol no ambiente aquatico esta se tornando uma prioridade em
programas de monitoramento. Neste estudo, o estriol, foi determinado somente no ponto
BR6 com 10,7 ng Lt. ConcentracGes para o estriol também foram apresentados por
Kuster et al. (2009), verificando uma média na concentragio de 3,68 ng L ! em amostras
de agua ambientais do Estado do Rio de Janeiro (Brasil). Em relagdo ao impacto
ambiental dos niveis reportados neste estudo, pesquisas com bio-ensaios e organismos
aquaticos devem ser realizadas afim de avaliar atividade estrogénica, considerando que
onde os niveis totais ultrapassam a margem de 10 ng L™ existe um risco potencial de
efeitos de desregulacdo endocrina.

Uma outra classe de contaminantes preocupantes sob o ponto de vista ambiental
¢ a dos defensivos agricolas. No ano de 2016, a regido centro-oeste foi a maior
comercializadora de agroquimicos no Brasil, com um total de 185.530,03 toneladas. O
Estado de Mato Grosso do Sul ocupa o terceiro lugar nesta classificagdo, com um total de
33.003,46 toneladas (20,3%), estando atras dos Estados do Mato Grosso e Goiés
(IBAMA, 2016). A expanséo da area agricola aliada ao desmatamento em &reas proximas
as margens dos rios podem proporcionar a contaminacdo dos recursos hidricos por
defensivos agricolas, dentre eles inseticidas, herbicidas e praguicidas.

O imidacloprido corresponde ao décimo inseticida neonicotindide mais
comercializado (9.165,97 toneladas) no Brasil (IBAMA, 2014). O Inseticida foi detectado
nos pontos DR4, DR5 e DR6 com as respectivas concentracdes de 20,6; 21,0 e 30,1 ng
Lt que correspondem aos pontos com menor proporcao de fragmentos florestais (Figura
2). As florestas contribuem para a manutencdo da qualidade dos recursos hidricos
interrompendo o transporte de agroquimicos para os recursos hidricos (Dosskey et al.,
2010; Freitas et al., 2013). Assim, a depreciacdo da qualidade da 4gua pode ocorrer em
locais com intensa pressao antropica e reducdo das matas ciliares como observado nos
pontos DR4, DR5 e DR6. Além do mais, a auséncia da mata ciliar evidencia que as
normas do Codigo Florestal Brasileiro ndo estdo sendo respeitadas.

Com base em estudos laboratoriais agudos e cronicos e experimentos de semi-
campo, Smit et al. (2015) conclui que o padrdo de qualidade da dgua para exposi¢do ao
imidacloprido deve ser definida para 8,3 ng L. Desta forma, o inseticida imidacloprido,
determinado em todos os pontos do BR com concentragdes entre 16,3 a 53,5 ng L%, pode
estar comprometendo a qualidade da agua nestes recursos hidricos. A presenca de
agroguimicos na agua devido atividades agricolas desordenadas ¢ uma das principais
causas de degradacdo das aguas superficiais. A aplicacdo do imidacloprido resulta em
potencial contaminagdo dos recursos hidricos devido a uma variedade de fatores,
incluindo deriva de pulverizacgdo, deposi¢cdo atmosférica, erosdo do solo e escoamento
superficial (CCME, 2007).

No Brasil, a atrazina é amplamente utilizada no controle de plantas daninhas,
sendo o quarto herbicida mais comercializado (28.615,70 toneladas) e determinado em
todo o territdrio nacional, com uma frequéncia de deteccdo de 75 % (IBAMA, 2014,
Montagner, Vidal e Acayaba, 2017). Neste estudo, a atrazina ndo foi determinada em
nenhum ponto amostral do DR. Considerando que alguns agroquimicos muitas vezes sao
restritos a um tipo de cultura, este resultado pode ser atribuido as diferentes préaticas
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agricolas desenvolvidas nas proximidades do rio. Segund Azevedo et al. (2004) o
pesticida atrazina foi encontrado no Rio Paraiba do Sul (RJ), em areas proximas a lavoura
de cana. Por outro lado, a atrazina foi observada em todos os pontos do BR com
concentragdes de 17,1 a171,3 ng L%, a mais alta em relacdo aos demais CEs monitorados.

Embora as legislacdes vigentes no Brasil estipulem valores maximos permitidos
para defensivos agricolas em agua, somente algumas substancias com registro para o uso
no pais sdo contempladas. Contudo, a Resolucdo n. 357 de 2005 que regulamenta o
controle da qualidade das aguas superficiais no Brasil ndo estabelece limite para as
moléculas analisadas neste estudo, com excecao para a atrazina. Apesar de estar abaixo
do valores estabelecidos pela legislagdo brasileira (2000 ng L) para aguas superficiais
(CONAMA, 2005), a atrazina esta incluida entre os contaminantes de preocupacao
emergente por ser considerada medianamente toxica segundo classificacéo toxicologica
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2018), assim como o0
imidacloprido. Além do mais, a sua remocao de aguas superficiais com finalidade potével
ainda é um desafio (Ghosh e Philip, 2006; Fairbairn et al., 2016). Assim, a deteccdo da
atrazina, ¢ uma informacdo importante para as autoridades devido seu potencial
estrogénico e consequente ameagca a biota aquatica (Hayes et al., 2003)

A presenca da atrazina pode estar associada a forte influéncia agricola observada
no BR (56,9 %) em relacdo ao DR (52,8 %), assim como também foi verificado que para
ambos 0s compostos, maiores concentraces no ponto BR1, ocupado predominantemente
pela agricultura (Figura 2). O potencial de contaminacéo da atrazina pode ser atribuido a
sua alta capacidade de lixiviagdo, escoamento superficial e tempo de meia-vida de 2
meses a 6 anos (Graymore et al., 2001).

A determinacdo dos compostos de degradacdo da atrazina, como a 2-
hidroxiatrazina é importante para se entender o destino deles no ambiente mesmo ap6s
um longo periodo da aplicacdo (Moreira et al., 2017). A 2-hidroxiatrazina foi determinada
em todos os pontos de amostragem, em concentragdes variando de 18,6 a 47,8 ng L™ no
DR e 51,5a 129,5 ng L ™! no BR, presumivelmente devido & ampla gama de aplicacdes.
Contudo, verificou-se a maior concentracio do 2-hidroxiatrazina (129,5 ng L) no ponto
BR1 que corresponde a nascente, assim como para a atrazina (171,3 ng L 1), que pode ser
atribuido a degradacdo do mesmo e a forte influéncia agricola neste ponto (86,2 %).

As nascentes desempenham influéncia direta sobre a hidrologia da bacia.
Contudo, essas areas tém sido alvo de pressdes antrépicas, devido a proximidade com o
curso d’agua. Por este motivo, as matas ciliares S&0 propensas a derrubadas, dando lugar
as atividades agricolas e a auséncia de vegetacdo ao longo dos cursos d’agua. Desta
forma, praticas agricolas intensas propiciam uma fonte importante de contaminagdo, uma
vez que o escoamento superficial das dguas de chuva ndo encontra barreiras em seu
percurso, indo desaguar diretamente no corpo d’agua podendo carrear 0s agroquimicos
aplicados na area agricola (Bartley et al., 2006).

Considerado altamente toxico segundo classificacdo toxicoldgica da ANVISA, o
herbicida tebutiurom foi determinado apenas no ponto DR5 com 10,4 ng L™* e nos pontos
BR2, BR4, BR5 e BR6 de 10,4 a 33,9 ng L. Segundo ANVISA, o tebutiurom possui
algumas restri¢cbes quanto a sua aplicacdo, sendo recomendado no controle de plantas
daninhas em cana de agUcar, pastagem e em &reas urbanas. Maiores concentracfes de
tebutiurom foram observadas no ponto BR5 (33,9 ng L 1) que pode estar associado a uma
area destinada a pastagem (17,1 %), contribuindo assim para sua maior concentracao
neste ponto.

De maneira geral, os resultados para os defensivos agricolas apresentados na
Tabela 5, sugerem que a atividade agricola na regido € uma das principais causas de
contaminag&o dos recursos hidricos, principalmente no BR com maior proporgao de areas
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agricolas, que pode ser atribuido ao uso excessivo de agroquimicos, escoamento
superficial, além de baixa propor¢do de mata ciliar proximos aos pontos de amostragem.
Por outro lado, menores concentracdes e menor nimero de agroquimicos determinados
no DR, pode ser atribuido a fatores como tipo de solo, declividade, presenca de cobertura
vegetal e o tipo de uso e cobertura do solo.

5. Concluséo

A depreciacdo da qualidade dos recursos hidricos por metais e CEs, pode ser
atribuida a fatores como reducédo das matas ciliares, indisponibilidade ou precariedade de
infraestrutura para o tratamento de efluentes, bem como a falta de conscientiza¢éo da
populacédo quanto ao descarte direto de esgoto bruto e a préaticas agropecuarias proximas
as nascentes e leitos dos rios. Considerando a importancia das bacias hidrogréficas, a
adocdo de praticas agricolas mais racionais pelos agricultores e medidas como prote¢édo
das matas ciliares associado a fiscalizacdo para cumprimento das normas estabelecidas
pelo cddigo florestal brasileiro, bem como maior investimento em infraestrutura para o
tratamento de efluentes, podem prevenir a contaminacdo dos recursos hidricos, sendo a
forma mais eficiente de controle da polui¢do nas condicdes locais.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial toxicogenético de amostras de aguas superficiais dos rios
centro-oeste brasileiros e a influéncia do uso e cobertura do solo nos danos genéticos. As amostras foram
coletadas em dois periodos, inverno (junho) e verdo (novembro), em pontos amostrais dos rios Dourados e
Brilhante (Mato Grosso do Sul / Brasil). As varidveis toxicogenéticas, incluindo alteragdes cromossdmicas,
microndcleos e indice mitético foram analisadas em células meristematicas de A. cepa, por outro lado,
micronucleos, anormalidades nucleares e quebras no DNA (unidades arbitrarias, UAt) foram analisadas
em eritrocitos de A. lacustris. Além disso, os rios apresentaram valores fisico-quimicos fora das leis
brasileiras, 0 que pode ser uma caracteristica da poluicdo humana (esgoto doméstico e agricultura local).
Os resultados do teste de A. cepa sugerem que as amostras de agua dos rios Dourados e Brilhante exerceram
efeitos citotoxicos e genotoxicos significativos (p <0,05), em ambos os periodos de coleta, especialmente
alteracBes no indice mitético. Nas células sanguineas de A. lacustris, também verificou-se efeito genotdxico
das amostras de agua dos rios, observado pela diferenca significativa entre anormalidades nucleares,
quebras no DNA (UAr) em ambos os periodos de amostragem em relagdo ao controle negativo. Nos testes
de A. cepa e A. lacustris, as frequéncias de microndcleo ndo foram estatisticamente significativos. A anélise
de correlagdo de Pearson revelou que os dados de uso e cobertura do solo e pardmetros fisico-quimicos
foram estatisticamente correlacionados com danos genéticos nos bioensaios realizados. Este estudo
demonstrou o potencial toxicogenético das amostras de 4gua dos rios Dourados e Brilhante, além disso, o
tipo de uso e ocupagdo do solo e parametros fisico-quimicos revelaram ter influéncia sobre danos
toxicogenéticos.

