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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade
de amostras de agua provenientes do Cdrrego Arara no municipio de Rio Brilhante, MS,
Brasil, por meio de testes toxicologicos utilizando biomarcadores. Para avaliar a
mutagenicidade utilizou-se o teste de micronucleo, para a genotoxicidade o ensaio cometa,
ambos com Astyanax altiparanae, e para analisar a citotoxicidade utilizou-se o teste de Allium
cepa. As coletas foram realizadas nos meses de abril e junho de 2013, em trés pontos distintos
(pontos 1, 2 e 3) do Coérrego Arara e no Tanque de Irrigacdo da UFGD (ponto 4). Os
resultados indicaram aumento significativo na frequéncia de microndcleos pisceos na coleta
do més de junho quando comparada com a realizada em abril. No teste de Allium cepa, o
efeito citotdxico apresentou-se significativamente maior na coleta de abril, porém a
genotoxicidade das aguas ndo apresentou diferenca estatistica entre os meses de coleta. O
maior nimero de danos no ensaio cometa ocorreu no ponto 4, em ambos periodos de coleta. A
analise quimica da &gua indicou niveis de cadmio, cromo, cobre, chumbo e niquel, com
valores superiores ao permitido pela legislacdo vigente. A presenca de metais acima dos
niveis permitidos nas amostras de agua analisadas do Corrego Arara indica possiveis
potenciais mutagénicos, genotdxicos e citotoxicos aos organismos devido a esses poluentes
derivados ou ndo de agOes antropicas. Assim sendo, este trabalho pode contribuir como
ferramenta adicional ao controle da qualidade da agua do Cdrrego Arara, considerando sua
utilizacdo e importancia para a regiéo.

Palavras-chave: ambiente aquatico, anormalidade cromossémica, contaminagdo.

Use of biomarkers for monitoring of waters from the Arara Stream in
the city of Rio Brilhante, MS, Brazil

ABSTRACT
This study evaluated the mutagenicity, genotoxicity and cytotoxicity of water samples
from the Arara Stream in the city of Rio Brilhante, MS, Brazil, by means of toxicological
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tests using biomarkers. The micronuclei test was used to evaluate mutagenicity, and the comet
assay was used to evaluate genotoxicity; both tests used Astyanax altiparanae. The Allium
cepa test was used to analyze cytotoxicity. The collections were performed in April and June,
2013, at three different points (points 1, 2 and 3) of the Arara Stream and at the Irrigation
Tank of UFGD (point 4). The results indicated greater frequency of piscine micronucleus in
the June collection than in that of April. In the Allium cepa test, the cytotoxic effect was
significantly greater in the collection of April, but the genotoxicity of water showed no
statistical difference between the months of collection. The greatest amount of damage in the
comet assay occurred at point 4, in both collection periods. The chemical analyses revealed
that the levels of cadmium, chromium, copper and nickel were higher than the values allowed
by legislation. The presence of pollutants above the permitted level in the analyzed samples of
the Arara Stream shows possible potential mutagenic, genotoxic and cytotoxic effects to the
water bodies due to these pollutants which may or may not be caused by human action. This
work may thus contribute an additional tool to the quality control of water of the Arara
Stream, considering its use and importance to the city.

Keywords: aquatic environment, chromosomal abnormality, contamination.

1. INTRODUCAO

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos € problema crescente proveniente de acdes
antrdpicas, em consequéncia de atividades inadequadas por liberacdo de efluentes domésticos,
industriais ou agricolas sem tratamento adequado, uso indiscriminado de substancias
quimicas, lixo urbano e descarte indevido de materiais e residuos (Gupta et al., 2014).

Algumas das substancias quimicas liberadas no ambiente aquatico, como compostos
organicos e metais pesados, s@o capazes de inibir a atividade celular ou alterar o material
genético podendo comprometer a fisiologia e sobrevivéncia de organismos aquaticos,
transmitindo esta contaminacdo aos niveis troficos superiores, incluindo o ser humano
(Bianchi et al., 2011).

