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RESUMO

As principais fontes de contaminagao do Rio ljui sdo o escoamento superficial das lavouras e o
esgoto doméstico. O teste de micronlcleo (MN) em peixes é uma ferramenta Gtil na avaliacdo
da qualidade da agua, indicando a presenca de substancias téxicas. Este estudo teve como
objetivo avaliar a qualidade da dgua do Rio ljui utilizando o teste de MN em uma espécie de
peixe nativa da familia Characidae. Os individuos foram coletados no inverno (2012) e no verao
(2013) em dois pontos no Rio ljui, distantes aproximadamente 170 Km, os quais apresentam a
agricultura como principal atividade econémica, mas diferem em densidade demografica. A
frequéncia de MN ndo apresentou diferencas entre os locais. No entanto, em ambos os pontos,
a frequéncia de MN no verdo (2,15%o0 e 2,13%0, nos pontos 1 e 2, respectivamente) foi
significativamente maior do que no inverno (0,35%o0 no ponto 1 e 0,45%0 no ponto 2). Nao
houve diferencas significativas para as outras anormalidades nucleares. Os resultados indicam
a ocorréncia de variacao temporal na contaminacao mutagénica da dgua do Rio ljui e que pode
estar relacionada as atividades agricolas, ja que o verdo é o periodo em que os agrotéxicos sao
utilizados com maior frequéncia na regiao.
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ABSTRACT

The main sources of contamination of the ljui River are crops and domestic sewage surface
runoff. The micronucleus test (MN) in fish is a useful tool for water quality assessment,
indicating the presence of toxic substances. This study aimed to assess the ljui River water
quality by using the MN test in a native fish specie from the Characidae family. The fish were
collected in winter (2012) and summer (2013) at two sites on the ljui River, approximately 170
km away, which have agriculture as the main economic activity, but differ in population
density. The MN frequency showed no differences between the sites. However, at both sites,
the frequency of MN in summer (2.15%0 and 2.13%o, at points 1 and 2, respectively) was
significantly higher than in winter (0.35%o0 at point 1 and 0 .45%o0 at point 2). There were no
significant differences for other nuclear abnormalities. The results indicate the occurrence of
temporal variation in the mutagenic contamination of the ljui River water, which may be
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related to agricultural activities, since summer is the period when pesticides are mostly used in
the region.

Keywords: Biomonitoring, genotoxicity, water pollution.

1. INTRODUCAO

A poluicao aquatica tornou-se um problema ambiental global. Alguns produtos
guimicos presentes em efluentes industriais, agricolas e domésticos sao altamente
téxicos e, dependendo da dose e duracdo da exposicdo, podem causar sérios danos
aos organismos aquaticos. (ALl et al., 2019). Cerca de um terco dos poluentes sao
descritos como potencialmente genotdxicos para os organismos vivos (OHE et al.,
2004), sendo considerados a principal preocupacao para 0s ecossistemas aquaticos,
pois nao ha nivel de seguranca ambiental que elimine o risco mesmo em baixas
concentracdes. (BELPOMME et al., 2007). Danos no DNA estao relacionados com o
surgimento de cancer bem como de alteracdes genéticas hereditarias. (BOLOGNESI;
HAYASHI, 2011). Devido ao amplo espectro de compostos genotdxicos as vias de
entrada no ambiente aqudtico sao diversas e incluem deposicdo atmosférica,
escoamento superficial e lancamento de efluentes domésticos e industriais.
(SHULIAKEVICH et al., 2021).

Tradicionalmente, o monitoramento da qualidade da dgua é realizado através do perfil
fisico-quimico das amostras. Entretanto, a partir dessa analise nao ha como predizer a
biodisponibilidade e/ou os efeitos de contaminantes sobre a biota aquatica. (SERIANI
et al., 2015). Neste cendrio, o levantamento dos efeitos da poluicdo em organismos
coletados em campo é primordial como ferramenta para o diagndstico de saude
ambiental e como meio de entender como uma contaminacao pode afetar o
funcionamento de todo um ecossistema. (UDROIU, 2006; BOLOGNESI; HAYASHI, 2011).
O estudo de biomarcadores na biota aquatica fornece informacdes de relevancia
ecolégica sobre os efeitos adversos causados pela exposicdo a uma mistura de
contaminantes da agua mesmo na auséncia da analise fisico-quimica. (VAN DER OOST
et al., 2003).