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

1. Introducdo
O tipo de cobertura do solo ao redor dos rios tem efeitos importantes na qualidade da agua e €
considerada uma ferramenta potencialmente informativa para andlises da integridade dos ecossistemas

aquaticos (Bua et al. 2014). As a¢des antropogénicas sdo consideradas as principais fontes de contaminacéo
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dos recursos hidricos por efluentes industriais, agricolas e / ou domésticos. Em ambientes aquaticos, estes
compostos favorecem a formacdo de misturas complexas que podem persistir no meio ambiente e podem
causar danos ao DNA em organismos expostos (Lorente et al. 2015; Manzano et al. 2015). A complexidade
dos poluentes em amostras ambientais exige testes simples, sensiveis e acessiveis (Tabrez et al. 2011).
Nesse sentido, para avaliar os efeitos toxicogenéticos de misturas complexas de amostras de agua do rio,
testes com animais e plantas tém sido utilizados com frequéncia (Castro e Sousa et al. 2017; Matos et al.
2017).

Os peixes sdo frequentemente utilizados como indicadores biologicos da qualidade da agua, e
biomonitores para a presenca de poluentes por bioacumulagdo de substancias téxicas, e sdo sensiveis a
compostos antropogénicos. O peixe de agua doce do género Astyanax tem sido utilizado em estudos de
monitoramento ambiental como biomarcador para analise da contaminacao dos recursos hidricos (Trujillo-
Jiménez et al. 2011; Yamamoto et al. 2016). Astyanax lacustris popularmente conhecido como "lambari-
do-rabo-amarelo”, da familia Characidae, é uma das espécies de peixes mais abundantes e apresenta uma
ampla distribuico em praticamente todas as bacias hidrogréficas do Brasil (Suarez et al. 2011). Além disso,
da Rocha et al. (2018) observaram alteragdes no DNA em eritrdcitos de A. lacustris, expostos a amostras
de 4gua do cdrrego Curral de Arame (MS), relacionando a sensibilidade do organismo como bioindicador.

As plantas também sdo consideradas excelentes sistemas bioldgicos, pois sdo bons bioindicadores
de toxicidade, com alta sensibilidade para detectar agentes citotoxicos e genotdxicos através de diferentes
mecanismos genéticos, incluindo microndcleos e alteragdes cromossdémicas (Leme e Marin-Morales 2009).
A Allium cepa (2n = 16) é um dos melhores sistemas para avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e é
amplamente utilizado no monitoramento do efeito de poluentes presentes em ambientes aquaticos (Disman
et al. 2014; Matos et al. 2017).

A Bacia do Alto Rio Parana fornece agua para a regido mais densamente povoada do Brasil. O
trecho do Alto Rio Parana no Estado do Mato Grosso do Sul, onde estdo localizados os rios Dourados e
Brilhante, flui por regies com menor densidade populacional que os Estados de Sdo Paulo e Parana. No
entanto, uma forte atividade agricola e a auséncia de tratamento adequado de esgoto em cidades ribeirinhas
pode levar os poluentes para dentro dos rios, impactando negativamente a biota aquatica (Message et al.
2016).

Estudos demonstram que a integridade dos rios pode ser avaliada regularmente por pardmetros
fisico-quimicos. No entanto, considerando o potencial efeito da agua superficial sobre os organismos
(Batista et al. 2016), a influéncia das atividades antropicas devido o tipo de uso do solo em rios centro-
oeste brasileiros, estudos bioldgicos sdo importantes para complementar esses pardmetros. Neste sentido,
o trabalho teve como objetivo avaliar o potencial tdxico-genético de amostras de dguas superficiais dos rios
Dourados e Brilhante (Mato Grosso do Sul / Brasil) utilizando bioensaios com animais e plantas e verificar

a influéncia do uso e cobertura do solo nos danos genéticos.

2. Material e métodos
2.1 Area de estudo e amostragem
Os rios Dourados e Brilhante (DR e BR, respectivamente) estdo localizados na Bacia do Alto Rio

Paran4, regido sul do Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. O DR e 0 BR, com uma extensdo de 370 km
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e 344 km, respectivamente, sdo considerados importantes rios no fornecimento de agua para varios
municipios (Ferreira e Silva, 2015). Além disso, o DR fornece &gua para a cidade de Dourados, que
corresponde a segunda maior cidade do Estado, com 218 mil habitantes (IBGE 2017). Os rios tém sido
afetados por atividades antrépicas como urbanizacéo, agricultura e consequente reducdo da vegetacdo no
entorno dos rios, comprometendo a qualidade da agua devido ao descarte de efluentes. Amostras de aguas
superficiais foram coletadas no DR e BR no periodo do inverno (junho) e verdo (novembro) de 2015, em
cinco locais ao longo de cada rio, totalizando dez pontos de amostragem, selecionados na direcdo da
nascente até a foz do rio. A selecdo dos pontos esta associada as caracteristicas dos rios e as diferentes

atividades desenvolvidas proximas aos locais de amostragem.

2.2 Mapa de uso e cobertura do solo

O mapeamento do uso e cobertura do solo nos pontos de amostragem foi realizado usando imagens
aéreas de alta resolucdo obtidas do Google Earth Pro®, com tamanho de pixel (célula) de 1 m. Para o limite
do estudo, foram gerados buffers de 1,5 km de raio em cada local de amostragem (10 locais) e o0s tipos de
uso da terra foram classificados como agricultura, corpos d'agua, fragmentos florestais, pastagens,
urbanizagdo e areas Umidas. Para a interpretacdo das imagens, utilizou-se classifica¢do visual utilizando as
ferramentas de escaneamento fornecidas pelo programa ArcGIS® 10.4 em sua versdo de teste (ESRI, 2015),

calculando as areas e porcentagens de cada categoria de cobertura do solo (Fig. 1).
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Fig 1. Cobertura do solo e localizagdo dos pontos de amostragem nos rios Dourados e Brilhante (Mato
Grosso do Sul / Brasil).
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2.3 Determinagéo dos parametros fisico-quimicos das amostras de agua

Durante a coleta, dados de condutividade elétrica (uS cm™), potencial hidrogenionico (pH),
oxigénio dissolvido (mg L) e temperatura (°C) foram determinados utilizando sonda multiparametro YSI
Professional Plus.

2.4 Teste de Allium cepa

O teste de A. cepa foi conduzido de acordo com Fiskesjo (1985) e Ma et al. (1995), com algumas
modificagOes. Sementes de A. cepa foram expostas a amostras de agua coletadas em recipientes de vidro
esterilizados de 1 L em cada local de amostragem e germinadas a 25 °C (x 2 °C) por 96 h. O controle
negativo (MiliQ Water) foi submetido as mesmas condicGes. Apos o periodo de exposicao, as raizes foram
fixadas em solucédo de Carnoy 3: 1 (etanol-acido acético) por 24 h. Apés a fixacdo, as raizes foram lavadas
com agua destilada e hidrolisadas em HCI 1N a 60 °C por 10 min e coradas com Reativo de Schiff por 2 h.
Para a preparacdo das laminas, as raizes foram lavadas em &gua destilada e, em seguida, a regido
meristemética das raizes foi macerada e corada com solu¢do Carmim acético a 2%. Dez laminas foram
preparadas para cada tratamento e 500 células foram contadas por ldmina (totalizando 5000 células por
pontos de amostragem). Altera¢6es cromossdmicas (AC), microntcleos (MN) e indice mitético (IM) foram

analisadas em microscépio optico de luz com aumento de 400X.

2.5 Testes com Astyanax lacustris

Cinco individuos jovens de A. lacustris, obtidos de um distribuidor local e aproximadamente do
mesmo tamanho (10 cm), foram mantidos em tanques de vidro (contendo 20 L de agua proveniente dos
pontos de amostragem) sob aeracgdo constante e ciclo claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura de 23 °C
(x 2°C) por um periodo de exposicio de 72 horas. O controle negativo (CN) (Agua mineral comercial) foi
submetido as mesmas condi¢des. O experimento foi realizado com aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal (Parecer n® 10/2015) da Universidade Federal da Grande Dourados / UFGD, e todos 0s

procedimentos realizados envolvendo os animais estavam de acordo com os padrdes éticos da instituigao.

2.5.1 Teste de microntleo (MN) e anormalidades nucleares (AN)

As amostras de sangue foram coletadas da regido caudal e preparadas duas laminas por individuo.
As laminas foram secas a temperatura ambiente por 15 min, fixadas em alcool absoluto por 10 min e coradas
com Reativo de Schiff por 2h e contra-coradas com Fast Green por 10 segundos. Para cada ponto amostral,
dez mil células foram analisadas. A frequéncia de micronudcleos (MN) e anormalidades nucleares (AN)
(blebbed, lobed, notched e células binucleadas) foram analisadas em microscopio optico de luz Nikon, com
aumento de 400X.

2.5.2 Ensaio do Cometa

A eletroforese em gel de célula Gnica (EGCU)/Ensaio do Cometa foi realizado de acordo com
Singh et al. (1988) com modificacBes. O sangue foi coletado por puncéo branquial e preparado uma
suspensdo de células, diluindo 6 uL de sangue em 95 uL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) em

2000 pL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) (37 °C). As laminas foram previamente
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revestidas com 1,5% de agarose normal. A suspensdo celular foi aplicada nas laminas e uma laminula foi
colocada em cada lamina, a qual foi acondicionada a 4 °C por 15 min para solidificar a agarose. A laminula
foi removida e as laminas foram incubadas em solucéo de lise a 4 °C por 1 h, no escuro, a fim de expor o
DNA nuclear a eletroforese. As laminas foram incubadas em solucéo de eletroforese alcalina (NaOH 10N
e EDTA 200mM, pH> 13) por 20 minutos e submetidas a eletroforese a 300 mA e 37 V por 25 min. Apés
a etapa de neutralizacdo (5N Tris-HCI pH 7,5), as laminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 min e
coradas com 50 uL de brometo de etidio. Duas laminas foram preparadas para cada peixe e um total de 50
células foram analisadas por 1amina, totalizando 500 células por ponto. As laminas foram analisadas em
microscépio de fluorescéncia (400X Nikon) por apenas um observador. Os nucleodides foram classificados
em quatro classes distintas: classe 0 (material genético sem dano ou intacto); classe 1 (dano leve), classe 2
(dano moderado), classe 3 (dano severo) e classe 4 (dano maximo). A quantidade total de quebras do DNA
foi expressa em unidades arbitrérias totais (UAT) definidas como: AUT=NO X0+ N1x1+N2x2+N3x

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

2.6 Andlises estatisticas

Como os danos na A. cepa (alteracdes cromossdmicas, micronlcleos e indice mitético) ndo
tiveram distribuicdo normal, os dados de A. cepa foram submetidos ao teste estatistico ndo paramétrico de
Mann-Whitney, ja os dados de A. lacustris (microntcleos, anormalidades nucleares e unidades arbitrarias)
tiveram distribui¢do normal e foram submetidos ao teste t. Os periodos foram analisados por meio do teste
Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de p <0,05. Todos 0s pontos foram comparados com o controle.
As analises foram realizadas utilizando a plataforma R (R Development Core Team, 2016). A analise de
correlacdo entre danos no DNA em A. cepa e A. lacustris, pardmetros fisico-quimicos e dados de uso e
cobertura do solo foram analisados utilizando coeficientes de correlagdo de Pearson (p < 0,05), realizados

no programa Past versdo 3.20.

