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BIOMONITORAMENTO DE AGUAS SUPERFICIAIS DQ RI1IO DOURADOS
POR MEIO DE AVALIACAO GENOTOXICA E MUTAGENICA EM
Astyanax lacustris (CHARACIDAE)

RESUMO

Acdes antrépicas como urbanizacao, industrializacao e atividades agricolas resultam na
contaminacdo dos recursos hidricos. Considerando 0s riscos que esses contaminantes
podem causar a salde dos organismos vivos, 0 monitoramento de danos genéticos tem
despertado o interesse do meio cientifico, a fim de contribuir para planos de controle da
qualidade de agua. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar
0 potencial mutagénico e genotoxico de amostras de agua provenientes do Rio
Dourados em eritrécitos de Astyanax lacustris, peixes popularmente chamados de
lambaris. Amostras de agua foram coletadas nos periodos de estiagem e alta
pluviosidade. Para as analises bioldgicas foram realizados testes de micronucleo e
alteracdes morfologicas nucleares em A. lacustris. As médias de micronucleo e
alteracbes morfoldgicas nucleares foram submetidas ao teste de normalidade Shapiro
Wilk e posteriormente, ao teste de Kruskal-Wallis a 5%. Os resultados indicaram que as
amostras de agua ndo apresentaram efeito mutagénico em eritrocitos dos peixes nos
diferentes pontos de coleta. Em relacdo aos pontos de coleta ao longo do rio, 0 ponto 9
foi o local com maior nimero de alteracbes morfoldgicas nucleares, em ambos 0s
periodos avaliados. Considerando os periodos de coleta, 0 més de novembro apresentou
maior nimero de danos genéticos, o que pode ser atribuido ao periodo de alta
pluviosidade, lixiviando contaminantes do solo para o rio e fazendo com que poluentes
aprisionados no sedimento subam para a superficie. Desta forma, bioensaios em A.
lacustris, demonstraram ser uma ferramenta Gtil e sensivel na avaliacdo de recursos

hidricos impactados em diferentes pontos e periodos de coleta.

Palavras-chave: Monitoramento ambiental, Microndcleo, Alteracfes morfoldgicas

nucleares.
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INTRODUCAO

Recursos hidricos estdo expostos a contaminacdo decorrente de atividades
agroindustriais, como descarga de efluentes, uso de produtos quimicos e despejo de
esgotos domeésticos, contribuindo assim para sua degradacdo (PHILIPPI e PELICIONI,
2005).

No Estado do Mato Grosso do Sul, a intensa produtividade agricola,
principalmente pelas culturas temporarias de algodao, arroz, cana-de-agucar, milho e
soja, e consequente utilizacdo de defensivos agricolas em grandes quantidades nédo

segue adequadamente os controles de qualidade do meio ambiente (IBGE, 2013).

O Rio Dourados tém sido alvo de atividades econémicas concentradas que
liberam efluentes de esgoto doméstico, lixo urbano e descarte de residuos agricolas e
industriais, comprometendo a qualidade destes recursos (CAMPOS et al., 2003). De
acordo com Hoshina (2005), o despejo de residuos pode ocasionar danos no material

genético de organismos vivos, alterando e danificando processos vitais dos mesmos.

Parametros estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA,
Resolucao n° 357, 2005) definem limites aceitaveis de compostos nas aguas dos rios,
possibilitando assim a avaliacdo das condicBes fisico-quimicas e bioldgicas, a fim de
garantir a qualidade dos corpos hidricos e 0 bem-estar dos ecossistemas (CARITA,
2010). Contudo, parametros fisico-quimicos ndo fornecem informacdes sobre a

estabilidade genética dos organismos vivos expostos a contaminantes ambientais.

Diante do exposto, estudos que avaliem a genotoxicidade e mutagenicidade destes
compostos no ambiente se tornaram indispensaveis para assegurar a qualidade das aguas
e da biota local (VENTURA et al., 2008).

Dentre o0s testes utilizados no monitoramento ambiental, a analise de
micronucleos (MCNs) e alteragdes morfoldgicas nucleares é considerada eficaz e
sensivel na avaliagdo de danos geneticos associados a contaminantes aquaticos (DE
CASTILHOS GHISI, 2014).