A analise de alteracdes no DNA em organismos aquaticos tem se mostrado um
método capaz de detectar a exposicdo a baixas concentracbes de contaminantes em
uma ampla gama de espécies. (DHAWAN et al, 2009). Os peixes sao excelentes
organismos sentinela para avaliacao /in situ do potencial genotéxico de contaminantes
em ecossistemas aquaticos, pois concentram poluentes em corpos hidricos. (UDROIU,
2006). Nesse contexto, o teste de micronucleo (MN) tornou-se uma ferramenta
eficiente para detectar efeitos genotdxicos em peixes expostos a contaminantes da
agua. (UDROIU, 2006; BOLOGNESI; HAYASHI, 2011). Este teste consiste em detectar
mutacdes cromossdémicas induzidas por poluentes aneugénicos (provocam perdas de
cromossomos) e clastogénicos (causam quebras cromossémicas). (UDROIU, 2006).
Além disso, o teste de MN em peixes permite a andlise concomitante de outras
alteracdes nucleares eritrocitarias, consideradas biomarcadores de citotoxicidade.
(AYLLON; GARCIA-VASQUEZ, 2000). O teste de MN em peixes também tem sido o
biomarcador mais utilizado para avaliar a salde dos ecossistemas aquaticos no Brasil.
(DALZOCHIO et al., 2016; GOMES et al. 2019).
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O presente estudo utilizou uma espécie de peixe comumente conhecida como Lambari
como bioindicadora. Lambari € um grupo de pequenos peixes de agua doce da familia
Characidae. (MIRANDE, 2010). Este grupo de peixes representa uma grande
diversidade e estd amplamente distribuido desde o sul dos Estados Unidos até o norte
da Argentina. (LIMA et al., 2003). A maioria das espécies de Lambari pertencem aos
géneros Astyanax e Deuterodon, habitam ambientes pelagicos de agua doce,
possuem habitos alimentares oportunistas omnivoros e desempenham um papel
importante nos ecossistemas como a principal presa de peixes carnivoros. (MANNA et
al., 2012). No Brasil, o teste MN tem sido utilizado com sucesso em espécies de
Lambari. (FRANCISCO et al., 2019; WACHTEL et al., 2019).

A Bacia Hidrografica do Rio ljui estd localizada na regido noroeste do estado do Rio
Grande do Sul, entre as coordenadas geograficas 28° 00' a 29° 05' de latitude Sul e
53° 11' a 55° 21' de longitude Oeste, possui uma area de drenagem de 10.779 km?,
com 36 municipios e 508.336 habitantes. O Rio ljui € um dos principais afluentes da
margem esquerda da Bacia do Rio Uruguai. Cerca de 90% da area da bacia é utilizada
para agricultura. Os principais usos da agua sao destinados a irrigacao (soja, milho e
trigo como principais culturas) e abastecimento publico. (FEPAM, 2010). Apesar da
importancia da bacia do Rio ljui para as atividades econémicas e de salde publica, até
o momento nenhum estudo investigou os efeitos genotéxicos dos contaminantes da
agua. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca in situ de substancias
mutagénicas no Rio ljui utilizando o teste de micronulcleo em peixes.

2. MATERIAL E METODOS

Cerca de 10 espécimes juvenis (3-4 cm) de uma espécie nao identificada de peixe da
familia Characidae foram coletados com auxilio de pucds no inverno de 2012 e no
verao de 2013 em dois pontos de amostragem no Rio ljui, separados por cerca de 170
Km (Figura 1). A identificacdo dos peixes ao nivel de espécie nao foi possivel devido ao
tamanho reduzido dos individuos. O ponto 1 (028° 17' 05" S e 053° 48' 32,6” W) esta
localizado no trecho superior da bacia e a montante de um dos maiores centros
urbanos da regiao (o municipio de ljui tem cerca de 79.000 habitantes). O ponto 2
(028° 03' 03,2” S e 055° 10' 49,2"” W) esta localizado a cerca de 30 Km da foz do Rio
ljui, em regiao de baixa densidade populacional, no municipio de Pirapé (cerca de
2.700 habitantes). Em ambos os pontos, a agricultura é a principal atividade
econdmica. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animais (parecer
03.12.021).

