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RESUMO

O Pantanal ¢ o bioma com uma das maiores areas alagadas do mundo, possuindo grande
biodiversidade, sendo anualmente inundado pela Bacia Hidrografica do Alto Rio Paraguai,
onde o Rio Aquidauana ¢ um de seus principais afluentes. O Rio Aquidauana tem a funcdo de
abastecimento de varios municipios, fonte econdmica e turistica, entretanto, passa por
perturbagdes vindas de atividades antropicas, como pesca excessiva, poluigao a margem do Rio
e atividades agroindustriais. O objetivo do estudo foi avaliar a qualidade da dgua do Rio
Aquidauana por meio de parametros fisico-quimicos e identificar os possiveis danos
genotdxicos em espécies de peixes pantaneiras. Para tanto, a pesquisa foi conduzida no médio
curso do Rio Aquidauana em seis pontos amostrais. Com uma sonda multiparametros foram
mensurados os parametros fisico-quimicos. Os peixes foram coletados com redes de espera,
medidos seu comprimento e peso. Foram amostradas e identificadas as espécies Hypostomus
regani, Prochilodus lineatus, Brycon hilarii e Mylossoma duriventre. Para o ensaio de
genotoxicidade, esfregagos sanguineos foram preparados e as alteragdes nucleares foram
contadas em microscopio Optico. Os parametros fisico-quimicos mensurados estavam dentro
dos padroes permitidos pela legislagdo CONAMA 357/2005, ou ndo dispde de valor maximo.
Os parametros fisico-quimicos sdo importantes para identificar o primeiro estado de qualidade
da 4gua. Em relagdo ao comprimento, peso e habito alimentar, B. hilarii apresentou maior peso
e comprimento, seguido pelas espécies H. regani, P. lineatus € M. duriventre. Sobre o héabito
alimentar, H. regani e P. lineatus sdo detritivoros e B. hilarii e M. duriventre sao onivoros. As
alteracdes nucleares foram identificadas como invaginagdo nuclear, brotamento nuclear, nticleo
lobulado e célula binucleada, onde os peixes da espécie H. regani apresentaram maiores
propor¢des significativas de alteragdes nucleares. O habito alimentar de H. regani favorece a
contamina¢do, uma vez que se alimenta de material decantado do fundo do rio. As espécies de
habito detritivoro apresentaram maior propor¢do de genotoxicidade em relagdo ao habito
alimentar onivoro. Em suma, a avaliagdo da qualidade da agua do Rio Aquidauana por meio
dos parametros fisico-quimicos demonstrou estar em conformidade com a legislacdo vigente.
Porém, somente as andlises fisico-quimicas ndo comprovam a qualidade do Rio Aquidauana,
sendo necessario outros ensaios. Sendo assim, foi possivel verificar que Rio Aquidauana vem
passando por perturbacdes ambientais oriundas de atividades antrdpicas, onde podem nao
somente afetar os organismos que vivem no rio, como também as populacdes que consome

diariamente essa agua.

Palavras-chave: Qualidade hidrica, contaminagao, alteracdes nucleares.



ABSTRACT

The Pantanal is the biome with one of the largest wetlands in the world, with great biodiversity,
being annually flooded by the Upper Paraguay River Basin, where the Aquidauana River is one
of its main tributaries. The Aquidauana River has the function of supplying several
municipalities, an economic and tourist source, however, it undergoes disturbances from human
activities, such as excessive fishing, riverside pollution and agro-industrial activities. The aim
of the study was to evaluate the water quality of the Aquidauana River through physicochemical
parameters and to identify possible genotoxic damage in Pantanal fish species. Therefore, the
research was conducted in the middle course of the Aquidauana River at six sampling points.
With a multiparameter probe, the physicochemical parameters were measured. The fish were
collected with waiting nets, their length and weight measured. The species Hypostomus regani,
Prochilodus lineatus, Brycon hilarii and Mylossoma duriventre were sampled and identified.
For the genotoxicity assay, blood smears were prepared and nuclear changes were counted
under an optical microscope. The physicochemical parameters measured were within the
standards allowed by CONAMA legislation 357/2005, or there is no maximum value. The
physicochemical parameters are important to identify the first water quality status. In relation
to length, weight and feeding habits, B. hilarii had the highest weight and length, followed by
the species H. regani, P. lineatus and M. duriventre. Regarding feeding habits, H. regani and
P. lineatus are detritivores and B. hilarii and M. duriventre are omnivores. Nuclear alterations
were identified as nuclear invagination, nuclear budding, lobulated nucleus and binucleate cell,
where fishes of the species H. regani presented higher proportions of significant nuclear
alterations. The feeding habit of H. regani favors contamination, as it feeds on material
decanted from the bottom of the river. Species with detritivorous habits showed a higher
proportion of genotoxicity in relation to omnivorous eating habits. In short, the assessment of
the water quality of the Aquidauana River through physical-chemical parameters proved to be
in compliance with current legislation. However, only physicochemical analyzes do not prove
the quality of the Aquidauana River, requiring further tests. Thus, it was possible to verify that
the Aquidauana River has been undergoing environmental disturbances arising from human
activities, which may not only affect the organisms that live in the river, but also the populations

that consume this water daily.

Keywords: Water quality, contamination, nuclear changes.
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1. INTRODUCAO

O bioma Pantanal ¢ uma das maiores areas alagadas do mundo sendo detentor de uma
vasta biodiversidade, e considerado Patrimonio Natural da Humanidade e Reserva da Biosfera
pela Unesco e Patrimoénio Nacional pela Constituicdo Federal (FARIA et al., 2021). Este bioma
¢ marcado pelo seu ciclo anual de cheias e secas, sendo estes, fatores importantes para as
interacdes ecologicas e ocorréncia da elevada diversidade biologica (QUINTELA et al., 2019),
sendo considerado um Aotspot mundial de biodiversidade (GUERRA et al., 2020).

