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Influéncia da qualidade ambiental no potencial genotoxico em
peixes de corregos do alto Rio Parana

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do uso e cobertura do solo e da qualidade da dgua em cérregos da bacia do Alto rio Parana sobre o
potencial genotdxico em duas espécies de peixes nativas — Pimelodella avanhandavae e Hypostomus ancistroides. O uso e cobertura do solo nos corregos
analisados estd primariamente associados a atividades antropogénicas, sobretudo agricolas. Os parametros fisico-quimicos da dgua se enquadraram aos limites
estabelecidos pela resolugdo ambiental brasileira, com exce¢do da condutividade elétrica, que superou os valores maximos permitidos. Ndo encontramos
diferengas significativas (p>0,05) entre os locais com relagdo a frequéncia de microntcleos em ambas as espécies. Para outras anormalidades, no entanto, foram
observadas diferencas significativas entre os locais comparados para P. avanhandavae, com maior frequéncia de invaginagdo do citoplasma no cérrego Curral de
Arame, que apresentou maior condutividade e menor concentragdo de oxigénio dissolvido que o cdrrego Laranja Doce. Para H. ancistroides, tanto nucleo
lobulado quanto invaginagdo nuclear apresentaram maior frequéncia no cérrego Curral de Arame, caracterizado por maior ocupagéo agricola que o cérrego Agua
Boa, que esta localizado em uma area urbana. Nesse sentido, as frequéncias das anormalidades citadas indicam que, possivelmente, o impacto da agricultura
esteja sendo mais prejudicial as espécies que os impactos decorrentes da ocupagdo urbana.

Palavras-chave: Fragmentagdo vegetal; Ecossistemas aquaticos; Contaminantes; Ictiofauna.

Influence of environmental quality on the genotoxic potential of fish
from streams of the upper Parana River

The objective of this research was to evaluate the influence of soil cover and use and water quality in streams in the Upper Parana River basin on the genotoxic
potential in two native fish species — Pimelodella avanhandavae and Hypostomus ancistroides. Land use and land cover in the streams analyzed is primarily
associated with anthropogenic activities, especially agricultural. The physical-chemical parameters of the water were within the limits established by the Brazilian
environmental resolution, with the exception of electrical conductivity, which exceeded the maximum allowed values. We did not find significant differences
(p>0.05) between the sites regarding the frequency of micronuclei in both species. For other abnormalities, however, significant differences were observed
between the compared sites for P. avanhandavae, with a higher frequency of cytoplasmic invagination in the Curral de Arame stream, which showed higher
conductivity and lower dissolved oxygen concentration than the Laranja Doce stream.For H. ancistroides, both lobulated nucleus and nuclear invagination were
more frequent in the Curral de Arame stream, characterized by greater agricultural occupation than the Agua Boa stream, which is located in an urban area. In
this sense, the frequencies of the aforementioned abnormalities indicate that, possibly, the impact of agriculture is being more harmful to species than the
impacts resulting from urban occupation.
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INTRODUGCAO

O avanco e o desenvolvimento urbano tém causado prejuizos aos ambientes aquaticos provocando
mudancas na qualidade da d4gua que podem refletir na salide da biota. Diversos estudos tém demonstrado
qgue o tratamento inadequado de efluentes domésticos e industriais e de residuos agricolas pode afetar
negativamente esses sistemas (STEFFENS et al., 2015; KUPOLUYI et al., 2018; SANTANA et al., 2018;
BIERSCHENK et al., 2019; MAURYA et al., 2019), promovendo a degradacdo do habitat, a reducdo da
cobertura vegetal e a eutrofizagdo dos ambientes (WAITE et al., 2019), caracterizando-se como uma grande
ameaca a biodiversidade local (BATISTA et al., 2016).

De forma particular, os peixes sdo importantes fontes de proteinas para os seres humanos e, assim,
avaliar a saude das espécies de peixes é essencial em termos de seguranca alimentar (MAURYA et al.,
2019). Em diversos estudos os peixes tém sido usados como importantes bioindicadores para a avaliacdo da
qualidade dos ecossistemas aquaticos (ROCHA et al., 2016; tUCZYNSKA et al., 2018; NUNES et al., 2018;
VIANA et al., 2018; WACHTEL et al., 2018). Mudancas na qualidade da dgua podem provocar modificacGes
no material genético dos peixes (BRAHAM et al., 2017; DALZOCHIO et al., 2018), alteragdes fisioldgicas,
bioquimicas, histoldgicas, neuroldgicas e reprodutivas (DALZOCHIO et al., 2016; HUANG et al., 2016;
NATARAJ et al., 2017; KOSTIC et al., 2017; LUPEPSA et al., 2017; SAMANTA et al., 2018; BAUDOU et al.,
2019) que, em conjunto, podem afetar a sobrevivéncia dessas espécies.