O teste de Micronucleo desenvolvido por Boller e Schmid (1970) permite analisar

danos causados por agentes quimicos, fisicos e/ou bioldgicos. Os MCNs séo estruturas
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formadas a partir de fragmentos cromossémicos e/ou cromossomos inteiros que nédo

foram incluidos nos nucleos filhos durante a divisao celular (HOLLAND et al. 2008).

A andlise de alteracGes morfoldgicas nucleares permite observar a acao de agentes
genotoxicos sobre as células durante as fases de mitose e meiose, visto que essas
substancias sdo responsaveis por originar alteracbes cromossdmicas estruturais e
numericas. Com isso, 0 estudo de alteragdes morfoldgicas nucleares, como: célula
binucleada, nucleo lobulado, ponte neoplasmatica, entre outras, tornou-se ferramenta

fundamental para avaliacdo da integridade gendmica das células (RAMIREZ, 2000).

A utilizacdo de peixes para avaliacdo de danos genéticos em recursos hidricos
impactados é considerada eficiente, pois sdo organismos sensiveis e que respondem aos
toxicos de modo similar ao dos grandes vertebrados. Desta forma, a utilizacdo da
espécie Astyanax lacustris nos testes de microndcleo e alteracdes morfoldgicas
nucleares torna-se alternativa competente, segura e de grande importancia para a
avaliacdo da qualidade da &gua (RAMSDORF et al., 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho visou contribuir com informac6es
referentes a potencialidade genotéxica e mutagénica de amostras de aguas superficiais

do Rio Dourados, a partir da avaliacdo de danos genéticos em A. lacustris.
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OBJETIVOS
Objetivo geral:

e Avaliar o potencial genotoxico e mutagénico de amostras de agua do Rio

Dourados em Astyanax lacustris.

Objetivos especificos:

e Avaliar as condi¢des fisico-quimicas de amostras de agua do Rio Dourados;

e Avaliar mutagenicidade e genotoxicidade em amostras de agua do Rio Dourados

nos periodos de estiagem e alta pluviosidade;

e Avaliar mutagenicidade e genotoxicidade em diferentes pontos amostrais ao

longo do Rio Dourados.
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HIPOTESES

HO: Diferentes pontos amostrais ao longo do Rio Dourados, nos periodos de estiagem e
alta pluviosidade, ndo apresentam genotoxicidade e mutagenicidade avaliadas em

Astyanax lacustris.

H1: Diferentes pontos amostrais ao longo do Rio Dourados, nos periodos de estiagem e
alta pluviosidade, apresentam genotoxicidade e mutagenicidade avaliadas em Astyanax

lacustris.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Rio Dourados

O Rio Dourados nasce na cidade de Antonio Jodo, no Estado do Mato Grosso do
Sul, préximo as imediacOes da serra de Maracaju, a uma altitude de aproximadamente
700 metros, percorre todo o planalto, até a cidade de Fatima do Sul e entdo toma direcdo
norte até a sua foz, percorrendo uma extensdo de 374 quilémetros, até desembocar no
Rio Brilhante (DE PAULA, 2011).

As aguas superficiais do Rio Dourados, classificadas como classe 111 (CONAMA,
2005), abastecem cerca de 75% da populacdo urbana do municipio de Dourados-MS, o
que torna seus recursos de suma importancia para os habitantes locais. Estes recursos
sdo destinados principalmente para abastecimento publico, irrigacdo e dessedentacdo de
animais e industrias (DE PAULA, 2011).

Onze dos 77 municipios que constituem o estado de Mato Grosso do Sul,
pertencem total ou parcialmente & Bacia do Rio Dourados. O principal pélo regional da
bacia é a cidade de Dourados, com mais de 215 mil habitantes (IBGE, 2016),
representando 47,8% do total da populacdo pertencente a bacia, e destaca-se como
importante centro de desenvolvimento econdmico, em decorréncia da expansdo de sua

fronteira agricola (Mato Grosso do Sul, 2000).