Imediatamente apds a coleta dos espécimes, foram realizados esfregacos de sangue
periférico obtido a partir de um corte da regiao caudal. As laminas foram fixadas em
etanol absoluto por 10 min e coradas com Giemsa 5% por 10 min. Para analise de MN,
2000 eritrécitos foram examinados usando um microscépio de luz com ampliacao de
1000x. Todas as laminas foram codificadas e examinadas por um Unico observador.
Outras anomalias, como invaginacdes no nucleo, brotos nucleares e células
binucleadas foram registradas como anomalias nucleares (AN).

As varidveis citogenéticas estudadas desviaram significativamente da normalidade e,
portanto, o teste nao paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado aos dados, com
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correcao de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. Todas as analises
foram realizadas utilizando o pacote estatistico para ciéncias sociais (SPSS) para
Windows, versao 18.0.

Figura 1 - Mapa da Bacia Hidrografica do Rio ljui indicando os pontos de coleta.
Ponto 1 - municipio de ljui. Ponto 2 - municipio de Pirapé.

Ponto 2
‘G\inz Ponto 1

Fonte: Elaborada pelos autores.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da anadlise da frequéncia de MN sao apresentados na Tabela 1. Nao
foram observadas diferencas significativas entre os pontos 1 e 2, tanto no inverno
quanto no verao. No entanto, na coleta de verao, houve aumento significativo na
frequéncia de MN em ambos 0s pontos em comparagao com o inverno.

Tabela 1 - Frequéncia de MN por 1.000 células (média + desvio padrao -
tamanho da amostra entre parénteses) observada em peixes capturados nos
pontos 1 e 2 do Rio ljui durante as estacdes de inverno e verao.

Ponto de coleta Inverno Verao P
Ponto 1 0.35 £ 0.41 (10) 2.15 £ 1.89 (10) 0.02
Ponto 2 0.45 + 0.44 (10) 2.13 £ 2.70 (8) 0.03
P 0.63 0.79

Fonte: Elaborada pelos autores.

Nao foram observadas diferencas para as demais anormalidades nucleares, nem entre
0s pontos nem entre os periodos de coleta (Tabela 2).

A frequéncia basal de MN em peixes mostra grande variabilidade interespécies e
geralmente é baixa. (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011). As frequéncias médias de MN
observadas no inverno nos sitios 1 e 2 (0,35 e 0,45 por 1.000 «células,
respectivamente) sao semelhantes as encontradas para a maioria das espécies, para
as quais as meédias variam de 0 a 1 MN por 1.000 células. (BOLOGNESI; HAYASHI,
2011). Entretanto, uma campanha apenas nao pode indicar a frequéncia basal de MN
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em uma espécie e nao existem outros estudos com peixes do Rio ljui para
comparacao. Independentemente disso, as frequéncias de MN observadas no verao
nos dois pontos de coleta superam significativamente os valores observados no
inverno, indicando exposicao a substancias mutagénicas.

Tabela 2 - Frequéncia de anormalidade nucleares por 1.000 células
(média = desvio padrao) observada em peixes capturados nos
pontos 1 e 2 do Rio ljui durante as estacdes de inverno e verao.

Ponto de coleta Inverno Verao P
Ponto 1 5.05 £ 5.05 2.05 +1.38 0.32
Ponto 2 4.45 = 3.35 6.69 + 8.80 0.72
P 0.82 0.34

Fonte: Elaborada pelos autores.

Embora os mecanismos subjacentes a formacdo de anormalidades nucleares (AN)
eritrocitarias ndo sejam completamente conhecidos, varios autores sugeriram que a
ocorréncia de AN representa uma manifestacao dos efeitos dos xenobidticos e pode
complementar a anélise de micronucleos. (CAVAS; KONEN, 2008; AYLLON; GARCIA-
VAZQUEZ, 2000; MURANLI; GUNER, 2011). Neste estudo, os contaminantes presentes
no verdao no Rio ljui ndo apresentaram efeitos significativos sobre a ocorréncia de AN,
porém apresentaram maior potencial para inducao de MN.