Desta forma, o uso de peixes, como bioindicadores de contaminacdo aquatica, é
explicado pela resposta destes aos toxicos de maneira similar aos grandes vertebrados (Scalon
et al., 2010). Os peixes sdo capazes de sofrer bioacumulagdo, assim como os mamiferos,
respondendo a agentes mutagénicos mesmo em baixas concentracdes (Mansouri et al., 2012).

Segundo Séanchez-Galéan et al. (1998), uma espécie de peixe considerada ideal, para
estudos de genotoxicidade e mutagenicidade, necessita ser: distribuida em varios
ecossistemas; sensivel para detectar poluentes em baixas concentracdes; e de facil manuseio
no laboratério. Assim sendo, o Astyanax sp (lambari) tem sido o biomarcador amplamente
utilizado para estes testes, pois é comum, pequeno, detritivoro, possui consideravel
importancia econdmica e sensivel para detectar poluentes em baixas concentragfes. Este pode
ser utilizado para identificar a acdo de agentes genotoxicos por meio de danos
cromossémicos, como 0s micronucleos (Ribeiro et al., 2014).

O teste de micronucleo em peixe desenvolvido inicialmente por Schmid (1975) é
amplamente utilizado, pois é uma técnica vantajosa, simples, sensivel e de baixo custo para
deteccdo de danos mutagénicos causados em organismos aquaticos e diversos trabalhos
avaliaram a frequéncia de anormalidades como parametro de genotoxicidade (Russo et al.
2004; Hoshina et al., 2008; Melo et al., 2014). A avaliacdo de danos no material genético de
peixes pode ser avaliada também pelo ensaio cometa. Este ensaio apresenta diversas
vantagens e caracteristicas quando comparado a outros testes genotdxicos, pois exige menor
namero de células para a anélise, € sensivel a deteccdo de danos no material genético, mesmo
em baixa gquantidade, possui custo relativamente baixo, necessita de curto periodo de tempo
para sua realizagéo (Tice et al., 2000).
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O ensaio cometa pode ser utilizado para avaliar a potencialidade de agua contaminada
por agentes genotdxicos provenientes de efluentes industriais, domésticos e agricolas de,
induzir danos no DNA monitorar a qualidade da agua (White e Rasmussen, 1998; Matsumoto
et al., 2003), que podem resultar em mutagOes. Estes danos observados com o ensaio cometa,
diferente das mutagdes, podem ser reparados (Gontijo e Tice, 2003).

Outro teste utilizado para avaliar a qualidade da agua é o teste de Allium cepa, uma vez
que ensaios utilizando modelos vegetais podem ser considerados mais simples quando
comparado aos testes utilizando modelos animais (Radi¢ et al., 2010). O teste de Allium cepa
possui curta duracdo, baixo custo devido este organismo possuir cromossomos grandes e em
pequena quantidade, deixando visivel assim os danos cromossémicos e os distdrbios do ciclo
mitotico (Rank e Nielsen, 1998; Alvim et al., 2011).

O municipio de Rio Brilhante, localizado no Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil,
caracteriza-se por representar regido agropecuaria, sucroalcooleira de grande importancia no
Estado. Estd situado entre dois rios, Vacaria e Brilhante, pertencentes a Bacia Rio do
Ivinhema, e possui diversos cursos d’agua, sendo o seu principal, o Corrego Arara. As aguas
deste sdo utilizadas, principalmente, para irrigacdo de lavouras e dessedentacdo de animais.
Também recebe efluentes da estacdo de tratamento de esgoto da cidade e apresenta
degradacéo da sua mata ciliar original ao longo do percurso (IMAP/MS, 2006).