Neste contexto, 0 monitoramento da qualidade dos recursos hidricos do Rio
Dourados, torna-se indispensavel, tendo em vista a preservacdo da biodiversidade
aquatica e do meio ambiente, além de contribuir com informacdes sobre a qualidade da

agua e colaborar com a saude publica.

Aguas de classe 111

Os corpos hidricos nacionais sdo classificados em nove classes, sendo cinco
classes de agua doce (baixa quantidade de sais minerais), duas de aguas salobras (média
guantidade de sais minerais), e as duas de aguas salinas (alta quantidade de sais
minerais) (TERA, 2015).

Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) aguas de

classe Il podem ser destinadas: (1) ao abastecimento para consumo humano, apds
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tratamento convencional ou avancado; (2) a irrigacao de culturas arboreas, cerealiferas e
forrageiras; (3) a pesca amadora; (4) a recreacdo de contato secundario; e (5)
a dessedentacéo de animais.

A classificacdo de recursos hidricos visa garantir que a qualidade da &gua seja
compativel com a sua demanda, de acordo com a Politica Nacional de Recursos
Hidricos (PNRH — Lei N. 9.433/97), e possibilita maior controle da poluicéo e avaliacéo
das condicGes em que encontram-se os corpos d’agua, visando garantir a qualidade

destes recursos.
Biomonitoramento

A liberacdo de produtos quimicos, que possuem em sua cOmposicao agentes
genotoxicos e/ou carcinogénicos, no meio ambiente tem aumentado devido a atividade
humana, tanto rural e industrial, quanto urbana. A deteccdo destes produtos e seus
efeitos em organismos vivos € de extrema importancia para avaliacdo do impacto que
podem causar as populacdes animal, vegetal e humana. O emprego de bioindicadores
tem se mostrado uma ferramenta eficaz para tal avaliacdo, baseado na utilizagdo de
organismos fenotipicamente sensiveis a lesdes no DNA causadas por esses agentes (DA
COSTA e MENK, 2000).

Biondicadores tem sido comumente utilizados nos Gltimos anos, pois apresentam
alta capacidade de identificacdo de danos causados por poluentes atmosféricos,
aquaticos ou do solo, mesmo em quantidades abaixo da exigida por érgdos reguladores.
Contudo, bioensaios séo considerados eficazes na identificacdo de efeitos adversos de
substancias sobre organismos, em diferentes concentracfes e em diferentes tempos de
exposicdo (CARITA, 2010).

A utilizacdo de peixes em estudos de monitoramento ambiental apresenta
maultiplas vantagens como; alta sensibilidade a exposicéo a agentes toxicos, responde de
forma semelhante a outros vertebrados, podem acumular substancias toxicas,
respondem a baixas concentragdes de substancia mutagénicas e podem ser utilizados em
testes in vivo (VANDER OOST, 2003; CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2005).

Dentre as espécies de peixes destinadas a bioensaios, a espécie Astyanax lacustris

¢ considerada sensivel a contaminacdo ambiental, podendo indicar o potencial
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genotoxico e mutagénico de contaminantes presentes na agua para consumo sobre
populagcfes humanas (RAMSDOREF, 2007).

Astyanax lacustris (Characidae)

Astyanax lacustris € uma espécie pertencente a ordem Characiformes, considerada
dominante entre peixes de 4gua doce da América do Sul, sendo da familia Characidae, a
maior e a mais complexa desta ordem. A subfamilia da espécie é a Tetragonopterinae,
representa 0 maior numero de espécies no Brasil, comumente conhecida por englobar

peixes popularmente chamados de lambaris (BRITSKI et al., 2007).

O género Astyanax foi proposto por Bair e Girard (1854), apresenta distribuigéo
geogréafica ampla na regido Neotropical e é abundante nas bacias hidrograficas
brasileiras, pois engloba aproximadamente 100 espécies e subespécies hominais. Inclui
peixes de pequeno porte, até 200 mm, que caracterizam-se pelo corpo prateado, regido
ventral esbranquicada e a dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvicas sdo
amareladas enquanto as demais sdo hialinas ou levemente amareladas (GARUTTI e
BRITSKI, 2000) (Figura 1).

=

Figura 1: Exemplar de Astyanax lacustris. Fonte: Sussel, 2007.