3. Resultados

3.1 Uso e cobertura do solo

Em geral, 0 mapeamento de uso e cobertura do solo mostra que a agricultura é amplamente
distribuida pela bacia, concentrando-se principalmente nos pontos 1, prdximos as nascentes, variando de
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,
sdo ocupados predominantemente pela atividade agricola, no entanto, o ponto 4 do DR é ocupado em 77,0%
pela atividade urbana. Além disso, embora a maior parte do solo seja ocupada por agricultura e urbanizacéo,
em alguns pontos também foi verificado um percentual consideravel de corpos d'agua e areas imidas, como

apresentado nos pontos 5 do DR e BR (Tabela 1).
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Tabela 1 Dados (%) de uso e cobertura do solo nos pontos de amostragem dos rios Dourados e

Brilhante.
Rios Pontos Agricultura  Pastagem Urbanizacdo Fragmentos Corpos Areas
florestais hidricos  alagadas

3 DR1 82.5 0 35 12.8 0 1.0

] r'é o DR2 64.4 0 6.4 28.1 0.1 0.6
@ 2 £ DR3 51.2 0 7.2 24.7 0 16.4

o DR4 14.7 0 77.0 0 7.7 0
DR5 334 0.3 0 12.3 26.0 27.3

b BR1 86.2 0 0.6 10.1 25 0.2

] _&Cﬁ o BR2 56.7 0 12.6 29.6 0.6 0.1
=2 BR3 49.1 0 7.0 27.0 3.0 133
@ BR4 53.0 17.1 0 3.0 20.1 6.4
BR5 36.4 1.2 0 2.9 30.8 28.0

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

0 caso da ocupacdo do solo dentro de areas de preservacdo permanente (APPs). As APPs sdo fundamentais

dentro de uma bacia hidrogréfica, e sdo caracterizadas por matas ciliares responsaveis por todo o processo

de conservacdo e manutencdo dos recursos hidricos. A preservacdo da vegetacdo nas nascentes é

fundamental para a qualidade da agua, porém devido a expansao das atividades antrépicas é freqliente a sua

degradacdo, principalmente devido a atividade agricola. Embora os locais de amostragem sejam cobertos

por vegetaco, alguns locais tém a cobertura florestal reduzida como nos pontos 4 e 5, variando de 3,0 a

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

3.2 Andlise fisico-quimica da 4gua

Parametros fisico-quimicos obtidos para amostras de &gua dos rios Dourados e Brilhante,

coletados nos periodos de inverno e verdo, sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Parametros fisico-quimicos como oxigénio dissolvido (OD), potencial hidrogeni6nico (pH),

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

Brilhante.
Dourados (DR) Brilhante (BR)
Pontos 20D apH b Cond. Temp. a0D apH b Cond. Temp.

(mg L) (nS em™) S (mg L) (S em™) (°C)

1 9.95 10.12 23.2 18.8 10.71 5.23 184 16.0

e 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 95.7 185 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

1 6.53 6.31 21.3 22.6 3.66 7.33 26.6 30.1

S 2 6.16 6.05 39.7 24.1 4,29 7.40 48.4 30.1

5 3 6.01 7.55 445 255 4.15 7.26 45.2 294

> 4 4.86 6.07 51.5 25.1 433 7.10 445 28.5

5 4.29 6.5 53.2 26.0 8.96 7.04 61 27.1

Padroes <100 pS Nao <100 puS Nao
>5mg L* 6.0t09.0 cm?!  estabelecido >5mg L? 6.0t09.0 cmt estabelecido

Valor méximo permitido pela (%) legislacdo brasileira (Resolug¢do 357/2005) do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (Conama, 2005) e (°) Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB 2005).

Valores em negrito estdo em desacordo com os padrdes estabelecidos.
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Os resultados do oxigénio dissolvido (OD) indicam concentragdes de 9,76 a 10,8 mg L e de 4,29
a 6,53 mg L' em amostras de agua nos periodo de inverno e verdo, respectivamente. No BR, foram
observadas concentracdes de 8,66 a 11,05 mg L™ no inverno e de 3,66 a 8,96 mg L™ no verdo. Em ambos
os rios, no verdo foram observados valores abaixo do limite de 5,0 mg L conforme estabelecido pela
legislacdo brasileira (Resolucdo 357/2005) para Classe 2 (destinados ao consumo humano apés o
tratamento, agricultura, recreacdo e atividade pesqueira) (Conama 2005).

VariagBes também foram observadas para o pH durante o inverno de 5,90 e 10,12 no DR e 5,23 a
6,00 no BR. No entanto, no verdo todos os valores estavam de acordo com a resolucdo brasileira. Para
condutividade elétrica foram observados valores abaixo do limite estabelecido de 100 uS cm™. No entanto,
alta condutividade elétrica, 95,7 uS cm?, foi observada no ponto 4 do DR no inverno. Em relagdo a
temperatura, ndo ha valor estabelecido na legislacdo brasileira. No entanto, foram observadas variacfes de

acordo com as estacfes do ano, menor temperatura no inverno e maior no verao.

3.3 Teste de Allium cepa

A anélise celular das raizes de A. cepa expostas as aguas coletadas no DR mostrou indugdo de AC,
em pelo menos um dos locais estudados, e alteragcBes no IM durante os periodos de coleta e em todos os
pontos de amostragem, exceto 1 e 5 (Inverno) e ponto 5 (Verdo). Amostras de agua do BR também
induziram AC durante o verdo e alteragdes na divisdo celular, IM, em todos os pontos de amostragem, com
excecdo dos pontos 1 e 5 no inverno e verdo, respectivamente. Os resultados de MN nédo foram

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

Tabela 3 Alteragdes cromossdmicas (AC), micronlcleo (MN) e indice mitético (IM) (média + desvio
padrdo) em células de A. cepa, nos pontos de amostragem dos rios Dourados e Brilhante, durante os

periodos de coleta.

Pontos Rio Dourados (DR) Rio Brilhante (BR)
Inverno AC MN M AC MN M
1 0.60 £ 0.62 0.09 +0.24 51.70 £ 19.69 025+0.33 0.01+0.06 4592+40.24

e 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 7442 +£6.35*
£ 4 1.25+0.64 0.0+0.0 56.69+6.67* | 1.07+0.62 0.01+0.06 6501+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 *
1 0.93 +£0.53 0.0+0.0 7156 +899* | 043+057 0.09+0.12 57.14+12.03*
9 2 1.60+1.05* 0.10+0.19 71.05+656* | 147+1.11%* 0.0£0.0 56.63 +9.04 *
5 3 1.34+1.09* 0.11+0.18 7119+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+1350* | 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 séo estatisticamente significativos quando comparados ao controle
negativo (CN) pelo teste de Mann-Whitney (p < 0.05).

3.4 Teste com Astyanax lacustris

Em células sanguineas de A. lacustris, as frequéncias de MN nao foram significativas em nenhum
rio e periodo de coleta quando comparado ao CN. Por outro lado, amostras de 4gua do DR e BR
apresentaram potencial genotoxico para AN e UAr durante os periodos de inverno e o verdo, em todos o0s
pontos de amostragem, nascente a foz, quando comparadas com a CN, com exce¢do para NA no ponto 1

do DR (Verdo) e ponto 2 do BR (Inverno), como apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4 Microndcleo (MN), anormalidades nucleares (AN) e unidades arbitrarias (UAT) (média £ desvio

padréo) de eritrocitos de A. lacustris, nos rios Dourados e Brilhante, durante os periodos de coleta.

Pontos Rio Dourados (DR) Rio Brilhante (BR)

Inverno MN AN UAT MN AN UAT
1 012+025 329+131* 183+6781* | 0.25+05 1.66+0.97* 302+23.25*
2 012+025 170x105* 2395+67.15* | 00+0.0 1.11+0.61 2775 +51.52 *
3 0.05+0.08 398+158* 1905+3439* |0.37%0.75 440+217* 28146247 *
4 0.05+0.08 725+383* 2484+6145* |0.16+0.28 566+453* 278.6+10.01*
5 0.10+0.22 1245+491* 2432+2198* | 0.0+0.0 372+211~* 258 +39.85*

Verdo
1 0.12+025 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+£00 31+£155* 2926+32.18*
3 0.10+022 1.81+0.88* 181 +51.60 * 00+00 238+1.84* 313.256.21*
4 025+0.28 232+1.39* 73+37.08* 0.0+00 267+066* 308.7+3059*
5 012+025 554+272* 76.2+62.99* |0.37+047 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 séo estatisticamente significativos quando comparados ao controle
negativo (CN) pelo teste t (p < 0.05).

3.5 Periodo de coleta

Em relacdo aos periodos de coleta, inverno e verdo, os resultados de A. cepa ndo mostraram
diferenga significativa para AC e MN em nenhum dos rios, quando comparado com a CN. No entanto, para
ambos os rios, o IM foi estatisticamente significativo entre os periodos de amostragem e em relagdo ao CN,
com nivel de significancia de p < 0,05.

Nos eritrocitos de A. lacustris, ndo foi verificado diferenca significativa na frequéncia de MN entre
os periodos. No entanto, para AN, observou-se diferenca significativa entre ambos os peridos de coleta e o
CN, exceto para 0 DR no verdo (Novembro). Durante os periodos, também encontramos potencial
genotoxico (AUr) da &gua entre os periodos de coleta e em relagéo ao controle para ambos os rios, DR e
BR.

3.6 Andlise de correlagdo

A andlise de correlacdo de Pearson revelou que os dados de uso e cobertura do solo e parametros
fisico-quimicos foram estatisticamente correlacionados com danos genéticos observados nos bioensaios de
Allium cepa e Astyanax lacustris. No DR, para os dados de uso e cbertura do solo verificou-se correlagéo
negativa entre pastagem e IM, porém positiva com AN (A. cepa). Corpos hidricos foram negativamente
correlacionados com IM e positivamente com AN. Parametros fisico-quimicos como OD foi correlacionado
com UAr (A. lacustris), por outro lado, temperatura e UA+ foram correlacionados negativamente. No BR
foi verificado somente uma correlagdo positiva entre os dados de condutividade e AC (A. cepa), como

observado na Tabela 5.
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Tabela 5 Analise de correlagdo de Pearson (r2) entre dados de uso e cobertura do solo (agricultura,
pastagens, fragmentos florestais, urbanizacdo, corpos d'agua e areas alagadas), parametros fisico-quimicos
(oxigénio dissolvido (DO), potencial hidrogenidnico (pH), condutividade e temperatura) e danos genéticos
como alteragdes cromossdmicas (AC), microntcleos (MN) e indice mitético (MI) em A. cepa; microntcleo
(MN), anormalidades nucleares (NA) e unidades arbitrarias (AU, ensaio cometa) em A. lacustris exposos

a amostras de agua proveniente dos rios Dourados e Brilhante.