A avaliacdo da qualidade da agua do Corrego Arara é necessaria em decorréncia da sua
importancia para 0 municipio, onde até o momento ndo héa registros de pesquisas realizadas
para este fim. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a mutagenicidade,
genotoxicidade e citotoxicidade dos elementos presentes na agua em diferentes pontos do
Corrego Arara no municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil, por meio do teste de micronucleo e
ensaio cometa em Astyanax altiparanae, teste de Allium cepa e analise quimica da agua.
Assim sendo, espera-se que essa pesquisa ressalte a importancia de ado¢do de planos de
medidas de conservacdo dos mananciais de agua que recebem efluentes decorrentes das
diversas atividades humanas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de coleta

Amostras de dgua do Corrego Arara, situado na Bacia do Rio Parana e pertencente ao
municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil, foram coletadas em meses de maior e menor regime
de pluviosidade (abril e junho respectivamente) no ano de 2013, em trés pontos distintos
(1,2 e 3), conforme ilustrado na Figura 1. O ponto 1 (21°47'40.60"S 54°31'58.37"0)
caracteriza-se por possuir resquicios de poluicdo decorrente da acdo humana, como residuos
solidos e compostos organicos, o ponto 2 (21°48'20.77"S 54°31'38.12"0) localiza-se 100
metros apos o efluente da unidade de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do municipio,
estando proximo a propriedades agricolas, e 0 ponto 3 (21°48'45.32"S 54°31'44.60"0)
caracteriza-se pela auséncia de mata ciliar ao redor de suas margens e areas de lavouras em
suas proximidades. Também foi realizada a coleta de agua subterranea proveniente de poco
artesiano no Tanque de Irrigacdo da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
caracterizado como ponto 4, sendo utilizado para fins comparativos. Aproximadamente
20 litros de &gua foram coletados em cada ponto de coleta em profundidade de
aproximadamente 10 cm da superficie do espelho d’adgua. As amostras coletadas foram
armazenadas em galdes de polietileno e encaminhadas para o Laboratorio de Mutagénese da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da UFGD.
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Figura 1. Mapa dos locais de coleta no Corrego Arara, municipio de Rio
Brilhante, MS, Brasil. 1 (Ponto 1), 2 (Ponto 2), 3 (Ponto 3).

2.2. Testes de mutagenicidade e genotoxicidade em animal

As amostras de agua coletadas foram acondicionadas em quatro aquarios, sendo trés
deles para as amostras de aguas superficiais provenientes do Corrego Arara (pontos 1,2 e 3) e
outro para a amostra de agua subterranea proveniente de poco artesiano no Tanque de
irrigacdo da UFGD (ponto 4). O preparo consistiu em colocar a 4gua coletada em aquéarios de
vidro (40 x 30 x 20 mm), devidamente aerados, no Laboratdrio de Mutagénese da FCBA.

ApOs este periodo, dez espécimes de Astyanax altiparanae, fornecidos por uma
piscicultura do municipio de Dourados, MS, foram adicionados em cada aquario, onde
ficaram expostos pelo periodo de 72-h, com aeragdo e em temperatura ambiente. Dentre esses,
5 espécimes foram utilizados para o0 ensaio do comenta e 0s outros 5 para o teste do
microndcleo.

2.2.1. Teste de micronucleo utilizando Astyanax altiparanae

O teste do Micronucleo Pisceo foi realizado para verificar a frequéncia de micronucleos
empregando-se a técnica descrita por Schmid (1975), com modificacbes. Ap6s 72-h cinco
espécimes de exposicdo a agua do corrego nos aq uarios  Astyanax altiparanae  foram
retiradas de cada aquario e utilizados para o teste. Para isso, eles foram anestesiados em
benzocaina 1%, e em seguida colheu-se o sangue periférico retirado da veia caudal e
procedeu-se com a extensdo sanguinea em laminas de microscopia. De cada peixe montou-se
uma lamina, que apds secas foram fixadas em etanol 96% durante 30 minutos e coradas com
Pandtico Rapido. Para andlise de presenca ou auséncia de micronucleos foram observadas
2000 celulas de cada peixe, no aumento total de 400X em microscopio optico (Bioval).