A espécie possui versatilidade ecoldgica, capacidade de ajuste a diversas
situagbes ambientais, competéncia adaptativa exploratoria, e utiliza estratégias
diferenciadas na estrutura populacional (ORSI et al., 2004). Foi proposta como

organismo bioindicador, pois apresenta ampla distribui¢do geografica, valor econémico
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agregado e por ser considerado organismo sentinela em estudos de genotoxicidade
ambiental (GALVAN, 2011).

Dentre esses estudos, a utilizacdo da espécie no teste de micronucleo para
monitoramento ambiental se destaca, pois, possibilita a avaliacdo da potencialidade
mutagénica de agentes presentes no ambiente, sendo considerada um bioindicador que
permite avaliar a mutagenicidade do ecossistema (DA SILVA SOUZA e
FONTANETTI, 2006).

Teste de Micronucleo

O teste do micronucleo foi desenvolvido por Boller e Schmid (1970) em
eritrécitos de medula 6ssea e sangue de hamster e adaptado para eritrécitos de peixes
por Hooftman e Raat (1982). Atualmente é muito utilizado para detec¢do de agentes
clastogénicos, responsaveis pela inducdo de quebras cromossdmicas, e agentes
aneugénicos, que induzem aneuploidia ou segregacdo cromossomica anormal
(NATARAJAN, 2002), principalmente em ensaios citogenéticos in vivo na area de
genética toxicologica (FENECH, 2000).

A formacdo de micronucleos ocorre em células filhas como consequéncia a acédo
de contaminantes sobre células parentais, sdo provenientes de fragmentos
cromossémicos resultantes de quebras que ndo foram incorporadas ao ndcleo principal
das células filhas, ap6s a mitose (Figura 2). Estes fragmentos sdo visiveis como
pequenos nucleos separados do ndcleo principal, pois sdo revestidos por uma membrana
nuclear. Os pequenos nucleos podem ser formados também a partir de um cromossomo
inteiro, quando ocorrem danos ao aparelho mitotico celular, ou nos cromossomos
propriamente ditos (RIBEIRO, 2003).



A Efeito Clastogénico

N Células Filhas

Figura 2: Formacdo de micronucleo por efeitos, (A) clastogénico e (B)

Aneugénico. Fonte: Cabral, 2014.
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O teste de micronucleo constitui uma ferramenta sensivel para 0 monitoramento

de quebras cromossdmicas, além de permitir anélise de efeitos no fuso mitético. Diante

das vantagens apresentadas, o teste é considerado eficiente e adequado para

monitoramento de ambientes aquaticos (HOOFTMAN & RAAT, 1982).

Além de micronucleos, estudos descrevem a presenca de outras alteracdes

morfolégicas nucleares em células de peixes, que tem se destacado atualmente devido a

expressao simultdnea de anormalidades nucleares juntamente aos micronucleos

(CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2005).

Alterac6es morfoldgicas nucleares

Alteracdes morfologicas nucleares sdo lesdes nucleares induzidas por compostos

genotdxicos, mesmo quando ndo ha formagdo de micronucleos (Figura 3) (AYLLON e

GARCIA-VAZQUEZ, 2000).
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Segundo FENECH (2000) essas anormalidades estdo relacionadas a erros que
ocorrem durante a mitose ou meiose, a processos de morte celular e a mutagenicidade e

genotoxicidade de contaminantes ambientais.

As alteracdes nucleares ja encontradas foram descritas por Carrasco et al. (1990) e
classificadas em quatro categorias, caracterizadas como: (1) Blebbed: nlcleos com uma
pequena invaginacdo da membrana nuclear, ainda ligada ao nucleo, parecendo conter
eucromatina ou heterocromatina, (2) Lobbed: nlcleos com invaginacGes mais largas e
ndo tdo definidas como as descritas para blebbed, (3) Vacuolated: nucleos que
apresentam uma regido que lembra vactolos em seu interior. Estes apresentam auséncia
de qualquer material visivel em seu interior, (4) Notched: nlicleos que apresentam um
corte bem definido em sua forma, geralmente com uma profundidade apreciavel no
nucleo. Esses cortes ndo possuem nenhum material nuclear e parecem ser delimitados
pela membrana nuclear, e (5) Binucleo: dois nucleos, bem definidos e chamados de

bindcleo.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEUA/Universidade Federal da Grande Dourados — Protocolo n°10/2005). O
experimento foi realizado no Laboratorio de Mutagénese Ambiental da Universidade

Federal da Grande Dourados.