Rio Dourados Rio Brilhante
Parémetros Allium cepa Astyanax Allium cepa Astyanax
lacustris 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 -043 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
Urbanizagdo  -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 0,49 045 0,54 -0,39 -0,37 0,19 | 0,30 -0,47 0,33 -0,25 -0,25 0,39
Corpos hidricos -0,23 0,12 -0,72 0,18 0,78 -0,10| 0,12 0,26 -0,00 0,16 0,39 -0,50
Areas alagadas 0,09 0,36 -0,37 -0,05 058 -0,00|0,16 0,05 027 027 031 -0,52
oD -0,20 -0,31 -0,22 -045 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 -0,28 041 0,30|0,64 -0,10 0,40 -0,07 0,27 -0,37
Temperatura 0,21 040 0,18 0,37 -0,34 -0,82| 0,31 0,27 -0,06-0,28 -0,18 -0,21
Correlagdes significativas estdo indicadas em negrito.

4 Discussdo

A avaliagdo fisico-quimica das amostras de &gua dos rios Dourados e Brilhante demonstrou uma
deterioracdo do ambiente aquatico, provavelmente devido & presenca de efluentes liberados pela acéo
humana. Variaveis fisico-quimicas com valores fora da faixa aceitdvel quando comparadas com a
Resolugdo Brasileira (CONAMA, 2005) sdo essenciais para estudos de caracterizagao e qualidade da agua.

Em nosso estudo, o valor de oxigénio dissolvido (OD) foi encontrado dentro do intervalo aceitavel
no inverno, porém, no verdo, os pontos 4 e 5do DR e 1, 2, 3 e 4 do BR apresentaram valores fora das
legislagéo brasileira (5,0 mg L™). Segundo Dusman et al. (2014), os baixos niveis de O2 dissolvido podem
ser devidos a liberacdo de matéria organica e efluentes no rio, devido atividades agricolas ou urbanas, bem
como reducdo das matas ciliares. A vegetacao riparia representa uma defesa critica dos recursos hidricos
contra perturbagdes ambientais. As matas ciliares séo capazes de estabilizar a temperatura e 0 OD dos rios
(Houghton e Wasson 2013).

Por outro lado, para o pH foram observados valores dentro e fora da faixa aceitavel pela Resolugao
Brasileira (6,0 a 9,0) durante o inverno, para ambos os rios. No DR, considerando a forte influéncia da
urbanizag¢do no ponto 4 (77,0%), nenhum tipo de cobertura vegetal, como observado na Tabela 1, e
consequente descarte de efluentes domésticos com auséncia de tratamento adequado de esgoto pode ser
responsavel pelo aumento da proliferacdo de algas que em processo de decomposicao reduz o pH da agua
(Marotta et al. 2008), como observado nos pontos 4 e 5 do DR.

No Brasil, ¢ comum a aplicagdo de gesso e calcario ao solo, visando reduzir a acidez no perfil do
solo com altos niveis de aluminio (Sousa e Lobato 2004; Caires et al. 2008), garantindo assim maior
produtividade (Zandona et al. 2015). Desta forma, a intensa atividade agricola, pode estar associada ao
aumento da alcalinidade da agua (Tabela 2), devido ao escoamento superficial de gesso e calcério para

dentro do rio. Além disso, atividades agricolas alteram as propriedades fisico-quimicas da dgua com a

47



1761
1762
1763
1764
1765
1766
1767
1768
1769
1770
1771
1772
1773
1774
1775
1776
1777
1778
1779
1780
1781
1782
1783
1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799

aplicacao de fertilizantes e outras substancias quimicas, sendo responsaveis pela variagdo na temperatura
da &gua, oxigénio dissolvido (Helms et al. 2009) e pH (Zampella 2007).

Apesar da condutividade elétrica estar de acordo com o limite estabelecido pela Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), foi observada alta condutividade elétrica no ponto 4 (95,7
uS cm®) no DR durante o inverno, quando comparada a outros locais de amostragem, o que pode ser
atribuida a presenca de materiais dissolvidos (Marinelli et al. 2000) devido a intensa atividade urbana e
nenhum tipo de cobertura vegetal ao redor do ponto (Tabela 1). Valores de condutividade elétrica maiores
que 100 pS cm* tém um impacto negativo no ambiente (CETESB 2005). Entretanto, embora os pardmetros
fisico-quimicos determinem a composicao da agua, esses dados ndo sao suficientes para prever 0s riscos
aos quais a biota nativa esta sujeita. A inespecificidade ocorre porque 0s organismos vivos reagem aos
poluentes de maneira integrada a outros fatores ambientais, desta forma os parametros bioldgicos devem
complementar tais analises.

Allium cepa é um organismo bioinicador amplamente utilizado no monitoramento da toxicidade
ambiental (Matos et al., 2017). Neste estudo, frequéncias significativas de AC foram observadas para
amostras de 4gua de ambos os rios, porém frequéncias de MN néo foram significativas quando comparado
ao CN. Radic et al. (2010) também encontraram alteracfes cromossdmicas induzidas com &guas
superficiais da cidade de Zagreb, na Crodcia, poluidas por uma ampla gama de fontes, quando comparadas
com 0 controle negativo. Por outro lado, Bianchi et al. (2011), também relataram que os resultados de
micronucleos do teste de A. cepa nao diferiram entre o controle negativo e amostras de dgua coletadas em
seis locais diferentes do rio Monjolinho, Sdo Paulo, Brasil.

O potencial citotéxico foi determinado pelo indice mitético, IM. Os resultados mostraram
alteraces significativas, nas células das raizes de A. cepa expostas as amostras de agua de todos os pontos
amostrais dos rios, com algumas excec¢des. Considerando que esta regido possui muitos campos agricolas
(Tabela 1), a agricultura pode ser responsavel por causar alteracdes na agua, devido & presenca de
contaminantes (agroquimicos) e consequente reducdo da cobertura florestal (Dusman et al. 2014). A
vegetagdo riparia representa uma defesa dos recursos hidricos porque evita o escoamento superficial e
estimula a infiltracdo (Houghton e Wasson, 2013). Assim, altas frequéncias de IM, podem indicar a
presenca de substincias com capacidade mitogénica, causando um aumento na taxa de diviséo celular, o
que pode levar a proliferacdo celular descontrolada, como observado por Leme e Marin-Morales (2009).

Os dados deste estudo corroboram com 0 estudo de Radi¢ et al. (2010) mostrando a atividade
mitética de amostras de dgua coletadas perto de uma fabrica de fertilizantes artificiais da bacia do rio Llova
(Croéacia) devido a efeitos estimulatérios temporarios do nitrato, nitrito, aménio e fosfato sobre a
proliferacdo de células na raiz de A. cepa. Segundo Vujosevic et al. (2008), os testes de citotoxicidade
podem indicar claramente a localizacdo das fontes de poluentes nos rios. Os pontos que ndo apresentaram
potencial citotoxico quando comparados ao controle podem ser atribuidos a capacidade autodepurativa na
foz dos rios como observado por Bianchi, Espindola e Marin-Morales (2011), assim como devido a
presenca de corpos d'agua nos pontos 5 do DR e BR, 26,0% e 30,8%, respectivamente. Corroborando com
resultados da analise de correlacdo de Pearson, sendo verificado, dentre outros aspectos, uma correlagédo

inversamente proporcional (Tabela 5) entre as variaveis, corpos hidricos e IM.
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O teste do micronlcleo em eritrocitos de peixes é amplamente utilizado e recomendado para
estudos de poluentes ambientais (Udroiu 2006). Entretanto, neste estudo ndo foram observadas frequéncias
significativas para MN em A. lacustris nos diferentes periodos de coleta e em ambos os rios. Resultados
semelhantes foram observados por Grisolia e Starling (2001), que ndo observaram diferencas significativas
nas frequéncias de MN entre pontos de amostragem préximos a areas hipertréficas do lago Paranod e o
controle. Barbosa et al. (2010) também ndo observaram mudancas significativas na frequéncia de MN nos
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Por outro lado, da Rocha et al. (2018) relataram alto nimero de MN
em eritrocitos de A. lacustris, relacionando a existéncia de agentes genotdxicos nas amostras de agua do
DR. A ndo similaridade deste estudo com os resultados de da Rocha et al. (2018) para MN, pode ser
atribuido aos diferentes pontos de amostragem e periodo de coleta.

Neste estudo, foi observado uma inducéo significativa para AN em peixes expostos a amostras de
agua dos rios. Ghisi et al. (2014) mostraram que as frequéncias de AN em peixes capturados em areas
poluidas por diferentes tipos de efluentes foram significativamente maiores do que os peixes coletados em
uma &rea controle. Alem disso, eles também encontraram maiores alteracbes em peixes localizados
préximos a foz do rio, como observado neste estudo. Alguns estudos tentaram associar as diferentes AN
nos peixes com poluentes especificos. No entanto, segundo Carrasco et al. (1990) é dificil associar
diferentes tipos de anormalidades a uma fonte especifica de poluicéo.

O Ensaio Cometa € uma ferramenta amplamente utilizada para detectar genotoxicidade em
ambientes aquaticos (Frenzilli et al. 2008). Neste estudo, quebras no DNA (AUt) foram observadas em
todas as amostras de agua coletadas ao longo dos rios, nascente a foz. Considerando a influéncia urbana e
principalmente agricola ao longo de todo o curso dos rios, frequéncias significativas de AUt podem estar
associadas a presenca de agroquimicos. Segundo Scorza Janior e Silva (2006) entre os agroquimicos mais
populares na regido do DR estdo o glifosato (14,8%), 2,4-D (5,6%), fipronil (5,4%), metamidofés (5,2%) e
outros. Os potenciais efeitos genotdxicos em peixes, por glifosato (Cavas e Konem 2007), 2,4-D (Arcaute,
Soloneski e Larramendy 2016), fipronil (Ghisi et al. 2011) foram relatados, mostrando danos significativos
no DNA apds exposicao.

Moléculas de agrotéxicos ou seus metabolitos sdo tipicamente compostos eletrofilicos reativos,
gue, como outros agentes xenobidticos, sdo capazes de se ligar covalentemente as bases dos acidos
nucléicos, resultando na formagdo de adutos de DNA. A geracdo de tais adutos é um evento significativo
na progresséo da carcinogénese e mutagénese (Boerth et al. 2008). Além disso, danos ao DNA e / ou seus
componentes estruturais (bases nitrogenadas, nucleosideos e nucleotideos) resultantes da aplicacdo de
moléculas de agrotoxicos ou seus metabo6litos podem dificultar processos de transcrigdo, replicacédo,
resultando em parada do ciclo celular, morte celular e muta¢Bes (Bolognesi et al. 2011).