As atividades que mais afetam a biodiversidade do Pantanal sdo resultantes de
intervengdes humanas, como degradacao do habitat natural, uso predatorio dos recursos
hidricos, aumento de elementos toxicos no ecossistema, caga ¢ trafico de animais silvestres e
queimadas (ALHO et al., 2019). A ocorréncia de queimadas descontroladas vem afetando o
Pantanal e ocasionando desequilibrio ecoldgico que afeta todo o ecossistema pantaneiro
(CHAVES et al., 2020). Esses efeitos tornam o solo pobre em nutrientes, a fauna e a flora ficam
ameagadas e a fumaga liberada na atmosfera contribui para o aquecimento global devido a
emissao de gases de efeito estufa, e quanto mais esses gases na atmosfera, mais longos os

periodos de seca, favorecendo a ocorréncia de incéndios (CHAVES et al., 2020).

Além disso, as mudancas climaticas alteram o ciclo das chuvas, e, consequentemente,
modificando os periodos de secas e cheias no Pantanal (SOS PANTANAL, 2020). Sabe-se que
a regido dos ecossistemas pantaneiros estd sob grave ameaca pela presenca de contaminantes
gerados pela ocupagdo humana no entorno e, devida a sua extensa area de planicie de inundagao,
o Pantanal est4 fortemente vulneravel a entrada e ao acimulo de contaminantes (QUINTELA

etal., 2019)

As terras Pantaneiras sdo anualmente inundadas pelo Bacia Hidrografica do Alto Rio
Paraguai (BHARP), bem como por outros rios menores e drenagens dos planaltos proximos
(QUINTELA et al., 2019). A area da bacia do Rio Paraguai ¢ de aproximadamente 1.095.000
km?, sendo um dos principais afluentes deste, os rios Miranda e o Aquidauana (SANTOS,
2013a). A Bacia Hidrografica do Alto Rio Paraguai, que em sua por¢do brasileira, esta
localizada entre os estados de Mato Grosso € Mato Grosso do Sul, possui uma area aproximada

de 362.284,70 km* (CARDOSO; MARCUZZO, 2012).

A bacia pode ser dividida em uma regido alta, denominada Planalto, e uma regido baixa

e plana, denominada planicie pantaneira, que ¢ temporariamente e parcialmente inundada pelo
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Rio Paraguai e pelos seus principais afluentes todos os anos (CLARKE et al., 2003). Além
disso, a formacgao geoldgica do Pantanal o torna um ecossistema especialmente fragil, devido
ser constituida por terrenos sedimentares (PIMENTA, 2008), onde os sedimentos depositados
acumulam contaminantes (POSSAVATZ et al., 2014). A bacia do Rio Paraguai esta localizada
numa darea de importdncia para o abastecimento dos recursos hidricos (CARDOSO;
MARCUZZO, 2012).

O Rio Aquidauana faz parte da bacia hidrografica do Rio Miranda, que por sua vez, ¢
afluente do Rio Paraguai (JOIA et al., 2017). O Rio corta a regido central do estado de Mato
Grosso do Sul e segue na orientacdo Centro-Oeste e Noroeste, onde seu baixo curso se inicia
na Depressdo Pantaneira, desaguando na Planicie do Pantanal Sul-Mato-Grossense (CLARKE
et al., 2003; ANUNCIACAO; NETO, 2018).

O Rio Aquidauana abastece a populacdo urbana de varios municipios como
Aquidauana, Anastacio, Dois Irmaos do Buriti e entre outros (ANUNCIACAO; NETO, 2018),
além de ser utilizado como fonte de importantes atividades econdmicas como a pesca,
agricultura, industrial como producao de laticinios e frigorificos, e também na pecuaria, sendo
esta ultima, a principal atividade economica da regiao (CAMPOS, 2007). Além destes, o Rio
Aquidauana também tem a finalidade turistica e demais atividades de lazer da populagdo local
(CAMPOS, 2007; JOIA et al., 2017; ANUNCIACAO; NETO, 2018). As atividades
econdmicas que sdo desenvolvidas nestas areas refletem diretamente na organizacao do espago
geografico e na dinamica socioambiental das populagdes inseridas nessa bacia hidrografica

(JOIA et al., 2017).

Segundo Algarve et al. (2016), o Rio Aquidauana passa por perturbagdes ambientais
vindas de atividades antropicas, como a pesca excessiva, poluicdo a margem do rio, degradagao
da vegetacao ciliar e assoreamento. As fontes de polui¢cdo sdo evidentes, lixo e esgoto urbano
sem tratamento adequado descarregados ao longo do Rio (TOMAS, 2000). Na regido, ha a
crescimento de atividades agropastoris, o que pressiona o uso do solo rural, e em consequéncia,
pode produzir impactos ambientais que comprometem o meio ambiente (SAMPAIO, 2003). A
retirada da vegetacdo natural e sua substituicdo pela pastagem até a margem do rio, vem
acarretando danos ambientais na regido do Rio Aquidauana (CARVALHO et al., 2006), que
ocasiona declinio da qualidade dos recursos hidricos, com incidéncia de erosdes nas margens e
assoreamentos (PEREIRA et al., 2004). Vale ressaltar que a substitui¢ao da vegetacao natural

por pastagens favorece a perda da biodiversidade (AVIGLIANO et al., 2019). Além dos
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impactos causados pela agricultura e demais atividades, este recurso hidrico também sofre com

o turismo desordenado (AIRES, 2008).

De forma geral, a qualidade da agua possui tendéncia de piorar nas proximas décadas,
ameagando a saide humana, o meio ambiente e o desenvolvimento sustentavel (GIRARDI et
al., 2019). Esse declinio da qualidade da agua ¢ perceptivel nos centros urbanos, onde a
contaminacao das aguas disponiveis para o consumo, acontece pelos langamentos desordenados

de esgotos domésticos, despejos industriais, € demais poluentes (SOUZA et al., 2012).

Neste sentido, sabe-se que o Rio Aquidauana ¢ fonte de vida para a regido,
desempenhando papéis importantes para a populagdo como abastecimento hidrico, fonte
alimentar, e demais processos industriais. Sendo assim, ha a necessidade de avaliar a qualidade
desta agua por meio de ensaios bioldgicos a fim de identificar se estd ocorrendo alguma
perturbagdo ambiental no rio, visto que, um desequilibrio do mesmo, pode afetar ndo s6 biota

aquatica, mas também a qualidade de vida dos seres humanos.