Coleta das amostras

Amostras de agua foram coletadas no periodo de estiagem (Junho) e alta
pluviosidade (Novembro) de 2015, em nove pontos do Rio Dourados (3 em regibes
proximas da nascente, 3 ao longo do curso do Rio e 3 proximos da foz no Rio
Ivinhema) (Figuras 4 e 5), e posteriormente encaminhadas ao laboratério de pesquisa

para realizag&o dos bioensaios.

55.900°W 55.500°W 55.100°W 54.700°W 54.300°W

Ko ?lf“
raOS

) ;‘1 os

A

N
10 0 10 20 30 40km

Figura 4: Mapa do Rio Dourados, MS, ilustrando os pontos amostrais. Fonte: Finoto, 2016.




Figura 5: Imagens referentes aos pontos de coleta ao longo do Rio Dourados; 1, 2 e 3)
Proximos da nascente; 4, 5 e 6) Ao longo do Rio; 7, 8 e 9) Préximos da foz no Rio Ivinhema.
Fonte: Spdsito, 2015.
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Dados referentes a temperatura (°C) da agua e chuvas (mm) nos periodos de
coleta foram obtidos no site da EMBRAPA (2015).

Dados Fisico-quimicos da Agua

Parametros referentes ao pH e oxigénio dissolvido (mg/L O.) foram mensurados
com auxilio de sonda multiparametro YSI Professional Plus.

Periodo de exposicao

Amostras de &gua provenientes dos diferentes pontos de coleta foram
acondicionadas em nove aquarios de vidro, devidamente aerados, & temperatura
ambiente juntamente com os peixes. Para realizacdo dos bioensaios foram utilizados
peixes (Astyanax lacustris) adquiridos em piscicultura local. Os peixes permaneceram

nos aquarios por um periodo de exposicao de 72 horas (Figura 6).

Figura 6: Aquério contendo amostra de d&gua com peixes adquiridos
em piscicultura. Fonte: Spésito, 2015.
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Confecgao das laminas

Ap0s periodo de exposicao, cinco peixes foram anestesiados em agua gelada, e
com auxilio de tesoura cirdrgica foi realizado corte na nadadeira caudal para coleta de
sangue destinado ao esfregaco para contagem dos danos genéticos.

Para cada peixe foram realizadas duas extensdes sanguineas (duas laminas),
totalizando dez laminas por ponto. Posteriormente as laminas foram fixadas com alcool
etilico (PA) e colocadas para secar.

A coloragdo das laminas procedeu com etapa de hidrélise em HCI por 10
minutos a 60°C no banho-maria, seguido por lavagem por 3 minutos em H20 destilada
(procedimento realizado 3 vezes). As laminas foram coradas com Reativo de Schiff
“overnight”, decorrido o tempo de coloragdo, as laminas foram enxaguadas em H20
destilada para retirar o excesso de corante.

Posteriormente foi realizada etapa de contra-coloragdo com Fast Green por 30
segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada e colocadas para
secar. De cada lamina foram contadas 1000 células em microscopio éptico Nikon no
aumento de 1000X. Os danos genéticos analisados foram: Invaginacdo nuclear (IN),
nucleo lobulado (NL), células sem nucleo (CSN), citoplasma vacuolizado (CV), célula
binucleada (CB), nucleo vacuolizado (NV), célula com microntcleo (MNC), ponte

neoplasmatica (PN) e brotamento nuclear (BN) (Figura 7).



