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APRESENTACAO

Caceres é uma cidade turistica do Estado de Mato Grosso, Brasil,
localizada a 210 Km da capital Cuiaba, GPS = 16°11'42” L. S. e 57°40'51’' L. O,,
margem esquerda do Rio Paraguai, a 118 m acima do nivel do mar e conhecida
como portal do Pantanal.

O Rio Paraguai € o principal tributario da Bacia do Alto Paraguai, hasce no
municipio de Diamantino, Estado de Mato Grosso, no Planalto dos Parecis, segue
em direcdo sudoeste, coletando contribuicfes difusas de outros rios, cujas aguas
fluem ao Pantanal mato-grossense.

Céceres recebe varias acdes antropogénicas em seu ambiente aquatico,
gue podem altera-lo de forma espacial e temporal. O crescimento urbano é
desordenado e os efluentes de esgotos sanitarios e agro-industriais (residuos de
frigorifico, curtume de couro e de laticinios) sdo jogados diretamente ou
indiretamente no Rio Paraguai, pois 0s esgotos sanitarios ndo séo tratados. Os
impactos proporcionados pela hidrovia Paraguai-Parana tém sido alvo de
qguestionamentos quanto as alteragfes do meio aquatico. Anualmente € realizado
em Caceres o Festival Internacional de Pesca, maior campeonato de agua doce
do mundo, cujos impactos contribuem para degradacdo das aguas do Rio
Paraguai, devido a presenca de grande namero de barcos motorizados.

Considerando que séo pobres os dados sobre a avaliagdo da qualidade
das aguas do Rio Paraguai, esta pesquisa teve como objetivo avaliar os possiveis
efeitos genotoxicos das aguas superficiais do Rio Paraguai no trecho de Caceres-
MT. Para tanto, foram empregados o Teste para Deteccdo de Mutacédo e
Recombinacdo Somatica em asas de Drosophila melanogaster (SMART) e Teste
de Micronucleos em Peixe (TMNP), bem como analises fisico-quimicas in loco e
analises quimicas de aguas e sedimentos. Foram selecionados quatro sitios,
sendo um considerado nao poluido (1) e trés considerados os mais poluidos, para
realizacdo do estudo. As coletas foram feitas nos periodos de setembro/2003,
abril/2004, agosto/2004 e marco/2005, portanto, duas coletas em periodos de

seca e duas de cheia em quatro sitios selecionados.



No primeiro capitulo estéa contida a fundamentacéo tedrica que subsidiou o
presente estudo, enquanto que nos anexos estao dois manuscritos, na forma de
publicacdo em periddicos cientificos.

Foram analisadas 4.830 asas de Drosophila melanogaster, sendo 2.218 de
descendentes do cruzamento ST e 2.612 do HB do Teste SMART para o
manuscrito “Genotoxicidade da dgua do Rio Paraguai, Caceres — MT, Brasil, pelo
teste da mancha em asas de Drosophila”, estdo demonstrados no Capitulo 2. Para
0 manuscrito “Avaliacdo in situ da agua do Rio Paraguai, Caceres — MT, Brasil,
pelo Teste de Micronucleos em Peixes e andlises quimicas”, foram analisados
288.000 células vermelhas do sangue de 56 espécimes de Pimelodus maculatus e
15 de Leporinus friderici, conforme demonstracéo no Capitulo 3.

As andlises fisico-quimicas in loco realizadas em todas as coletas foram
guanto aos aspectos: altura do nivel das aguas, temperatura, condutividade
elétrica, oxigénio dissolvido, e turbidez. Foram realizadas andlises quimicas de
sedimento nas coletas de abril e agosto de 2004, e de 4gua as de agosto de 2004
e marco de 2005, em todas as coletas. Os resultados de ambas as analises sao

discutidos nos Capitulos 2 e 3.



OBJETIVOS:

Geral

Avaliar os possiveis efeitos genotoxicos das aguas superficiais de quatro
sitios do Rio Paraguai, no trecho de Caceres-MT, por meio do Teste para
Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica em asas de Drosophila

melanogaster (SMART) e do Teste de Micronucleos em Peixe (TMNP).

Especificos:
» Avaliar e comparar, durante dois anos, os possiveis efeitos genotéxicos

das aguas superficiais dos sitios considerados poluidos, por meio do SMART;

* Avaliar e comparar, durante um ano, os possiveis efeitos genotéxicos dos
sitios considerados poluidos em Pimelodus maculatus e Leporinus friderici, por
meio do TMNP;

» Comparar os possiveis efeitos genotoxicos das aguas superficiais entre

os periodos de cheia e de seca;

« Comparar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de agua

superficial de cada sitio, entre os periodos de cheia e de seca.



CAPITULO 1: FUNDAMENTACAO TEORICA



1.1 - Preambulo

Gracas a enorme urbanizagdo e desenvolvimento industrial ao longo de
margens e beira-mar, tém sido introduzidas em grandes massas de agua,
quantidades diversas de substancias ativas biologicamente, inclusive milhares de
compostos quimicos artificiais inorganicos e organicos (xenobioticos) (Bresler et
al., 1999), oriundos dos residuos industriais, residuos sanitarios, agricolas e
outros entram freqlientemente nestes rios por descarga aquosa direta (White e
Rasmussen, 1998; Vargas et al., 2001; White e Claxton, 2004).

A poluicdo aquética € um sério e crescente problema (Cavas e Ergene-
Gozukara, 2005b) e é a principal preocupacdo ambiental em areas urbanas (Pré
et al., 2005). O controle dessa poluicdo é um dos grandes desafios da populacéo
humana na atualidade, visto que as previsdes de escassez desse recurso natural
vém gerando preocupacdo em varios setores da sociedade (Oliveira-Filho et al.,
2006).

Os impactos ambientais provenientes dos metais pesados sdo mais
preocupantes do que as excessivas cargas organicas degradaveis (Oliveira e
Pasqual, 2004). Metais toxicos e suas combinacdes tendem a se acumular nos
organismos (Ferraro et al.,, 2004) e muitos sdo potentes mutagenos capazes de
induzir tumores em humanos e animais experimentais (Matsumoto et al., 2006).

Além dos metais pesados, contaminantes como hidrocarbonetos de
petréleo e praguicidas podem causar efeitos toxicos diretos, quando liberados em
ambientes aquaticos (Fleeger et al., 2003). Aguas residuais urbanas (sanitarias)
podem conter agentes genotoxicos (Zani et al., 2005), com acdo direta no
material genético (Ohe et al.,, 2003), pois, contém uma ampla escala de
substancias como compostos nitrosos, aminas aromaticas e hidrocarboneto poli-
aromaticos (PAHSs) (Frélich e Wiirgler, 1990; White e Rasmussen, 1998).

Testes de genotoxicidade em amostras de efluentes industriais e de sitios
ambientais contaminados demonstram que estas misturas ambientais complexas
contém muitos agentes toxicos nado identificados e nao regulados, que sédo
potentes carcindgenos (Claxton et al., 1998; Ohe et al., 2004).

As avaliacbes das aguas de varios rios, inclusive in loco, por varios
sistemas teste, demonstraram que elas sofrem mdultiplas acdes de fontes

poluidoras de origem industrial, sanitarias e agricolas (Sanchez-Galan et al.,



2001; Moraes e Jordao, 2001; Russo et al., 2004; Amaral et al., 2005; Amaral et
al., 2006; Pantaledo et al., 2006; Pantaleao et al., 2007).

Portanto, hoje estamos atentos pelo fato dos mutagenos quimicos estarem
presentes em todo ambiente, incluindo agua potavel, agua de superficie,
sedimento aquatico, solos, ar em recinto fechado, e ar de ambiente urbano.
Porém, nossa compreensao (conhecimento), das fontes, destinos e perigos dos
mutagenos em um ambiente complexo, € bastante limitada. O grande desafio hoje
€ o de investigar o perigo dos mutagenos, em amostras ambientais complexas
(White, 2004). Entdo, a exposi¢cdo, destino e efeitos de contaminantes quimicos
ou poluentes em ecossistemas aquaticos, devem ser estudados extensivamente

por toxicologos ambientais (van der Oost et al., 2003).

1.2 - Sistemas-teste para avaliagdo de genotoxicida de de ambientes
aguaticos.

Muitas espécies animais podem ser usadas como bioindicadores de
genotoxicidade (Cristaldi et al.,, 2004). Um dos problemas principais no
biomonitoramento de poluentes genotoxicos € a escolha do organismo teste.
Sensibilidade desigual entre espécies, causadas por diferentes taxas metabdlicas,
condicbes fisiolégicas e oOrgados designados na avaliacdo, pode produzir
resultados enganosos. Por isto, mais que uma espécie deve ser usada para
confirmar a resposta para genotdxicos sob condi¢des experimentais (Campana et
al., 2003).

O interesse crescente em genotoxicidade causados por poluentes
ambientais conduziu ao desenvolvimento de varios testes bioldgicos para detectar
e identificar genotoxicantes no ar, agua e terra (Grisolia e Cordeiro, 2000).
Embora haja um numero grande de ensaios para avaliar a genotoxicidade,
apenas um numero relativamente pequeno € empregado na avaliagdo de misturas
complexas (Claxton et al., 1998). Alguns métodos sdo empregados de forma
isolada ou combinados, para verificar a habilidade de medir genotoxicidade,
particularmente em aguas de superficie naturais (Reifferscheid e Grummt, 2000),
tais como: SMART (karekar et al., 2000; Amaral et al., 2005; 2006; Pantaledo et
al., 2007); Micronucleos (Ma et al., 1995; Wang, 1999; Moraes e Jordao, 2001;



Cavas e Ergene-Gozukara, 2003; 2005a; 2005b; Andrade et al., 2004; Buschini et
al., 2004; Pantale&o et al., 2006); Cometa (Andrade et al., 2004); Ames (Karekar
et al., 2000; Ohe et al., 2003).

1.2.1 - Teste do Micronucleo (TMN)

O micronucleo origina-se da cromatina que, por razdes diferentes, €&
retardada na anafase. No curso da telofase este material € incluido em uma ou a
outra célula filha, podendo permanecer fundido ao nudcleo principal, ou ainda,
formar um ou varios ndcleos secundarios. Como uma regra, microndcleos sao
consideravelmente menores que o nucleo principal, por isto, € chamado de
micronucleo. O retardamento tem duas causas principais, a quebra de
cromossomo e o0 mau funcionamento das fibras do fuso. No primeiro caso, 0s
elementos retardatarios sdo fragmentos cromossémicos acéntricos e, no segundo
caso, eles consistem em cromossomos inteiros (Schmid, 1975; Heddle et al.,
1991; Ma et al.,, 1995; Grover e Kaur, 1999). Portanto, os micronucleos sao
formados no final da divisdo celular, ao lado do nucleo principal (Al-Sabti et al.,
1994; Mersch e Beauvais, 1997; Chung et al., 2002).

O TMN, empregado originalmente em mamiferos de pequeno porte, € um
meétodo para avaliar a genotoxicidade por meio de eritrocitos da medula O0ssea
(Schimid, 1975). A partir de entdo, varias adaptacdes metodologicas foram feitas
no sentido de se utilizar o método em diversos organismos teste. Podemos
destacar alguns organismos teste na avaliacdo da presenca do microndcleo:
moluscos (Bresler et al., 1999); girinos (H. pulchella) (Lajmanovich et al., 2005);
mamiferos ungulados domeésticos (Cristaldi et al., 2004); linfécitos humanos
(Maffei et al., 2000; Fenech et al., 2003, Levario-Catrrillo et al., 2005; Ergene et al.,
2007); cordado umbilical humano (Levario-Carrillo et al., 2005); células epiteliais
bucais humanas (Ergene et al., 2007); células de branquias de peixes (Cavas e
Ergene-Goziukara 2005a); eritrdcitos periféricos de salamandra aquatica (Jaylet et
al., 1986); meristemas de raiz de Vicia faba (Wang, 1999); células de Allium cepa
e Vicia faba (Ma et al., 1995); células vermelhas do sangue de peixes
(Nepomuceno et al., 1997; Cavas e Ergene-Go6zlkara, 2005a; 2005b; Andrade et
al., 2004; Pantaleao et al., 2006).



Atualmente, o TMN ¢é empregado, também, como método de
biomonitoramento de ambientes poluidos, com intuito de se detectar a presenca
de agentes genotoxicos (Minissi et al., 1996; Sanchez-Galan et al., 2001; Cavas e
Ergene-Gozikara, 2005b; Pantaleédo et al., 2006).

Os peixes séo frequentemente utilizados quando a avaliagdo da
contaminacdo é feita em ambientes aquéticos (Minissi et al., 1996; Nepomuceno
et al.,, 1997; Hayashi et al., 1998; Bresler et al., 1999; Grisolia e Cordeiro 2000;
Palhares e Grisolia 2002; Farah et al., 2003; Andrade et al., 2004; Krumschnabel
e Nawaz 2004; Pantaledo et al., 2006). O peixe € um modelo experimental
adequado, para monitoramento aquatico de genotoxinas, devido a sua habilidade
em metabolizar xenobiotico e acumular contaminantes (Grisolia e Cordeiro, 2000;
Matsumoto et al., 2006).

O emprego do TMN apresenta varias vantagens, conforme a seguir:

e pode ser empregado tanto in vivo quanto in vitro, sendo que in vivo a
atividade metabolica do animal é mantida, ndo ocorrendo o mesmo em um
sistema teste in vitro (Formigli et al., 2002);

e apresenta sensibilidade para medir atividade genotéxica em condi¢cdes
laboratoriais e no campo (Grisolia e Starling, 2001);

e pode ser aplicado em qualquer populacdo de células em proliferacéo,
sem levar em conta o seu cariétipo, pois o teste ndo é afetado pelo pequeno
tamanho e o grande numero de cromossomos, assim, pode ser facilmente
aplicado para peixe ou outro organismo aquatico (Hayashi et al., 1998);

e amostras de sangue periférico sdo apropriadas e suficientes para
avaliacbes em projetos de biomonitoramentos, pois permite colecionar varias
amostras do mesmo individuo, sem que haja a necessidade de sacrificar o animal
(Nepomuceno et al., 1997; Palhares e Grisolia, 2002).

Microscopicamente, microndcleos sao pequenos corpusculos, nao
refratarios, circulares ou ovoides, exibindo a mesma coloracdo padronizada do

nacleo principal, conforme mostra a Figura 1.



Figura 1 — Fotomicrografia em células vermelhas de sangue de peixes, coradas
com Giemsa, aumento de 1.000 X. As setas mostram os micronucleos.

As anormalidades nucleares (AN) foram descritas, fotografadas e
classificadas por Carrasco et al. (1990). De acordo com Cavas e Ergene-
Gozikara (2005a; 2005b) estas anormalidades podem ser classificadas como:
células com dois nucleos sao consideradas como binucleadas; nacleos “Blebbed”
sdo 0s que tém uma pequena invaginacdo da membrana nuclear contendo
cromatina; ndcleos “Lobed” tém maiores invagina¢cdes da membrana nuclear que
0 Blebbed e podem ter varios Iébulos; nucleos “Notched” sdo os que tém um
entalhe, ou uma fenda bem definida, de largura uniforme, que estende a uma
profundidade apreciavel para dentro do nucleo. As freqiiéncias de AN podem ser
usadas como complemento do teste.

A origem dos micronucleos é bem conhecida (Heddle et al., 1991; Cavas e
Ergene-GoOzukara, 2003), mas o0s mecanismos basicos na formacdo de
anormalidades nucleares ainda ndo foram explicados completamente (Cavas e
Ergene-Gozikara, 2003). Apesar de que uma correlacdo entre anormalidades
nucleares e efeitos genotdxicos ainda ndo tenham sido estabelecidas, estudos
sugerem que tais alteracbes morfologicas sdo manifestacdes dos efeitos de

agentes xenobidticos (Ferraro et al., 2004).



1.2.2 - Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombina¢ ao Somatica (SMART)

O SMART, também conhecido como teste da mancha das asas de
Drosophila melanogaster, descrito por Graf et al.,, (1984). Este organismo
eucarioto tem se mostrado ideal para estudos de genotoxicidade e
antigenotoxicidade in vivo, por possuir pequeno numero de Cromossomos,
sistema enzimatico semelhante ao dos mamiferos, tempo curto de geracéo,
grande numero de mutantes, linhagens bem caracterizadas, além do baixo custo,
rapidez e confiabilidade (Graf et al., 1984; Vogel, 1987).