Os testes in situ avaliam em tempo real a exposi¢ao do organismo ao ambiente, sendo
assim, ¢ possivel identificar as interferéncias que acometem os ambientes aquaticos
(DORNFELD et al., 2006; FRACACIO, 2006). Bem como, as respostas dos organismos que
habitam ambientes poluidos por bastante tempo pode diferir das respostas obtidas pelos
bioensaios (SCALON, 2009). Além disso, a analise dos efeitos toxicogenéticos em espécies de
peixes nativos constituem uma importante fonte de diagnéstico ambiental (RIVEROS, ef al.,

2021).

Desta forma, se algum afluente do Pantanal esta ameagado, consequentemente toda a
planicie pantaneira também sofre esses efeitos. Sendo um local de importancia mundial com
uma extensa diversidade e riqueza biologica, ber¢o de muitas espécies endémicas, portanto, ¢
imprescindivel a conservacao deste ambiente, garantindo a qualidade de vida dos organismos
que nela habitam mantendo um ecossistema equilibrado. Além disso, considerando a escassez
de estudos que trazem avaliagdao da qualidade da dgua do Rio Aquidauana, bem como, danos
genéticos para a espécies aquaticas, torna-se necessario a realizacao de ensaios biologicos que
visem caracterizar a existéncia de perturba¢do ambiental e seus impactos para a biota aquatica,

e, subsequentemente, para a qualidade de vida dos seres humanos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Parametros fisico-quimicos limnoldgicos: sua importancia e os padroes vigentes

A agua exerce funcao fundamental para os seres vivos, devendo ser obtida de fontes de
abastecimento confiaveis. Para isso, € necessario que seus padrdes de qualidade obedecam aos
prescritos na legislacdo vigente, de forma a promover saude a todos os que a ingerem (DE
ASSIS et al., 2017). Nos ultimos anos vém surgindo grande preocupagdo com o efeito das
alteracdes antrdpicas sobre os sistemas aquaticos e sua biota associada (PEREIRA, 2014), visto

que a agua pode ser veiculo de agentes contaminantes ou patogénicos (DE ASSIS et al., 2017).

As andlises fisico-quimicas avaliam componentes que constituem determinadas
substancias e estabelecem parametros de qualificacao, que sdo associados ao conhecimento das
propriedades fisicas e quimicas de moléculas e suas interagdes (CARVALHO et al., 2018).
Existem diversas varidveis de pardmetros fisico-quimicos, como o oxigénio dissolvido,
turbidez, potencial hidrogenionico (pH), condutividade elétrica e temperatura da dgua. No
Brasil, a principal legislacao que define os padrdes de parametros fisico-quimicos da agua de
acordo com a classe de um corpo hidrico, ¢ a Resolucao do Conselho Nacional do Meio
Ambiente — CONAMA Ne 357, de 17 de marco de 2005 (BRASIL, 2005). De acordo com a
Resolugdo, os principais parametros fisico-quimicos que devem ser observados sdao: DBO

(Demanda Bioquimica de Oxigénio), oxigénio dissolvido, turbidez, cor verdadeira, pH.

As analises fisico-quimicas desenvolvem importante papel quando se trata do
monitoramento da qualidade da dgua, visto que ha padrdes de comparagdo, onde € possivel
obter resultados quantitativos que determinam as caracteristicas dos recursos hidricos
(CARVALHO et al., 2018), onde qualquer valor que esteja fora das medidas de comparagao
com padrdes e legislagcdes, pode ser indicativo de alguma perturbacdo ambiental naquele

ambiente.

O parametro de oxigénio dissolvido (OD) consiste na quantidade em mg/L ou em
porcentagem de oxigénio que esté dissolvido na agua a ser analisada, tendo como valor minimo
permitido pela legislagdo para corpos hidricos de Classe I, I, IIl e IV, sendo de 6, 5, 4, 2 mg/L,
respectivamente. A turbidez ¢ uma caracteristica fisica da agua, onde estdo presentes
substancias e solidos em suspensdo (CARVALHO et al., 2018). Na legislagdo brasileira, a

turbidez varia de 40 a 100 NTU, indo de acordo com a classificagao do corpo hidrico.



13

Quanto ao potencial hidrogenidnico (pH), representa a concentragdo de ions de
hidrogénio H" dissolvidos, para avaliar situagdes de acidez, alcalinidade ou neutralidade da
agua (BARBOSA, 2015). Valores de pH muito baixos ou muito altos, podem ser indicativos de
poluicao na agua, porém, alguns corpos hidricos apresentam naturalmente d4gua mais acida ou
mais alcalina sem necessariamente estarem poluidos. Na legislacdo, o pH da 4gua deve se
manter entre 6,0 a 9,0 para todas as classes de rios de 4gua doce. A condutividade elétrica ¢ um
dos parametros fisicos que permite verificar a quantidade de ions dissolvidos na agua e a
existéncia de polui¢ao na agua (DERFOUFI et al., 2019). A legislagdo brasileira CONAMA Ne
357/2005 nao estabelece valores de referéncia para a condutividade, porém, se a 4gua analisada
apresentar valores elevados de condutividade, pode ser indicativo de polui¢des tais como
lancamento de efluentes domésticos e industriais, e além disso, os impactos relacionados ao uso
do solo, modificam a qualidade da agua, onde reflete na condutividade elétrica (PIRATOBA et
al., 2017), entretanto, a condutividade pode ser afetada devido as condi¢des geoldgicas da

regido (RIVEROS, et al., 2021).

A temperatura exerce um papel importante para a manutengao do meio aquatico e suas
oscilagdes fazem parte do regime climatico normal e corpos de dgua naturais expressam
variantes sazonais (BARBOSA, 2015). Além disso, a temperatura também influencia o
metabolismo, crescimento, consumo do oxigénio (JIAN et al., 2003) e, quando elevadas, altera
o desenvolvimento de embrides e larvas podendo provocar malformagdes nos peixes e aumento
da mortalidade (REBOUCAS et al.,, 2014). A legislagdo brasileira CONAMA Ne 357/2005 nao

estabelece valores de referéncia para a temperatura.