Varios estudos tém demonstrado que altera¢des morfoldgicas em eritrécitos de peixes sao bons
indicadores de contaminag¢do ambiental (WELDETINSAE et al., 2017; DALZOCHIO et al., 2018; HUSSAIN et
al.,, 2018; SPOSITO et al., 2019), uma vez que estes apresentam alta sensibilidade a agentes quimicos
presentes na agua. Os métodos comumente utilizados para avaliar o potencial genotéxico sdo o teste de
micronucleo e as alteragdes nucleares nos eritrocitos em peixes. Em situagdes de ocupagdo urbana e
agricola, uma série de substdncias quimicas como farmacos, metais e pesticidas tém sido relacionadas a
inducdo de surgimento de micronucleos e alteracdes nucleares e citoplasmaticas em varias espécies de
peixes (ROCHA et al., 2016; ISMAIL et al., 2017; VIEIRA et al., 2018; SOUSA et al., 2019).

A bacia do alto rio Parand, que abriga uma extraordindria riqueza de espécies, fornece agua para a
regido mais densamente povoada da América do Sul, e nos ultimos anos as fronteiras agricolas se
expandiram ocupando grande propor¢do de sua area (RUDKE et al., 2019), o que tem afetado a integridade
dos ambientes aquaticos. O estado de Mato Grosso do Sul, apesar de abranger regiées de menor densidade
populacional na bacia (AGOSTINHO et al., 2005), é caracterizado por intensa atividade agricola (RUDKE et
al., 2019), além da quase inexisténcia de tratamento adequado de esgoto nas cidades, fatores que podem
favorecer o transporte de contaminantes para os rios, gerando impacto negativo aos ecossistemas
aquaticos (MESSAGE et al., 2016).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do uso e cobertura do solo e
da qualidade da agua em cérregos da bacia do Alto rio Parana sobre o potencial genotéxico em duas

espécies de peixes nativas-Pimelodella avanhandavae e Hypostomus ancistroides.
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METODOLOGIA
Area de estudo

As amostragens foram realizadas nos cdrregos Curral de Arame, Agua Boa e Laranja Doce,
pertencentes a Bacia do Alto Rio Parang, Brasil (Figura 1). O cdrrego Curral de Arame é um afluente do rio
Dourados com aproximadamente 68,60 km de extensdo, percorrendo uma drea rural. O cérrego Agua Boa
também é afluente do rio Dourados, e sua nascente estd localizada na regido urbana da cidade de
Dourados (MS, Brasil), percorrendo bairros densamente povoados na periferia sul da cidade, adentrando
areas de agricultura localizadas no entorno da drea urbana, com uma extensdo de aproximadamente 21
km. O cdérrego Laranja Doce é um afluente do rio Brilhante, e seu curso margeia a zona urbana norte da

cidade de Dourados.
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Figura 1: Localizacdo dos pontos de coleta nos corregos Curral de Arame, Agua Boa e Laranja Doce — Bacia do Alto Rio
Parana, Brasil.

Analises do uso e cobertura do solo

Para cada uma das trés microbacias analisadas, foram usadas imagens aéreas de alta resolucdo do
ano de 2017 do Google Earth Pro com resolu¢cdo de 1m para mapear o uso e a cobertura do solo destes
corregos. A partir de um buffer de 1km de raio em cada ponto dos cérregos, o uso e a cobertura do solo
foram classificados em agricultura, fragmentos florestais, corpos d’agua e edificacdes, conforme definido
pelo IBGE (2013). Para a interpretacdo das imagens, uma classificacdo ndo supervisionada (agrupamento)
foi aplicada usando a ferramenta de classificagcdo fornecida pela versao 10.5 de testes do programa ArcGis
(ESRI, 2015), pelo calculo das areas e porcentagens de cada categoria de ocupacdo de solo baseada nas

areas de buffers.

Andlise de parametros limnolégicos

Algumas varidveis limnolégicas foram registradas em cada local de coleta, sendo condutividade
elétrica da dgua (uS.cm™), pH, oxigénio dissolvido (mg.L?) e turbidez (NTU). Estes dados foram aferidos por

meio de sonda multipardmetro Horiba U53°.
Coleta e andlise de dados bioldgicos

Os peixes foram coletados em dezembro de 2016, em julho e agosto de 2017, no periodo diurno,
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utilizando uma peneira retangular de armac¢do metalica medindo 0,8 x 1,2 m, com malha de 2 mm. Foram
utilizadas também redes de espera com 5 m de comprimento e malha variando entre 1,5 e 5,0 cm.