O SMART de asas é sensivel e eficiente para monitoramento de polui¢cao
ambiental, devido a possibilidade na deteccdo de genotoxicidade de
contaminantes que estdo presentes em extratos na fase gasosa e de particulas
materiais de varios tipos de amostras de ar (Delgado-Rodriguez et al., 1995;
1999; Dihl et al., 2008). O teste mostra-se sensivel, também, na deteccdo de
agentes genotoxicos apresentes no ambiente aquatico fluvial (Amaral et al., 2005;
Amaral et al., 2006; Pantaledo et al., 2007). Portanto, um importante teste no
monitoramento de areas sob descargas antropogénicas (Amaral et al., 2005). O
SMART nao é sO util para analisar a atividade genotdxica de compostos puros
simples, como também investigar genotoxicidade de misturas complexas de
varias origens (Sarikaya e Cakyr, 2005), inclusive de promutagenos e
procarcinégenos (Graf e Singer, 1992). E altamente eficiente para detectar
atividade genotdxica de mutadgenos de varias classes quimicas (Spané et al.,
2001). A versatilidade do teste proporciona avaliar compostos estaveis e
instaveis, como também componentes quimicos dissolvidos e substancias
quimicas gasosas. Portanto, o SMART detecta acdo direta de mutagenos;
promutagenos; mutdgenos instaveis em solucdo aquosa; de mutagenos com
diferentes modos de acéo (Graf et al., 1984).

Para emprego deste teste, sdo utilizadas linhagens de D. melanogaster que
carregam marcadores genéticos (f° e mwh): (1) Linhagem flare® (fIr®) com
constituicdo genética fIr® /In(3LR)TM3, ri p° sep I(3)89Aa bx**® e Bd®; (2) Linhagem
ORR, com constituicdo genética ORR; flr* /IN(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx**® e
Bd® e (3) Linhagem Multiple wing hairs (mwh), com constituicdo genética y; mwh j,

gue carrega o gene mwh.



As moscas da linhagem mwh possuem o gene marcador no cromossomo 3
(3-0,3) numa posicao distal, caracterizado por expressar trés ou mais pélos em
cada célula. A linhagem é mantida em homozigose por ser esta uma mutacao
vidvel. Os individuos flare* possuem o gene flr* numa posicdo proximal, também
no cromossomo 3 (3-38,8) e o0 pélo malformado é caracterizado por se
assemelhar a uma chama. O gene marcador flr* é letal em homozigose (Graf et
al., 1984; Guzman-Rincon e Graf, 1995), no entanto, foi desenvolvido um
cromossomo homologo balanceador TM3, Bds (Third Multiple 3, Beaded-serrate)
que mantém a heterozigose da linhagem fIr* (Lindsley e Zimm, 1992).

A linhagem Oregon R; flare* (ORR) foi construida por Frélich e Wiirgler
(1989) e apesar de apresentar o marcador flr®, se difere da linhagem flare® por
apresentar os cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R resistente
ao DDT, além de possuir alta atividade de enzimas citocromo P.450 (Halltrém e
Blank,1985). Pelo alto nivel de citocromo P.450 constitutivo na linhagem ORR, o
teste SMART torna-se mais sensivel a ativacdo de promutagenos via citocromo.

Para o desenvolvimento do teste sdo realizados dois tipos de cruzamentos:

1) Cruzamento padrao (ST - Standard Cross): fémeas virgens
flr¥/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aabx>**® e Bd® cruzadas com machos mwh (Graf et
al., 1989);

2) Cruzamento de alta bioativacdo (HB - High Bioactivation Cross): fémeas
virgens ORR; fIr¥/In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aabx?*¢ e Bd® cruzadas com machos
mwh (Graf e van Schaik, 1992).

Destes cruzamentos nascem dois tipos de descendentes: trans
heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses
descendentes sdo distintos fenotipicamente, baseados no marcador TM3, Bd®. Os
MH (mwh +/+ fIr®) apresentam os cromossomos estruturalmente normais,
enquanto que os BH (mwh +/+ TM3, Bd®) apresentam um cromossomo com um
balanceador génico com mudiltiplas inversGes (TM3, Bd®) (Guzman-Rincon e Graf,
1995).

Os individuos MH expressam pélos mutantes nas asas originados de
alteraces mutagénicas e recombinogénicas ocorridas no l6cus génico mwh e flr’.
Ja os descendentes BH possuem um cromossomo balanceador TM3/Bd® que

devido suas mudltiplas inversfes, ndo encontramos eventos recombinogénicos,



apenas eventos mutagénicos, pois, neste caso, 0s produtos dos eventos
recombinogénicos sdo inviaveis. O fendtipo do descendente heterozigoto
marcado (MH) desenvolve asa normal, com borda lisa, enquanto que no
heterozigoto balanceado (BH), as asas sdo mal formadas, com aparéncia
picotada ou serrilhada, denominadas “serrate” (Guzman-Rincén e Graf, 1995).

A Figura 2 representa um esquema de tratamento crbénico (48h de
exposicao ao agente) utilizado no SMART.

O teste da mancha da asa (SMART) baseia-se em grupos de células,
discos imaginais, que proliferam separadamente durante o desenvolvimento até
se diferenciarem em estruturas do corpo da mosca adulta (olhos, asas etc.) (Graf
e van Schaik, 1992). Entdo, pélos mutantes sdo, a partir dai, classificados em
manchas: simples quando expressam apenas um dos marcadores mwh ou flr®
originadas por mutacdo, aberracdo cromossomica (dele¢cdo) ou recombinacdo
distal (Figuras 3.1 e 3.2); e gémeas quando expressam os dois marcadores mwh
e fIr na mesma mancha (Graf et al., 1984) (Figura 3.2).

Ovos dos cruzamentos ST e HB séo coletados por um periodo de 8 horas
em frascos de cultura (vidro de 250 mL) contendo uma base soélida de 3% &agar
cobertas com uma camada do fermento biolégico (Sacharomyces cerevisiae)
enriquecido com acucar. Para os tratamentos, larvas com 72 + 4 horas de vida
sdo removidas dos frascos, lavadas em agua, com auxilio de coador de malha
fina de aco, e transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré de batatas,
acrescido com 5 mL do componente teste. Todo o experimento € realizado a
temperatura de (25 = 1) °C e 65% de umidade.

Apos o periodo de metamorfose, as moscas adultas sdo acondicionadas
em etanol 70 %. Inicialmente todas as moscas independente de sexo séo
classificadas de acordo com a presenca/auséncia do fenétipo de Bd®. A seguir,
cada tipo de descendente é classificado quanto ao sexo. Usando um microscopio
estereoscopico standard e pingcas entomoldgicas, as asas sao removidas e
montadas em laminas em solucéo de Faure (30 g goma arabica; 20 ml de glicerol,
50 g hidrato cloral; 50 ml de agua). Superficies dorsais e ventrais sdo analisadas
em microscopio optico de luz, com 400 X ampliagdo. Durante as andlises das
laminas, as manchas sdo anotadas de acordo com o tipo e tamanho, de acordo

com as secdes da asa (Graf et al., 1984).
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1.3 - Objeto de estudo

1.3.1 - Pantanal X Rio Paraguai

O Pantanal é uma das maiores areas alagadas do mundo (Kuno, 2003),
maior planicie aluvial mundial, com uma &area de aproximadamente 138.183 Km?,
composta de um mosaico de ambientes diferentes, sustentando suntuosas biotas
aguaticas e terrestres (Silva, 2000). No Brasil, o Pantanal Mato-grossense se
localiza no Oeste do Estado de Mato Grosso do Sul e Sudoeste de Mato Grosso
(Silva et al., 2000; Kuno 2003). O Pantanal Mato-grossense fica situado na Bacia
do Alto Paraguai, na parte central da América do Sul, entre longitudes 16° a 22° e
latitudes 55° a 58°, e inclui partes do Brasil, Paraguai e Bolivia (Silva, 2000), ao
longo do curso do Rio Paraguai Superior, um importante tributario do Parana, um
dos maiores rios da terra (Girard et al., 2003).

A regido de Pantanal € um ecossistema especialmente fragil devido,
principalmente, a formac&o geoldgica recente (terciaria e quaternaria) (Moraes e
Jordéo, 2001), constituida por terrenos sedimentares. Mas € um ecossistema de
grande importancia por apresentar uma biodiversidade impar, o que leva a
preocupacdo quanto a sua preservacdo (Kuno, 2003). A sedimentacdo e
inundacao no Pantanal ndo sao apenas condicionadas por mudancas climaticas e
dindmicas sedimentares, mas sdo, também, formadas por atividades tectonicas
associadas com transmissao da extensao deposicional plana. Desmatamentos e
atividades agricolas nos planaltos circunvizinhos, que escoam para uma planicie,
aumentam a erosao e a sedimentacao aluvial (Assine e Soares, 2004).

A planicie do Pantanal € drenada pela Bacia do Alto Paraguai (Rio
Paraguai, seus afluentes e subafluentes). A inundacdo sazonal determina a
estrutura e a funcdo dos ecossistemas de planicie de inundacgéo tropical. Entéo,
informacéo sobre a variabilidade de espaco e tempo de inundacao é fundamental
para entender e administrar este ecossistema. A maioria das chuvas cai de
novembro a marco, na maioria das regidées pantaneiras, mas o cume do periodo
chuvoso no Alto Paraguai € de marco a abril (Hamilton et al., 1996). Portanto, o
Pantanal Mato-grossense € um sistema ecoldgico especial, determinado pela

alternéncia dos ciclos anuais de enchente e de vazante, que define as
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comunidades bidticas que se estabelecem sazonalmente. Essa condi¢cdo € de
fundamental importancia para a ictiofauna: o tempo de residéncia da agua e os
habitats formados condicionam a estrutura e composi¢cdo das comunidades de
peixes da regido. A maioria das espécies de peixes possui ampla plasticidade
sazonal de recursos na planicie de inundacédo (Catella, 1992).

O equilibrio fragil dos ecossistemas do Pantanal, mantido pelo pulso de
inundacdo, € ameacado pela nova direcdo de crescimento econdmico,
principalmente a modificacdo da geometria hidraulica do rio pelo desmatamento e
alteracdes naturais. Estas tendéncias séo mais evidentes no distrito da Bacia do
Rio Paraguai superior, de onde as 4guas fluem ao Pantanal. Estudos ecol6gicos
sobre o Pantanal ainda sdo incipientes, mas ja permitem um entendimento geral
do sistema (Silva, 2000). Os impactos ambientais de diferentes graus de
intervencdo de degradacgédo, com efeitos causados por atividades econdmicas,
foram obtidos através das informacdes relativas a: desmatamentos, efeitos
erosivos lineares e laminares, mananciais comprometidos pela poluicdo urbana,
industrial, agropecuaria, garimpos e mineracdo e ainda, areas sujeitas as
inundacdes periddicas (PNMA, 1997).

O Rio Paraguai nasce no estado do Mato Grosso, na regido do Planalto
dos Parecis, que é o grande divisor de aguas entre a bacia Amazoénica e a Platina
(FEMA, 2003), nas encostas da Serra dos Parecis, na regiao norte. Segue direcao
geral sul, com certa sinuosidade até Corumba. A partir dai, segue rumo sudeste,
depois do rio Negro, segue ao sul até o Rio Apa, onde entra no territorio
Paraguaio, e continua em dire¢do ao sul até o Rio Parana (Carvalho, 1986). A
bacia hidrografica do Alto Paraguai refere-se a area de drenagem do
compartimento superior do rio Paraguai, que vai desde sua nascente até a foz do
rio Apa, atravessa a fronteira, desenvolve-se no Paraguai e alcanga a Argentina,
onde desagua no rio da Prata (FEMA, 2003).

O Rio Paraguai flui ao longo do lado ocidental do Pantanal, enquanto
colecionando agua de varios tributarios principais como também de contribuicdes
de planicies aluviais difusas (Hamilton et al., 1997). O Rio Paraguai recebe aguas
de inumeros afluentes que o alcangam com pouca velocidade e uma grande
quantidade de sedimentos que vao se depositar na planicie do Pantanal. As

inundacdes se encarregam de espalhar parte do sedimento para fora das calhas

13



fluviais. A drenagem do Pantanal é feita por cOrregos, corixos, vazantes e baias.
Cérregos sdo pequenos cursos d’ dgua; corixos sdo bracos de rios que podem
ficar secos por varios anos; vazantes sdo linhas de drenagem de uma area
raramente inundada que se escoa para um pantanal ou para um rio, e baia é uma
pequena lagoa ou antigo meandro (Carvalho, 1986).

As caracteristicas fisicas e quimicas da superficie da agua apresentam
variacbes entre os periodos de cheia e estiagem. As diferencas entre os dois
periodos sao significativas em relacdo a condutividade elétrica e a concentracéo
de nutrientes nos corpos de agua estudados (Abdo e Silva, 2004). As
caracteristicas biogeoquimicas das &guas do Rio Paraguai superior sao
fortemente influenciadas pelo seu contato com a planicie aluvial do Pantanal
(Hamilton et al., 1997).

Até o presente momento, apenas as aguas do Rio Paraguai na regiao
urbana da cidade de Corumba, regido a montante de Céceres, foi avaliada quanto
a genotoxicidade. De acordo com Moraes e Jordao (2001), esta cidade também
nao possui sistema de tratamento de esgotos. As descargas recebidas por esta
galeria, unidas pelas aguas de chuva, chegam ao Rio Paraguai como um destino
final. O aumento da atividade humana, nas aguas do Rio Paraguai, coloca em
risco o equilibrio ecoldgico resultando em uma irreparavel perda do patriménio
genético. Estas dguas demonstraram atividade genotéxica para Allium cepa, pelo
TMN, sendo que o ciclo de cheia e seca influenciou nos niveis de genotoxicidade
dos componentes do Rio Paraguai. Durante a estacdo de seca, estas influéncias
foram detectadas pelo aumento significante no indice mitético, e, possivelmente
como consequéncia disto, pelo aumento nas frequéncias de aberracbes em raizes
tratadas com esta agua.

De Céceres, cidade turistica (pesca) situada a 210 Km da capital Cuiaba
(MT), até Corumba, no estado de Mato Grosso do Sul, o Rio Paraguai €&
navegavel, existindo neste trecho, a Hidrovia Paraguai-Parana, cujos impactos

sao objetos de avaliacdes e questionamentos.
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1.3.2 — Céceres

Céaceres € uma cidade turistica que se localiza a margem esquerda do Rio
Paraguai, nas coordenadas 16°11'42” latitude sul e 57°40'51’ longitude oeste
(www.caceres.mt.gov.br). O Estado de Mato Grosso caracteriza-se por ter trés
biomas distintos: Cerrado, floresta tropical Amazodnica e Pantanal (Aflez e Guarim
Neto, 2000; Costa et al., 2004) e uma importante diversidade na fauna e na flora
(Costa et al., 2004). O municipio de Caceres esta demarcado pela presenca de
30% de seu territorio fisico em Cerrado e 50 % de suas terras estdo no Pantanal
(Afiez e Guarim Neto, 2000), cujo trimestre mais chuvoso é
janeiro/fevereiro/marco, quando se da a formacéao de cheias na regido de Caceres
(Carvalho, 1986). A montante da cidade Caceres, cerca de 40 Km, o Rio Paraguai
ja apresenta areas marginais brejosas de 4 Km de largura, sujeitas a inundacao.
A jusante de Caceres, esta faixa de inundagcdo é mais estreita até Descalvados,
quando o rio muda de direcdo e depois se bifurca. Neste lugar € que comeca a
area real do pantanal do Paraguai, com pequenos lagos em ambos os lados do
rio, numa faixa de 25 km de largura.

Céaceres apresenta varios agentes estressantes ambientais aquaticos que
podem afetar espacialmente e temporalmente a harmonia ambiental. Para locca
(2000), a cidade de Caceres conhecida como Portal do Alto Pantanal, tem sofrido,
nas ultimas décadas, crescimento desordenado na regido urbana e no entorno,
motivado pela expansdo das atividades agropecuarias e expansao urbana. Este
crescimento tem provocado impactos ambientais com reflexos diretos na
qualidade de vida da populacdo. De acordo com Augustinho e Ferreira (2004),
em Caceres ndo existem sistemas de tratamento dos dejetos urbanos, todos os
esgotos sanitarios sdo lancados no Rio Paraguai. Entretanto, mesmo diante da
importancia por fazer parte do maior ecossistema alagavel do mundo, nao
despertou sobre o mal que estes efluentes sanitarios podem causar aos
mananciais de agua potavel, e consequentemente, todo o sistema pantaneiro
sofre em decorréncia das aguas que chegam até o Pantanal, muitas vezes
poluidas e contaminadas.

Além dos efluentes dos esgotos sanitarios, as aguas do Rio Paraguai

recebem diretamente ou indiretamente efluentes agro-industriais (efluentes
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residuais de frigorifico, curtumes de couro e laticinios). Ainda, anualmente, é
realizado em Caceres, o Festival Internacional de Pesca, maior campeonato de
pesca de agua doce do mundo, que de acordo com o presente estudo, também

tem contribuido para o agravamento dos impactos no rio Paraguai.

1.3.3 — Metodologia de Estudo: Coletas e caracteriz acdo dos sitios de
estudo.