Neste sentido, torna-se relevante o emprego e a utilizagdo destes parametros fisico-
quimicos para diagnosticar alguns aspectos das condi¢cdes ambientais. Essas varidveis sdo
componentes naturais dos ambientes aquaticos e variagdes nas suas concentragdes podem
indicar alteragdes no meio, que podem estar relacionadas com atividades antropicas de uso e
ocupacdo do solo, fornecendo dados relevantes para sua conservacao e gestdo dos corpos

hidricos (PEREIRA, 2014).

Além disso, outras analises também devem ser realizadas para verificar se algum
composto ou substancia pode ou ndo ser prejudicial ao meio ambiente ou ocasionar efeitos
adversos nos organismos (RIBEIRO; AMERICO-PINHEIRO, 2018). Atualmente existe uma
variedade de métodos que avaliam a qualidade ambiental, sendo as andlises quimicas e testes

de toxicidades os mais utilizados, onde entdo, surge a Ecotoxicologia, que descreve os efeitos
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adversos causados aos organismos vivos por substancias liberadas no ambiente (RIBEIRO;

AMERICO-PINHEIRO, 2018).

2.2. Bioindicadores e biomarcadores de qualidade ambiental

Os ecossistemas sofrem impactos diariamente e estes podem promover o declinio da
qualidade ambiental. Uma forma de mensurar as condigdes ambientais, € utilizar bioindicadores
(OLIVEIRA; CORREA, 2016). Os bioindicadores de polui¢io aquatica sdo organismos que
vivem ou estdo intimamente associados a corpos hidricos, fornecendo evidéncias de poluigao,
tanto pela acumulagao de poluentes aquaticos ou seus metabolitos quanto pelos efeitos devidos

a exposicao a esses poluentes (MANAHAN, 2015).

Alguns organismos s6 podem ser observados em condig¢des ideais que favorecem o seu
desenvolvimento, ou seja, sdo sensiveis a disturbios e alteragdes ambientais, sendo assim,
alteragdes nos padroes de qualidade da dgua podem acarretar em modificacdes morfologicas,
fisiologicas e até mesmo causar a mortalidade desse organismo (OLIVEIRA; CORREA, 2016).
Desta forma, estes bioindicadores de qualidade ambiental alertam sobre os desequilibrios que

podem estar ocorrendo em um determinado ambiente (OLIVEIRA; CORREA, 2016).

Os bioindicadores possuem diversas caracteristicas importantes, dentre elas: 1)
permitem identificar as interagcdes que ocorrem entre 0 organismo vivo € o contaminante; ii)
possibilitam a mensuragdo de efeitos subletais. O que permite propor acdes remediadoras e/ou
preventivas (OLIVEIRA; CORREA, 2016). Segundo Gongalves (2012), os principais aspectos
a serem observados na escolha de um bioindicador sdo: (a) os animais devem dividir o mesmo
ambiente com o homem; (b) responder de forma semelhante a quimicos toxicos; e (c)
desenvolver patologias similares como resposta a estes efeitos. Outras caracteristicas também
devem ser observadas para considerar um bioindicador, como a abundancia desta espécie no
ambiente e a facilidade na adaptagdo aos ensaios em laboratdrio (LINS et al., 2010). Os peixes

sd0 os bioindicadores mais comuns da polui¢do de ambientes aquaticos (MANAHAN, 2015).

Além do uso de bioindicadores, podemos utilizar os biomarcadores que ¢ outra forma
de avaliar os impactos a saude e a probabilidade da ocorréncia de efeitos nocivos (ARANGO;
SANDRA, 2012). Um biomarcador caracteriza-se por uma substancia, ou alteracao bioquimica,

que possui interacdo entre o sistema bioldgico e um agente quimico, fisico ou biologico
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(ARANGO; SANDRA, 2012). Essa interac¢ao possibilita a deteccdo e avalicdo da intensidade
de exposic¢do e risco a saude (AMORIM, 2003; ARANGO; SANDRA, 2012).

Os bioindicadores e biomarcadores tém sido amplamente utilizados para determinar
respostas em nivel individual aos estressores, onde os biomarcadores sdo mais especificos da
espécie e com maior variabilidade de respostas em comparacdo com os bioindicadores
(ARAUIJO et al., 2018). Os biomarcadores sio respostas bioquimicas, fisiologicas, pardmetros
morfologicos alterados ou alteragdes biologicas em nivel molecular e celular que sao causados
pela exposi¢do de um organismo a um determinado composto téxico, de forma a permitirem
identificar interagdes que que ocorrem entre 0s contaminantes € 0s Organismos Vvivos
(DOMINGOS, 2006; JESUS; CARVALHO, 2008). Para detec¢ao de polui¢dao aquatica, varios
biomarcadores podem ser utilizados, como por exemplo, biomarcadores somaticos,
histopatologicos, neurotoxicos, hematologicos, genotdxicos e dentre outros (SANTOS, 2013b;
JESUS; CARVALHO, 2008). O uso integrado de biomarcadores e bioindicadores sdo sugeridos
como uma ferramenta de avaliagdo, uma vez que sdo meios eficazes para determinar o impacto

da poluigdo no ambiente aquatico (ARAUJO et al., 2018).

2.2.1. Peixes como bioindicadores e biomarcadores da qualidade dos recursos hidricos

Os peixes sao organismos adequados para monitorar poluentes genotdxicos no ambiente
aquatico porque eles desempenham importante papel na rede alimentar, eles sao
bioconcentradores e sdo responsivos a mutdgenos em baixas concentragdes, como poluentes
ambientais (NGAN et al., 2006). As respostas fornecidas pelos biomarcadores mostram se a
contaminag¢do ambiental, ainda que em baixa escala, ¢ suficiente para causar efeitos fisiologicos
e, em casos positivos, justificar investiga¢des adicionais para determinar a natureza e o grau de

contamina¢do (SANTOS, 2013b).