2.2.2. Ensaio cometa utilizando Astyanax altiparanae

Para o ensaio do cometa foram utilizados 6 mL de sangue, coletados por puncéo
branquial e diluidos em 2000 pL de solugéo salina (PBS). Duas laminas de cada peixe foram
confeccionadas com 20 pL de suspenséo celular e 120 pL de agarose de baixo ponto de fuséo
0,5 % (v/v) a 37 °C. As laminas permaneceram em solucgéo de lise, a 4 °C, por 1 hora. Apés a
lise, as laminas foram armazenadas em tampdo NaOH 0,3 mol L™ e EDTA 0,001 mol L™
(pH>13) por 20 minutos e submetidas a eletroforese a 25 V, 300 mA, por 20 minutos. Em
seguida, foram neutralizadas com Tris 0,4 mol L™ por 15 minutos, fixadas em etanol por 10
minutos e coradas com brometo de etideo (0,02 mol L™). Um total de 100 nucledides de cada
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lamina foi observado em microscopio de fluorescéncia (Labomed - T121100) na objetiva de
400x.

Para avaliacdo da genotoxicidade realizou o ensaio cometa adaptado da metodologia de
Ventura et al. (2008), onde foram utilizados os cinco espécimes expostos por 72h a agua do
Corrego Arara de Astyanax altiparanae provenientes de cada aquario contendo as amostras
dos quatro pontos analisados. Foram confeccionadas duas laminas por peixe. Os
procedimentos anestésicos foram similares aos anteriormente citados. Foram colhidos 6,0 uL
de sangue da regido branquial de cada animal e eluidos em 2,0 mL de PBS 1x. Dessa
suspensao celular, 20,0 uL. foram adicionados em 120,0 puL de agarose Low Melting de baixo
ponto de fusdo (0,5%), a 37°C. A suspensdo foi aplicada sobre a lamina de microscopia,
previamente gelatinizada com agarose comum e identificada, coberta com laminula e
acondicionada sob-refrigeracdo durante 15 minutos. Em seguida, as laminas foram
transferidas para solucdo de lise final e mantidas por 1 hora na geladeira. Apos a lise, as
laminas foram armazenadas em tampao NaOH 0,3 mol L™ e EDTA 0,001 mol L™ (pH>13)
por 20 minutos e submetidas a eletroforese a 25 V, 300 mA, por 20 minutos. para
desnaturacdo do DNA. As laminas foram neutralizadas com Tris 0,4 M por 15 minutos,
fixadas em etanol 100% por 10 minutos e coradas com brometo de etideo (0,02 mg mL™) e
em seguida observadas os nucledides em microscopio de fluorescéncia Nikon, em aumento
total de 200X. Para cada lamina foram contados 100 nucleoides, e classificados de acordo
com o seu grau de dano.

2.3. Teste de citotoxicidade e genotoxicidade em vegetais

2.3.1. Teste de Allium cepa

A citotoxicidade da agua foi avaliada por meio do indice mitético e a genotoxicidade
através do indice de anormalidades cromossémicas, em radiculas de Allium cepa, variedade
Baia Periforme. As analises citogenéticas foram conduzidas de acordo com o procedimento
descrito por Guerra e Souza (2002). Aproximadamente 15 sementes foram submetidas a
germinacdo em placas de Petri com papel-filtro, contendo as amostras de agua de cada ponto
(1, 2, 3 e 4), sendo uma placa para cada ponto de estudo. Apds 72h de germinacdo, as
sementes com as radiculas foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol/acido acético glacial) durante
6-h a temperatura ambiente e em seguida, transferidas para uma nova solugéo de Carnoy 3:1,
mantendo-se as mesmas na geladeira até sua utilizacdo. As radiculas foram submetidas a
hidrélise com é&cido cloridrico (HCI) 1IN a 60 °C durante 10 minutos, lavadas com &gua
destilada e coradas em Reativo de Schiff durante um periodo de 2-h, no escuro.
Confeccionou-se 5 laminas por ponto de cada coleta realizada, e a montagem das mesmas foi
realizada por meio de esmagamento do meristema radicular. Um total de 1000 células por
lamina foram contadas e analisadas em microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E200), no aumento
total de 400X.