Em campo, os peixes foram capturados e anestesiados por imersdo em dagua gelada até a
insensibilizacdo e alguns dados biométricos foram obtidos para cada individuo: massa total (g) e
comprimento total (mm). Posteriormente, foi realizada uma pung¢do caudal para a montagem das
extensoras sanguineas, a fim de analisar a frequéncia de micronucleos (MNs), de alteracdes nucleares (AN)
e citoplasmaticas dos eritrdcitos (AC), seguindo o protocolo de Schmid (1975), Carrasco et al. (1990) e
Anbumani et al. (2012), com modificacGes. Em laboratério, os esfregacos foram fixados em alcool absoluto
por 10 minutos e corados com acido periddico de Schiff (PAS). Em microscdpio dptico foram analisadas

2000 células por individuo, no aumento total de 1000x.

Analises Estatisticas

Utilizamos o teste de qui-quadrado de particdo para tabelas de contingéncia a fim de verificar se as
microbacias amostradas apresentam diferencas significativas relacionadas as areas ocupadas por cada
categoria de cobertura vegetal. A comparagdo das frequéncias dos MNs, AN e das ACs, entre os locais foi
analisada estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney. Para todas as analises adotou-se o nivel de 5% de

significancia, usando o pacote R (R Development Core Team, 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Uso e cobertura do solo

O entorno de dois dos trés cérregos analisados é caracterizado por maiores propor¢des de
atividades agricolas em sua area (Tabela 1). Ndo observamos diferengas significativas entre os cérregos
Curral de Arame e Laranja Doce em relagdo a categoria agricultura (p>0,05). Contudo, apresentaram menor
area de edificacdes em comparacdo com o cérrego Agua Boa (p<0,05). Quanto a categoria fragmentos
florestais, o cérrego Curral de Arame apresentou maiores proporgées em comparagao aos demais cérregos

(p<0,05).

Tabela 1: Ocupacdo percentual da drea dos cérregos Curral de Arame, Agua Boa e Laranja Doce, segundo categorias
definidas por IBGE (2013). Letras minusculas diferentes representam diferenca significativa entre os locais.

Categorias de uso e cobertura do solo (%)

Locais Agricultura EdificagOes Fragmentos florestais Corpos de agua
Curral de Arame 62,802 5,509 29,702 4,202
Agua Boa 49,300 29,200 15,50P 6,00°
Laranja Doce 60,602 14,202 18,20b 4,802

Parametros limnolégicos

O cérrego Agua Boa apresentou o menor valor de oxigénio dissolvido (5,52 mg.L') em comparagdo
com os outros cérregos, todavia encontra-se de acordo com o limite minimo estabelecido pela Resolugdo
brasileira CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para corpos d’agua de Classe Il (Tabela 2). Os trés cérregos

analisados apresentaram a condutividade elétrica da 4dgua acima do estabelecido pela CETESB (2015),
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sendo que valores acima de 100uS/cm™ s3o indicativos de ambientes impactados, ou seja, de alguma
interferéncia antrépica (Tabela 2). Nos trés cérregos a turbidez e o pH estavam com os valores dentro dos

limites estabelecidos pela legislacdo brasileira CONAMA 357/2005 (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros limnoldgicos (médiatDP): Oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica da agua (Cond.),
Turbidez (Turb) e potencial de hidrogénio i6nico (pH) nos trés cérregos analisados. Referéncias conforme valores
maximos permitidos pela (a) legislacdo brasileira (Resolu¢do 357/2005) do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2005) e (b) Companhia de tecnologia de saneamento ambiental (CETESB, 2015). Valores em negrito estdo
em desacordo com os parametros sugeridos pela (CETESB, 2015).

Variaveis ambientais

Locais a0D (mg.L1) bCond. (uS.cm?) aTurb. (NTU) apH

Curral de Arame 6,90+2,2 1421+0,3 26%5,0 6,09+2,4
Agua Boa 5,51+2,3 300+0,5 16+4,0 7,39+2,7
Laranja Doce 6,26%2,5 197+0,4 24+4.,8 6,38%1,5
Referéncias >5mglL? <100 pS.cm? <40 6,0a9,0

Dados bioldgicos

No total foram coletados 17 individuos da espécie P. avanhandavae (massa: 4,42+3,63 g;
comprimento total: 7,95+2,25 cm) e 13 individuos da espécie H. ancistroides (massa: 10+4,99 g;
comprimento total: 11,83+4,93 cm). No momento da coleta, ndo foram encontrados individuos de P.

avanhandavae no cérrego Agua Boa, e H. ancistroides no cérrego Laranja Doce (Tabela 3).