Diferentes espécies de peixes t€m sido utilizadas como bioindicadores, utilizando-se a
analise de muitos biomarcadores de exposi¢do e efeito que incluem parametros bioquimicos,
morfolégicos, imunoldgicos e genéticos (SANTOS, 2013b). Nesse sentido, sdo realizados
testes onde ¢ possivel verificar a influéncia de algum determinado composto e/ou agente
genotoxico sobre a genética de um organismo, assim, identificando os efeitos que podem ser

ocasionados devido a a¢do destes compostos.
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Os testes comumente empregados para avaliagdo de genotoxicidade em peixes, sao 0s
testes de microntcleo e alteragdes nucleares, onde apresenta varias vantagens devido as células

dos peixes serem geralmente numerosas ¢ de tamanho pequeno (NGAN et al., 2006).

2.3. Genotoxicidade em peixes

Os agentes genotodxicos sao definidos como qualquer substancia ou produto quimico
que afete negativamente a integridade do DNA de uma célula (NAI et al., 2015). Diante da
exposi¢ao do ser humano e do ambiente a substancias quimicas, pode propiciar a ocorréncia de
efeitos deletérios (FLORES; YAMAGUCHI, 2008), embora, a capacidade de uma substancia
em danificar o DNA, ndo a torne um perigo imediato a satde (NAI et al., 2015). De qualquer
forma, deve-se considerar os efeitos potencialmente toxicos a saide humana e ao ecossistema,

podendo esta, ser uma substancia teratogénica, carcinogénica ou genotoxica (NAl et al., 2015).

Alguns contaminantes, quando entram em contato com os organismos aquaticos podem
ocasionar efeitos toxicos ou letais, onde alguns desses efeitos refletem no desenvolvimento de
embrides através de alteracdes no DNA, onde sdo caracterizados como efeitos teratogénicos
(LAMEIRA, 2008). Os efeitos teratogé€nicos sdo considerados reagdes adversas graves de um
composto sobre embrides, provocando alteragdes morfologicas e funcionais. (ANDRADE,
2014), e em peixes, pode ocasionar malformagdes na cauda e cabeca, falta da nadadeira
peitoral, dentre outros efeitos (Sdnchez-Aceves et al., 2021). A carcinogénese ¢ caracterizada
por mutacdes genéticas herdadas ou adquiridas pela agdo de agentes ambientais, quimicos,
hormonais, radioativos e virais (SILVA et al., 2004), que tem a capacidade de converter a célula
normal em célula maligna (LOUREIRO et al., 2002). Além destes, a genotoxicidade ¢ uma
acdo nociva que afeta o material genético, onde os agentes genotdxicos interagem com o DNA

gerando modificagdes na sua estrutura e fun¢do (VERRI et al., 2017).

O contato com agentes genotoxicos e/ou mutagénicos pode ser devido a exposicao
acidental, ocupacional ou por estilo de vida, tendo a possibilidade de que esta agdo a se
manifesta anos apdés o ocorrido, caracterizando os efeitos acumulativos (FLORES;
YAMAGUCHI, 2008). As substancias ou agentes genotoxicos quando absorvidos, interagem
quimicamente com o material genético, formando adutos ou até¢ mesmo quebra das moléculas
de DNA. Na maior parte das vezes, o organismo aciona o mecanismo de reparacao desta célula.
Porém, ¢ possivel ocorrer erros na reparagdo desta lesdo, assim, provocando alteragdes

hereditarias, podendo perpetuar-se as células filhas (GONCALVES, 2012).



17

Os 6rgaos superiores cada vez mais tém se conscientizado sobre os impactos ambientais
e seu reflexo na saude humana e no ecossistema. Desta forma, sdo aplicados os testes de
ecogenotoxicidade, visando uma melhor avaliagdo das condigdes ambientais (PEDRO, 2008).
Os testes de genotoxicidade sdo importantes para avaliar a toxicidade celular e identificar

potenciais agentes cancerigenos e mutagénicos (NAI et al., 2015).

Diversos ensaios de genotoxicidade in vivo tém utilizado diferentes espécies de peixes
como bioindicadores, onde esses animais podem facilmente ser mantidos em laboratorio e
expostos a compostos quimicos (TROLLY, 2019). O uso de peixes como bioindicadores de
indices de efeitos de poluigdo ¢ de extrema importancia, pois eles podem permitir uma detec¢ao
precoce de problemas ambientais aquaticos (TROLLY, 2019; VILCHES, 2009). A utilizacao
de bioindicadores e testes genotdxicos ajudam a avaliar o dano causado ndo apenas a
integridade fisico-quimica do ambiente, mas também a resposta dos organismos a mudangas

ambientais decorrentes da poluicdo ambiental (VILCHES, 2009).

Um dos biomarcadores que podem ser utilizados para identificar efeitos deletérios
devido a exposi¢do a agentes xenobidticos, sdo os testes genotoxicos, onde incluem-se o teste
de micronucleo, alteragdes nucleares ¢ ensaio do cometa (GONCALVES, 2012). As alteragdes
nucleares mais avaliadas sdo os brotamentos, invaginagdes ou nucleo entalhado, nucleo

lobulado, ponte nuclear, picnose, nicleo vacuolizado e célula binucleada (Figura 1).

® 0 o0

; NUCLEO PONTE NUCLEAR PICNOSE
J
CELULA NORMAL VACUOLIZADO
BROTAMENTO NUCLEO INVAGINAGAO CELULA MICRONUCLEO
NUCLEAR LOBULADO NUCLEAR BINUCLEADA

Figura 1. Representacdo grafica de micronucleo e demais alteragdes nucleares. Fonte: Nathalya Alice

de Lima, 2021.
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As alteragdes nucleares estdo relacionadas com falhas nos processos de divisao celular,
onde muitos desses processos ainda ndo foram descritos (NGAN et al., 2006; SOUZA;
FONTANETTI, 2006). O brotamento caracteriza-se por uma pequena protuberancia que se
estende para fora do nucleo. Toneline et al. (2014) acreditam que o brotamento nuclear seja a
fase inicial, ou um estagio precoce do processo de micronucleacdo. Bem como, Tomaz ef al.
(2016) dizem que os brotamentos resultam da eliminacdo do excesso de DNA amplificado,
sendo provavelmente uma via comum de formacao do micronucleo. A invaginagdo ou nucleo
entalhado, caracteriza-se por um afundamento na lateral do nicleo. Nao foram encontradas

informagdes na literatura sobre como ocorre sua formagao.