Os peixes concentram poluentes e, em estudos de campo, o aumento da frequéncia
de MN pode ser resultado da exposicao cronica a agentes mutagénicos, mesmo
gquando em baixas concentracbes. (UDROIU, 2006). Em varios estudos foram
observadas taxas elevadas de MN em peixes durante todo o periodo de
monitoramento, indicando contaminagao constante e exposicao crénica. (BOLOGNESI;
HAYASHI, 2011; BATISTA et al., 2016; REBOK et al.,, 2017; PINHEIRO-SOUSA et al.,
2019). Por outro lado, a variacdo sazonal ou temporal na frequéncia de MN observada
no Rio ljui também foi relatada por outros autores (BUSCHINI et al., 2004; WIRZINGER
et al., 2007) e pode ser resultado da concentracao de contaminantes relacionada a
baixos niveis de chuva, como ocorre em alguns periodos do verao. No caso do Rio ljui,
seria esperado que o ponto 1, com maior densidade demografica e maior carga de
lancamento de efluentes domésticos e urbanos, apresentasse concentracao de
poluentes mutagénicos e consequentemente, aumento da taxa de MN. O volume de
precipitacdo observado nos 10 dias anteriores a coleta no ponto 1 foi de 58 mm no
inverno e 13 mm no verao, o que poderia indicar concentracao de contaminantes no
verao. Entretanto, no ponto 2 os volumes de chuva foram similares, 25 mm no inverno
e 24 mm no verao e houve aumento de efeitos mutagénicos nos dois pontos
estudados. Uma possivel explicacao pode estar relacionada ao fato de que os
organismos aquaticos podem ser brevemente expostos a contaminantes, como os
agrotéxicos, em decorréncia do intenso escoamento superficial. Considerando que a
agricultura é a principal atividade econdémica nos dois locais estudados, é possivel que
gquando chuvas fortes ocorrem apds a aplicacao de agrotdxicos, o intenso escoamento
superficial cause a contaminacao da &gua do rio. Cabe ressaltar que o uso de
agrotéxicos nesta regiao é mais intenso no verao. Nesse sentido, foi observado que o
escoamento agricola esta associado ao aumento de danos ao DNA em peixes.
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(WHITEHEAD et al., 2004; BONY et al.,, 2008; POLARD et al., 2011). Conforme citado
anteriormente, o Rio ljui € um afluente do Rio Uruguai e pode estar contribuindo com a
contaminacao por agrotéxicos. Nesse sentido, Gongalves et al. (2020) realizaram um
estudo com a espécie de peixe Astyanax jacuhiensis (Characiformes: Characidae) em
dois pontos do Rio Uruguai localizados no municipio de Itaqui, RS. Foram encontrados
sete tipos de agrotdxicos na agua do rio e oito no musculo dos peixes.

Estudos sobre a citogenotoxicidade da agua na bacia do Rio ljui sdo escassos, porém
todos eles demonstram efeitos téxicos. Lassen et al. (2021) coletaram amostras de
agua em gquatro pontos do Rio ljui e realizaram a exposicao em laboratério da espécie
de peixe Danio rerio por 96h. Nao foram observadas alteracées na frequéncia de MN,
entretanto, a dgua dos quatro pontos amostrais induziu aumento significativo de
anormalidade nucleares em comparacao com o controle negativo. Jacoboski e
Fachinetto (2022) avaliaram amostras de agua de quatro pontos do Arroio Matadouro,
localizado no municipio de ljui, e observaram alteracoes citotéxicas (indice mitético) e
genotéxicas (alteracdes cromossdémicas) em células do meristema apical de raizes de
cebola (Allium cepa).

4. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o Rio ljui apresenta contaminacao por substancias
mutagénicas para as espécies de peixes, sendo possivel sugerir que a principal fonte
de contaminacdo se da pelo escoamento de agrotéxicos e seus inUmeros aditivos
guimicos. No entanto, as possiveis fontes de contaminacao crénica ou ocasional, bem
como o efeito da sazonalidade ou chuva sobre os danos no DNA dos peixes devem ser
investigados na &rea do Rio ljui. Destaca-se ainda a urgéncia de estudos sobre a
contaminacao quimica de uma forma geral bem como da presenca de agrotdxicos
neste importante recurso hidrico.
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