As coletas foram feitas em quatro periodos: setembro de 2003; abril de
2004; agosto de 2004; e Marco de 2005, sendo duas coletas em periodo de
aguas baixas (seca), setembro de 2003 e agosto de 2004, e duas em aguas altas
(cheia) abril de 2004 e marco de 2005, pela equipe de coletas, conforme Figura 4.
Foram coletadas aguas de superficie e avaliadas as caracteristicas fisico-
guimicas, em todas as coletas no Rio Paraguai, no trecho da cidade de Céaceres —
MT em quatro sitios: 1, 2, 3 e 4, conforme Figura 5. De acordo com (Hamilton et
al., 1996), em marco e abril € o cume do periodo de inundacéo regional. Foram
realizadas, também, coletas de sangue de peixes (esfregacos) das espécies
Pimelodus maculatus (mandi) e Leporinus friderici (piau), nas coletas realizadas

em abril e agosto de 2004, sendo periodo de cheia e seca, respectivamente.
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1.3.3.1 - Sitios: caracteristicas especificas.

Sitio 1 — Local a montante ao perimetro urbano, usado como referencial,

inclusive para o Teste de micronucleos em Peixes. Considerado ndo poluido

hY

por este estudo. Situa-se a 1.200 metros a montante do sitio 2, conforme

Figura 6.

O Festival Internacional de Pesca (FIP) é realizado anualmente e
organizado pela Prefeitura municipal (Secretaria Municipal de Turismo), com o
apoio da Secretaria Estadual de Turismo e empresarios. Realizado desde
1980, o festival se tornou um dos maiores eventos de pesca embarcada do
mundo. Atualmente, o FIP é muito mais que uma prova de pesca embarcada
(barco e canoa), que normalmente conta com grande numero de barcos
motorizados e uma prova de pesca de barranco (infanto-juvenil). Durante a
semana do FIP acontecem varias atracdes culturais e esportivas como
campeonatos de volei de praia, futebol de areia, shows nacionais e regionais,
oficinas de artes e de pesca (www.fipcaceres.com.br). O evento é centralizado
no Rio Paraguai, na Baia do Malheiros, conforme mostra a Figura 7.
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Figura 7 - Baia do Malheiros (www.caceres.mt.gov.br).

Sitio 2 — Local do efluente Cérrego Sangradouro, que desagua na Baia do
Malheiros, perimetro urbano, baia situada no Rio Paraguai, receptor de

efluentes de esgotos sanitarios de varios tipos e origens diversas. A localizagdo
é GPS =S 16°03' 40,9" W 57°41' 19,7", conforme mostram as Figuras 8

(cheia) e 9 (seca).

Figura 8 - Sitio 3: Céego Sangradouro em periodo de cheia — (15/03/2005)
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Fura 9 - Sitio 3 — Cérrego Sangradouro em periodo de seca — (29/08/2004).

Sitio 3 — Local onde sao liberados efluentes de frigorifico de grande porte. Situa-

by

se a 4.500 metros a jusante do ponto dois, desagua diretamente no Rio
Paraguai, conforme Figura 10.

Figura 10 - Sitio 2 - Efluente do Frigorifico em periodo de seca (29/08/2004).
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Sitio 4 — Local onde sao liberados os efluentes de curtume de couro de grande
porte. Situa-se a 11.500 metros a jusante do ponto dois, desagua diretamente
no Rio Paraguai, conforme figura 11. Para Matsumoto et al. (2006), aguas de
sitios com efluentes de descargas de curtume produzem altas frequiéncias de
anormalidades nucleares e de micronucleos, em teste de micronucleos em
peixes. De acordo com Al-Sabti et al. (1994), a principal fonte de poluicao de
agua por cromo séo os residuos de produtos da industria de couro. Os sitios 3
e 4 sdo a jusantes do perimetro urbano. Na coleta do dia 29/08/2004 havia
desconectado uma parte da manilha que levava os efluentes ao fundo do rio.

Os efluentes estavam esbranquicados e mal cheirosos, inclusive havia varios

peixes mortos a jusante deste sitio, conforme figura 12.

Figura 11 - Sitio 1 — Manilha que leva os efluentes do curtume de couro, para o
fundo do rio, em periodo de seca (29/08/2004).
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Figural2 - Sitio 1 — Manilha que leva os efluentes do curtume de couro para
fundo do rio quebrado (29/08/2004).
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RESUMO:

A atividade genotoxica de amostras de aguas superficiais, de quatro sitios ao
longo do Rio Paraguai em Caceres, Estado de Mato Grosso, Brasil, foi avaliada
utiizando a o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica
(SMART) em asas de Drosophila melanogaster. Efluentes dos esgotos
sanitarios e agro-industriais (efluentes residuais de frigorifico, curtumes de
couro, laticinios) sao jogados diretamente ou indiretamente no Rio Paraguai. As
coletas de agua foram feitas em quatro vezes, Setembro de 2003 e agosto de
2004 (periodo de seca) e abril de 2004 e mar¢o de 2005 (periodo de cheia), em
4 sitios sendo 3 em locais considerados mais poluidos. Foram encontrados nos
Sitios 2, 3 e 4 concentragcdes de sulfetos; cromo e 6leos e graxas em todos os
sitios, acima dos limites permitidos. Os resultados do teste SMART, para 0s
descendentes do cruzamento padrdo (ST), demonstraram respostas
genotoxicas positivas apenas nas amostras do Sitio 4, na coleta feita agosto de
2004 e na coleta feita no Sitio 3 em marco de 2005. Os descendentes do
cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (HB) foram mais sensiveis, com
aumentos de manchas mutantes em todas as amostras do Sitio 1; nas
amostras do Sitio 3 (coletas feitas em setembro de 2003 e abril de 2004; nas
amostras do Sitio 2 (coletas feitas em setembro de 2003 e agosto de 2004. A
comparacao feita entre as frequéncias de manchas, dos individuos trans-
heterozigotos marcados com o0s heterozigotos balanceados, indicam que
respostas positivas para a genotoxicidade (sitio 2= coleta set/2003; sitio 3=
coleta abr/2004), foram devido a recombinac¢do mitética. Portanto, as aguas do
Rio Paraguai, no perimetro urbano de Céaceres, recebem efluentes

genotoxicos.

Palavras-chave: Caceres; Teste SMART; Rio Paraguai; Genotoxicidade.
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INTRODUCAO

O Pantanal, a maior planicie inundavel do mundo, com uma area
aproximada 138.183 Km?, é composto de um mosaico de ambientes diferentes,
gue sustenta a biodiversidade aquatica e terrestre. O equilibrio fragil dos
ecossistemas de Pantanal, mantido pelo pulso de inundacgéo, é ameagado pela
nova direcdo de crescimento econdmico, principalmente modificacdo da
geometria hidraulica do rio pelo desmatamento e alteracdes da area naturais.
Estas tendéncias sdo mais evidentes na &area de captacdo da bacia do
Paraguai, onde as aguas fluem ao Pantanal (Silva, 2000). O Rio Paraguai é o
principal tributario da Bacia do Alto Paraguai (Assine e Soares, 2004). Suas
aguas fluem ao longo do lado ocidental do Pantanal, colecionando agua de
varios tributarios como também de contribuicfes difusas da planicie inundavel
(Hamilton et al., 1997).

A Bacia do Rio Paraguai tem suas cabeceiras primarias na regiao de
Planalto dos Parecis, o grande divisor de aguas entre a bacia Amazonica e
Platina, no Estado de Mato Grosso, drenando as regides de Depressao e
Planicie do Pantanal mato-grossense, em direcdo ao Paraguai e Argentina.
Nesse percurso, o rio Paraguai drena diversos ambientes e formagdes vegetais
variadas, desenvolvendo-se em uma das regibes com maior riqueza e
diversidade de espécies vegetais e animais (FEMA, 2003).

A cidade de Caceres, conhecida como Portal do Alto Pantanal, tem
sofrido, nas ultimas décadas, crescimento desordenado na regido urbana e no
entorno, motivado pela expansdo das atividades agropecuarias e expansao
urbana. Este crescimento tem provocado impactos ambientais com reflexos
diretos na qualidade de vida da populacdo (locca, 2000). O crescimento
desordenado da regido urbana leva ao langcamento de efluentes dos esgotos
sanitarios e agro-industriais (efluentes residuais de frigorifico, curtumes de
couro e laticinios) diretamente ou indiretamente no Rio Paraguai, pois, nao
existe tratamento de esgoto sanitario. Ainda, anualmente, € realizado em
Céceres, o Festival Internacional de Pesca, maior campeonato de pesca de
agua doce do mundo, que também contribui para o agravamento dos impactos

no rio Paraguai.
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Os impactos ambientais provenientes dos metais pesados sdo mais
preocupantes do que as excessivas cargas organicas degradaveis (Oliveira e
Pasqual, 2004), além do processo de eutrofizacdo (Lorenzetti 2002).
Contaminantes como hidrocarboneto de petréleo, metais pesados e
praguicidas podem causar efeitos téxicos diretos, quando libertado em
ambientes aquéticos (Fleeger et al., 2003), inclusive genotdxicos (Cakir e
Sarikaya, 2005). Aguas residuais urbanas (sanitarias) contém os agentes de
mutagénico com acéo direta em material genético (Ohe et al., 2003).

Nos ultimos anos, varios testes isolados ou associados foram empregados
para monitorarem ambientes ou avaliar o dano biolégico, causado pela
exposicdo de organismo teste a varios agentes genotoxicos presentes nas
aguas poluidas. Entre eles, o Teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinacdo Somatica em asas de Drosophila melanogaster (SMART), foi
utilizado por Delgado-Rodriguez et al. (1999), Amaral et al. (2005), Amaral et al.
(2006), Pantaledo et al. (2007), Dihl et al. (2008), mostrando-se eficaz para
avaliacdo de genotoxinas ambientais. Embora haja um grande numero de
testes de genotoxicidade, apenas um namero relativamente pequeno é usado
para a avaliagao de misturas complexas (Claxton et al., 1998).

O SMART, descrito por Graf et al., (1984), tem sido empregado para
investigar genotoxicidade de compostos simples (Frolich e Wiurgler, 1990b;
Spand et al, 2001), mas também avaliar a genotoxicidade de misturas
complexas (Frolich e Wirgler, 1990a), de varias origens (Guzman-Rincon e
Graf, 1995; Sousa et al., 2003; Sarakaya e Cakir, 2005). A versatilidade do
SMART permite avaliar compostos estaveis e instaveis, como também
possibilita testar ndo s6 compostos quimicos, mas também compostos
dissolvidos em &gua e no ar (Graf et al., 1984). O SMART se mostrou ser
altamente sensivel para descobrir os agentes genotdxicos presentes no
ambiente aquatico (Amaral et al., 2006), inclusive em aguas fluviais (Pantaledo
et al., 2007).

Diante disto, este trabalho teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos
genotoéxicos das aguas superficiais do Rio Paraguai em Caceres — MT, pelo
SMART. Tendo em vista, a deficiéncia de informacdo a respeito da

genotoxicidade das aguas do Rio Paraguai neste trecho, apo0s receber
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efluentes dos esgotos sanitarios, agro-industriais, e efeitos genotoxicos da
Hidrovia Parana-Paraguai, bem como, dos impactos da acao turistica.

MATERIAL E METODOS

Controles: positivo e negativo

O Uretano (URE), (Etil carbamato; NH,COOCH,CH3;. CAS N° 51-79-6;
Fluka, Buchs, Switzerland), foi usado como controle positivo, por ser um agente
genotoxico, dose dependente, tanto no cruzamento padrdo, como no
cruzamento de Alta Bioativagdo, em asas de Drosophila melanogaster (Frolich
e Wargler, 1990b). A concentracdo de URE 10 mM foi preparada em &gua
destilada. Agua destilada foi empregada como controle negativo.

Sitios selecionados e coletas de agua

Céaceres é uma cidade situada a margem esquerda do Rio Paraguai,
coordenadas 16°11'42” latitude sul e 57°40'51’ longitude oeste, 118 metros
acima do nivel do mar, a 209,7 quildmetros da capital Cuiaba, Estado de Mato
Grosso, Brasil (www.caceres.mt.gov.br), conforme Figura 1. Amostras de agua
superficial do Rio Paraguai foram coletadas em quatro sitios proximos a cidade
de Céceres — MT. Duas das coletas foram feitas em periodo de aguas baixas
(seca), setembro de 2003 e agosto de 2004 e duas durante o periodo de aguas
altas (cheia), abril de 2004 e marco de 2005. Marco e abril sdo considerados os
meses de inundacéo regional (Hamilton et al., 1996).

Sitios:

1) - a montante ao perimetro urbano, usado como referéncia. Situa-se a 1.200
metros a montante do sitio dois.
2) - local do efluente Corrego Sangradouro, que desagua na Baia do Malheiros,
perimetro urbano, efluentes de esgotos urbanos. Recebem todos os tipos de
dejetos urbanos. GPS: S 16°03'40,9"W 57°41'1 9,7".
2) - local onde séao liberados efluentes de frigorifico de grande porte. Situa-se a
4.500 metros a jusante do ponto dois;
4) - local onde séo liberados os efluentes de curtume de grande porte; situa-se
a 11.500 metros a jusante do ponto dois. Os sitios 3 e 4 sdo a jusantes ao

perimetro urbano.
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As amostras de agua foram coletadas em tubos de polipropileno,
congeladas, transportadas do Laboratério de Citologia da UNEMAT/Campus
Céaceres para o Laboratério de Mutagénese/INGEB/UFU, onde ocorreram 0s
tratamentos em duas etapas.

Andlises fisico-quimicas das amostras de agua

Foram coletados in loco os dados de altura do nivel das aguas do rio, pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, condutibilidade elétrica e turbidez, em cada
coleta. Os parametros sulfetos, cromo, solidos suspensos, demanda
bioquimica do oxigénio, demanda quimica de oxigénio, 6leos e graxas, solidos
sedimentados, foram analisados nas amostras de agua coletadas em agosto
de 2004 e marco de 2005, no Laboratorio de Quimica do Instituto de Quimica

da Universidade Federal de Uberlandia.

Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somat ica (SMART):

Linhagens e cruzamentos

O SMART possibilita detectar varios eventos genotoxicos na geracgéo (F1),
pela expressao fenotipica de marcadores genéticos: multiple wing hairs (mwh,
3-0,3) e flare (flr*, 3-38,8), localizados no cromossomo 3 de células do disco
imaginal de asas em larvas de Drosophila melanogaster, visiveis na superficie
da asa da mosca adulta. O teste é baseado no principio da perda da
heterozigose para estes marcadores (Guzman-Rincén e Graf, 1995).

Foram realizados dois tipos de cruzamentos: 1 - Padrdo (ST), fémeas
virgens fIr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® e Bd°® foram cruzadas com
machos multiple wing hairs (mwh/mwh) (Graf et al., 1989); 2 — Alta Bioativacdo
(HB), féemeas virgens ORR/ORR; fIr¥/In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aa bx**® e Bd®
foram cruzadas com machos (mwh/mwh) (Graf e van Schaik, 1992). A
linhagem ORR (Oregon R) é sensivel, devido ter cromossomos 1 e 2 da
linhagem Oregon (R), resistente ao DDT, o que confere alta expressao
constitutiva de enzimas citocromo P450 (Halstrom e Blanck, 1985).

De ambos os cruzamentos, nascem dois tipos de descendentes: com o
trans-heterozigoto marcado (MH) e heterozigoto balanceado (BH). Os

descendentes sdo fenotipicamente distintos, baseado no marcador TM3, Bd®.
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As moscas adultas MH (mwh +/+ fIr®) apresentam asas normais com bordas
lisas, enquanto moscas BH (mwh +/+ TM3, Bd®), que por portar um
cromossomo balanceador, com multiplas inversées e um marcador dominante
(TM3, Bd®), apresentam asas com bordas serrilhadas, denominadas serate
(Guzméan-Rincon e Graf, 1995). A comparagdo entre as frequéncias de
manchas observadas nos descendentes desses dois gendtipos possibilita

quantificar a acao recombinogénica do agente testado (Lehmann et al., 2003).

Coletas de ovos, tratamento das larvas e analise da s asas

Os cruzamentos ST e HB foram realizados simultaneamente. Ovos destes
dois cruzamentos foram coletados por 8 horas em frascos contendo base de
agar solida (4% w/v agar-agar em agua), coberta por uma camada de meio
preparado com fermento biolégico e enriquecido com agucar. Larvas de trés
dias de vida, no terceiro estagio de desenvolvimento embrionario, foram
lavadas em agua corrente e transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré
de batata instantaneo (Yoki Alimentos, Sdo Bernardo do Campo, Brasil),
rehidratado com 5 mL de amostras de aguas nao diluidas (integrais) do Rio
Paraguai dos diferentes sitios. Foram usados como controles negativos, agua
deionizada e aguas do sitio 1 (referéncia). Todo o tratamento foi realizado a (25
+ 1) °C e 65% de umidade relativa.

ApoOs metamorfose, as moscas adultas foram coletadas e acondicionadas
em frascos contendo etanol 70%. Os pares de asas foram destacados das
moscas e foram montadas em laminas de microscopia de vidro, em solugcao de
faure (30 g de goma arabica, 20 mL glicerol, 50 g hidrato cloral, 50 mL agua).
As manchas foram analisadas com ampliacdo de 400 X (Graf et al., 1984; Graf
et al., 1989).