Figura 7: As setas indicam as alteraces morfoldgicas nucleares encontradas no presente
estudo. A) Célula normal B) Célula com microndcleo C) Invaginacdo nuclear D) Nacleo
lobulado E) Célula sem nucleo F) Citoplasma vacuolizado G) Nucleo vacuolizado H) Célula
binucleada 1) Ponte neoplasmaética J) Brotamento nuclear. Fonte: Sposito, 2016.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo sistema R, a partir da média dos dados
obtidos na contagem das laminas. Os resultados foram submetidos a variancia
paramétrica e ndo paramétrica. Sendo enquadrados como ndo paramétricos, foram

submetidos ao teste de Kruskal-Wallis a 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A média dos dados de chuvas referentes as 72 horas, 7 e 15 dias antecedentes
aos periodos de coleta foi demonstrada na tabela 1.



Tabela 1: Média de chuvas nos periodos antecedentes as coletas.
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Periodo Chuvas Tempo
0 mm 72 horas

Estiagem (Jun) 0 mm 7 dias
2,02 mm 15 dias
29,93 mm 72 horas

Alta pluviosidade (Nov) 15,26 mm 7 dias
8,74mm 15 dias

Os resultados da andlise de oxigénio dissovido (OD) e pH das amostras

coletadas ao longo do Rio Dourados, nos periodos de estiagem e alta pluviosidade,

foram apresentados na Tabelas 2.



Tabela 2: Pardmetros fisico-quimicos obtidos a partir das aguas coletadas nos pontos amostrais.

Periodo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
oD 106% e 119.6% e 107% e 108% e 65.4% e 117.1%e 107.5% e 98.1% e 108.1% e
9.95mg/L 11.08mg/L 9.88mg/L 10.8mg/L 5.69mg/L 10.81mg/L 9.76mg/L 8.96mg/L 9.84mg/L
Jun
pH 10.12 8.50 10.04 9.70 8.10 8.18 5.90 5.98 5.92
oD 75.5% e 90.2% e 73.3% ¢ 735%e 86.2% e 118.3% ¢ 62.2% e 55.8% e 53.3% e
6.53 mg/L 7.71 mg/L 6.16 mg/L 6.0195 mg/L 6.93 mg/L 9.63 mg/L 4.86 mg/L 4.53 mg/L 4.29 mg/L
Nov
pH 6.31 6.95 6.05 7.55 7.47 7.25 6.07 6.53 6.5

Nota: OD (Oxigénio dissolvido) ndo inferior a 4 mg/L, pH (Potencial hidrogenidnico) ndo inferior a 6,5 (em vermelho) e ndo superior a 8,5 (em azul).
Valores estabelecidos para OD e pH, para dguas doces, Classe 111, de acordo com a Resolu¢do CONAMA 357/2005.



O oxigénio dissolvido (OD) é um elemento fundamental no metabolismo dos
organismos aquaticos aerobicos. Em éaguas correntes, sob condi¢des normais, o
conteddo de oxigénio € alto e varia ao longo dos rios, devido alteragbes em suas
caracteristicas ambientais em resposta as condigdes climaticas decorrentes (MAIER,
1987). Para os dados de OD, todos os pontos de coleta das amostras, em ambos os
periodos, estavam dentro dos limites estabelecidos pelo CONAMA (Resolugéo n° 357,
Classe I11).

No entanto, para potencial hidrogeniénico (pH), foi verificado que no més de
junho os pontos 2, 5 e 6 estavam dentro dos padrbes estabelecidos pela legislacdo
vigente, bem como os pontos amostrais 2, 4, 5, 6, 8 € 9 no més de novembro. Porém, os
pontos 1, 3 e 4 (junho) apresentam valor superior ao limite aceito pelo CONAMA,
resultados que contrapdem os obtidos por Carvalho et al. (2000), segundo os autores,
meses chuvosos, como o de novembro, tendem ao aumento do pH, devido maior
diluigdo dos compostos dissolvidos e escoamento mais rapido, causado pelo aumento no
volume de &gua que faz com que a acidez diminua. Esse aumento pode produzir
alteracdes histoldgicas, que afetam o crescimento e o desenvolvimento dos peixes
(OSTASZEWSKA et al., 1999).

O aumento do pH, pode proporcionar também, a formacdo de 6xido de célcio
que provoca corrosdo do epitélio branquial e das nadadeiras, levando 0s peixes a morte.
Os pontos 1 e 3 apresentaram valores superiores a 9, nesses casos, segundo CETESB
(1980), quando ha a presenca de amdnia na agua, junto ao pH alcalino, esta tende a ser

altamente toxica.