Neste estudo, ndo foram observadas relacfes entre freqiiéncias de microndcleos e ensaio cometa.
Resultado semelhante também foi observado por Barbosa et al. (2010), que também observaram um
aumento na quantidade de quebras da cadeia de DNA, pelo ensaio cometa, em eritrocitos O. niloticus, mas
nenhuma alteracéo na frequéncia de microndcleos. Esses resultados podem ser atribuidos ao aumento na
capacidade de reparo do DNA que pode ter ocorrido, resultando na quebra do DNA néo sendo convertido

em micronucleos. Esta observacdo também pode ser explicada devido a natureza dos poluentes e diferengas
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na sensibilidade dos testes utilizados. Além disso, este estudo sugere que 0 ensaio cometa & mais sensivel

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

5 Concluséo

Este estudo demonstra o potencial toxicogenético das aguas dos rios Dourados e Brilhante nos
ensaios de A. cepa e A. lacustris. Além disso, a combinacdo de diferentes ferramentas neste trabalho
mostrou-se essencial para obter informacBes mais precisas sobre os danos causados nos ecossistemas
aquaticos devido a expansdo desordenada das atividades antropicas e consequente redugdo da cobertura
vegetal ao redor dos corpos d'agua, alterando o equilibrio do ecossistema aquatico.

Este estudo demonstrou a influéncia do tipo de uso e cobertura do solo e parametros fisico-
quimicos sobre os danos toxicogenéticos, o que pode ser atribuido ao escoamento superficial de efluentes
para dentro do rio. Ressaltamos assim, a importancia do desenvolvimento de projetos voltados para a
recuperacao da vegetacgao, especialmente em &reas com reduzida ou sem qualquer tipo de cobertura causada
pelo desmatamento, como apresentado neste estudo, para manter a qualidade dos recursos hidricos e

consequentemente da biota aquética.
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Destaques
e A ocorréncia de contaminantes emergentes (CEs) foi investigada em rios na regido sul do Estado
do Mato Grosso do Sul, Brasil.
e Avaliamos o potencial de toxicidade de misturas na expressao génica em embrides de zebrafish.
e Misturas de CEs em trés locais de amostragem induziram a expressdo dos genes cat, cypl9alb e

cypla.

Resumo

Contaminantes emergentes (CEs) sdo substancias quimicas sintéticas ou de ocorréncia natural que ndo sao
comumente monitoradas, apesar de possuirem o potencial de permanecer no ambiente e causar efeitos
adversos a satde ecoldgica e / ou humana. Este trabalho tem como objetivo determinar a presenca de CEs
em aguas superficiais de dois rios do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, e avaliar os efeitos na expressdo
de genes alvos de misturas em concentragdes ambientalmente relevantes. As concentra¢fes de CEs foram

determinadas por extracdao em fase sélida e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
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MS/MS). Os CEs mais frequentemente detectados foram cafeina, imidacloprido, 2-hidroxiatrazina,
tebutiuron, atrazina e bisfenol A. Utilizamos esses dados para reconstruir misturas de CEs refletindo as
concentracdes ambientais, denominados (T1, T2 e T3). Considerando que nestas condi¢des os efeitos ndo
foram observados, as concentragdes foram aumentadas. Assim, apés avaliagdo preliminar da concentracdo
sem efeito observado (NOEC) para cada mistura, foram analisadas as mudancas na expressao de genes alvo
de zebrafish (cypla, hsp70, cat, sodl, tsh, cypl9ala, cypl9alb, cyp26bl, casp8, sox2, cyb561d2 e thrb).
O gene cat tornou-se super-representado em T1 e sub-representado nos demais tratamentos. Todas as
misturas induziram a expressao do cyp19alb, um marcador para a exposicdo ao (xeno) estrogénio, e dois
deles aumentaram a expressdo do cypla, usado para indicar a presenca de compostos semelhantes a dioxina.
Os rios apresentaram baixas concentragdes de CEs e ndo indicaram efeitos prejudiciais ao zebrafish. No
entanto, em diferentes épocas do ano, com a intensificacdo das atividades agricolas pode levar a picos
insuspeitos de poluicdo CEs, e seus efeitos negativos subseqiientes para 0s organismos vivos.

Palavras-chave: Aguas superficiais, risco ambiental, embrides, Danio rerio, toxicidade potencial.

1. Introducéo

Contaminantes emergentes (CEs) sdo compostos quimicos, sintéticos ou naturais, incluindo
compostos industriais, hospitalares, produtos farmacéuticos, produtos de cuidados pessoais, produtos
agricolas e subprodutos de desinfeccdo (Thiele-Bruhn, 2003; Heberer, 2002; Masia et al., 2015;
RichaDRson e Ternes, 2018). Estudos mostram que os CEs podem causar efeitos em anfibios, moluscos,
peixes e humanos. No entanto, devido a escassez de informagdes para alguns CEs, esses compostos ainda
ndo estdo sujeitos a critérios regulatdrios ou normas para a prote¢do da salide humana ou do meio ambiente
(Matthiessen, 2008; Hayes et al., 2010; Miodovnik et al., 2011; Zhao et al., 2017).

Os CEs entram no ambiente a partir de uma variedade de fontes urbanas e rurais, incluindo
escoamento superficial de terras agricolas e pastagens, atividade industrial, residuos de hospitais, descargas
de esgotos e saidas de estagdes de tratamento de aguas residuais. Descargas de esgoto bruto em rios e lagos,
ou ineficiéncia de estacdes de tratamento de esgoto também séo fontes comuns de contaminagao dos corpos
d'dgua (Matamoros et al., 2016). Além disso, os solos contaminados constituem uma fonte potencial
adicional de poluigdo das aguas superficiais e subterraneas pelos CEs, devido o escoamento superficial e a

lixiviacdo (Oppel et al., 2004; Xu et al., 2009).
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A alta concentragdo de alguns compostos ndo é necessariamente a principal preocupacao
ambiental, pois seus efeitos tdxicos estdo fortemente relacionados a sua persisténcia e atividade biologica
devido a exposicédo crbnica (Stara et al., 2012). Assim, compostos atualmente ndo incluidos em programas
de monitoramento, mas que sdo candidatos a regulamentacgdes futuras, devem ser avaliados considerando
a complexidade de controle e detec¢do. Dada a escassez de dados existentes sobre os efeitos das misturas
complexas dos CEs, uma avaliacdo global dos efeitos causados por essas misturas em organismos vivos
esté se tornando uma necessidade.

O Danio rerio (Zebrafish) tem sido amplamente utilizado como organismo modelo, pois apresenta
varias vantagens, como tamanho pequeno, desenvolvimento extra-uterino, ciclo reprodutivo curto e
embrides transparentes (Feitsma e Cuppen, 2008). O peixe-zebra é amplamente utilizado em estudos de
toxicidade ambiental para monitorar metais pesados, desreguladores enddcrinos e poluentes orgénicos (Dai
et al., 2014), bem como na avaliacdo de outros contaminantes em estudos de qualidade da agua (Kuster et
al., 2008). A andlise de pardmetros morfoldgicos, bioquimicos, citolégicos e moleculares tém sido
utilizados para determinar os efeitos de muitos tipos de poluentes ambientais, tanto em embrides quanto
em adultos (Zhang et al., 2003; Raldua et al., 2013; Raldua e Pifia, 2014). .

O peixe-zebra tem sido amplamente utilizado em estudos com CEs, considerando a relagdo de
efeitos j& observados neste organismo, incluindo a estrogenicidade (Zhao et al., 2017); efeito inibitorio na
atividade locomotora (Tran et al., 2017); disfuncdo reprodutiva, alteragdes morfoldgicas (WiBRisky et al.,
2016); apoptose celular; toxicidade imune, alteracbes em proteinas e expressdo génica. Muitos genes tém
sido relatados com alteragdes transcricionais devido CEs, incluindo: cypla, hsp70, cat, sod1, tsh, cyp19ala,
cypl9alb, cpy26bl, casp8, sox2, cyb561d2 e thrb, verificando o efeito desses compostos na expressao
génica de organismos vivos (Jin et al., 2010; Abdelkader et al., 2012; Pinto et al., 2013; Glisic et al., 2014;
Jiang et al., 2015; Zhou et al., 2016; Guo et al., 2017).

Os rios Dourados e Brilhante, localizados na regido sul do Estado do Mato Grosso do Sul, séo
importantes rios utilizados para irrigacdo em atividades rurais locais, aquicultura, pesca, além de fornecer
agua potavel para pessoas que vivem nas margens destes rios. No entanto, a qualidade da agua dos rios
pode ser comprometida, considerando a forte atividade agricola e a auséncia de tratamento de esgoto em
algumas cidades ribeirinhas. Nesse contexto, os CEs podem estar presentes em amostras de agua dos

recursos hidricos. Além disso, embora as estagdes de tratamento de esgoto tenham uma alta taxa de
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remocdo, algumas CEs ndo sdo efetivamente removidas do esgoto ap6s o tratamento, impactando
negativamente a biota aquatica (Montagner et al., 2014; Message et al. 2016).

Assim, considerando o pouco conhecimento sobre a presenca de CEs em rios localizados na regido
sul do Estado de Mato Grosso do Sul e a precariedade de dados quanto a toxicidade de misturas de CEs.
Este estudo tem como objetivo determinar a presenga de CEs (pesticidas, farmacos, compostos industriais
e de estilo de vida) em aguas superficiais dos rios Dourados e Brilhante e avaliar os possiveis efeitos de
misturas de CEs em concentragGes ambientalmente relevantes em genes alvo de exposi¢do a poluicdo em

embrides de zebrafish.

2. Materiais e métodos
2.1 Local de estudo e amostragem
Este estudo teve como foco dois rios, Dourados e Brilhante (DR e BR, respectivamente),

localizados na bacia do Alto do Rio Parana, regido sul do Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil (Fig. 1).
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Fig. 1. Uso do solo e localizagdo dos pontos de amostragem rios Dourados e Brilhante (DR e BR,

respectivamente), Mato Grosso do Sul, Brasil.
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O DR tem uma extensédo de 370 Km e corresponde a um importante rio da regido no abastecimento
de 4gua para a cidade de Dourados, considerada a segunda maior cidade do estado em nimero de habitantes
(218.000), bem como para varios outros municipios (IBGE, 2017). A regido do DR é ocupada
predominantemente pela agricultura (56%), além de areas urbanas (20%) e areas menores ocupadas por
florestas (16,5%) e pastagens (1,5%). Por outro lado, com uma extensdo de 344 km, o BR também é
ocupado predominantemente por atividades agricolas (57%), seguida de cobertura florestal (19,5%) e
pastagens (7%). A urbanizacao representa apenas 4,6% do uso da terra, incluindo as cidades de Sidrolandia,
Rio Brilhante, Maracaju, Douradina, Itapora, Dourados e Angélica, inseridas total ou parcialmente em seus
limites, e que dependem do BR para seu suprimento de agua doce (EMBRAPA, 2015).