Nas asas dos descendentes MH podemos observar dois tipos de
manchas: 1 - simples (mwh ou fIr®), sendo as mwh mais freqiientes, sdo
produzidas por mutacdo de ponto, aberragcdo cromossémica e crossing-over
mitético; 2 - gémeas (pélos multiplos adjacentes a pélos flare) sdo produzidas
exclusivamente por recombinacdo somatica (Graf et al., 1984; Frei e Wrgler,

1996). Nos descendentes BH, é possivel detectar apenas eventos mutacionais,
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vez que devido o cromossomos balanceador ter mdltiplas inversdes, 0s

produtos da recombinagdo mitotica sdo inviaveis, (Graf et al., 1984).

Analise estatistica

Os resultados das frequéncias de manchas por mosca tratadas foram
comparados com o controle negativo (agua destilada), usando o teste binomial
condicional de Kastenbaum and Bowman (1970), com a = 0,05, cujos
diagnoésticos sdo: positivo, fraco-positivo, negativo ou inconclusivo (Frei e
Wirgler, 1988).

RESULTADOS

Os resultados dos dados fisico-quimicos, obtidos in loco, em cada coleta,
estdo na Tabela I. A Tabela Il mostra os resultados das analises quimicas das
amostras de agua, coletadas em agosto de 2004 e marco de 2005. Tanto no
periodo de seca (agosto de 2004) quanto de cheia (marco de 2005) foram
detectados sulfeto nos Sitios 2, 3 e 4. O nivel mais alto foi encontrado no Sitio
4, no periodo de seca. Foram detectados, também, cromo em todas as
amostras analisadas dos quatro sitios, bem como 6leos e graxas na coleta de
margo de 2005.

Os resultados dos descendentes MH e BH do teste SMART, do
Cruzamento ST estdo nas Tabelas: Ill, IV, V, e VI. Houve aumentos,
estatisticamente significativos, das freqiéncias de manchas mutantes, nas
amostras do Sitio 4, feitas em agosto de 2004 e, nas amostras do Sitio 3, feitas
em marco de 2005, quando comparadas com o controle negativo.

Enquanto que os do HB estdo nas Tabelas: VII, VIII, 1X, X e XI. Quanto
aos descendentes MH do cruzamento HB, tratados com aguas superficiais do
Rio Paraguai, houve aumentos, estatisticamente significativos, nas frequéncias
de manchas, em todas as coletas do sitio 4; nas coletas Set/2003 e Abr/2004
do sitio 3; Set/2003 e Ago/2004 do sitio 2 quando comparadas com o controle
negativo.

Nas Figuras 2 e 3 mostram os graficos dos descendentes MH dos

cruzamentos ST e HB de todas as coletas por sitio.
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A comparagdo dos descendentes MH e BH do cruzamento HB
demonstrou que na coleta feitas no sitio 2 em Setembro de 2003 ocorreu
62,16% de eventos recombinogénicos, enquanto que no sitio 3 no periodo de
Abril de 2004, ocorreram 58,40% de eventos recombinogénicos.

Em todas as coletas do sitio as coletas do sitio 1, os resultados de
ambos cruzamentos foram negativos, quando comparados com o0 controle

negativo agua.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As observacdes fisico-quimicas da Tabela | indicam que foram claras as
diferencas para todos os parametros observados, entre as varias amostras e
entre os periodos de seca e cheia. Havendo variagbes em um mesmo tipo de
periodo. Resultados similares foram verificados por Abdo e Silva (2004), em
corpos d’agua do ninhal Corutuba, Pantanal - MT, afluente do rio Paraguai, que
apresentaram variacdes entre os periodos de cheia e estiagem. As diferencas
entre os dois periodos foram significativas em relacédo a condutividade elétrica e
a concentracdo de nutrientes nos corpos de agua estudados. Os estudos de
locca (2000), sobre caracterizacdo limnologica do coOrrego Sangradouro,
afluente do rio Paraguai no periodo urbano de Caceres, demonstraram que 0s
valores mais elevados foram obtidos na estiagem. Houve diferenca significativa
entre os periodos de seca e de chuva para as variaveis: material em suspenséo
total, orgéanico, inorganico; condutividade elétrica e pigmento total, devido ao
efeito da diluigdo provocado pelas chuvas. Em todas as variaveis estudadas
houve variacdo temporal e espacial. No presente estudo verifica-se que nas
coletas de cheia de todos os sitios, 0 oxigénio dissolvido ficou muito abaixo do
valor aceitavel pela legislacao brasileira (=5,0), bem como a ala condutividade. A
condutividade elétrica do sitio 2 foi mais alta que os outros sitios em todas as
coletas, provavelmente devido ser constituido por efluentes sanitarios.

Pela legislacao brasileira (CONAMA, 2005), para aguas de rio de classe 2,
como é o caso do Rio Paraguai, € permitido valores de oxigénio dissolvido = 5
mg/L; < 0,002 mg/L de sulfeto (S); < 0,05 mg/L de cromo (Cr) e 6leos e graxas
virtualmente ausentes. Logo, os valores de cromo, sulfetos e Oleos e graxas que

estédo contidos na tabela Il estdo acima do aceitavel pela legislacéo.
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E possivel que a matéria organica, na agua, consuma 0O OXigénio M

provoque outros processos, criando uma situacéo de eutrofizacdo na presenca
de sulfetos. A presenca de cromo nos solos € responsavel por um nivel alto de
toxicidade genética. Assim, o cromo pode ser altamente toxico em sistemas
bioldgicos e, para alguns individuos, age, também, como forte alérgeno (Wang,
1999). Cromo (Ill) em concentracdes mais altas e em maior periodo de
exposicao é genotoxico (Cavas e Ergene-Gozikara, 2005), embora ndo tenha
demonstrado genotoxicidade em SMART (Graf et al., 1992). O cromo (VI) é
carcinbgeno (Cavas e Ergene-Goziukara, 2005), intensamente téxico
(agudamente) para hepatécitos de peixe de aquario (Krumschnabel e Nawaz,
2004) e é clastogénico em células de pulmao humano (Wise et al., 2004). Graf
et al. (1992) verificaram que 6xido de cromo (VI) foi altamente genotoxico em
tratamentos crénicos e agudos em teste SMART. Na andlise das asas dos
descendentes portadores do cromossomo balanceador (BH), que elimina todos
0os eventos de recombinacdo, que mais de 90% das manchas induzidas por
oxido de cromo (VI) foram devidos a eventos recombinogénicos mitoticos.

As amostras do sitio 1 ndo induziram aumentos, estatisticamente
significativos nas frequéncias de manchas mutantes em nenhuma coleta e em
nenhum cruzamento (ST e HB), quando comparadas com 0 controle negativo
(dgua destilada). Isto provou ser sitio de referéncia, embora o sitio 4
apresentasse de 4 a 7 vezes mais a quantidade de cromo permitido pela
legislacdo brasileira, ndo induziu aumentos significativos nas frequéncias de
manchas mutantes. Possivelmente o cromo encontrado neste sitio, seja
constituinte da composicdo geoldgica do solo, ou que esteja chegando neste
sitio a partir de contaminacfes, a montante de Caceres, pelo carreamento de
fertilizantes para o rio, a partir de areas agricolas e pastagens, demonstrado por
Laabs et al. (2002). E possivel, também, que este cromo seja trivalente (cromo
[Il) devido ao fato de nao ter sido genotoxico em SMART (Graf et al., 1992).

As amostras do sitio 2 foram genotdxicas apenas para as coletas
realizadas no periodo de seca, provavelmente devido as aguas estarem mais
concentradas de genotoxinas, enquanto que nas coletas do periodo de cheias,

foram negativas. Além do cromo e sulfetos, detectados pelo presente estudo, 0s



efluentes deste sitio, contém lancamentos de efluentes sanitarios de
residéncias, hospitais, oficinas mecanicas, posto de gasolina (locca, 2000).

As analises dos resultados do sitio 3 demonstraram que os efluentes
genotoxicos neste sitio ndo foram continuos, porque apenas na coleta de marco
de 2005 (cruzamentos ST) e nas duas primeiras coletas (cruzamento HB) foram
significativas. E possivel que neste sitio, no momento da coleta, tenham
chegado efluentes do frigorifico, muito concentrados, e que, também, poderiam
conter genotoxinas transportadas pelas aguas de outras fontes.

Na coleta de agosto de 2004 do sitio 4, as amostras de &gua foram
coletadas exatamente no lugar onde ocorre a chegada dos efluentes do
curtume, pois havia sido desconectado parte do tubo que leva os efluentes para
o fundo do rio. A agua era de aparéncia leitosa, apresentavam mau cheiro e
alguns metros a jusante deste sitio, havia varios peixes mortos. Nas larvas de
Drosophila, descendentes de ambos os cruzamentos (ST e HB), expostas a
agua deste sitio 1 (coleta de agosto de 2004) ocorreram reducdes, em quase
60%, no numero de eclosdes, pos-metamorfose, portanto, estes efluentes foram
citotoxicos e genotoxicos (respostas do SMART).

Ao analisar os individuos tratados com aguas do sitio 3 coletada em marco
de 2005 e do sitio 4, coletadas em agosto de 2004, oriundas do cruzamento ST,
verifica-se que as frequéncias dos descendentes BH foram estatisticamente
inconclusivas. Por estes dados, € impossivel verificar a contribuicdo dos eventos
recombinogénicos para acdo genotoxica. O mesmo fato ocorreu também nos
individuos descendentes do cruzamento HB, tratados com aguas do sitio 2
coletadas em agosto de 2004 e do sitio 4, coletadas em setembro de 2003 e
abril de 2004.

De acordo com os estudos de Vila (2004), em Piaractus mesopotamicus
(alteragbes morfofuncionais do figado e micronucleos em eritrgcitos), cujas
coletas realizadas em 2001 e 2002, as baias do Rio Paraguai circundantes a
regido de Caceres, inclusive a montante da cidade, estdo contaminadas por
cromo (VI), sendo estes originarios dos efluentes do curtume. Em contraste com
nossa avaliacdo, neste estudo, ndo houve a realizagdo da andlise quimica da

agua.
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E possivel ainda, que a genotoxicidade das amostras de &agua,
demonstrada no presente estudo, seja também devido a presenca de sulfetos,
encontrados nos sitios 1, 2 e 3. Pois, os sulfetos sdo comprovadamente
genotoxicos, demonstrado por diversos pesquisadores, em diversos organismos
teste (Rencuzgoullari et al., 2001; Yi e Meng, 2003; Meng et al., 2004; Yi et al.,
2005).

Em resumo, o SMART foi capaz de detectar genotoxicidade nas amostras
de a4gua do Rio Paraguai em Caceres e demonstrou que os descendentes do
cruzamento HB foram mais sensiveis a genotoxicidade da agua rio do que as
moscas do cruzamento ST. A genotoxicidade foi limitada as amostras dos Sitios
2, 3 e 4, as quais receberam descargas contendo contaminantes potencialmente
genotoxicos sanitarios, da agricultura e agro-industriais. A atividade genotoxica
foi detectada mais nos descendentes do cruzamento HB, demonstram assim,
que as genotoxinas contidas nas aguas sado de acao indireta. As analises
quimicas das amostras de agua detectaram a presenca S, Cr e 6leos e graxas,
alguns dos quais sao considerados genotéxicos. Sugere-se gque o teste SMART
seja mais amplamente explorado como um método rapido, sensivel e de baixo

custo na avaliacdo da genotoxicidade de ambientes aquaticos naturais.
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Tabela | - Analises fisico-quimicas conduzidas durante as coletas feitas no Rio
Paraguai

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Setembro de 2003
Altura do nivel do Rio (m)* 1.72 1.72 1.72 1.72
pH 6.90 6.82 6.85 6.92
Temperatura da agua () 26.3 27.1 26.3 26.2
Condutividade elétrica 36 440 143 150
(uUS.cmb)
Oxigénio dissolvido ((mg.I") 7.18 *3.66 7.24 7.36
Turbidez (NTU)
Abril de 2004
Altura do nivel do Rio (m)* 3.64 3.64 3.64 3.64
pH 7.30 6.70 9.0 8.25
Temperatura da agua (C) 28.7 29.1 28.9 28.8
Condutividade elétrica 46 176 44 46
(uS.cmb)
Oxigénio dissolvido ((mg.I") 4,98 "1.42 *4.44 *4.60
Turbidez (NTU) 15 20 15 16
Agosto de 2004
Altura do nivel do Rio (m)* 1.38 1.38 1.38 1.38
pH 6.13 6.74 6.15 6.25
Temperatura da agua () 26.4 26.2 26.5 26.7
Condutividade elétrica 26 441 35 180
(uS.cm?)
Oxigénio dissolvido ((mg.I") 7.75 7.12 7.70 8.04
Turbidez (NTU) 13 21 12 25
Marco de 2005
Altura do nivel do Rio (m)* 3.84 3.84 3.84 3.84
pH 9.70 8.70 9.29 6.07
Temperatura da agua () 28.4 29.9 28.5 28.7
Condutividade elétrica 30 74 32 32
(uS.cm?)
Oxigénio dissolvido ((mg.I") “4.24 *2.67 “3.84 *4.35
Turbidez (NTU) 17 22 16 14

* Dados fornecidos pela Marinha do Brasil: Agéncia Fluvial de Caceres, MT —
Brasil



Tabela Il Resultados das andlises quimicas das amostras de 4gua feitas no Rio
Paraguai em agosto de 2004 e marco de 2005

Parametros analisados Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4

Coleta de agua: “Seca” (Agosto/2004)

Sulfetos (mg/L) Nd *13,6 *23,0 *92,9
Sélidos suspensos (mg/L) 105°C 52 152 184 148
Cromo (mg/L) 0,04 ©0,09 ©0,07 0,97

Coleta de agua: “Cheia” (Marco de 2005)

Sulfetos (mg/L) Nd *8,0 *13,0 *68,2
Sélidos suspensos (mg/L) 105°C 36 88 92 76
Cromo (mg/L) ©0,07 0,04 ©0,09 ©0,09
D.Q.O (mg/L) 8,0 81 85 44
D.B.O (mg/L) 5,0 46 47 25
Oleos e graxas (mg/L) #0,10 #0,70 #1,80 #0,90
Solidos sedimentados (mL/L) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

Nd = nao detectado
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Tabela Ill — Sumario dos resultados obtidos em Test
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He
apos tratamento de larvas com amostras de aguas sup

e mancha de asas em Drosophila melanogaster
terozigotos balanceados (BH) do Cruzamento Standart (ST)
erficiais do Rio Paraguai (Sitio 1), em Caceres - MT.

(SMART) em

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) dia  g. estatistico 2 Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh ©
m=2 m=5 m=>5 m=2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1 30 0,83 (25) 0,07 (02) 0,03 (01) 0,93 (28) 28
CPos 1 30 2,43 (73) + 0,20 (06) i 0,27 (08) + 290 (87) + 80
Set/2003 30 0,53 (16) - 0,07 (02) i 0,03 (01) i 0,63 (19) - 18
Abr/2004 30 0,73 (22) - 0,07 (02) i 0,00 (00) i 0,80 (24) - 23
CNeg 2 50 0,66 (33) 0,08 (04) 0,06 (03) 0,80 (40) 40
CPos 2 44 1,82 (80) + 0,18 (08) i 0,14 (06) i 2,14 (94) + 92
Ago/2004 40 0,80 (32) - 0,10 (04) i 0,05 (02) i 0,95 (38) - 37
Mar/2005 40 0,73 (29) - 0,20 (08) i 0,08 (03) i 1,00 (40) - 36

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -,
resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 8 = 0,05.