O nucleo lobulado apresenta duas ou mais protuberancias na extremidade no nucleo e
seus mecanismos ainda ndo sio compreendidos (TORRES-BUGARIN; RAMOS-IBARRA,
2013). A ponte nuclear ¢ uma liga¢ao entre um nucleo e outro, se originando na anafase, quando
os centromeros dos cromossomos dicéntricos sdo puxados para lados opostos das células
(FENECH et al., 2011). A picnose ¢ quando ha a condensagdo do ntcleo, e sao indicativas de
morte celular (BURGOYNE, 1999). O nucleo vacuolizado ¢ quando ha um vactiolo presente
dentro do nucleo. Nao foram encontradas informacdes na literatura sobre como ocorre sua
formagdo. A célula binucleada caracteriza-se por dois nucleos em um mesmo citoplasma, sendo

formadas provavelmente devido a desregulacao cromossomica (NERSESYAN et al., 2020).

De acordo com Fenech et al. (2011), os micronucleos se originam a partir de fragmentos
cromossomicos que ndo sdo inclusos no nucleo das células-filhas durante a mitose. Esse
fragmento de cromossomo € envolto por uma membrana nuclear tendo formato semelhante ao
nucleo principal, exceto pelo seu tamanho reduzido. O teste de micronucleo ¢ utilizado para
identificar mutagénese ambiental em indicadores do ecossistema, sendo desenvolvido

principalmente em peixes (SOUZA; FONTANETTI, 2006).
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3. HIPOTESES

e As espécies de peixes amostradas no Rio Aquidauana sofrem as pressdes antropicas

realizadas no entorno do rio.
e As pressdes antropicas ocasionam danos genéticos nas espécies de peixes;

e O habito alimentar dos peixes esta diretamente relacionado com o aumento das

alteracdes nucleares.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a qualidade da 4gua do médio curso do Rio Aquidauana por meio dos
parametros fisico-quimicos e identificar danos genotoxicos em espécies de peixes pantaneiros

no trecho estudado.

4.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a qualidade da 4gua por meio dos pardmetros fisico-quimicos e comparar se os
valores estdo em conformidade com a legislagdo brasileira vigente CONAMA
357/2005.

e Identificar os danos genotoxicos nos eritrocitos de espécies de peixes de maior
ocorréncia no médio Rio Aquidauana.

e Comparar a proporcao do indice de genotoxicidade entre as espécies de peixes.

e Relacionar o indice de genotoxicidade com os diferentes habitos alimentares das

espécies.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local de estudo

O estudo foi conduzido no médio curso do Rio Aquidauana, sendo feitas coletas no ano
de 2020 em seis pontos amostrais (Ponto 1: -55.427.630 -20.448.146; Ponto 2: -55.531.012 -
20.482.821; Ponto 3: -55.640.695 -20.484.304; Ponto 4: -55.801.840 -20.478.237; Ponto 5: -

55.852.086  -20.393.477; Ponto  6: -55.878.094  -20.254.356;) (Figura 2).
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Figura 2. Localizagdo dos pontos de amostragem do médio Rio Aquidauana, Bacia do Alto Rio Paraguai.

Estes pontos estdo em areas de transi¢do, sendo o ponto 1 ao 3 localizados numa area

de planalto, e do ponto 4 ao 6, a por¢ao mais baixa da bacia, em regido de planicie.

5.2. Determinacao dos parametros fisico-quimicos

Para avaliar as condi¢des limnoldgicas dos seis pontos de amostragem do médio Rio
Aquidauana foram mensurados os parametros fisico-quimicos sendo: Oxigénio dissolvido
(mg/L), turbidez (NTU), potencial hidrogenionico (pH), condutividade elétrica (uS/cm™) e

temperatura (°C), com auxilio uma sonda multiparametros (Hanna HI-9828).
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5.3. Coleta dos peixes in situ

Os peixes foram coletados in situ com auxilio redes de espera e tarrafas com malha
variando de tamanho entre 1,5 — 8,0 cm. Apos a captura dos exemplares, foi mensurado o
comprimento padrdo (cm) com auxilio do ictidmetro e o peso total (g) com auxilio de uma
balan¢a. Em seguida, os individuos foram imersos em agua gelada para reduzir sua atividade
metabolica para realizacao da puncao da veia caudal utilizando seringas heparinizadas. Para a
identificacdo taxonoOmica das espécies foi utilizada a literatura especializada de espécies
pantaneiras (BRITSKI et al., 2007). Desta forma, foram amostrados um total de 27 individuos
de peixes de diferentes espécies e habitos alimentares sendo: Hypostomus regani (IHERING,
1905), Prochilodus lineatus, (VALENCIENNES, 1836), Brycon hilarii (VALENCIENNES,
1850) e Mylossoma duriventre (CUVIER, 1818).

5.4. Analise de genotoxicidade

Para avalia¢do de alteracdes nucleares foram preparados esfregagos sanguineos com
uma gota de sangue em duplicata por individuo, e posteriormente foram secas ao ar por 15
minutos e fixadas em etanol, sendo coradas com solucdo de Giemsa a 10%. A contagem das
laminas foi realizada utilizando o microscopio Optico (Accu-Scope, 3002 Series) no aumento
de 1000x. Para cada lamina foram contados 1000 eritrdcitos, totalizando 2000 eritrocitos por

peixe.

Em relagdo ao célculo do indice de genotoxicidade, todas as alteragdes nucleares
identificadas no estudo foram somadas. Para o teste de alteragdes nucleares, seguimos o

protocolo descrito por Schmid (1975) e De Jesus et al. (2016).

Total de células com alteracio
£2X 100

Alteracoes Nucleares =
§0 Total de células observadas

5.5. Analises estatisticas

Para todos os testes antes foram verificadas as condi¢gdes de normalidade dos dados
utilizando o teste Shapiro-Wilk, para andlises posteriores. O teste de Kruskal-Wallis, com
posteriore de Dunn, foi usado para comparar as amostras de alteracdes nucleares e o indice de
genotoxicidade de amostras de peixes in situ. Para a propor¢do de alteracdes nucleares

relacionado ao habito alimentar, foi realizada a média do IG por habito alimentar, sendo duas
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espécies de habito alimentar detritivoro e duas espécies de habito alimentar onivoro. Todas as

andlises foram realizadas na plataforma R (R-DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos obtidos apds mensuracdo foram comparados com a
resolucdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005), que dispde sobre os parametros ideais para
agua doce de classe II (Tabela 1).