2.4. Andlise quimica da agua

A anélise quimica das amostras de agua foi realizada no Laboratério de Espectrometria e
Cromatografia Aplicada (LECA) da Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia (FACET) da
UFGD. Para isso, coletou-se 1000 mL de agua de cada ponto de coleta em frasco ambar, e
aproximadamente 0,5 mL de acido nitrico foram acrescentadas (para deixar o pH da agua
inferior & 2,0). Posteriormente, as amostras de agua foram filtradas e armazenadas sobre
refrigeracdo. As andlises foram realizadas por meio do método de Espectrometria de
Absorcdo Atdmica com Chama (FAAS — “Flame Atomic Absorption Spectrometry”). Os
elementos quimicos analisados foram: cadmio, célcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, ferro,
magnésio, manganés, niquel e zinco.
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2.5. Andlise estatistica

O numero de micronucleos (MCN), proveniente do teste de micronucleo e os indices
mitoticos (IM) e indices de anormalidades cromossémicas (IAC) provenientes do teste de
Allium cepa, foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e posteriormente, as médias
foram comparadas por meio do Teste Tukey (p<0,05), sendo realizadas com auxilio do pacote
computacional SAS® (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA). Os dados do ensaio cometa
foram avaliados pelo teste qui-quadrado (x?), por meio do Programa BioEstat 4.0 (Ayres et al.,
2005), a fim de se comparar o total de nucleos alterados de peixes expostos aos pontos de
coleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de micronicleo (MCN) em Astyanax altiparanae estéo
apresentados na Tabela 1. Na coleta realizada no més de abril, ndo foi verificada diferenca
estatistica na frequéncia de micronucleos entre os pontos de coleta. Entretanto, na coleta
realizada em junho, o ponto 2 apresentou maior nimero de micronucleos, que os demais
pontos, apesar da média ndo ter sido estatisticamente diferente dos pontos 1 e 3. O ponto 4 foi
0 que apresentou menor média de micronucleos.

Tabela 1. Médias *+ desvio padrdo do teste de micronlcleo em Astyanax altiparanae e do teste de
Allium cepa, observados nos dois periodos de coleta.

Allium cepa
MCN IM IAC
Abril Junho Abril Junho Abril Junho
Pontol 3,10+0,65% 3,70+1,03®  4,68+1,81°  6,70+1,73®  0,20+0,24°  0,30+0,102
Ponto 2 2,70+0,57% 4,50+1,17° 8,74+300®  4,90+0,97%  1,86+0,69% 0,72+0,38°
Ponto3 1,50+1,06% 3,00+0,93®  11,64+2,52% 4,28+0,68°  0,68+0,17° 0,88+0,38°
Ponto4 2,30+0,90% 2,30+0,67° 8,94+458*  620+1,08*%  0,64+0,55° 0,60+0,48°

Nota: MCN: Micronucleo; IM: indice Mitético; IAC: indice de Anormalidades Cromossdmicas. MCN, IM e
IAC seguida pela mesma letra minGscula em determinada coluna ndo difere estatisticamente pelo teste Tukey
(p<0,05).

Provavelmente, o numero de micronucleos dos pontos 1 e 3 foram estatisticamente iguais
ao ponto 2, devido a elevada pluviosidade (263,2 mm) do més de junho no municipio de Rio
Brilhante, MS (Embrapa, 2013), visto que tanto o ponto 1 quanto o ponto 3 apresentam
resquicios de polui¢do decorrente da acdo humana, seja por meio de residuos (organicos ou
inorganicos) ou uso indiscriminado de defensivos agricolas.

Em relacéo a citotoxicidade avaliada por meio do teste de Allium cepa, no més abril foi
verificado que o ponto 3 apresentou maior indice mitético (IM), embora a média ndo tenha
sido estatisticamente diferente das obtidas nos pontos 2 e 4. O ponto 1 apresentou menor
frequéncia de IM. J& para a coleta realizada em junho nao foram verificadas diferencgas
significativas entre os pontos de coleta (Tabela 1).