®Incluindo manchas simples fIr® raras.
‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o

gene mutante flr.

negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de



Tabela IV — Sumario dos resultados obtidos em Teste mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART) em
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He terozigotos balanceados (BH) do cruzamento Standart (ST)
apos tratamento de larvas com amostras de aguas sup  erficiais do Rio Paraguai (Sitio 2), em Caceres-M T

YAS]

Gendtipos  N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. esta tistico ® Total
e Coletas  Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)”® mwh ¢
m=2 m=>5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1 30 0,83 (25) 0,07 (02) 0,03 (01) 0,93 (28) 28
CPos 1 30 2,43 (73) + 0,20 (06) i 0,27 (08) + 2,90 (87) + 80
Set/2003 30 0,77 (23) - 0,10 (03) i 0,03 (01) i 0,90 (27) - 25
Abr/2004 30 0,73 (22) - 0,00 (00) i 0,07 (02) i 0,80 (24) - 24
CNeg 2 50 0,66 (33) 0,08 (04) 0,06 (03) 0,80 (40) 40
CPos 2 44 1,82 (80) + 0,18 (08) i 0,14 (06) i 2,14 (94) + 92
Ago/2004 47 0,85 (40) - 0,06 (03) i 0,00 (00) - 0,91 (43) - 42
Mar/2005 60 0,83 (50) - 0,05 (03) i 0,05 (03) i 0,93 (56) - 53

®Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliagdo de
resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a =3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchgs simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o
gene mutante flr”,
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Tabela V — Sumaério dos resultados obtidos em Teste mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART) em
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He  terozigotos balanceados (BH) do Cruzamento Standart (ST) apoés
tratamento de larvas com amostras de aguas superfic iais do Rio Paraguai (Sitio 3), em Caceres — MT

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) dia g. estatistico 2 Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ Manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)”® mwh ¢
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1 30 0,83 (25) 0,07 (02) 0,03 (01) 0,93 (28) 28
CPos 1 30 243  (73) + 0,20  (06) i 0,27  (08) + 290 (87) + 80
Set/2003 60 0,60 (36) - 0,15 (09) i 0,05 (03) i 0,80  (48) - 46
Abr/2004 50 0,98  (49) - 0,08  (04) i 0,04  (02) i 1,10  (55) - 50
CNeg 2 50 0,66  (33) 0,08  (04) 0,06  (03) 0,80  (40) 40
CPos 2 44 1,82  (80) + 0,18  (08) i 0,14  (06) i 2,14  (94) + 92
Ago/2004 40 0,65 (26) - 0,13  (05) i 0,03  (01) i 0,80 (32) - 31
Mar/2005 60 1,27 (76) + 0,10 (06) i 0,07 (04) i 1,43 (86) + 82
mwh/TM3
CNeg 1 20 0,40  (08) 0,00  (00) d 0,40  (08) 8
CPos 1 20 1,05  (21) + 0,056  (01) i 1,10 (22) + 22
Mar/2005 40 0,58 (23) i 0,08  (03) i 0,65 (26) i 26

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacio para a avaliagdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a =3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples fIr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas msanchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 nédo contém o gene
mutante flr”.
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Tabela VI — Sumaéario dos resultados obtidos em Teste mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART) em
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He  terozigotos balanceados (BH) do Cruzamento Standart (ST) apoés
tratamento de larvas com amostras de aguas superfic iais do Rio Paraguai (Sitio 4), em Caceres — MT

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. esta tistico @ Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ Manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh
m=2 m=5 M=5 m=2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1. 30 0,83 (25) 0,07 (02) 0,03 (01) 0,93 (28) 28
CPos 1 30 243  (73) + 0,20  (06) i 0,27 (08) + 2,90 (87) + 80
Set/2003 30 0,73 (22) - 0,13 (04) i 0,07 (02) i 0,93 (28) - 27
Abr/2004 30 1,03  (31) i 0,07  (02) i 0,00 (00) i 1,10 (33) - 31
CNeg 2 50 0,66  (33) 0,08  (04) 0,06 (03) 0,80  (40) 40
CPos 2 44 1,82  (80) + 0,18  (08) i 0,14 (06) i 2,14  (94) + 92
Ago/2004 29 2,69  (78) + 0,21  (06) i 0,03 (01) i 2,93  (85) + 84
Mar/2005 50 0,72 (36) - 0,04 (02) i 0,10 (05) i 0,86  (43) - 43
mwh/TM3
CNeg. 2 20 0,40  (08) 0,00  (00) d 0,40  (08) 8
CPos 2 20 1,05 (21) + 0,10 (02) i 1,15 (23) + 23
Ago/2004 25 0,32  (08) i 0,16  (04) i 0,48 (12) i 12

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo para a avaliagdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas m3anchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&do contém o gene
mutante flr®.
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Tabela VII — Sumario dos resultados obtidos em Test e mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART) em
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He  terozigotos balanceados (BH) do Cruzamento Alta Bio  ativacéo (HB)
apos tratamento de larvas com amostras de aguas sup  erficiais do Rio Paraguai (Sitio 1), em Caceres—- M T

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) dia  g. estatistico 2 Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ Manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)”® mwh ¢
m=2 m=>5 m=>5 m=2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1 30 1,40 (42) 0,17 (05) 0,07 (02) 1,63 (49) 51
CPos 1 30 12,80 (384) + 2,53 (76) + 2,47 (74) + 17,80 (534) + 486
Set/2003 30 1,80 (54) - 0,20 (06) i 0,13 (04) i 2,13 (64) - 62
Abr/2004 30 1,43 (43) - 0,13 (04) i 0,10 (03) i 1,67 (50) - 47
CNeg 2 50 1,86 (93) 0,08 (04) 0,02 (01) 1,96 (98) 98
CPos 2 50 7,68 (384) + 1,52 (76) + 0,70 (35) + 9,90 (495) + 480
Ago/2004 31 1,29 (40) - 0,10 (03) i 0,00 (00) i 1,39 (43) - 42
Mar/2005 40 1,65 (66) - 0,10 (04) i 0,05 (02) i 1,80 (72) - 68

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagéo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a =3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas msanchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene
mutante flr®.
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Tabela VIII — Sumario dos resultados obtidos em Tes te mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART) em
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He terozigotos balanceados (BH) do Cruzamento Alta
Bioativacdo (HB) apés tratamento de larvas com amos  tras de aguas superficiais do Rio Paraguai (Sitio 2 ), em
Céceres — MT

Gendtipos  N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. esta tistico ¢ Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh °
m =2 m=5 m=5 m =2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1 30 1,40  (42) 0,17  (05) 0,07 (02) 1,63 (49) 51
CPos 1 30 12,80 (384) + 2,53  (76) + 2,47 (74) + 17,80 (534) + 486
Set/2003 30 2,60 (78) + 0,27  (08) | 0,20 (06) i 3,07 (92) + 91
Abr/2004 30 1,60 (48) - 0,27 (08) | 0,03 (01) i 1,90 (57) - 56
CNeg 2 50 1,86  (93) 0,08  (04) 0,02 (01) 1,96 (98) 98
CPos 2 50 7,68 (384) + 1,52 (76) + 0,70 (35) + 9,90 (495) + 480
Ago/2004 40 4,10 (164) + 0,23  (09) | 0,15 (06) + 4,48  (179) + 164
Mar/2005 40 3,33 (133) - 0,23 (09) | 0,05 (02) i 3,60 (144) - 129
mwh/TM3
CNeg. 1 20 0,55 (11) 0,05  (01) d 0,60 (12) 12
CPos 1 20 7,05 (141) + 0,30  (086) | 7,35 (147) + 147
Set/2003 20 1,10 (22) + 0,05  (01) | 1,15 (23) + 23
CNeg 2 20 0,65 (13) 0,05  (01) d 0,70 (14) 14
CPos 2 20 4,95  (99) + 0,25  (05) | 520  (104) + 104
Ago/2004 40 0,83 (33) i 0,08  (03) | 0,90 (36) i 36

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacio para a avaliacdo de
resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples flr® raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. dApenas manchas simples mwh podem ser observadas
nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flr°.
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Tabela IX — Sumario dos resultados obtidos em Teste

mancha de asas em Drosophila melanogaster

(SMART) em

descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) e He terozigotos balanceados (BH) do Cruzamento Alta Bio  ativacao
(HB) apés tratamento de larvas com amostras de dgua s superficiais do Rio Paraguai (Sitio 3), em Cacere s-MT
Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) dia  g. estatistico 2 Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ Manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh ©
m=2 m=5 m=>5 m=2 (n)
mwh/flr 3
CNeg 1 30 1,40 (42) 0,17 (05) 0,07 (02) 1,63 (49) 51
CPos 1 30 12,80 (384) + 2,53 (76) + 247 (74) + 17,80 (534) + 486
Set/2003 30 3,23 (97) + 0,47 (14) + 0,13 (04) i 3,83 (115) + 102
Abr/2004 30 2,50 (75) + 0,27 (08) i 0,13 (04) i 2,90 (87) + 81
CNeg 2 50 1,86 (93) 0,08 (04) 0,02 (01) 1,96 (98) 98
CPos 2 50 7,68 (384) + 1,52 (76) + 0,70 (35) + 9,90 (495) + 480
Ago/2004 35 1,71 (60) - 0,20 (07) i 0,06 (02) i 1,97 (69) - 72
Mar/2005 40 2,68 (107) - 0,15 (06) i 0,03 (01) i 2,85 (114) - 108
mwh/TM3
CNeg. 1 20 0,55 (11) 0,05 (01) d 0,60 (12) 12
CPos 1 20 7,05 (141) + 0,30 (06) i 7,35 (147) + 147
Set/2003 20 0,45 (09) - 0,00 (00) i 0,45 (09) - 9
Abr/2004 40 1,08 (43) + 0,05 (02) i 1,13 (45) + 45

Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliacio de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.
“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos
individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr°.
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Tabela X — Sumario dos resultados obtidos em Teste mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART) em
descendentes Trans-heterozigotos marcados (MH) do C  ruzamento de Alta Bioativacédo (HB) apds tratamento de larvas
com amostras de aguas superficiais do Rio Paraguai (Sitio 4), em Céaceres - MT

Gendtipos  N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. esta tistico ¢ Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)”® mwh ¢
m =2 m=5 m=5 m =2 (n)
mwh/fir 3
CNeg 1. 30 1,40  (42) 0,17  (05) 0,07  (02) 1,63  (49) 51
CPos 1 30 12,80 (384) + 2,53  (76) + 247  (74) + 17,80 (534) + 486
Set/2003 30 2,60 (78) + 0,47 (14) + 0,20 (06) i 3,27 (98) + 93
Abr/2004 30 2,73  (82) + 0,17  (05) i 0,07  (02) i 2,97  (89) + 74
CNeg 2 50 1,86 (93) 0,08 (04) 0,02 (01) 1,96 (98) 98
CPos 2 50 7,68 (384) + 1,52  (76) + 0,70  (35) + 9,90 (495) + 480
Ago/2004 31 3,03 (94) + 0,32 (10) + 0,10 (03) i 3,45 (107) + 103
Mar/2005 49 3,57 (175) + 0,08  (04) i 0,06  (03) i 3,71 (182) + 181

®Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacido para a avaliagdo de
resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a =3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchgs simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o
gene mutante flr”,
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Tabela XI- Sumério dos resultados obtidos em Teste mancha de asas em Drosophila melanogaster (SMART)
em descendentes Heterozigotos balanceados (BH) do Cruzamento de Alta Bioativacdo (HB) apos tratamento
de larvas com amostras de aguas superficiais do Rio Paraguai (Sitio 4), em Céaceres - MT

Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag.

Genotipos N. de estatistico ? Total
e Coletas Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh ¢
m=2 m=5 M=5 m=2 (n)
mwh/TM3
CNeg 1 20 0,55 (12) 0,05 (01) d 0,60 (12) 12
CPos 1 20 7,05 (141) + 0,30 (06) i 7,35 (147) + 147
Set/2003 40 0,58 (23) i 0,05 (02) i 0,63 (25) i 25
Abr/2004 40 0,75 (30) i 0,05 (02) i 0,80 (32) i 32
CNeg 2 20 0,65 (13) 0,05 (01) d 0,70 (14) 14
CPos 2 20 4,95 (99) + 0,25 (05) i 520 (104) + 104
Ago/2004 40 0,70 (28) i 0,00 (00) i 0,70  (28) - 28
Mar/2004 40 0,68 (027) - 0,05 (02) i 0,73 (29) - 29

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagéo para a avaliagéo
de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a =3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples fIr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo
contém o gene mutante flr’.
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RESUMO

Para avaliar a qualidade da agua do Rio Paraguai no trecho da cidade de
Céceres, localizada a margem esquerda do Rio, a 210 Km da capital Cuiaba, no
Estado de Mato Grosso (Brasil), foi utilizado o Teste de Micronucleos em Peixes
(TMNP) e analises quimicas. O Rio Paraguai é o principal tributario da Bacia do
Alto Paraguai, nasce no interior do Estado de Mato Grosso (Brasil), na regidao do
Planalto dos Parecis, segue em direcdo ao sudoeste, cujas aguas fluem ao
Pantanal. No trecho estudado, as aguas do Rio sofrem diretamente ou
indiretamente varias acfes antropogénicas. Foram coletados sangues periféricos
dos peixes em abril e agosto de 2004, portanto, em periodo de cheia e seca,
respectivamente, nos sitios onde sdo jogados: 1)- a montante ao perimetro
urbano, usado como referéncia. 2) Cérrego Sangradouro (perimetro urbano,
efluentes sanitarios) 3)- efluentes de curtume (grande porte). O Sitios 3 situa-se a
jusante ao perimetro urbano. Foram coletados Pimelodus maculatus nos sitios 1,
2 e 3 nos periodos de cheia e seca; e Leporinus friderici nos pontos 1 e 3, apenas
no periodo de seca. Foram analisados nas aguas e sedimentos do rio: sulfetos,
sélidos suspensos, cromo (Cr), 6leos e graxas, demanda bioquimica de oxigénio,
demanda quimica de oxigénio, sélidos sedimentados. Os resultados mostram que
em todos os sitios foram encontrados Cr; e sulfetos nos Sitios 2 e 3, e 0leos e
graxas também nos trés sitios, cujos valores estdo acima do permitido pela
legislacdo brasileira vigente. Os dados demonstraram aumentos estatisticamente
significativos nas frequéncias de micronucleos (MN) nas células vermelhas do
Pimelodus maculatus nos Sitio: 2 e 3, quando comparados com os do sitio 1; e
também demonstraram aumentos, estatisticamente significativos, nas frequéncias
de MN nas células vermelhas do Leporinus friderici do sitio 3, quanto comparados
com os do sitio 1. Portanto, os resultados constataram aumentos significativos
tanto no periodo de cheia quanto de seca, demonstrando assim, que as aguas do
Rio Paraguai, no trecho de Céceres, estdo recebendo efluentes genotoxicos, os
quais podem estar associados a presenca de metais pesados (Cr), sulfetos, 6leos

e graxas e/ou outras substancias quimicas.

Palavras-chave: Cromo; sulfeto; Rio Paraguai; Ambiente Aquatico.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial e urbanizacdo acentuada ao longo de margens
de rios e beira-mar tém introduzido na agua, grandes quantidades de diversas
substancias biologicamente ativas, inclusive milhares de compostos quimicos
organicos e inorganicos - xenobioticos (Bresler et al., 1999). Assim, poluicdo tem
sido a maior preocupacao em areas urbanas. Devido ao seu significado biologico, a
genotoxicidade destas substancias demonstra ser o foco principal da avaliagcdo de
poluicdo, principalmente devido a crescente complexidade do ambiente quimico em
gue 0s organismos estdo expostos (Pra et al., 2005).

A origem da atividade ecotoxicolégica no ambiente esta relacionada a
descarga industrial, a domeéstica, a contaminacdo por produtos agricolas ou ainda a
produtos naturais potencialmente reativos (Vargas et al., 2001). Ecossistemas
aguaticos inclusive coérregos, rios, lagos, e estuarios tém sido alvo de crescentes
acOes antropogénicas. Organismos aquaticos recebem acbes de variados e
numerosos estressores induzidos naturalmente e pelo homem, que agem
espacialmente e temporalmente (Adams e Greeley, 2000).

Desta forma, o ambiente aquatico tem sido um depdésito de tipos diferentes
de descargas antropogénica, principal acdo para 0 aumento da contaminacao
xenobidtica, produzidas por misturas complexas e desconhecidas (Lemos e
Erdtmann, 2000). Os cursos de aguas tém sido frequentemente usados para
transportar produtos residuais para longe do local de producdo e descarga.
Infelizmente, os produtos residuais transportados séo frequentemente toxicos, e a
presenca deles pode degradar seriamente o habitat de rios, lagos, portos ou
corregos (White e Rasmussen, 1998). Contaminantes ambientais pode afetar
sistemas genéticos a uma variedade de niveis de organizacao biolégica (Bickham et
al., 2000). Estresses xenobibticos de ecossistemas naturais causam doencgas nas
biotas selecionadas, aumentando a letalidade que freqlientemente conduz a
extincdo do organismo mais sensivel e o dominio de mais resistente e organismos

oportunistas (Bresler et al., 1999).

Muitas espécies animais podem ser usadas como bioindicadores, para testar
os efeitos de algumas substancias quimicas em linhagens de laboratorio, ou para

avaliar populacdes naturais na investigacdo da presenca de poluicdo no
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ecossistema (Cristaldi et al., 2004). O peixe € um modelo adequado e muito
utiizado como bioindicador de genotoxicantes no meio aquatico (Al-Sabti e
Metcalfe, 1995; Minissi et al., 1996, Grisolia e Starling, 2001), devido sua habilidade
para metabolizar xenobiotico e acumular contaminantes (Grisolia e Cordeiro, 2000).
Amostras de sangue periférico sdo apropriadas e suficientes para projetos de
biomonitoramentos, pois permitem colecionar varias amostras do mesmo individuo,
sem ter que sacrificar o animal (Nepomuceno et al., 1997, Palhares e Grisolia,
2002).