Tabela 1. Dados dos parametros fisico-quimicos no médio Rio Aquidauana, Bacia do Rio Paraguai.

Pontos oD Turbidez pH Condutividade Temperatura

(mg/L) (NTU) (uS/ecm™) ©0O)
1 6,0 42,9 7,6 48,0 27,8
2 7,1 47,0 7,6 50,0 27,6
3 6,6 19,4 8,2 54,0 28,0
4 6,8 19,2 7,9 55,0 27,6
5 6,4 29,1 7,6 54,0 274
6 6,0 37,2 7,4 52,0 27,9

CONAMA
35712005 >5,0 100 6,029,0 -- --

-- Ndo apresenta valores de referéncia

Analisando os resultados, € possivel observar que todos os parametros fisico-quimicos
que possuem valores de referéncia estdo dentro do limite estabelecido pela legislagdo, desta
forma, estdo condizentes com a resolugdo CONAMA 357/2005. Os parametros fisico-quimicos,
além de poderem identificar um primeiro estado de qualidade da 4gua, também serviram para
classificar o Rio de acordo com as classes de rios de dgua doce estabelecidas pela mesma
legislagao. Mesmo os parametros estando em conformidade com a legislagdo brasileira vigente,
1sso pode nao ser suficiente para afirmar a qualidade da dgua do Rio. Um resultado semelhante
foi apresentado por Santos et al. (2019), onde mesmo os parametros fisico-quimicos estando
em conformidade com CONAMA 357/2005, foi verificada a presenca de alteragdes nucleares

em Serrasalmus brandtii, possivelmente devido a outros contaminantes locais.
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Os parametros abidticos sdo importantes para caracterizar um ambiente, porém, sao
inespecificos para avaliacdo de poluicdo em corpos hidricos, sendo necessario a avaliagdo com
parametros biologicos, de forma oferecer maior confiabilidade nos resultados obtidos sobre os

efeitos ambientais (VANZETTO, 2014).

6.2. Caracteristicas das amostras: comprimento, peso e habito alimentar

A espécie B. hilarii apresentou maior comprimento, seguido das espécies H. regani, P.
lineatus e M. duriventre. A espécie B. hilarii obteve o maior peso em relacdo as demais
espécies, seguido por H. regani, P. lineatus e M. duriventre (Tabela 2). No que se refere ao
habito alimentar, H. regani e P. lineatus possuem habito detritivoro, se alimentando de matéria
organica (VILLARES-JUNIOR et al,, 2016), e B. hilarii ¢ M. duriventre sao onivoros, tendo
uma alimentacdo baseada em pequenos invertebrados, frutos, sementes e zooplancton

(ZUNTINI et al., 2004; CLARO-JR et al., 2004) (Tabela 2).

Tabela 2. Amostras de peixes (MédiatSD), nimeros de individuos (N), comprimento (cm), peso (g) e habito

alimentar, coletadas nos locais de amostragem ao longo do curso do Rio Aquidauana.

Espécies N Comprimento  Peso (g) Habito
(cm) alimentar
H. regani 5 28,50+3,00 0,59+0,10 Detritivoro
P. lineatus 7 28,28+1,72 0,51+0,07 Detritivoro
B. hilarii 11 31,43+1,96 0,68+0,11 Onivora
M. duriventre 4 18,75+0,64 0,25+0,10 Onivora

A espécie de maior tamanho, consequentemente foi a de maior peso aferido (B. hilarii).
Seguindo a mesma légica, a espécie de menor tamanho, obteve o menor peso (M. duriventre).

Ambas espécies onivoras.

6.3. Genotoxicidade de peixes in situ

Foram identificadas quatro alteragdes nucleares nas espécies de peixes in situ, sendo
elas: invaginacao nuclear, brotamento nuclear, nticleo lobulado e célula binucleada. A espécie
H. regani apresentou maiores proporgdes de invaginagao nuclear, brotamento nuclear e nticleo
lobulado diferindo significativamente (p<0,05) em relagdo as demais espécies analisadas
(Tabela 3). Alteragdes nucleares sdo sinais de alerta de que a 4gua possui algum tipo de

contaminante com potencial genotoxico (RIVEROS, et al., 2021).



25

Tabela 3. Frequéncia das alteragdes nucleares (mediana e desvio interquartilico) das amostras de peixes coletados

in situ no Rio Aquidauana.

Espécies Invaginacio Brotamento Nicleo Célula
pect nuclear nuclear lobulado binucleada
H. regani 2,95|0,25a 1,60/0,75a  2,05/0,33b  0,05]0,03a
P. lineatus 0,05/0,27b 0,25/0,13b  0,00/0,00a  0,05|0,04a
M. duriventre  0,05/0,12b 0,25/0,05b  0,00[0,00a  0,05/0,01a
B. hilarii 0,15/0,12b 0,35/0,17b  0,00[0,00a  0,05/0,01a

Letras iguais ndo apresentam diferenga significativa.

O cascudo (H. regani) possui habito alimentar que favorece a contaminacao, ja que ¢
um animal demersal e detritivoro, se alimentando dos detritos no fundo do rio. Desta forma,
qualquer contaminante que entrar no rio, ird decantar ao fundo e H. regani ira se alimentar,
ficando mais suscetivel aos contaminantes e refletindo em sua satde, principalmente em suas
células, onde ¢ possivel observar efeitos genotoxicos ocasionados pelos contaminantes. Sao
escassos na literatura os estudos que trazem a espécie H. regani como biomonitor e bioindicador
de genotoxicidade. Vanzetto (2014) demonstrou genotoxicidade na espécie de cascudo
Hypostomus ancistroides coletadas em um rio. Esta espécie possui hdbitos semelhantes a H.

regani, sendo detritivoro e sedentario, assim, esta propenso a bioacumulagdo (Vanzetto, 2014).