Costa et al. (2008) apontam que ndo é possivel identificar e determinar a toxicidade de
determinadas substancias presentes no meio, uma vez que seus efeitos podem ser
influenciados por outras substancias ou componentes, como propriedades quimicas e fisicas
do ambiente, pluviosidade, temperatura, entre outros. Segundo Bollmann e Marques (2006),
0s danos celulares ocasionados podem ainda estar relacionados a outros fatores como, por
exemplo, a contaminacdo do meio por agrotoxicos, poluentes atmosféricos, e materiais
organicos e inorganicos, provenientes basicamente do escoamento das dguas da chuva.
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A avaliacdo do IAC no més de abril revelou que o ponto 2 foi o que apresentou maiores
danos cromossémicos, possivelmente devido a presenca do efluente da Estagdo de Tratamento
de Esgoto e seus componentes, 0 que resultou em maior taxa de danos. Esse resultado
complementado pela andlise quimica, sugere que os micronucleos em Astyanax altiparanae
podem ter sido induzidos pelas elevadas concentracdes de cadmio e niquel (0,087 mg L™ e
0,600 mg L™ respectivamente), que segundo Dias et al. (2003), estes metais presentes em
efluentes domésticos em elevadas concentracfes estdo associados a danos em plantas e
animais.

Para a genotoxicidade, ndo foi verificado diferenca estatistica para o indice de
anormalidades cromossomicas (IAC) entre os pontos de coleta, no més junho de 2013
(Tabelal).

Segundo Silva (2002), testes toxicolégicos utilizando diferentes organismos vivos, como
0 teste de Allium cepa e teste de micronucleo, podem apresentar respostas diferentes a um
mesmo composto quimico ou mistura, podendo este ser um fator para a divergéncia obtida
entre 0s meses de coleta.

Na Tabela 2 estdo apresentados os tipos de anormalidades cromossdmicas encontradas
nas células meristematicas das raizes de Allium cepa. Foram observadas anafases com pontes
cromossémicas e com quebras cromossémicas, c-metéfases, intérfases com microndcleos e
telofases com pontes cromossdmicas. Para Grant (1982) as anormalidades das células de
Allium cepa sd@o maneiras eficientes de investigar possiveis efeitos citotdxicos e genotoxicos
causados por substancias quimicas em ambientes aquéaticos contaminados, seja por efluentes
industriais ou domesticos.

Tabela 2. Anélise de anormalidades cromossémicas do teste de Allium cepa nos dois periodos de coleta
(média + desvio padréo).

Anormalidades Cromossémicas

Mg Mmat s pri e o

Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho Abril Junho
Pontol 0,2£0,44 2,8+1,09 0,2+0,44 - 0,2+0,44 - - - - 0,2+0,44
Ponto2  2,0+2,34 4,0£2,34 1,2+1,64 0,2+0,44 3,2+1,64 1,8+1,64 5,8+4,43 - 2,0£1,58 1,2+1,30
Ponto3  3,6£1,94 1,0+1,00 0,4+0,89 - 1,8+1,09 2,4+0,89 - 3,4+2,07 0,2+0,44 2,0+0,70
Ponto4  0,4+0,89 2,6+2,07 - - 0,8+0,83 0,8+1,09 1,4+1,67 2,2+491 1,6+1,34 0,4+0,89

Na coleta do més de abril, 0 maior nimero de anormalidades encontradas situam-se no
ponto 2 (Tabela 2), com excecdo das células que apresentaram anafase com ponte
cromossémica, sendo maior em junho. A quantidade de cromo observada no més de abril,
encontra-se superior no ponto 2, quando comparada aos demais pontos, explicando assim, a
presenca de células com c-metafase. Matsumoto (2006) obteve resultado semelhante a esse
trabalho, onde relatou a acdo do cromo sobre o fuso mitotico, o principal causador de
anormalidades cromossdmicas do tipo c-metafase. Segundo Sahi et al. (1998) o cromo tem
potencial genotoxico, podendo induzir quebras e perdas cromossdmicas, e resultar em
anormalidades nas células dos organismos teste.

Os resultados do ensaio cometa estdo apresentados na Tabela 3. Considerando o total de
células analisadas com dano, foram constatadas diferencas estatisticamente significativas do
ponto 1 em relacdo ao ponto 4 (tanque de irrigacdo da UFGD), em ambos os periodos de
coleta (Tabela 3). Diferentemente dos demais testes, no ensaio cometa a maior frequéncia de
danos no més de abril ocorreu no ponto 1, enquanto no més de junho ocorreu nos pontos
2 e 4. 1sso possivelmente pode estar relacionado a natureza dos testes utilizados. Segundo
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Hartmann et al. (2001), o ensaio cometa apresenta-se mais sensivel, quando comparado ao
teste de microndcleo, por detectar danos reversiveis no DNA.