Uma amostra de agua superficial foi coletada em junho de 2016 (inverno) em nove pontos de
amostragem de cada rio (dezoito amostras no total) a uma profundidade de aproximadamente 20 cm usando
garrafas de vidro &mbar pré-lavadas de 1L. ApGs a coleta, as amostras foram transportadas sob refrigeracéo
e armazenadas a 4 °C até anélise. Os locais de amostragem foram selecionados de acordo com as

caracteristicas do rio, da montante a jusante do rio, e devido as atividades desenvolvidas ao longo dos rios.

2.2 Determinagdo de contaminantes emergentes (CEs) na dgua

Considerando a atividadeurbana e agroindustrial ao longo dos rios, este estudo avaliou a presenca
de vinte e um compostos considerados CEs: cafeina, imidacloprido, carbendazim, atrazina, 2-
hidroxiatrazina, carbofurano, hexazinona, tebutiuron, diuron, clomazone, ametryn, malathion, testosterona,
tebuconazole, progesterona, estriol, 17 a-etinilestradiol, bisfenol A, fipronil, triclosan e octilfenol.

O preparo da amostra foi realizado segundo Montagner e Jardim (2011), com algumas
modifica¢fes. Amostras de &guas superficiais foram transportadas para o laboratorio e processadas durante
as 24 h seguintes. Cada amostra de 1L foi filtrada através de membranas de acetato de celulose com tamanho
de poro de 0,45 um (Sartorius, Alemanha) e o filtrado foi extraido usando cartuchos HLB Oasis de 500 mg
/ 6ce (Waters, Milford, EUA). O condicionamento dos cartuchos foi realizado usando 6 mL de metanol e 6
mL de agua ultrapura. Os compostos alvo foram eluidos com duas aluotas de 5 mL de metanol e uma
aliquota de 2 mL de acetonitrila. O passo de eluigdo foi realizado utilizando um distribuidor de vacuo de
12 portas do tipo Manifold (Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA) com tubos de vidro pré-lavados

apropriados. Os solventes foram cuidadosamente evaporados até total secagem dos tubos com um fluxo
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suave de azoto, e 0s compostos alvo foram ressuspensos até um volume final de 0,4 mL de agua/metanol
70/30 (viv).

A analise de CEs foi realizada utilizando espectrometria de massa em tandem de cromatografia
liquida (LC-MS/MS), em um sistema LC Agilent 1200 Series acoplado a um espectretro de massa Agilent
6410 Triple Quad equipado com uma fonte de ionizacao por eletropulverizacdo (ESI). Monitoramento de
reacdo multipla (MRM) foi usado para realizar a quantificagdo por espectrometria de massa. A
quantificacdo foi feita utilizando calibragéo padrdo externa e o limite de deteccdo instrumental (LDI) variou
entre 5 e 250 pg (Tabela 1 - Material suplementar). Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do
método consideraram o fator de concentragdo (2000x) e foram obtidos de acordo com Miller e Miller

(2005), que variaram entre 1,8 e 66 ng L™ (Tabela 4).

2.3 Quimicos

Solugdes estoque foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO), com excecdo da cafeina
preparada em agua. Todos os quimicos utilizados na preparacdo de solugdes foram reagentes de grau
analitico (> 98% de pureza) e adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Soluc8es experimentais com as
mesmas concentrac¢des finais de DMSO (0,2% v/v) foram obtidas pela dissolugdo dos estoques com a &gua
de peixe. Esta concentracdo de DMSO est4 na faixa mais alta toleravel conhecida por ndo induzir efeitos

macroscopicos, e facilitar a permeabilidade dos compostos adicionados (Hallare, 2006).

2.3.1 Animais e condi¢des de criacéo

Individuos adultos de zebrafish do tipo selvagem (Danio rerio) foram adquiridos de um
revendedor local e mantidos em instalacbes de alojamento de animais certificados (IDAEA-CSIC,
Barcelona, Espanha) em agua purificada por osmose reversa contendo 90 pug mL™ de Instant Ocean
(Aquarium Systems, Sarrebourg, Franca) e CaSO42H,0 0,58 mM a 28 °C (+ 1) (agua de peixe). Os
embrides foram obtidos por acasalamento natural colocando 5 fémeas e 3 machos em tanques de criagéo
de 4 L com fundo de malha. Ovos viaveis fertilizados foram distribuidos aleatoriamente em placas de seis
pogos (10 ovos/pogo) contendo 8 mL de agua de peixe e criados a 28,5 °C com um fotoperiodo de 12 Light:
12 Dark. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes institucionais sob uma
licenca do governo local (DAMM 7669, 7964) e foram aprovados pelos Comités Institucionais de Cuidados

e Uso Animal no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento do Conselho Espanhol de Pesquisa (CID-CSIC).
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2.3.2 Exposicao para analise da expressao génica

De acordo com o cenario de contaminagéo observado nos rios, € com base nos resultados da analise
de componentes principais (PCA), verificou-se a formacédo de dois clusters, DR e BR. No entanto, o local
DRS5 apresentou comportamento distinto em relacdo aos demais locais de amostragem, e por isso este local
também foi incluido como tratamento (Fig. 2). Consequentemente, trés tratamentos diferentes (BR =
Tratamento 1, DR = Tratamento 2 e DR5 = Tratamento 3) foram determinados para analise molecular.

Testes preliminares foram realizados para a exposi¢ao de embrides de zebrafish, baseados em agua
reconstituida contendo mistura de CEs e nas mesmas concentracdes determinadas nos rios. Detalhes sobre

a concentracdo de cada composto e tratamento sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 Concentragfes ambientais de contaminantes emergentes nos pontos de amostragem dos rios

Dourados e Brilhante e média da concentracdo de cada tratamento para anélise de expressao génica.

Contaminantes Média da concentragdo de Concentracédo de CEs para
Rios  Tratamento emergentes (CEs) CEsnos rios (ng L)  analise de expressédo génica

(Mg LY

Cafeina 36,7 747
2 Imidacloprido 31,4 639
S 2-hidroxiatrazina 72,3 1471
=x Hexazinona 12,7 258
m2 i Tebutiuron 25,0 508
2 Atrazina 42,1 857
o Diuron 6,2 126

Estriol 10,7 218

Bisfenol A 29,5 600
” Cafeina 46,3 1816
3 Imidacloprido 23,9 938
g T o 2-hidroxiatrazina 25,1 985
8 a Tebutiuron 10,4 408
o Diuron 7,0 275
e Bisfenol A 15,3 600
» Cafeina 1040 302
§ Carbendazim 96,0 278
5 2-hidroxiatrazina 19,4 5,62
A& Diuron 11,7 3,39
o 2 Malathion 50,4 14,6
e Estriol 11,9 3,45
S Bisfenol A 20,7 6,00
o] 17 a-etinilestradiol 38,5 11,1
S Fipronil 29,2 8,46
o Triclosan 8,6 2,49

Entretanto, considerando que nestas condi¢cBes ndo foram observados efeitos em embrides, as
concentragdes foram aumentadas, até a determinacdo do valor da concentracdo sem efeito observado

(NOEC), usado para analise de expressao génica. O aumento nas concentracGes de CEs reflete a situagdo
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ambiental em diferentes épocas ou a intensificagdo das atividades antrdpicas, aumentando o nivel de
contaminagcdo dos recursos hidricos pelos CEs.

Apobs determinacdo do valor de NOEC, foi realizado um novo experimento, seguindo as
concentracdes para a analise da expressio génica (Tabela 2). As 48 horas pos-fertilizacdo (hpf), os embrides
de zebrafish foram transferidos para placas de 6 pocos (10 larvas por pogo) e expostos aos tratamentos

durante 3 dias. DMSO (0,2 % v/v) foi utilizado como controle para exposi¢do dos embrides de zebrafish.

2.3.3 Extracao de RNA

Apos o periodo de exposi¢do, 10 embribes por réplica (n = 60) foram armazenados a -80 °C para
analise da expressdo génica. O RNA total foi extraido utilizando o Reagente TRIzol (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). A concentracdo e qualidade do RNA foi medida por absorcdo
espectrofotométrica utilizando espectrofotdmetro NanoDrop ND-8000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, EUA). Apos o tratamento com DNase |, 0 RNA total foi transcrito em cDNA utilizando o Kit

de Sintese (Roche Diagnostics) seguindo os protocolos do fabricante.

2.3.4 Analise de RT-gPCR

Para RT-gPCR, cada amostra continha 2 pul. de cDNA, 6 pL de agua livre de nuclease, 2 uL de
primer (primer forward e reverse) e 10 pL de SYBR® Master Green (Roche, Mannheim, Alemanha). As
sequéncias de primers usadas para a analise qRT-PCR est&o listadas na Tabela 3 (Informag&o suplementar).
Reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha). O programa de amplificacéo utilizado consistiu em 10 min a 95 °C,
seguido de 45 ciclos (10 s a 95, 30 s a 60). Ap6s a amplificacdo, uma anélise de dissociacdo também foi
programada para avaliar a especificidade da reacdo. Dois controles negativos, non-template e RTminus,
foram incluidos em cada placa, para avaliar a presenca de primers-dimeros, contaminagdo e a DNA
genomico. Para cada condicdo experimental, foram realizadas analises de qPCR com seis repeticdes
biologicas em cada condigdo e duas réplicas para cada amostra. O gene housekeeping, ppia2, foi
selecionado como controle interno. Os primers foram projetados usando o software Primer Express 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA), o servidor Primer-Blast e sintetizados pela Sigma. Onze transcritos

foram analisados: cypla, hsp70, cat, sodl, tsh, cypl9ala, cypl9alb, cyp26bl, casp8, sox2, cyb561d2.
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A eficacia da reagdo de amplifigdo de cada gene alvo foi avaliada por diluicGes em série de cDNA
e submetida a amplificdo nas mesmas condi¢Bes que acima. As abundancias relativas de mRNA dos
diferentes genes foram calculadas a partir do segundo derivado maximo de suas respectivas curvas de
amplificacdo (Cp, calculado por duplicatas). Para minimizar os erros na quantificacdo do RNA entre as
diferentes amostras, os valores de Cp para genes alvo (Cptg) foram normalizados para os valores médios
de Cp do gene de referéncia, seguindo a equacdo: ACptg = Cpppia2 - Cptg. As alteracbes na abundancia de
mRNA em amostras de diferentes tratamentos foram calculadas pelo método AACp (Pfaffl, 2001), usando
valores de Cp corrigidos de amostras tratadas e ndo tratadas, seguindo a equagdo: AACptg =

ACptg_ndotratado - ACptg_tratado. As taxas de troca dobrada foram derivadas daqueles valores AACptg.