Dentre as técnicas para detectar efeitos genéticos e genotdxicos em peixe, 0
Teste de Micronucleos em Peixes (TMNP) é freqliientemente usado, visto que é
relativamente facil para adaptar as espécies (Cavas e Ergene-Goziikara, 2005a). O
TMNP é uma potente ferramenta no biomonitoramento in situ para detectar agentes
genotoxicos em varios estudos, é aplicavel em peixe de agua doce e salgada
(Hayashi et al., 1998), assim, é extremamente usado para monitorar compostos
genotoxicos em ecossistemas de agua doce e salgada (Grisolia et al., 2005). Além
de micronucleos (MN), células binucleadas e anormalidades nucleares geralmente
sejam indicadores de genotoxicidade em peixe e podem complementar a contagem
de MN em pesquisas de genotoxicidade (Ayllon et al.,, 2000; Cavas e Ergene-
GoOzukara, 2005a).

A cidade turistica de Caceres, localizada a margem esquerda do Rio
Paraguai, ao sudoeste do Estado de Mato Grosso (Brasil), como todas as cidades
beira-rio, apresenta desequilibrios ambientais, devido as consequéncias de ac¢des
antropogénicas como o lancamento de efluentes dos esgotos sanitarios e agro-
industriais (efluentes de frigorifico, curtume, laticinio), turismo, impactos provocados
pela hidrovia Paraguai-Parana, e o Festival Internacional de Pesca (FIP), maior
campeonato de pesca de agua doce do mundo, realizado anualmente, que tem
afetado a qualidade das aguas do rio temporalmente e espacialmente. De acordo
com locca (2000), crescimento desordenado da regido urbana e no entorno,
motivado pela expansdo das atividades agropecuarias e expansao urbana, tem
provocado impactos ambientais com reflexos diretos na qualidade de vida da

populacao.

O Rio Paraguai é o principal tributario da Bacia do Alto Paraguai (Assine e

Soares, 2004). Suas aguas fluem ao longo do lado ocidental do Pantanal,
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colecionando agua de vérios tributarios, como também de contribui¢cdes difusas da
planicie inundavel (Hamilton et al., 1997). O Rio Paraguai nasce na regido do
Planalto dos Parecis, o grande divisor de aguas entre a bacia Amazonica e Platina,
no Estado de Mato Grosso, drenando as regibes de depressdo e planicie do
pantanal mato-grossense, em direcdo ao Paraguai e Argentina. Nesse percurso, 0
rio Paraguai drena diversos ambientes e formacdes vegetais variadas,
desenvolvendo-se em uma regido com grande riqueza e diversidade de espécies
vegetais e animais. A bacia do Alto Paraguai reveste-se de grande importancia no
contexto estratégico da administracdo dos recursos hidricos do Brasil, da Bolivia e
do Paraguai, que a compartem. A Bacia inclui o Pantanal, uma das maiores
extensdes de areas alagadas do planeta, com 147.574 km?, e é o elo de ligagéo
entre o Cerrado do Brasil e o Chaco da Bolivia e do Paraguai (FEMA, 2003).

Diante disto, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade das aguas
do Rio Paraguai, em periodo de cheia e seca, no trecho de Caceres, pelo TMNP
empregado nas espécies Pimelodus maculatus e Leporinus friderici, bem como,

analises quimicas de aguas e sedimentos.
MATERIAL E METODOS
Coletas:

Sitios selecionados e periodos de coletas

Caceres € uma cidade localizada no Estado de Mato Grosso, a 210 Km da
Capital Cuiaba, a margem esquerda do Rio Paraguai, coordenadas 16°11'42”
latitude sul e 57°40’51’ longitude oeste (www.caceres.mt.gov.br).

As coletas foram realizadas em abril e agosto de 2004, sendo periodo de
cheia e seca, respectivamente. Assim os locais escolhidos foram baseados nos
niveis aparentes de poluicdo mais criticos (Cavas e Ergene-Gozukara, 2005b). Os
escolhidos foram os de liberacdo de efluentes de: 1) - a montante ao perimetro
urbano, usado como referéncia, situa-se a 1.200 metros a montante do sitio dois; 2)
- Corrego Sangradouro, que desagua na Baia do Malheiros (Rio Paraguai),
perimetro urbano, efluentes sanitarios de diferentes fontes; cuja coordenada
geografica de localizacdo € S 16°03'40,9" W 57° 41'19,7"; 3) - curtume de grande
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porte; situa a 11.500 metros a jusante do sitio dois. A Figura 1 mostra a localizagéo
dos sitios de coletas em relacdo a cidade de Caceres — MT.

Dados fisico-quimicos obtidos  in loco, em cada coleta.
Foram coletados os dados de altura do nivel aguas do Rio, pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, condutibilidade elétrica e turbidez das duas

coletas, em todos os sitios selecionados.

Espécimes: escolha, coletas, preparacdo das laminas e andlises .

Foram escolhidas as espécies: 1) Pimelodus maculatus (Pimelodidae),
conhecida como mandi ou bagre, por apresentar ampla distribuicdo geografica,
sendo restrita aos sistemas fluviais da América do Sul e alimentagéo onivora.
Nesta espécie, foram verificados os efeitos de alguns ions de metal no sangue e
figado de Pimelodus maculatus (Rodrigues et al.,, 1989). P. maculatus foi
empregado como bioindicador da qualidade da agua e tanto para as enzimas do
estresse oxidativo como a atividade da Na+k+ATPase branquial, sangue série
branca e vermelha, histopatologia, etc; essa espécie tem respondido as
alteracdes na qualidade da &gua (Sakuragui et al., 2007). 2) Leporinus friderici
(Anostomidae), conhecida como piau, também restrita a América do Sul,
amplamente distribuida pela regido, apresenta plasticidade alimentar. Esta
espécie demonstrou ser bom bioindicador de bioacumulagdo de mercurio
provenientes de acdes antropogénicas (Dorea et al., 2006).

As duas espécies foram coletadas simultaneamente. Foram coletados 25
exemplares Pimelodus maculates no periodo de cheia do rio; 31 no periodo de
seca nos trés sitios de estudo. O tamanho destes animais variou entre 20 + 5 cm.
Foram também coletados 15 exemplares de Leporinus Friderici no periodo de
seca em dois sitios. O Tamanho destes variou entre 26 £ 5 cm. No total foram
analisadas 288.000 células vermelhas do sangue em 71 animais, conforme
Tabela lll.

Para padronizar as condicdes das amostras nas caracteristicas fisico-
guimicas in loco, as coletas de amostras de aguas e sedimentos, para analises

guimicas, e de peixes, foram realizadas em apenas um dia na cheia e outro na
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seca. Devido a isto, teve-se dificuldade na obtencdo dos espécimes estudados

em todos os sitios, 0 que proporcionou uma amostragem reduzida.

Peixes foram capturados em até um raio de 20 metros do marco de cada
sitio, por meio do modo tradicional de pesca com isca e anzol. Apdés, foi retirado
sangue periférico na artéria branquial, conforme descrevem Nepomuceno et al.
(1997), por meio de seringa estéreis (para insulina), sendo uma para cada animal,
previamente heparinizada com liguemine (heparina sodica - 25000 U.l./ 5 mL,
Roche — Basiléia - Suica). Imediatamente foram realizados os esfregacos, que
foram secas ao ar por 24 horas (Grisolia e Starling, 2001). A seguir, as células
foram fixadas com metanol absoluto, por dez minutos. As laminas foram
submetidas ao processo de coloracdo com Giemsa e tampéao fosfato (pH - 6,8) na
proporcao de 1:20, durante 10 minutos, e, apds, enxaguadas com agua destilada
e secadas ao ar. Foram preparadas 4 laminas para cada animal. Foram
analisados 4.000 células vermelhas do sangue por animal em microscopio de luz
(aumento de X 1000 magnificacdo), analisadas, conforme Schmid (1975).
Escolheu-se registrar somente microndcleos (MN) formados e células binucleadas
(CB). As células binucleadas foram as que tinham dois nucleos de mesmo
tamanho e coloracdo (como propde Ayllon et al.,, 2000; Cavas e Ergene-
Gozlkara, 2005a). Os critérios para identificacdo das células vermelhas do
sangue de peixe micronucleados: particulas nucleares que deveriam ser menores
e do mesmo tamanho, completamente separadas do nucleo principal; néo-
refrataria; com mesma forma, coloracdo e intensidade do nucleo da célula e,
dentro do citoplasma celular. As frequéncias das células micronucleadas e

binucleadas (que foram poucas) foram computadas em conjunto.

Andlises quimicas

Foram coletados aguas e sedimentos dos sitios de estudo. A seguir, as
amostras de agua foram acidificadas e resfriadas; e as de sedimentos foram
congeladas. As andlises quimicas foram realizadas no Laboratério de
Quimica/IQ/UFU, Minas Gerais, Brasil.
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Analise estatistica

As frequéncias de micronucleos expressas nas células vermelhas do
sangue dos peixes P. maculatus e L. friderici dos Sitios 2 e 3 foram comparadas
com as dos Sitio 1 (referéncia) pelo Teste U de Mann-Whitney , teste nao

paramétrico, com niveis de significancia de a = 0,05.

RESULTADOS

Das caracteristicas fisico-quimicas coletadas in loco, houve variacdo em
todos os parametros de um sitio para outro no mesmo periodo de coleta, sendo
que cada um teve sua identidade especifica, exceto a temperatura que teve uma
variacdo minima de um sitio para outro. De um periodo de coleta a outro, em
todos os sitios, houve variacdo quanto a altura do nivel do rio, pH, temperatura,
condutividade elétrica e turbidez. Os valores do oxigénio dissolvido, s6 nao
variaram entre os sitios no periodo de cheia, onde os valores dos sitios foram bem
proximos, conforme Tabela I.

Os resultados das andlises quimicas das aguas e sedimentos de cada sitio
estdo demonstrados na Tabela Il. Verifica-se a deteccdo de cromo (Cr) em aguas
e sedimentos de todos os Sitios, inclusive no Sitio 1 (referéncia), exceto na
amostra de sedimento da coleta na cheia que apresentou Cr somente no Sitio 3.
Foi detectado também sulfetos nas aguas dos Sitios 2 e 3, em todas amostras de
sedimentos do Sitio 3. além de 6leos e graxas nos sedimentos de todos os sitios,
excetos na coleta de cheia do sitio 3.

Os resultados do TMNP estdo demonstrados na Tabela lll. Verifica-se que
as frequéncias de MN em células vermelhas de P. maculatus foram aumentadas
significativamente nos Sitios 2 e 3, quando comparadas com o sitio 1, tanto na
coleta na cheia quanto na seca (P <0.01). Houve também aumentos,
estatisticamente significativos, na indugcdo de MN do L. friderici coletados no Sitio

3, quando comparado com os individuos coletados no sitio 1 (P <0.01).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Pela legislacdo brasileira (CONAMA, 2005), para aguas de rio de classe 2,
como é o caso do Rio Paraguai, é permitido valores de oxigénio dissolvido = 5
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mg/L; < 0,002 mg/L de sulfeto (S); < 0,05 mg/L de cromo (Cr) e 6leos e graxas
virtualmente ausentes.

Foram verificadas diferencas significativas quanto as caracteristicas fisico-
guimicas (Tabela I) in loco e analises quimicas (Tabela Il), entre os periodos de
cheia e secas. Ecossistemas sujeitos a altos niveis de poluicdo sdo geralmente
expostos a outros danos antropicos tais como: flutuacbes do fluxo de agua,
oscilacbes térmicas, niveis altos de suspensos em agua, baixa oxigenacao, etc.
(Sanchez-Galan et al., 1998). Os valores contidos na tabela | obedecem a
legislacdo, exceto o “oxigénio dissolvido, cujos valores estdo abaixo,
especialmente no periodo de cheia (abril). Quanto aos valores contidos na tabela
Il tanto no sedimento quanto na agua de: * sulfetos; © cromo e *6leos e graxas
estdo fora do permitido pela legislacdo brasileira. Desta forma, os efluentes
recebidos pelas aguas do rio Paraguai estdo alterando a qualidade daquele
ambiente aquatico.

Em geral, as freqiéncias de micronucleos em peixes sdo mais altas nas
estacbes mais quentes, especialmente no verdo (Cavas e Ergene-Goézikara,
2005b). Assim é possivel também, que o aumento da freqiéncia de microndcleos
demonstrada no presente estudo seja devido a diferencas sazonais (cheia e
seca), como propde Hayashi et al. (1998) e Cavas e Ergene-Gozukara (2005b).
Um dos fatores sazonais mais importantes que pode afetar as freqiiéncias de MN
€ a temperatura da agua. Porque peixes sdo animais pecilotérmicos e o
metabolismo deles é altamente dependente da temperatura ambiental. No estudo
presente, ao comparar as frequéncias de MN induzidos no P. maculatus coletados
nos sitios 1, 2 e 3 no periodo de cheia (outono) e de seca (inverno), verifica-se
diferencas sazonais (Tabela Ill). Os valores das frequéncias sado, estatisticamente,
mais altos no periodo de seca, provavelmente porque 0s poluentes estdo mais
concentrados, além de outros fatores, assim como relatados no estudo de Cavas
e Ergene-Gozikara (2005b).

A toxicidade do Cr depende do estado de oxidacdo em que € lancado no
efluente. As formas Cr (lll) e Cr (VI) sdo comumente encontradas no ambiente, e a
oxidacédo de Cr (lll) em Cr (VI) e vice-versa pode ocorrer naturalmente no meio
aguoso, mas a forma hexavalente, geralmente é em menor concentracao. Cr () é

bastante instavel e rapidamente € oxidado para Cr (lll), enquanto que o Cr
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elementar (O) também é oxidado a Cr (lll). Nos efluentes de curtumes
predominam os compostos de Cr (lll), que dependendo de alguns parametros
caracteristicos do corpo d’agua receptor, acredita-se que a oxidacao de Cr (lll) a
Cr (VI) possa ser favorecida (Seigneur e Constantinou, 1995). Assim, deve-se
considerar a possibilidade de descargas com ions Cr (lll), mesmo ndo sendo tao
nocivos, induzirem efeitos toxicos, quando em elevadas concentracoes.

O aumento do nivel de inducdo de MN em eritrécitos por Cr (lll), é
determinado pela concentracdo da dose e o tempo de exposicao (Al-Sabti et al.,
1994). De acordo com Cavas e Ergene-Gozikara (2005b), absorcao lenta de Cr
(Il1) encontrada em efluente b tem causado aumentos significativos, nas
alteracdes genéticas, apenas em altas concentracdes e com longa duracdo de
exposicao. Em contraste, nos estudos de Graf et al. (1992), o cloreto de Cr (lll)
nao demonstrou genotoxicidade em asas de Drosophila melanogaster pelo
SMART. Provavelmente esta contradi¢cdo foi devida ao SMART ser um teste de
curta duracao, ou seja, o periodo de exposicao foi curto. Sendo assim, € possivel
que o Cr encontrado no Sitio 4, em nossa avaliacdo quimica, seja o Cr (lll), pois,
em estudos realizados pelos mesmos autores desta pesquisa (dados ainda nao
publicados), foi constatado que o Cr, encontrado nas aguas do Sitio 1, ndo induziu
genotoxicidade em asas de Drosophila melanogaster pelo Teste SMART, assim
como ocorreu nos estudos de Graf et al. (1992).

No entanto, os efeitos genotoxicos do Cr (VI) e (lll) foram verificados em
eritrocitos de Carassius auratus gibelio, pelo teste de micronucleos (Al-Sabti et al.,
1994). O Cr tem o potencial para induzir quebra cromossomica (efeito
clastogénico) e perdas cromossomicas (efeitos aneugénicos), resultando em
aberracdes cromossémicas, formacdo de micronucleos e células binucleadas
(Matsumoto et al., 2006). O Cr (VI) é altamente toxico em hepatocitos de peixe-
vermelho (Krumschnabel e Nawaz, 2004), € carcinbgeno em peixes (Cavas e
Ergene-Gdziukara, 2005b), e potente carcinébgeno em células de pulmao humano
(Wise et al., 2004), Cr (VI) é citotoxico e genotdxico para células epiteliais de
pulmdes humanos (Wise et al., 2006). Graf et al. (1992) demonstraram que o
oxido de Cr (VI) foi altamente genotoxico em tratamentos crénicos e agudos em
teste SMART de asas de Drosophila melanogaster, e que mais de 90% das

manchas induzidas foram devidas a eventos recombinogénicos mitoticos.
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Foi detectado sulfetos nos Sitios 2 e 3. Diéxido de enxofre (SO;) e seus
hidrato bissulfito (HSO3) e sulfito (SOs?) demonstraram genotoxicidade em
linfécitos humanos e outros mamiferos. O bissulfito € um agente genotoxico em
moléculas de DNA, em células de animais e de planta (Yi e Meng, 2003).
Derivados de diéxido de enxofre (SO;), como mistura de sulfito de sédio e
bisulfito, induziram atividade genotdxica em ratos, com acgdo tdxica sistémica
(Meng et al.,, 2004). O metabissulfito de soédio (SMB) induziu aberracdes
cromossOmicas (quebra de cromatides e de cromossomos), e troca de cromatides
irmas em todas as concentragfes estudadas, com dose dependente, em linfécitos
humanos (Renctiizogullari et al., 2001).