Tabela 3. Médias das classes de dano obtidas através do ensaio cometa em Astyanax
altiparanae em dois periodos de coleta.

Classes de Dano
TCA Classe1  Classe 2 Classe 3 Classe 4 CS

Abril Ponto 1 8,8 4,2 0,4 2,4 1,8 19,4
Ponto 2 17,2 8,0 6,4 2,0 0,8 30,0
Ponto 3 9,8 6,0 1,6 1,2 1,0 16,8
Ponto 4 22,6 17,2 4,0 0,0 1,4 30,8
Junho Ponto 1 17,4 11,2 2,4 0,8 3,0 30,4
Ponto 2 23,6 4,0 5,2 8,2 6,2 63,8
Ponto 3 14,67 7,0 5,4 0,8 1,4 25,8
Ponto 4 33,0 5,2 54 10,0 12,4 95,6

Nota: TCA: Total de células analisadas com dano; CS: Pontuacdo do cometa. Classe 1= danos minimos;
Classe 2= danos médios; Classe 3= danos intensos; Classe 4= danos maximos. Significativamente
diferente em relagdo ao ponto 4, por meio do teste y2com p<0,05.

Os resultados do ensaio do cometa estdo apresentados na Tabela 3. Considerando o total
de células analisadas com dano, foram constatadas diferengas estatisticamente significativas
dos pontos 1 e 3 em relacdo ao ponto 4 (tanque de irrigacdo da UFGD), em ambos os periodos
de coleta (Tabela 3). A maior frequéncia de danos, nos dois periodos de coleta foi verificada
no ponto 4.

Deve-se considerar ainda que a agua proveniente do tanque de irrigacdo da UFGD possui
origem subterranea e sua classificacdo € diferenciada dos demais pontos. A elevada
quantidade de elementos quimicos acima do permitido pode explicar o alto nimero de danos
neste ponto, apresentados pelo ensaio cometa. Segundo Salvadori et al. (2003), os danos
avaliados por este teste aparecem antes que no teste de micronucleo, pois é possivel visualizar
0 micronucleo somente apds um ou mais ciclos de divisdo celular.

Os pontos de coleta 1 e 3 apresentaram menor quantidade de células danificadas, para
ambos os periodos de coleta (Tabela 3). De acordo com Belpaeme et al. (1998), os danos
apresentados no ensaio cometa dependem ndo somente da amostra a ser analisada, mas
também dos agentes genotoxicos presentes na mesma, do periodo de exposicao, da espécie de
peixe a ser utilizada e das condigdes experimentais.

As diferencas apresentadas entre os pontos e meses de coleta podem estar relacionadas a
diversos fatores aos quais as aguas estdo expostas. Segundo Handy et al. (2003), as diferentes
respostas apresentadas no biomarcador podem ser influenciadas por fatores abi6ticos como
temperatura, pH e oxigénio, e fatores bidticos como microrganismos, animais e vegetais
presentes naquele ambiente.

Os resultados positivos apresentados em ambos periodos de coleta sugerem que a
provavel presenca de agentes genotoxicos nas amostras analisadas podem ter influenciado na
boa qualidade da &gua. Porém, estes agentes ndo necessariamente sdo representados por
compostos quimicos. Segundo Rojas et al. (1999), os danos analisados através do ensaio
cometa podem ser formados por diversos mecanismos, entre eles Mitchelmore e Chipman
(1998) citam além dos compostos quimicos, a digestdio do DNA durante o processo de
apoptose.