2.4 Anélise dos dados

O agrupamento de pontos de amostragem com os dados quimicos foi realizado usando Analise de
Componentes Principais (PCA). A PCA ¢ um método de reducdo de dimensdo ndo supervisionada que
permite a exploracéo visual de correlagBes (Wold et al., 1987), aumentando a compreensdo dos dados mas,
ao mesmo tempo, minimizando a perda de informacao (Jollife e Cadima, 2016). A analise dos dados do
gRT-PCR foi realizada utilizando os valores de AACp, os quais foram distribuidos normalmente de acoDRo
com o teste de Levene. Analises estatisticas de alteracdes relativas na expressao génica entre controle e
tratamento foram avaliadas por ANOVA mais teste post-hoc de Tukey para correcdo de multiplos testes.
Correlagdes entre valores de AACp e concentragdes quimicas de diferentes compostos foram calculadas
usando as correlacbes de Pearson. Valores foram considerados estatisticamente significantes quando p

<0,05. Todas as andlises foram realizados utilizando o programa RStudio 3.2.2.

3. Resultados
3.1 Anélise de Contaminantes Emergentes (CEs)

Dentre os vinte e um CEs analisados, apenas quatorze foram quantificados em concentragdes
acima do limite de quantificacdo (LQ) do método analitico em amostras de agua do DR e BR como cafeina,
imidacloprido, carbendazim, atrazina, 2-hidroxiatrazina, hexazinona, tebutiuron, diuron, malathion, 17 a-
etinilestradiol, bisfenol A, estriol, fipronil e triclosan (Tabela 4). Os demais CEs estavam abaixo do limite

de detec¢do (<LD) em todas as amostras de agua investigadas.
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2343 Tabela 4: Concentracdes ambientais de contaminantes emergentes (ng L) nos pontos de amostragem dos rios Dourados e Brilhante. Limite de deteccdo (LD) e limite de
2344 quantificagdo (LQ).
Rio Dourados Rio Brilhante
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 LD(ng LQ(ng
LY LY
Cafeina <LQ 284 <LQ 20,0 1040 1274 345 459 217 |505 <LQ <LQ 313 216 503 26,7 <LQ 399 6 19,8
Imidacloprido <LD <LD <LD <LQ <LD <LD 206 210 301 | 163 249 535 238 179 360 27,3 422 407 53 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 251 191 171 238 246 282 2773 3,9 12,8
2-hidroxiatrazina 186 <LQ 190 209 194 30,7 312 296 478 |1295 601 551 523 515 652 665 929 775 2,7 9,0
Hexazinona <LD <LD <LD <LD <LOD <LQ <LQ <LQ <LQ |<LD 160 <LQ <LQ <LQ 93 <LQ <LQ <LQ 25 8,1
Tebutiuron <LD <LD <LD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 104 |<LD 164 119 <LQ 104 441 339 222 364 3,0 9,9
Diuron <Lb 70 <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 504 <LQ <LD <LD <LD |<LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 2,9 95
17 a-etinilestradiol <LD <LD <LD <LD 385 <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 133 168 214 |<LD 487 <LD 170 <LQ <LQ <LD 22,7 <LQ 9 29,7
Estriol <LD <LD <LD <LD 119 <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 86 <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 cafeina, imidacloprido, atrazina, 2-
hidroxiatrazina, tebutiuron e bisfenol A. A maior concentracgio de cafeina 1040 e 127 ng L™ foi determinada
nos pontos 5 e 6 do DR, respectivamente. O inseticida imidacloprido foi observado em todos os locais do
BR em concentragdes de 16,3 a 53,5 ng L. O heBRicida atrazina também foi quantificado em todos os
locais de amostragem do BR, exceto no ponto 2, porém, em nenhum ponto do DR, enquanto o metabdlito
da atrazina, 2-hidroxiatrazina, foi encontrado em ambos os rios, exceto no ponto 2 do DR. O tebuthiuron
foi determinado preferencialmente em amostras de agua do BR, com a maior concentragéo (36,4 ng L) no
ponto de amostragem 9 deste rio. O bisfenol A foi observado principalmente em amostras de agua do DR,
com concentragdes variando de 9,9 a 48,7 ng L. De fato, carbendazim, malathion, 17 a-etinilestradiol,
fipronil e triclosan estavam presentes apenas no ponto DR5, com concentragdes altas em relagdo aos demais
pontos de amostragem.

Considerando o numero de locais de amostragem, a PCA foi realizada afim de analisar o
comportamento dos locais de amostragem em relacéo as concentra¢fes das CEs determinadas nos rios. A
andlise do PCA mostrou uma clara separacdo das amostras dos rios Dourados e Brilhante (Fig. 2, pontos
vermelhos e azuis, DR e BR, respectivamente). Além disso, o local de amostragem 5 do rio Dourados
(DR5) foi claramente separado do restante, refletindo sua composicéo quimica particular, devido ao alto

nimero de CEs observados.
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Fig. 2. Distribuicéo dos pontos de amostragem de acordo com a ocorréncia e concentragfes de CES nos rios

Dourados (DR) e Brilhante (BR).

3.2 Analise molecular

Utilizamos os resultados do PCA para definir trés misturas de CEs T1, T2 e T3, afim de refletir os
niveis caracteristicos de CEs para amostras de agua dos rios BR e DR, assim como DR5, respectivamente.
As misturas reconstituidas de CEs foram utilizadas para avaliar o potencial efeito na transcricdo de genes
em embrifes de zebrafish (ver composi¢cdes de mistura na Tabela 2).

Dos doze transcritos testados, apenas trés deles (cat, cypl9alb e cypla) mostraram expressdo
diferencial nos diferentes tratamentos (ANOVA, mais Teste de Tukey). O gene cat tornou-se super-
representado no tratamento T1 e subrepresentado nos demais tratamentos (Fig. 3, painel esquerdo). As

maiores alteracfes na expressao génica corresponderam a aromatase cerebral cyp19alb, que aumentou em
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todos os trés tratamentos, particularmente no T3 (Fig.3, painel central). Finalmente, o transcrito cypla,

correspondente ao citocromo p450 1A, também aumentou sua abundancia em todos os tratamentos,

particularmente no T2, embora em menor extensdo do que a aromatase (Fig. 3, painel direito).

b ¢ a a a c b C a b b a
1.0 - 3 3 1.0 i
05| T - 2 : |
| - 0.5 ™
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1.0- . 051
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cat cypl19aib cypla

Fig. 3. Box plots representam média da expressdo dos genes cat, cypl9alb e cypla nos diferentes

tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferiram significativamente.

Andlises de correlagdo mostraram uma correlacdo positiva fraca entre catalase e dois herbicidas,

hexazinona e atrazina (Fig. 4). Como esperado, a expressdo do gene cypl9alb aromatase correlacionou-se

principalmente com a concentracdo de trés compostos semelhantes ao estrogénio: estriol, 17 o-

etinilestradiol e bisfenol A, além de 2-hidroxiatrazina, diuron, malathion, fipronil, carbendazim e triclosan

(Fig. 4). Finalmente, os resultados mostraram correlagGes significativas entre o transcrito cypla e diuron,

cafeina e bisfenol A (estrelas amarelas) (Fig. 4).
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Fig. 4. Grafico de correlacdo entre os genes cat, cypl9alb e cypla e diferentes compostos presentes nos

tratamentos. A cor vermelha e as estrelas amarelas mostram fortes correlagdes entre as variaveis.

4. Discusao
4.1 Contaminates Emergentes (CEs)

A cafeina é um dos principais ingredientes de determinados produtos alimenticios e drogas e é a
substancia mais utilizada em todo o mundo. E relativamente estavel sob condigées ambientais variaveis e
possui alta solubilidade, mobilidade na 4gua e uma volatilidade desprezivel (Buerge et al., 2003; Kurissery
et al., 2012; Gongalves, Rodrigues e Silva-Filho, 2017). A cafeina foi encontrada em todas as amostras
analisadas e suas concentracdes tendem a subir nas areas mais populosas, sugerindo a entrada continua de
residuos domésticos humanos no rio. De fato, a maior concentragdo de cafeina (1040 ng L) foi observada
(DR5) préximo a area urbana, cidade de Dourados (218.000 habitantes) (IBGE, 2017). Portanto, a cafeina
pode ser usada como um possivel indicador de contaminacdo por esgoto doméstico em aguas superficiais.

O imidacloprido é um inseticida neonicotindide usado em todo o mundo. Estudos ambientais
indicaram que o imidacloprido pode ser detectado em riachos ou rios (Fuentes et al., 2015; Pascual-Aguilar

etal., 2017). Nesta pesquisa, o imidacloprido foi quantificado em todos os locais do BR, com concentragdes
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entre 16,3 a 53,5 ng L™ (Tabela 4). Segundo Smit et al. (2015) o imidacloprido tem potencial ecotdxico
para 0s organismos aquaticos, assim, restricdes no uso de produtos a base deste composto sdo importantes
para reduzir a emissdo nos recursos hidricos e proteger a vida aquatica.

A atrazina é amplamente utilizada para controlar maltiplas ervas daninhas e para aumentar a
producdo agricola, contudo pode facilmente migrar para aguas superficiais de campos agricolas. Pesquisas
realizadas em locais mostraram onde este herbicida é comumente utilizado podem indicar concentragGes
acima dos limites determinados pelas diretrizes da US EPA, 3 ug L (US EPA, 2014). A atrazina foi
encontrada em todos os locais de amostragem do BR, com exce¢do no ponto 2. Estudos indicam que sua
degradacdo gera metabdlitos como a 2-hidroxiatrazina (Moreira et al., 2017, Hernandez et al., 2015) que
também foram determinados nos locais de amostragem, exceto para o ponto 2 do DR. O herbicida
tebutiuron foi determinado no ponto 9 do DR e em alguns locais da BR. O tebutiuron apresenta alto
potencial de lixiviacdo devido a sua longa meia-vida e alta solubilidade em &gua, sendo indicado para o
controle de plantas daninhas principalmente no cultivo de cana-de-agucar (Negrisoli, 2007), que é uma
cultura amplamente distribuida proxima ao locais de amostragem.

Assim como a cafeina, a contaminagdo dos recursos hidricos pelo bisfenol A pode ser atribuida as
acOes antrdpicas realizadas em torno dos locais de amostragem. Durante a fabricacdo, uso, envelhecimento
e eliminacdo de produtos contendo bisfenol A, a contaminagao deste composto para 0 meio ambiente parece
ser inevitavel. Esse resultado gera uma séria preocupacdo, pois o bisfenol A tem multiplos efeitos de
disrupcdo enddcrina, afetando particularmente a expressdo de genes relacionados ao metabolismo dos

esteroides, retinoides e prostaglandinas (Villeneuve et al., 2012; Ortiz-Villanueva et al., 2017).