Tabela 3: Numero de individuos coletados por local.

Locais Espécies
P. avanhandavae H. ancistroides
Curral de Arame 12 5
Agua Boa 0 8
Laranja Doce 5 0
Total 17 13

As alteragGes nucleares e citoplasmaticas encontradas nos eritrécitos das duas espécies de peixes
analisadas foram nucleo lobulado, micronicleo, brotamento nuclear, célula binucleada, invaginacdo

nuclear, invaginacao citoplasmatica, nucleo vacuolizado e citoplasma vacuolizado (Figura 2).

u
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Figura 2: Anormalidades eritrocitarias observadas nas espécies de peixes coletadas na bacia do Alto Rio Parana. A.
Nucleo lobulado, B. Micronucleo, C. Brotamento nuclear, D. Célula binucleada, E. Invaginagdo nuclear, F. Invaginagdo
citoplasmatica, G. Nucleo vacuolizado, H. Citoplasma vacuolizado. Magnificagdo: 1000 x.

As alteragdes nucleares observadas com maior frequéncia em P. avanhandavae foram nlcleo
lobulado, seguido de invaginacdo citoplasmatica. Para H. ancistroides foram nucleo lobulado e invaginacdo
nuclear. Para a espécie P. avanhandavae foram observadas diferencas significativas em relacdo as maiores

frequéncias de nucleo lobulado no cérrego Laranja Doce em comparag¢do ao Curral de Arame (p=0,014)
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(Figura 3A). Por outro lado, invaginacdo do citoplasma foi mais frequente no cérrego Curral de Arame
(p=0,026) (Figura 3B). Para a espécie H. ancistroides, constatamos diferenca significativa para nucleo
lobulado (p=0,018) e para invaginacdo nuclear (p=0,020), que foram encontrados em maior frequéncia no
corrego Curral de Arame, em comparagdo ao coérrego Agua Boa (Figura 4A-B). Para todas as demais

alteracOes registradas para as duas espécies ndo houve diferengas significativas na comparacgdo entre os
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Figura 3: Medianas e desvios interquartilicos das alteragdes eritrociticas de P. avanhandavae nos cérregos analisados.

locais (p>0,05).
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Figura 4: Medianas e desvios interquartilicos das anormalidades nucleares de H. ancistroides nos cérregos analisados.

A alteragdo no parametro fisico-quimico como o elevado valor da condutividade elétrica da dgua
acima de 100uS.cm™ é indicativo de que o ambiente aquatico estd sofrendo algum disturbio ambiental
(CETESB, 2015). Neste trabalho, o cérrego Agua Boa apresentou valores trés vezes maiores que o definido
como referéncia pela CETESB (2015). Possivelmente isso esteja relacionado ao fato de sua nascente estar
localizada dentro do perimetro urbano de Dourados (MS), e assim acaba recebendo, direta ou
indiretamente, cargas de contaminantes que sdo levados para todo o curso do cérrego até sua foz. Em um
estudo realizado por Dourado et al. (2016) é relatado que o cérrego Agua Boa recebe efluentes domésticos,
industriais e agricolas, apresentando em sua area evidéncias de desmatamento, além da expansdo de
fronteiras agricolas com o manejo inadequado do solo em areas de conservag¢do ambiental, fatores que
explicam o elevado valor da condutividade da dgua neste cérrego.

Neste estudo constatamos que a principal forma de uso do solo no entorno dos cérregos Curral de
Arame e Laranja Doce é para culturas agricolas, uma das principais impulsionadoras de impactos
ambientais em ambientes aquaticos (LEITAO et al., 2017). Rosso et al. (2015), em um estudo realizado no
Cérrego Curral de Arame, encontraram pesticidas como o Carbendazim em amostras de agua superficiais e
na espécie de peixe Astyanax altiparanae, além de Thiamethoxam em amostras de sedimento. Desta
forma, é sabida que a ocupac¢do, por vezes indevida, do solo tende a reduzir a vegetagdo riparia dos
corregos, que pode ter papel importante em mitigar os efeitos negativos ao dificultar o escoamento de
residuos quimicos como pesticidas, fertilizantes e outros dejetos que podem provocar a contaminacao dos

corpos hidricos (CORTE et al., 2016; MAURYA et al., 2019).
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Os resultados obtidos nesse estudo mostraram baixas frequéncias de micronucleos em P.
avanhandavae e H. ancistroides. Por outro lado, Rocha et al. (2018) observaram, por meio de bioensaio em
Astyanax lacustris expostos a agua do corrego Curral de Arame, maior incidéncia de micronicleos em
relacdo ao tratamento controle. Os dados foram relacionados as atividades agricolas que tiveram como
principal fonte de contaminagdo metais como cddmio, cobalto e niquel encontrados em amostras de agua
do cérrego acima da concentracdo permitida pela legislagdo brasileira.