Ja os pontos 7, 8 e 9 (Junho) e 1, 3 e 7 (Novembro) apresentaram valores
inferiores aos estabelecidos pela legislacdo. Segundo Maier (1987) uma pequena
diminuicdo no pH aquatico pode estar associada ao aumento no teor de matéria organica
e ocasionar queda na quantidade de oxigénio dissolvido disponivel em corpos d’agua.
No entanto, em varios estudos realizados em rios no Amazonas e Sao Paulo, indicam
que a tendéncia observada em rios brasileiros é de pH ligeiramente acido, sem causar
danos ao ambiente aquatico (BUENO et al., 2005; HORBE et al., 2005).

De acordo com Waichama (2008), em &guas naturais o pH é influenciado pela

concentracdo de H+ originado da dissociacdo do acido carbonico, que gera valores
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baixos de pH, e das reacGes de ions carbonato e bicarbonato com H:-O, que elevam o0s
valores de pH para a faixa alcalina. Apesar de se inter-relacionarem, as variaveis fisico-
quimicas podem ser influenciadas por outras variantes do meio externo, como por

exemplo, o regime de chuvas.

A partir dos resultados de OD e pH, foi possivel observar que, mesmo nos pontos
que estavam dentro dos limites aceitos pela legislagdo, no més de novembro, quase
todos os valores apresentaram decréscimo, ou seja, a concentracdo de OD no geral,
diminuiu e o pH ficou mais &cido. Esses dados podem estar diretamente ligados aos
resultados obtidos no teste de genototoxicidade, em que o més de novembro (alta
pluviosidade), apresentou maior nimero de alteragdes morfoldgicas nucleares (Tabela
3).

No entanto, o teste de mutagenicidade (MCN) ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s nove pontos amostrais analisados e a presenca de MCN observados nos
periodos em estudo. Os resultados corroboram com os obtidos por Williams e Metcalfe
(1992) e segundo o autor, a formacdo de micronucleos ocorre espontaneamente em
células de peixes, porém essa frequéncia é relativamente menor em comparacao a outros

organismos.



Tabela 3: AlteracBes genéticas em Astyanax lacustris avaliadas em &gua superficial do Rio Dourados — Mato Grosso do Sul/Brasil em Junho e
Novembro de 2015.

JUNHO
Pontos MCN IN NL CSN CcVv NV BN CB PN
1 255a 205a 26.5a 20.5a 20.3 ab 25.2a 220a 28.5a 225b
2 21.0a 25.4 a 22.0a 249 a 176D 26.6 a 22.0a 23.6a 225hb
3 255a 24.7 a 22.0a 249a 10.5ab 25.3a 26.5a 24.0a 225b
4 21.0a 25.1a 22.0a 249 a 20.7b 25.6a 26.5a 244 a 225hb
5 255a 205a 22.0a 25.4 a 33.8a 16.5a 22.0a 285a 225hb
6 210a 24.7 a 22.0a 249 a 23.0ab 26.0a 220a 195a 27.0a
7 21.0a 205a 22.0a 205a 23.4 ab 21.0a 220a 195a 225b
8 21.0a 205a 22.0a 205a 23.8ab 216a 22.0a 195a 225b
9 255a 25.1a 26.5a 205a 339a 20.1a 22.0a 195a 225b
NOVEMBRO
Pontos MCN IN NL CSN cVv NV BN CB PN
1 22.4a 12.2¢ 19.0c 22.0a 14.1b 18.0a 26.2a 16.0b 220a
2 27.8a 28.3ab 19.0c 22.0a 20.4 ab 26.3a 20.3a 16.0b 220a
3 18.0a 21.7 abc 19.0c 26.5a 159b 15.2a 19.0a 16.0b 220a
4 2244 24.7 abc 19.0c 22.0a 156 b 214 a 19.0a 16.0b 22.0a
5 224a 19.9 abc 23.2 bc 22.0a 28.8 ab 25.5a 226a 19.8b 220a
6 224a 19.2 bc 23.2 bc 26.5a 25.9 ab 20.4 a 16.7a 26.3 ab 26.5a
7 26.8a 20.6 abc 32.2ab 22.0a 23.5ab 245a 26.2a 31.2a 220a
8 18.0a 25.1 abc 19.0c 22.0a 28.4 ab 27.1a 26.3a 30.8a 220a
9 26.8 a 35.3a 33.4a 22.0a 344 a 28.6a 30.7a 349a 26.5a