4.2 Analises moleculares

A ocorréncia de contaminantes emergentes tem sido extensivamente monitorada, com amostras
pontuais seguidas de anélises laboratoriais em modelos animais tradicionais para avaliar o efeito potencial
e 0 mecanismo de agdo de substancias quimicas Unicas. No entanto, analises quimicas combinadas a
bioensaios podem revelar o nivel de poluicdo da 4gua, uma vez que o impacto de misturas complexas reflete
a situacdo ambiental, ao contrario dos compostos isolados. Os resultados do PCA definiram trés misturas
de CEs de acordo com a caracteristica dos rios e foram utilizados para avaliar seu potencial transcricional

em embrides de zebrafish.
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O gene cat, bem como a sua atividade enzimatica associada, catalase, tem sido estudada como
biomarcador do estresse oxidativo causado por herbicidas em peixes (Toni et al., 2010; Stara et al., 2012)
e outros organismos presentes no ambiente aquatico (Mofeed e Mosleh, 2013). A condicdo de estresse
oxidativo esta associada a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a diminuicdo das defesas
antioxidantes, causando danos oxidativos em organismos expostos (Valavanidis et al., 2006). Componentes
celulares, incluindo carboidratos, acidos nucléicos, lipidios e proteinas, podem ser danificados pela alta
reatividade das EROs. Peixes, como muitos outros vertebrados, tentam reduzir os danos do estresse
oxidativo usando um sistema de defesa antioxidante que consiste na producdo de moléculas antioxidantes
(Alvarez et al., 2005) e ativacdo da sintese de enzimas antioxidantes, como a catalase (Valavanidis et al.,
2006).

A mistura de pesticidas nos recursos hidricos € comum devido a prética dos produtores rurais. No
entanto, apesar de algumas vantagens para 0s agricultores, o uso de misturas pode ampliar o efeito tdxico
de componentes quimicos em organismos aquaticos (Laetz et al., 2009; Prestes et al., 2011; Silva et al.,
2015). Fatima et al. (2007) avaliaram os efeitos combinados de herbicidas, em concentracGes presentes em
corpos de agua na Bélgica, sobre as atividades do gene cat em peixes expostos aos compostos. Os efeitos
combinados dos herbicidas atrazine (42 pg L), simazina (41 pg L), diuron (41 ug L) e isoproturon (47
ug L) diminuiram significativamente a atividade da CAT. A exposicéo da tilapia (Oreochromis niloticus)
a misturas dos herbicidas amplamente utilizados na cultura da cana-de-agUcar: tebutiuron, diuron e
hexazinona induziram alteracBes substanciais nas atividades enziméticas do cat, uma resposta bem
conhecida dos animais aquaticos a exposicao a esses herbicidas (Van Der Kraak et al., 2014; Jonsson et al.,
2017). Além disso, os herbicidas atrazina e hexazinona também mostraram ser responsaveis pela inducéo
do estresse oxidativo, interferindo em diferentes desfechos e producdo de ROS em algumas espécies de
peixes (Valavanidis et al., 2006).

O gene cypl9alb do peixe-zebra codifica a aromatase cerebral (aromatase B) que é expressa
apenas em células gliais radiais que atuam como progenitoras neuronais tanto em cérebro adulto quanto em
desenvolvimento (Pellegrini et al., 2007). O gene cyp19alb é um marcador bem conhecido para exposi¢do
a estrogénios, e é regulado tanto por estrogénios naturais e sintéticos (estradiol, estriol, estrona e
etinilestradiol) quanto por compostos semelhantes ao estrogénio, como o BPA (Brion et al., 2012; Kah
2013, Chen et al., 2017). Nossos dados sdo consistentes com a composicao de nossas misturas de poluentes,

estriol e bisfenol A, que contém muitos dos compostos estrogénicos mencionados acima. Além de uma
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correlacdo mais fraca com outros compostos como 2-hidroxiatrazina, diuron, malathion, 17 a-
etinilestradiol, fipronil, carbendazim e triclosan.

Sabe-se que poluentes diferentes induzem actividade semelhante a dioxina através da via do
receptor de hidrocarboneto de arila (AhR) (Hahn, 2001). Esta é a via primaria de ativacdo do gene cypla,
a contrapartida molecular do biomarcador classico para a exposi¢do a dioxinas e outras formas relacionadas
de poluigdo organica, a etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) (Aguirre-Martinez et al., 2017 Bucheli e Fent,
1995; Gokoyr e Forlin, 1992, Pifia et al., 2007). E notavel que nenhum dos compostos presentes em nossas
misturas possa ser considerado um veDRadeiro agonista do receptor de hidrocarboneto de arila (AhR), o
que provavelmente justifica a ativacéo relativamente baixa do gene nos testes. No entanto, varios grupos
de pesquisa sugeriram que esses marcadores podem ser usados para monitorar a exposicéo de peixes a uma
variedade de compostos organicos, incluindo produtos farmacéuticos, BPA, cafeina, diuron, entre outros
(Goksoy e Husoy, 1992; Saeed et al., 2016; Aguirre -Martinez et al., 2017; Velki et al., 2017), o que seria

consistente com nossos resultados.

5. Concluséo

As amostras de agua dos rios apresentaram baixas concentra¢des de CEs nos rios brasileiros
monitorados, indicando possiveis efeitos nocivos ao meio ambiente. No entanto, em diferentes épocas do
ano, com a intensificacdo das atividades agricolas, pode haver maior contaminacéo por CES nos recursos
hidricos. Neste cenario, altas concentracfes de CEs podem ter efeitos biol6gicos adversos para os
organismos vivos, como demonstrado por alteragfes transcricionais nos genes cat, cypl9alb e cypla,
indicando efeitos do estresse dos CEs sobre o zebrafish. Portanto, uma avaliacdo de risco abrangente deve
contemplar uma ampla gama de concentra¢des para avaliar 0s potenciais efeitos bioldgicos adversos para
0S 0rganismos Vvivos.

As atividades realizadas nos arredores dos rios mostraram ter influéncia no tipo de poluentes
encontrados nos rios. Além disso, foi demonstrado que o modelo biolégico in vivo, como o zebrafish, é

uma ferramenta valiosa na avaliagdo de risco de misturas quimicas.
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2817  Tabela 1 LC-MS/MS pardmetros experimentais para cada composto.
Compostos Tipo de substdnciae Tempo de fon Modo Producéo Energia de Abundéncia  Par@metros Coeficiente de
grupo quimico retencdo precursor ESI (m/z) colisdo (eV) relativa (%) instrumentais determinacéo
(min) (m/z) LDI (pg) (R2)
Cafeina Estimulante alcaldide 3.091 195.1 (+) 138.1 1101 691 | 15 20 20| 31.7 120 15 0.988
Imidacloprido  Inseticida neonicotindide, 1.185 256.0 (+) 208.9 175.1 10 7.5 25 0.922
medicamento veterinario
Carbendazim Fungicida 2.324 192.1 +) 160.1 1321 1051 | 20 30 35| 249 188 5 0.985
Atrazina Herbicida 5.877 216.2 +) 174.1 103.9 15 17.4 5 0.851
2-hydroxyatrazina Pesticida 3.091 198.2 +) 156.2 1141 861 | 15 20 20| 40.3 66.4 5 0.991
Carbofurano Pesticida 4.491 222.0 (+) 165.0 1230 55.0 10 20 16| 220 153 5 0.988
Hezaxinona Herbicida 5.071 253.2 (+) 1711 851 711 8 30 31| 804 532 5 0.992
Tebutiuron Herbicida 5.243 229.1 (+) 1721 1161 572 | 10 30 34| 56.8 417 5 0.944
Diuron Pesticida 6.245 233.0 (+) 721 721 46 20 20 16| 356 994 5 0.855
Clomazona Herbicida 6.706 240.1 (+) 125.0 1 5 0.870
Ametryn Herbicida 6.877 228.2 (+) 186.1 1581 1381 | 15 20 20| 149 229 5 0.928
Malathion Inseticida 7.380 331.0 (+) 285.0 99.0 1 0.4 5 0.918
organofosforado,
medicamento veterinario
Tebuconazole Fungicida 9.098 308.2 +) 1249 700 700 | 30 10 20| 21 150 5 0.991
Testosterona Homénio 8.092 289.3 (+) 109.1 971 791 | 25 20 20| 778 25 5 0.983
farmacéutico/natural,

andrégeno

Progesterona Homdnio 10.335 315.3 (+) 109.1 972  79.2 15 25 30| 63.0 7.7 5 0.992
farmacéutico/natural,
progesterona
170- Farmacéutico, 6.058 295.0 ) 1589 1449 1430 | 30 30 40| 79.1 69.6 250 0.707
ethinylestradiol Xenoestrogénio

Bisfenol A Plasticida 5.562 227.0 ) 210.9 132.9 30 82.8 50 0.953
Estriol Metabolito 4.448 287.0 ) 1709 1449 1430 | 30 35 40| 91.6 539 75 0.994
Fipronil Inseticida, medicamento  6.618 434.9 ) 330.0 250.0 1830 | 10 15 30| 197 9.1 25 0.987

veterinario
Octilfenol Quimico industrial 8.074 205.0 ) 132.0 106.0 25 1.0 5 0.967
Triclosan Antibacteriano e 6.849 287.0 ) 35.1 37.1 5 37.8 75 0.994

antifungico

2818
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2819 Tabela 3 Sequéncias de pares de primers usados na PCR quantitativa em tempo real.

Gene Sequéncia dos primers (5’ - 3%) NuUmero de acesso
alvo
ppia2 F: GGGTGGTAATGGAGCTGAGA AY391452.1
R: AATGGACTTGCCACCAGTTC
cypla  F: GGTTAAAGTTCACCGGGATGC NM_131879.2
R: CTGTGGTGTGACCCGAAGAAG
hsp70  F: TCCCGCAGATCGAAGTGAC NM_001113589.1
R: GTTTTCCGGTGCTTTTGTCC
cat F: CTGGCGTTTGATCCCAGTAAC NM_130912.2
R: CGATGGCGATGTGTGTCTG
sodl F: CAATGCTAACTTTGTCAGGCCA NM_131294.1
R: CCTTCCCCAAGTCATCCTCC
tsh F: GTGTGCCCCACTGACTACA NM_181494.2
R: CCCTGGAGAAACAGAAGCCC
cypl9ala F: CGAATTCTTCTCCAAACCCAAT NM_131154.3
R: CCGAACGGCTGGAAGAAAC
cypl9alb F: CAAAAAACCCAACGAATTCAGC NM_131642.2
R: GGACCACAACCGAATGGCT
cpy26bl F: GCTGTCAACCAGAACATTCCC NM_212666.1
R: GGTTCTGATTGGAGTCGAGGC
casp8 F: ACTAGCAAGCAAGCCCAAGC NM_131510.2
R: CCATCCGACGTCCAAACAC
SOX2 F: CGGAGGTGCAGGACCAGA NM_213118.1

R: TCGTCGTACCGGGCACA
cyb561d2 F: TGTCAACTCCAGCACATCAAATTTA NM_001006102.1
R: ATTGGGAAGAAAAAGGGTTATTCA
thrb F: AGCTCTTTCCGCCCCTCTT NM_131340.1
R: TTGGTGTTGGTGGGAGCAG

2820 Centro Nacional de Informacg6es sobre Biotecnologia (NCBI); Nimero de seqliéncia de

2821 referéncia.
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2837
2838
2839
2840
2841
2842

Consideracoes finais

Os resultados do presente estudo indicaram a influéncia do uso e cobertura do solo
na contaminacéo dos recursos hidricos por CEs, metais e alteracdes nas condicdes fisico-
quimicas da agua. Além disso foi possivel verificar que a qualidade da dgua dos rios pode
estar comprometida, por apresentar potencial citotoxico e genotdxico nos organismos

expostos.
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