A avaliacdo de diferentes espécies que habitam o mesmo ambiente ¢ indicado por
apresentar sensibilidade diferente de forma a demonstrar respostas variadas aos agentes
genotoxicos (KASPER, 2019). Os processos de divisdo celular podem ser alterados devido a
acdo de agentes genotdxicos, ocasionando células com alteracdes nucleares. Muitas destas
alterag¢des ainda ndo sdo totalmente compreendidas sobre como sdo formadas, porém, sabe-se
que podem afetar a integridade celular do material genético de forma que os agentes
genotoxicos interagem com o DNA, gerando modificagdes na sua estrutura e fungdo (VERRI
et al., 2017). Estas alteracoes genéticas também estdo envolvidas nos processos de

carcinogénese e teratogénese (VERRI et al., 2017).

Ao comparar H. regani com P. lineatus, ambas espécies detritivoras de mesmo habito
alimentar, foi possivel verificar que P. lineatus ndo apresentou as mesmas proporgoes de
alterag¢des nucleares que H. regani. Isso pode ser explicado porque H. regani, ao contrario de
P. lineatus, ¢ uma espécie sedentaria (ZAWADZKI et al., 2008), ou seja, ndo possui o habito
de migrar, ficando somente em uma regido, desta forma, absorve ainda mais os contaminantes

que podem entrar no Rio. Entretanto, P. lineatus, ¢ migrador de longas distancias (SHIBATTA,
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et al., 2007), podendo percorrer entre 1.200 a 1.400 km num ciclo migratoério completo

(CAPELETI; PETRERI JR., 2006).

Sendo assim, € possivel que as espécies de P. lineatus coletadas neste estudo estejam
somente de passagem pelo Rio como parte de sua migracdo, desta forma, ndo refletindo
complemente a qualidade do Rio Aquidauana. M. duriventre e B. hilarii também sdo espécies
migratérias (MELO et al., 2019; REYES et al., 2009; SANCHES; GALETTI JR et al., 2007),
apoiando entdo, o fato que estas trés espécies migratdrias poderiam estar somente de passagem

pelo Rio, assim, ndo indicando efetivamente o estado de saude do Rio Aquidauana.

Em relagdo ao indice de genotoxicidade, H. regani apresentou maiores alteragdes
nucleares com diferengas significativas (p<0,05), em comparacdo com as demais espécies
analisadas (Figura 3). As espécies P. lineatus, M. duriventre e B. hilarii ndo se diferiram entre

si (p>0,05).
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Figura 3. Indice de genotoxicidade (mediana e desvio interquartilico). Letras iguais ndo apresentam

diferenga significativa.

Os indicadores de genotoxicidade permitem avaliar os efeitos de exposi¢des ao material
genético que levem a lesdo no DNA, e a avaliagdo de mutagdes génicas e danos cromossdmicos
(OLIVEIRA et al., 2019). No indice de genotoxicidade estdo inclusas todas as alteragdes
nucleadas encontradas, demonstrando novamente que H. regani foi a espécie que apresentou

maiores indices de alteragdes genotoxicas. Além disso, os efeitos toxicogenéticos em espécies
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de peixes nativos sdo uma importante fonte de informagao para monitorar os efeitos antrépicos

(RIVEROS et al., 2021).
6.4. Proporcao de alteragoes nucleares em relacio ao habito alimentar
Se tratando da quantidade de alteragdes nucleares associado ao habito alimentar das

espécies, € possivel observar que as espécies de habito alimentar detritivoro apresentaram maior

propor¢ao de genotoxicidade em relagdo ao habito alimentar onivoro (Figura 4).
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Figura 4. Analise descritiva da propor¢do de alteracdes nucleares em relacdo ao habito alimentar das espécies

analisadas.

Isso pode ser justificado devido aos peixes detritivoros estarem em contato constante
com o substrato, acumulando mais contaminantes, em relacdo a peixes de outros habitos
alimentares (SERRAO et al., 2014). Em um estudo realizado por Rocha (2011), demonstrou
que espécies de peixes detritivoros apresentaram maior fator de bioacumulacdo de
contaminantes quando comparado com espécies carnivoras. Um resultado semelhante pode ser
observado no estudo de Santos et al. (2020) onde demonstrou que peixes de héabito detritivoro
apresentam maiores danos genotdxicos em comparagdo com espécies de outros habitos
alimentares, visto que os contaminantes presentes no rio, decantam e se bioacumulam. Em

concordancia, Viana et al. (2017) também apresenta resultados semelhantes.
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7. CONCLUSAO

A avaliagdo da qualidade da agua do Rio Aquidauana por meio dos parametros fisico-
quimicos demonstrou estar em conformidade com a legislagdo brasileira vigente CONAMA
357/2005. As andlises fisicas, quimicas e bioldgicas sdo indispensaveis aos estudos de
qualidade de agua, contudo isoladas sdo insuficientes para resultados conclusivos, sendo
necessario outros ensaios para compreender melhor a qualidade do Rio Aquidauana. Com base
nos testes de genotoxicidade, foi observada a presenca de alteragdes nucleares como brotamento
nuclear, invaginagdo nuclear, nucleo lobulado e célula binucleada em todas as espécies
analisadas, onde a espécie H. regani foi a que apresentou maior nimero de alteracdes. Seu
habito alimentar detritivoro e de comportamento sedentario, favoreceu a acumulagdo de
contaminantes, que estes agem sobre a genética do organismo, provocando danos genotoxicos.
Desta forma, de acordo com os resultados obtidos foi possivel afirmar que o Rio Aquidauana
esta passando por perturbagdes ambientais oriundas de atividades antropicas, onde essas agdes
afetam ndo somente os organismos que vivem no rio, como a populacdo local, ribeirinha e
indigena que consome diariamente essa 4agua. E necessario a implementagdo de politicas
publicas pelos 6rgaos governamentais visando a conscientizagao da populacao em relagao aos
efeitos antropicos sobre a qualidade dos recursos hidricos. Além disso, torna-se relevante
monitorar a qualidade de 4gua do Rio Aquidauana, permitindo a existéncia de um ecossistema

equilibrado.
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