Veiculos com motores a diesel e a gasolina sdo também fontes de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) (Oros e Ross, 2004; Shama et al.,
2007). A toxicidade petroquimica crénica € associada com fragbes de gasolina
(WSF) soluvel em agua (Paixao et al., in press), que geralmente é atribuida a
presenca de PAHs mono-aromaticos (Durako et al., 1993; Masten et al., 1994;
Baird, 2002; Paixao et al., in press). Nitrocompostos contribuem para a atividade
mutagénica de PAHs (Vargas et al., 1998). O PAHs representa uma classe de
promutagenos (Frolich e Wirgler, 1990; Missini et al., 1998), pode aumentar a
taxa proliferativa e a probabilidade de fixagdo de mutacdes (Andrysik et al., 2007),
potente carcinogénico em varias espécies animais, inclusive para células
humanas (Boland et al., 1998; Delgado-Rodriguez et al., 1995; Kuljukka-Rabb et
al.,, 2001; Zhao et al.,, 2003). Assim, para a genotoxicidade apresentada no
presente estudo, deve-se considerar também a acdo de 6leos e graxas citadas na
tabela 2.

Desta forma, a genotoxicidade detectada no presente estudo, pode ter sido
induzida pelo Cr e/ou sulfetos detectados e/ou 6leos e graxas (conforme Tabela
II), ou ainda, por outros componentes ndo analisados nas aguas do rio. Pois,
aguas fluviais sdo misturas complexas (Minissi et al., 1996) e efluentes industriais
e agua de superficie também sdo misturas complexas (Reifferscheid e Grummt,
2000; Lima et al.,, 2007), que sao compostas por milhares de componentes
individuais, que podem interagir de forma aditiva, sinergistica ou antagonica
(Lemos e Erdtmann, 2000; Vargas et al., 2001; Fent, 2003; Horn et al., 2004). Mas

Falta a compreenséo da interacdo dos toxicantes entre si, e deles com 0s outros
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componentes dos efluentes (White, 2002; Fent, 2003; Hewitt e Marvin, 2005).
Assim, a previsdo de toxicidade através das andlises quimicas de substancias
isoladas pode fornecer dados pouco precisos quanto ao efeito genotoxico de
misturas complexas, sobre os organismos vivos (Vargas et al., 2001). Também, é
muito dificil identificar substancias quimicas especificas como uma resposta
genotéxica em amostras ambientais, porgue poucos componentes presentes
estdo em concentracfes altas (Stahl, 1991). Assim sendo, a causa de dano
genético ndo pode ser atribuida a um Udnico agente especifico devido a
constituicdo da mistura complexa (Donbak et al., 2005).

Diferentes espécies de peixe podem responder de modos completamente
diferentes a um determinado agente genotoxico. Dependendo do agente toxico e
das espécies, os comportamentos de taxas de micronucleos podem exibir
variacdes significantes, provavelmente relacionados a farmacocinética das drogas
usadas e a velocidade do ciclo hematopoiético (Palhares e Grisolia, 2002). Existe
sensibilidade diferencial em peixe, quanto a inducdo de micronucleos, algumas
espécies de peixe podem servir como mais sensiveis sentinelas que outros na
avaliacdo de contaminantes genotoxicos (Pantaledo et al., 2006). Desta maneira,
ao comparar as taxas de MN induzidas nas células vermelhas do sangue de P.
maculatus no Sitio 1 e 3 no periodo de seca com as das células vermelhas do
sangue de L. friderici, do mesmo periodo, verifica-se maior taxa, 0 que provou que
a espécie P. maculatus foi mais sensivel (Tabela Ill).

A avaliacdo das aguas do Rio Paraguai no trecho de Caceres realizada
neste estudo estd fundamentada na aplicagdo do TMNP, associada a analises
quimicas para alguns parametros, selecionadas pelos possiveis tipos de efluentes.
Devido os Sitios 1 e 2 ser a montante do sitio 3 (curtume), ou seja, acima da
principal fonte de poluicdo de 4gua por Cr, sugere-se que outros estudos sejam
realizados para descobrir as fontes de Cr, sulfetos, bem como dleos e graxas
encontrados, tendo em vista que de acordo com Buss et al. (2003), efluentes
mesmo estando dentro das normas legais, podem degradar as inter-relacdes
biolégicas

Conclui-se que o TMNP foi efetivo na avaliacdo in situ das aguas do Rio
Paraguai, no trecho de Caceres. As espécies Pimelodus maculatus e Leporinus
friderici demonstraram ser bons bioindicadores de genotoxicidade, sendo o P.
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maculatus mais sensivel, e que estas aguas estdo recebendo efluentes

genotoxicos, sendo o Sitio 3, o mais critico, seguido do Sitio 2.
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Tabela | - Analises fisico -quimicas conduzidas durante as

coletas feitas no Rio Paraguai

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3

Abril de 2004 (Cheia)

Altura do nivel do rio (m)* 3.64 3.64 3.64
pH 7.30 6.70 8.25
Temperatura da agua () 28.7 29.1 28.8
Condutividade elétrica 46 176 46
(uS.cm?)

Oxigénio dissolvido ((mg.I") *4.98 *1.42 *4.60
Turbidez (NTU) 15 20 16
Agosto de 2004 (seca)

Altura do nivel do rio (m)* 1.38 1.38 1.38
pH 6.13 6.74 6.25
Temperatura da agua () 26.4 26.2 26.7
Condutividade elétrica 26 441 180
(uUS.cmb)

Oxigénio dissolvido ((mg.I") 7.75 7.12 8.04
Turbidez (NTU) 13 21 25

* Dados fornecidos pela Marinha do Brasil: Agéncia Fluvial de

Céaceres, MT — Brasil
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Tabela Il - Resultados das analises quimicas das amostras de
agua e sedimento feitas no Rio Paraguai em abril e  agosto de
2004

Parametros analisados Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3

Agosto de 2004 (Agua)

Sulfetos (mg/L) Nd *13,6 *92,9
Solidos suspensos (mg/L)

105°C 52 152 148
Cromo (mg/L) 0,04 ©0,09 0,97

Abril de 2004 (Sedimento)

Sulfetos (ppm) Nd Nd *31,42
Cromo (ppm) Nd Nd 5.4
Matéria organica (%) 0,12 4,22 Nd
Oleos e graxas (ppm) 0,05 0,19 Nd

Agosto de 2004 (Sedimento)

Cromo (ppm) ©3,9 6,9 6,0
Sulfetos (ppm) Nd Nd *80,4
Matéria Organica (%) 0,06 5,19 1,30
Oleos e graxas (ppm) 0,05 2,95 5,74

Nd = ndo detectado
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T6

Tabela lll - Frequéncias de células micronucleadas (CMN) e microndcleos (MN) em eritrocitos periférico s de Pimelodus
maculatus e Leporinus friderici coletados no Rio Paraguai, no trecho da cidade de Céaceres — MT, em abril e agosto de
2004

Espécies/coletas/Sitios N°. de Totalde Totalde MN  Total de X (%) £ SD
individuos células CMN MN CMN

Pimelodus maculatus

Abril de 2004

Sitio 1 (Referéncia) 10 40.000 105 103 0.105+2.41 0.103+2.41
Sitio 2 4 16.000 86 84 0.215 + 1,65* 0.210 £ 1,22*
Sitio 3 11 44.000 249 249 0.226 + 6,30* 0.221 + 6,33*
Agosto de 2004

Sitio 1 (Referéncia) 11 44.000 147 141 0.133 +4.18 0.137 +5,40
Sitio 2 10 40.000 270 258 0.270 + 8.01* 0.258 + 6,70*
Sitio 3 10 40.000 313 307 0.315 + 7,60* 0.305 + 8,38*

Leporinus friderici

Agosto de 2004
Sitio 1 (Referéncia) 4 16.000 38 38 0.095 + 1,80 0.095 + 1,80
Sitio 3 11 44.000 274 270 0.249 + 4.01* 0.245 + 4.09*

* Diferenca significativa quando comparado com o referéncia (Sitio 1) de acordo com o Teste U (Mann-Whitney), com nivel de
significancia a = 0,05.
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Abstract:

The genotoxic activity of surface water samples from four sites along the Paraguay
River, near Caceres, Mato Grosso State, Brazil, was investigated using the
Drosophila melanogaster Somatic Mutation and Recombination Test (SMART).
Effluents from sanitary sewers and agroindustrial effluents (residual effluents from
slaughterhouses, leather tanneries, and dairies) flow into the Paraguay River, and
directly or indirectly contaminate water from sampling Sites 1-3; Site 4 was an
upriver reference site that received no domestic or agroindustrial discharges.
Water was collected at 4 time periods, September 2003 and August 2004 (periods
of low water or drought), and April 2004 and March 2005 (periods of high water or
flood). Chromium concentrations above statutory limits were detected at Sites 1-3
(August 2004), and Sites 1, 2 and 4 (March 2005). Sulfur compounds were also
detected for Sites 1-3. The SMART performed using standard (ST) cross flies
detected genotoxic responses in only two samples, the August 2004 Site 1 sample
and the March 2005 Site 2 sample. Many more samples were positive using high
bioactivation (HB) cross flies: Site 1 (all collection periods), Site 2 (September
2003 and April 2004), and Site 3 (September 2003 and August 2004). Mutant
frequency comparisons between marker-heterozygous and balancer-heterozygous
flies from the HB cross indicated that the positive genotoxic responses for the Site
2 (April 2004) and Site 3 (September 2003) samples were due mainly to mitotic
recombination. Our findings indicate that the section of the Paraguay River within

the urban perimeter of Caceres is contaminated with genotoxic agents.

Key words: Caceres; Drosophila Wing-Spot Test; Paraguay River; Genotoxicity.
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INTRODUCTION

The Pantanal (the Swampland) is the largest floodable plain in the world
with an area of approximately 138,183 km?. It is composed of a myriad of different
environments that sustain both aquatic and terrestrial biodiversity. The fragile
balance between the Pantanal ecosystems is maintained by the rhythm of
flooding. This balance is threatened by economic growth that has resulted in
changes in the hydraulic geometry of the river due to deforestation and alterations
to the surrounding natural areas. These changes are more evident in the basin of
the Paraguay River, where the waters flow into the Pantanal [Da Silva, 2000]. The
Paraguay River is the main tributary feeding into the High Paraguay basin [Assine
and Soares, 2004].

The water flowing into the Paraguay River basin originates in the Plateau of
Parecis, the great divisor of waters between the Amazonica and the Platina
basins, in the state of Mato Grosso. This system drains the Depression and Plain
of the Pantanal in the state of Mato Grosso, flowing toward Paraguay and
Argentina. As a result, the Paraguay River system drains several environments
containing a variety of plants, and feeding into a region that is one of the richest in
Brazil, with a diversity of plant and animal species [FEMA, 2003].

In recent years, the city of Caceres, known as the Gate of the High
Swampland, and its surrounding suburban areas have experience a period of
disorderly growth resulting from the expansion of farming, stockbreeding, and the
urban population. This growth has had environmental impacts that have negatively
affected the quality of life of the area’s residents [locca, 2000]. In particular,
discharges from slaughterhouses, tanneries, and dairies in and near Caceres may

stress the aquatic environment. In addition, the International Fishing Festival, the
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largest fresh water fishing festival in the world, takes place in Caceres once a
year, and it contributes to the negative impacts on the Paraguay River. Finally, the
plan by the Brazilian, Bolivian, and Paraguayan governments for a massive
navigation and hydroelectric dam project, the ‘*hidrovia’, is proceeding without an
adequate Environment Impact Assessment [WWF 2001]. The hidrovia would
dredge and redirect the Paraguay and Parana Rivers to create a 3,442 km long
navigation channel at least 3 m (~10 ft) deep between Caceres, Brazil and the
harbor of Nueva Palmira in Uruguay.

The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) on Drosophila
melanogaster wings [Graf et al., 1984] has been used extensively to evaluate the
genotoxicity of environmental samples [Delgado-Rodriguez et al., 1999; Amaral et
al., 2005, 2006; Pantaledo et al., 2007]. Although there are several tests that can
detect genotoxicity, only a rather small number have been used to evaluate
complex mixtures [Claxton et al., 1998]. The SMART has been used to investigate
the genotoxicity of simple composites [Frolich and Wirgler, 1990b; Spané et al.,
2001], as well as complex mixtures [Frolich and Wirgler,1990a] of various origins
[Guzman-Rincon and Graf, 1995; Sousa et al., 2003; Sarakaya and Cakir, 2005].
The SMART is capable of testing the genotoxicity of both stable and unstable
composites, including chemical composites and composites dissolved in water and
air [Graf et al., 1984]. Of importance to this present study, the SMART has been
used to detect genotoxicity in the aquatic environment [Amaral et al., 2006],
including fluvial water [Pantale&o et al., 2007].

In the present study, we have used the SMART to evaluate the genotoxicity
of the surface water of the Paraguay River in the vicinity of Caceres-MT. This

portion of the river receives discharges from sanitary sewers, industrial and
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agricultural effluents, and water from the polluted Parana-Paraguay waterway, as
well as being impacted by tourists using the river. No previous studies have

evaluated the genotoxicity of the river water.

MATERIAL AND METHODS
Positive control

Urethane (URE) (ethyl carbamate; NH,COOCH,CH3;. CAS N° 51-79-6;
Fluka, Buchs, Switzerland) was used as the positive control. URE is positive in the
standard (ST) cross and the High Bioactivation (HB) Drosophila crosses in the
SMART, producing greater response in HB flies [Frolich and Wargler, 1990b]. A

stock solution of 10 mM URE was prepared in distilled water.

Samples sites and water collection

Céceres is situated on the east bank of the Paraguay River, coordinates
16°11’42” latitude South and 57°40°'51’ longitude West, 118 m above sea level,
and 209.7 km from the capital city of Cuiaba, State of Mato Grosso, Brazil (Fig. 1).
Paraguay River surface samples were collected from four locations near Caceres
— MT on four dates. Two of the collections were conducted during the low water
period (drought), September 2003 and August 2004, and two during the high water
period (flood), April 2004 and March 2005. March and April are considered the
height of the regional flooding period [Hamilton et al., 1996].
Sites:
1) — Receives discharges from tanneries; located 11,500 m downstream of Site 3;
2) — Receives discharges from a large slaughterhouse; located 4,500 m

downstream of Site 3;
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3) — Receives all kinds of urban waste; located at S 16°03' 40. 9" W 57°41' 19. 7"

where the Corrego Sangradouro (Sangradouro Stream) discharges effluents from
sanitary sewers into Malheiros Bay, inside the urban perimeter;

4) — Used as a reference site, presumed to have low levels of pollutants; located
1,200 m upstream of Site 3, close to the urban perimeter.

The water samples (1 L) were collected in disposable polypropylene tubes,
immediately frozen, and transported to the Mutagenesis Laboratory/ INGEB/UFU,
where the treatments were conducted in two stages.

Physicochemical analysis of water samples

Physicochemical analysis of the water samples was carried out using
standard methods of the ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas,
www.abnt.org.br), the agency responsible for standardizing chemical analysis
techniques in Brazil. At the time of each water collection, data were gathered on
the depth of the river water, and the pH (ABNT-MB1589/89), temperature,
dissolved oxygen (ABNT-MB3030/89), electric conductivity (ABNT-NBR14340/90),
and turbidity (ABNT-MB3227/90) of the samples. The water samples collected in
August 2004 and March 2005 were analyzed for sulfur (S) compounds (ABNT-
NBR11642/90), chromium (Cr) compounds (ABNT-NBR13814/89), floating solids
(ABNT-NBR10664/89), Chemical Oxygen Demand (COD; ABNT-NBR1035/92),
Biochemical Oxygen Demand (BOD; ABNT-NBR12614/92), oils and greases
(ABNT-NBR13348/95), and sedimented solids (ABNT-NBR10561/88) in the
Laboratory of Chemistry of the Federal University of Uberlandia. Chromium
compounds were analyzed with the utilization of an Atomic Absorption
Spectrophotometer, CG model AA905, with detection limit of 0.01mg/L and sulfur

compounds were analyzed by colorimetric methods with detection limit of 0.1mg/L.
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The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART)
Drosophila strains and crosses

The SMART detects genotoxic events in the F; generation of Drosophila
crosses. The genetic markers multiple wing hairs (mwh, 3-0.3) and flare (flr?, 3-
38.8), found on chromosome 3 of the wing imaginal disc in Drosophila
melanogaster larvae, are expressed as different phenotypes, visible on the surface
of the wing of the adult fly. The test measures loss of heterozigosity for these
markers [Guzman-Rincon and Graf, 1995].