Nossos resultados sdo coerentes com os dados da literatura que mostram a relagdao entre poluicao
difusa e frequéncias significativas de alteragbes nucleares e de citoplasma em peixes (VIEIRA et al., 2018;
KHAN et al., 2018) o que evidencia que algum tipo de contaminante genotdxico estd presente na agua
desses corregos. A espécie P. avanhandavae apresentou maior frequéncia de invaginacdo do citoplasma,
em relagdo as outras alteragdes, enquanto a espécie H. ancistroides demonstrou maior frequéncia de
alteragbes nucleares como nucleo lobulado e invaginacdo nuclear. Ndao ha estudos prévios sobre o
potencial bioindicador de P. avanhandavae em ambientes impactados. Ghisi et al. (2016), avaliando
respostas a diferentes biomarcadores em H. ancistroides, assim como nosso estudo, também encontraram
uma maior frequéncia de alteracGes nucleares em locais de grande influéncia agricola, com pouca
vegetacdo riparia, além da presenca de industrias. Avaliando o potencial de dano toxicogenético em
amostras de agua de dois corregos pertencentes a bacia do Alto Rio Parana, Sposito et al. (2019)
encontraram alteracdes nucleares significativas em Astyanax lacustris, corroborando com os nossos dados,
e atribuindo os resultados a forte ocupacdo de dreas pela urbaniza¢do, uso agricola e baixa qualidade dos
parametros fisico-quimicos da agua.

Apesar de diversos estudos demonstrarem a ocorréncia de alteracGes nucleares e citoplasmaticas
em eritrécitos de peixes relacionadas a presenca de agroquimicos (KHAN et al., 2018; VIEIRA et al., 2018;
GHAFFAR et al., 2018), residuos de farmacos (BARRETO et al., 2017), hormonios (LUPEPSA et al., 2017),
metais pesados (MATOS et al., 2017) ou efluentes domésticos e industriais (GUERCIO et al., 2017; SANTANA
et al.,, 2018), os mecanismos moleculares envolvidos na formagdo dessas anormalidades ndo estdo
totalmente compreendidos (WELDETINSAE et al., 2017). Quanto a alteragdes do nucleo, alguns autores
propdem que sejam causadas por falhas na divisao celular (GUILHERME et al., 2008; HUSSAIN et al., 2012),
devido a instabilidade genémica (GOMES et al., 2015; BAUDOU et al., 2019), a processos fisicos que podem
levar ao rompimento do envoltdrio nuclear (SHAH et al., 2017), além de alteragdes em proteinas
responsaveis pela manutencdo da forma nuclear (GHISI et al., 2014), como a tubulina, formando nucleos
lobulados e invaginados (KHAN et al., 2018). Ja em relacdo as alteracées de citoplasma, varios autores tém
citado a ocorréncia concomitante com as altera¢des nucleares (ANBUMANI et al., 2012; SAYED et al., 2014;
SAYED et al.,, 2018; SUMI et al.,, 2019; SHARMA et al., 2019), porém poucos mencionam sobre os
mecanismos envolvidos na sua formacgdo. O que se sabe é que alteragGes na distribuicdo de hemoglobina
podem estar envolvidas com o processo de vacuolizagao do citoplasma (ATEEQ et al., 2002; VLIEGENTHART
et al,, 2015).
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CONCLUSOES

CORREA, E. R.; SANTOS, A. C.; VIANA, L. F.; LIMA JUNIOR, S. E.

Os corregos Curral de Arame e Laranja Doce foram caracterizados pela presenca de areas agricolas

e elevado valor de condutividade elétrica, o que favorece nossa hipotese de que tais fatores podem

explicar a ocorréncia dessas altera¢gdes nos individuos analisados. Nesse sentido, as ocorréncias das

anormalidades citadas nos individuos por nds analisados indicam que, possivelmente, o impacto da

agricultura esteja sendo mais prejudicial as espécies de peixes que os impactos decorrentes da ocupagao

urbana.
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