Nota: Célula com micronicleo (MNC), invaginagdo nuclear (IN), niacleo lobulado (NL), célula sem nlcleo (CSN), citoplasma vacuolizado (CV), nlcleo vacuolizado (NV),
brotamento nuclear (BN), célula binucleada (CB) e ponte neoplasmatica (PN).



O teste de genotoxicidade permitiu constatar que 0 més de novembro apresentou
maior numero de alteracdes genéticas (IN, NL, CV e CB), em comparacdo ao més de

junho (CV e PN), como indicado nas tabelas acima, valores destacados em negrito.

Em relacdo as alteracdes morfoldgicas nucleares, no més de Junho, apenas 0s
pontos 5, 9 (CV) e 6 (PN) diferiram-se estatisticamente dos demais. Resultados
similares foram verificados por Da Silva et al. (2014), indicando maior nimero de
danos genotoxicos em peixes durante estacdes chuvosas, o que pode ser atribuido, a

migracao dos peixes de locais mais contaminados durante esse periodo.

Contudo, os resultados estdo de acordo com os obtidos por Christofoletti (2008) e
sugerem que a precipitacdo durante peridos chuvosos pode lixiviar contaminantes
presentes no solo para o leito dos cursos de agua. Além de fazer com que alguns
poluentes aprisionados no sedimento dos rio, retornem para a superficie, contribuindo
para inducdo de genotoxicidade e, como consequéncia, maior comprometimento das

aguas dos rios por agentes genotoxicos.

No més de novembro, os pontos 7 e 8 apresentaram diferenca estatistica para
células binucleadas (CB). O ponto 9 também apresentou diferenca estatistica para CB e
para invaginacao nuclear (IN), nacleo lobulado (NL) e citoplasma vacuolizado (CV). A
presenca de um maior nimero de alteracGes durante esse més deve-se a elevada
movimentacdo das aguas, devido o periodo chuvoso, que ocasiona o levantamento de
substancias presentes no local e estas permanecem em contato direto com o0s
organismos vivos, fazendo com que apresentem maior nivel de danos genéticos em
consequencia a essa exposi¢do. Com isso, a partir do estudo foi possivel afirmar que o
periodo de chuvas influéncia diretamente ambientes aquéaticos contaminados, afetando
genotdxicamente a biota local (DA SILVA et. al 2014).

O ponto 9 apresentou maior média de alteracbes morfoldgicas nucleares, sendo
observados danos genéticos em ambos os periodos e permitindo caracteriza-lo como
ponto de maior concentracdo de contaminantes genotdxicos. Essa elevada concentragédo
de contaminantes deve-se a localizagdo do ponto amostral, préximo da foz, onde
substancias advindas de pontos anteriores desembocam. O ponto encontra-se também,
proximo a lavouras e com isso, esta mais exposto a contaminantes agroquimicos, que

interferem diretamente na saude da biota local.
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CONCLUSAO

O Rio Dourados demonstrou estar impactado por efluentes domesticos, industriais
e agroquimicos devido a intensa producdo agricola local, principalmente no periodo de
chuvas, podendo pdr em perigo o material genético dos organismos ali expostos e a

saude do ecossistema local.

Considerando as trés variaveis: sazonalizade, interacao entre substancias no local
e analise da qualidade da agua conforme Resolucdo 357/2005 (Classe I11) do Conama,
torna-se necessario realizar monitoramento constante do ambiente, a fim de obter um
verdadeiro cenério do potencial genotoxico dos poluentes existentes. Contudo, o
biomonitoramento constitui ferramenta competente de auxilio em planos de avaliacdo
da qualidade da agua e a potencialidade de recursos enquanto patriménio natural da

humanidade.
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