Entre os elementos quimicos analisados, as concentragdes de cadmio, cromo, cobre,
chumbo e niquel, apresentaram-se acima da concentracdo méxima (0,01 mg L?, 0,05 mg L™,
0,013 mg L?, 0,033 mg L™ e 0,025 mg L, respectivamente) permitida para classe 3 de 4gua
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superficial, que sdo destinadas para abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional ou avancado; a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; a pesca
amadora; a recreacdo de contato secundario; e a dessedentacdo de animais, de acordo com a
Resolucdo n°® 357, de 17 de margo de 2005, do CONAMA (Brasil, 2005), em todas as
amostras analisadas do Corrego Arara, das coletas realizadas em abril e junho.

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com os dados obtidos por Cavas et
al. (2005), em que observaram a formacdo de microndcleos em peixes quando expostos a
cadmio e cobre, indicando sua acdo genotoxica para estes organismos. Tagliari et al. (2006)
verificaram um aumento de danos no material genético em bioindicadores expostos a elevadas
concentragdes de cromo, como demonstrado em estudo através do teste de Allium cepa.

A maior concentracdo de chumbo foi verificada nos ponto 4, para ambos periodos de
coleta. Duffus (2002) propbs a capacidade deste metal se acumular no interior das células e
consequentemente apresentar toxicidade as mesmas. Porém, sua toxicidade pode ser alterada
em funcéo do pH e dos teores de carbono presente no meio, formando complexos ou sendo
adsorvidos (Baird e Cann, 2011).

Em relacdo ao niquel, Marques e Chierice (1993) demonstram que seu potencial
genotoxico no ambiente aquatico depende de fatores como pH e oxigénio dissolvido. Sua
elevada concentracdo é ocasionada principalmente por efluentes domésticos, assim como pela
erosdo do solo e de rochas (Sawasdee e Kohler, 2009), concordando com os resultados
apresentados pelo teste de micronucleo.

Entre as amostras analisadas do ponto 4, nos meses de abril e junho, todos os elementos
quimicos analisados, com excecdo do célcio, magnésio e manganés, apresentaram-se acima da
concentracdo maxima permitida pela Resolucdo n° 396, de 03 de abril de 2008, do
CONAMA, para as aguas subterraneas utilizadas para irrigacéo (Brasil, 2008).

O armazenamento dessa dgua a céu aberto antes da sua distribuicdo as lavouras submete
a mesma a exposicao aos fatores externos. Chaim (1995) apresenta a deriva dos agrotoxicos,
durante sua aplicacdo, uma das formas de contaminacao e diminuicdo da qualidade das aguas,
considerando-se a presenca de pequenas plantacfes em suas proximidades. Walls et al. (1996)
demonstraram que a presenca de residuos de agrotoxicos nas aguas podem gerar um elevado
grau de toxicidade aos organismos expostos.

Os valores maximos permitidos de célcio e magnésio ndo se encontram nos padrdes de
qualidade de agua superficial e subterranea, estabelecidos pelo CONAMA através da
Resolucdo 357/2005 (Brasil, 2005) e Resolucdo 396/2008 (Brasil, 2008), respectivamente.
Sendo assim, ndo foi possivel compara-los aos demais elementos quimicos analisados.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pdde-se perceber a importancia da
utilizacdo de multiplos biomarcadores para avaliacdo a toxicidade em ambientes aquaticos.
Pesquisas realizadas com estes organismos indicadores da qualidade da dgua podem servir de
pardmetros aos demais estudos relacionados a preservacao e conservagdo do ambiente.

Pesquisas futuras que possibilitem verificar a possivel origem desses poluentes seriam de
grande interesse para melhor explicar os resultados de alteracfes genotdxicas e mutagénicas
observadas no presente estudo.

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que todas as amostras de &gua analisadas do Corrego
Arara apresentaram possivel potencial mutagénico, genotéxico e citotoxico a animais e
vegetais, que estdo em contato com a mesma, devido a presenca de substancias e materiais
poluentes derivados ou ndo de ag¢Ges antropicas.

Considerando-se a utilizacdo e importancia das dguas deste cOrrego para 0 municipio de
Rio Brilhante, MS, esse trabalho pode contribuir como ferramenta de suporte ao controle da
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qualidade da agua a fim de auxiliar acdes e medidas para recuperacdo do Corrego Arara
(Rio Brilhante, MS).
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