Two kinds of crosses were used: 1 - Standard (ST) cross, virgin flr¥/
INBLR)TM3, ri p? sep 1(3)89Aa bx**®* and Bd°® females were crossed with
mwh/mwh males [Graf et al., 1989]; and 2 — the High Bioactivation (HB) cross,
virgin ORR/ORR; fIr¥/ In(3LR)TM3, ri pP sep I(3)89Aa bx**¢ and Bd® females were
bred with mwh/mwh males [Graf and van Schaik, 1992]. The ORR strain used for
the HB cross is particularly sensitive to some genotoxins, because it has high
constituent expression of the cytochromes P450 that render it resistant to DDT
(Dichloro-Diphenyl-Trichloroethane) [Hallstrom and Blanck, 1985].

Two kinds adult of descendants were generated from both crosses: marker-
heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH) flies. The descendants were
phenotypically distinct, based on the marker TM3, Bd®. The adult MH (mwh +/+
flr®) flies had normal wings with smooth edges, while BH (mwh +/+ TM3, Bd®) flies,
because they possess a balancing chromosome with multiple inversions and a
dominant marker (TM3, Bd®), have wings with serrated edges [Guzman-Rincén
and Graf, 1995]. The comparison of the spot frequencies for these two genotypes
was used to quantity the relative recombinagenic activities of the test agents

[Lehmann et al., 2003].
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Egg collection, treatment of larvae, and analysis of adult wings

ST and HB crosses were produced at the same time. The eggs from these
two crosses were collected for a period of 8 hr and placed in flasks containing a
solid agar base (4% w/v agar-agar in water), covered with a layer of medium
prepared with yeast and enriched with sugar. Three-day larvae, in the third
embryonic development stage, were washed in tap water and transferred to glass
vials containing 1.5 g of instant mashed potatoes (Yoki, Sdo Bernardo do Campo,
Brazil) rehydrated with 5 mL of undiluted Paraguay River water sample. Deionized
water was used as a negative control. The entire treatment procedure was
conducted at 25°C and at 65% relative humidity. The treatments were conducted
in two stages. In the first stage we assayed the water samples from September
2003 and April 2004, while samples from August 2004 and March 2005 were
assayed in the second stage.

After they emerged, the adult flies were collected and put into flasks
containing 70% ethanol. The wings of the flies were removed and mounted in
Faure’s solution (30 g of mucilage, 20 mL glycerol, 50 g choral hydrate, 50 mL
water). The spots were analyzed at 400X magnification [Graf et al., 1984, 1989].

Two kinds of spots were observed in the wings of MH flies: 1- simple, single
spots (mwh or flr¥), with mwh spots being the more frequent; and 2- twin spots
(mwh adjacent to fIr®). Single spots can be produced by point mutation, deletion,
chromosome loss (aneuploidy), crossing-over during mitosis, and by other causes,
while twin spots are produced only by somatic recombination [Graf et al., 1984;
Frei and Waurgler, 1996]. In the BH genotype, mwh spots reflect predominantly
somatic point mutation and chromosome aberration, since mitotic recombination

involving the balancer chromosome and its structurally normal homologues are
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probably nonviable [Vogel et al., 1999]. The wings from BH flies were scored only

when positive responses were obtained with MH flies.

Statistical analysis
The frequency of each type of mutant clone in river water treated flies was
compared pair-wise to the negative control frequency using the conditional
binomial test of Kastenbaum and Bowman [1970]. The possible outcomes from
this test are positive, weak-positive, negative, or inconclusive [Frei and Wrgler

1988].

RESULTS

The physicochemical data obtained at each sample collection are shown in
Table I. Table 1l shows the results of the chemical analysis on samples collected in
August 2004 and March 2005. S compounds were detected in Site 1, 2, and 3
samples, during both the drought period of August 2004 and the flood period of
March 2005. Especially high concentrations of S were found for Site 1, with higher
concentrations being found during the drought period. We also found Cr in all four
of the sampling sites. We found floating solids in all the August 2004 and March
2005 samples, and oils and greases in the samples collected in March 2005.

Table 11l shows the results of the SMART assay on Paraguay River surface
water samples conducted with Drosophila from ST and HB crosses. For ST cross
flies, statistically significant increases in the frequency of spots in MH descendants
were detected only for the Site 1 sample from August 2004 and the Site 2 sample

from March 2005.
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As for assays performed with the HB cross, significant increases in the
frequency of spots in MH descendants were detected with all Paraguay River
samples collected at Site 1; the September 2003 and April 2004 samples from Site
2; and the September 2003 and August 2004 samples from Site 3. Comparisons
of the spot frequencies in the MH and BH descendants of the HB cross indicated
that recombination accounted for 58.40% of the genotoxic activity in the April 2004
samples from Site 2; and 62.16% of the genotoxic activity detected in the
September 2003 samples from Site 3.

All of the samples from Site 4, the presumably clean reference site, were

negative for genotoxic activity in both the ST and HB crosses.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The physicochemical observations in Table | indicate that there were
relatively large differences for all the observed parameters between the various
sampling sites and between periods of drought and flooding. There were
differences for electric conductivity and the concentration of nutrients in samples
taken at each of the study sites during periods of drought and flooding. However,
there also were variations within periods. Similar observations were reported by
Abdo and Da Silva [2004] for bodies of water in the Corutuba Nesting, Pantanal -
MT, a tributary of the Paraguay River. Also the limnologic characterization of the
Sangradouro Stream, a tributary of the Paraguay River in the urban perimeter of
Céceres, conducted by locca [2000] demonstrated that the highest values were
obtained during the drought. locca found significant differences between periods

of drought and rain with regards to total suspended material, electric conductivity,
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and total pigment. These differences presumably were due to dilution caused by
the rain.

According to Brazilian legislation [CONAMA, 2005], the waters of a class 2
river, like the Paraguay River, should contain no more than 0.002 mg/L S
compounds and 0.05 mg/L Cr compounds. Therefore, amounts of Cr exceeding
the legal limit were detected for Sites 1 - 3 (August 2004), and Sites 1, 2 and 4
(March 2005). S compounds, in the form of sulfur dioxide (SO,) and its hydrate,
bisulfite (HSO3) and sulfite (SO3?), were also detected for Sites 1 - 3. HSO3 is
genotoxic in animal and plant cells [Yi and Meng, 2003], while sodium SO3? -
HSO3" mixtures are genotoxic in rats [Meng et al., 2004]. Sodium metabisulfite
induces chromosome aberrations (chromatid and chromosome breakage), and
dose-dependent sister chromatid exchange in human lymphocytes
[Rencizogullari et al., 2001]. It also is possible that organic matter in the water
consumes oxygen, precipating other processes, in particular eutrofication in the
presence of S compounds.

Cr-contaminated soil is genotoxic and, for some individuals, Cr acts as a
strong allergen [Wang, 1999]. Exposure to high concentrations of Cr (lll) for
extended periods of time is genotoxic [Cavas and Ergene-Goziikara, 2005],
although it was not genotoxic in the SMART [Graf et al., 1992]. Cr (VI) is
carcinogenic [Cavas and Ergene-Gozlkara, 2005], intensely and acutely toxic for
the blood cells of aquarium fish [Krumschnabel and Nawaz, 2004], and
clastogenic in human lung cells [Wise et al., 2004]. Cr (VI) oxide is positive in the
SMART using both chronic and acute treatments and more than 90% of the
genotoxicity is due to mitotic recombination [Graf et al., 1992]. Matsumoto et al.

[2006], who used the micronucleus test, the Comet assay, and measured
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chromosome aberrations in onion root-tips, detected genotoxicity and
mutagenicity in water contaminated with tannery effluents. Matsumoto found
genotoxic effects in onion root-tip cells and in erythrocytes from fish exposed to
water with a total Cr concentration of 0.01 mgL. All of the water samples that were
assayed in the present study had Cr concentrations higher than 0.01 mg/L (Table
).

Site 1 was located at a discharge point for tannery effluents, and in August
2004 part of the discharge pipe which carries the effluents to the bottom of the
river had been disconnected. The appearance of the water was milky, the water
had a bad smell, and there were several dead fish a few meters downriver from
the sampling site. The August 2004 water from Site 1 reduced the emergence of
flies from treated larvae from both the ST and HB crosses by almost 60%.
Therefore, the tannery effluents flowing into Site 1 were quite cytotoxic.

The Site 2 data suggested that the genotoxicity of the effluents discharged
at this location varied with time; no activity was detected with either the ST or HB
cross for the August 2004 samples, and the other samples from this site were
positive in one cross, but not both. It is possible that the variability in genotoxic
responses corresponded with the rate and types of discharges from the
slaughterhouse operation.

Only the Site 3 water samples collected during periods of drought were
genotoxic, possibly due to the concentration of genotoxins in these samples.
Besides the S and Cr compounds detected in the present study, the effluents
emptying into this site contained material from domestic sanitary sewers, and

discharges from hospitals, mechanical shops, and a gas station [locca, 2000].
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All the Site 4 samples were negative in the SMART assay, regardless of the
cross used or the time of the sampling. This response was consistent with our
expectation of this site as a ‘clean’ reference site. Although Site 4 water had a low
level of Cr, this was not sufficient to induce a significant increase in the frequency of
mutant spots. The Cr found at this site may be a natural component of the soil, or,
as demonstrated by Laabs et al. [2002], it could be the result of fertilizer
contamination carried from agricultural and pasture areas on the uphill part of the
river in Caceres. It is also possible that the Cr is trivalent (Cr(lll)), which is not
genotoxic in the SMART [Graf et al., 1992].

A study by Vila [2004], that examined morphofunctional alterations of the
liver and erythrocyte micronuclei in Piaractus mesopotamicus, surmized that water
collected in 2001 and 2002 from the Paraguay River bays around the Céaceres
region, including the city watershed, were contaminated by Cr(VI) from tannery
effluents. That study, however, in contrast with this present one, did not conduct a
chemical analysis of the water. Therefore, it is possible that S compounds also
contributed to the genotoxicity that was found in Sites 1, 2, and 3 in this present
study. Studies have found that S compounds are toxic in several test organisms [Yi
and Meng, 2003; Meng et al., 2004; Yi et al., 2005].

Effluents in the form of complex mixtures are often discharged into aquatic
environments, but knowledge about the toxic components in these effluents is
usually either nonexistent or there is a lack of understanding about how the
toxicants interact with other components in the effluents [Hewitt and Marvin,
2005]. Thus, the genotoxicity detected in the present study may have been
induced by Cr and/or S, floating solids, oils and greases (hydrocarbons), or even

by other compounds not analyzed in the river water. Interactions between these
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contaminants may have produced additive, antagonistic, or synergistic responses
in the SMART assay.

We found more positive responses using high bioactivation (HB) cross flies.
According to Delgado-Rodriguez et al. [1995], hydrocarbons induced greater
genotoxic responses in the HB cross than in the ST cross. In contrast, Cr
compounds are equally genotoxic in the two crosses [Graf et al., 1992]. Thus, it is
possible that the oils and greases in the Paraguay River (and not the Cr
compounds) were responsible for the increased genotoxicity in the HB flies. The
presence of oils and greases could be caused by the pollution of the hidrovia or by
the International Fishing Festival held in Caceres. These activities destroy habitats
in the Pantanal by increasing the drainage capacity of the river outlet, affect native
fish populations, and expose the river system to the invasion of exotic species
through links to rivers in the Amazon basin [WWEF, 2004]. In this case, the pollution
would directly affect local indigenous communities whose livelihoods depend on
the fish and biological resources of the Pantanal, particularly in Brazil's Mato
Grosso State and in riverine communities in Paraguay.

Samples obtained from environmental sources are complex mixtures of
organic and inorganic compounds consisting of thousands of individual
components which can interact to produce additive, synergistic or antagonistic
effects [Reifferscheid and Grummt, 2000; Vargas et al., 2001; Fent, 2003], which
makes it difficult to associate particular chemical species with biological effects.
Hence, predicting toxicity based on the chemical analysis of isolated substances
may provide misleading information about the genotoxic effects of complex
mixtures on live organisms [Vargas et al., 2001]. Also, in the case of

environmental samples, it is usual that few of the components are present in high
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concentrations [Stahl, 1991]. Therefore, the reason for genetic damage cannot be
attributed to a single agent, due to the constitution of complex mixtures [Donbak
et al., 2005]. In our study, for instance, the highest concentrations of Cr detected
in the water samples (Img/L or 0.1 mM) were approximately 100-fold lower than
those necessary to produce a positive response in the SMART assay, even
assuming that all the Cr in the water samples was present as highly genotoxic
Cr(VI) form [Graf et al., 1992].

In summary, the SMART detected genotoxicity in water samples from the
Paraguay River in Caceres and demonstrated that the descendants from the HB
cross were more sensitive to the genotoxicity of the river water than ST cross
flies. The genotoxicity was limited to samples from Sites 1, 2, and 3, which
received discharges containing potentially genotoxic domestic, agricultural, and
industrial waste, and the genotoxicity was mainly due to mitotic recombination,
especially in the case of water from Sites 2 and 3. Chemical analyses of the water
samples detected S, Cr compounds, floating solids, and oils and greases, some
of which are considered genotoxic agents. We suggest that the SMART assay be
further explored as a rapid, sensitive, and inexpensive method for evaluating the

genotoxicity of natural aquatic environments.
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Table I. Physicochemical analyses conducted during

Paraguay River water

collection

Collection River Water pH Conduct Dissolved Turbidit
time and level temperature Ivity oxygen y (NTU)
sampling  height* (T) (uS/cm)  (mg/L)

site (m)

September 2003

Site 1 1.72+0.01 26.2+0.1 6.92+ 0.01 150+1 7.36+0.05

Site 2 1.72+0.01 26.3+0.1 6.85+ 0.01 143+1 7.24+0.05

Site 3 1.72+0.01 27.1+x0.1 6.82+ 0.01 440+1 3.66+0.05

Site 4 1.72+0.01 26.3+0.1 6.90+ 0.01 36=*1 7.18 + 0.05

April 2004

Site 1 3.64+0.01 28.8%0.1 825+ 0.01 46=*1 460+005 161
Site 2 3.64+0.01 289%0.1 9.00+ 0.01 44=*1 444+0.05 151
Site 3 3.64+£001 29.1+0.1 6.70+ 0.01 176+1 142+005 201
Site 4 3.64+£0.01 28.7+0.1 730+ 0.01 461 498+0.05 151
August 2004

Site 1 1.38+0.01 26.7+0.1 6.25+ 0.01 180+1 8.04+x0.05 25%*1
Site 2 1.38+0.01 26.5+0.1 6.15+ 0.01 35%1 7.70+£0.05 12+1
Site 3 1.38+0.01 26.2+0.1 6.74+ 0.01 441+1 7.12+005 21z%1
Site 4 1.38+0.01 26.4+0.1 6.13+ 0.01 261 7.75+005 13+1
March 2005

Site 1 3.84+£0.01 28.7+0.1 6.07+ 0.01 32z%1 435+005 141
Site 2 3.84+0.01 285+0.1 9.29+ 0.01 32%1 3.84+005 161
Site 3 3.84+£0.01 299+0.1 870+ 0.01 741 267+005 22+1
Site 4 3.84+0.01 284%0.1 9.70+ 0.01 301 424+0.05 171

*Data provided by the Brazilian Navy: Fluvial Agency of Caceres MT — Brazil

NTU Nephlometric Turbidity Units
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Table Il. Summary of results from chemical analysis of Paraguay River water samples collected in August
2004 and March 2005

Floating
Sulfur solids Chromium C.0.D B.O.D Oils and Sedimented
Collection ~ compounds (/| ) compounds (mg/L) (mg/L) greases solids (mg/L)
time and (mg/L) 105°C (mg/L) (mg/L)
Site
*0.002 *virtually  *0.05 mg/L *< 5 mg/L virtually * virtually absent
mg/L absent absent
August 2004
Site 1 929+0.1 1481 0.97 +£0.01
Site 2 23.0+£0.1 1841 0.07 £ 0.01
Site 3 136+0.1 1521 0.09+0.01
Site 4 <0.1 52+1 0.04 £ 0.01
March 2005
Site 1 68.2+0.1 76+1 0.09+0.01 44 25 0.90+£0.01 <0.1
Site 2 13.0+0.1 92+1 0.09+0.01 85 47 1.80+0.01 <0.1
Site 3 8.0x0.1 88+1 0.04 +0.01 81 46 0.70+0.01 <0.1
Site 4 <0.1 36+1 0.07 £ 0.01 8 S 0.10+0.01 <0.1

* Limits for the pollutants according to Brazilian legislation [CONAMA, 2005]. C.O.D., Chemical Oxygen Demand; B.O.D., Biochemical Oxygen Demand



Table Il Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) after chronic
treatment of larvae from ST and HB crosses with superficial waters from the Paraguay River

61T

Number Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis® Total
Crosses and Large
genotypes Sites of collection  of flies Small single single Twin spots  Total spots  Mwh
spots (1-2 spots (>2
(N) cells) cells) Clones
m=2 m=>5 m=>5 m=2 (n)
ST cross
September 2003
mwh/flr® Distilled water 30 0.83 (25) 0.07 (02) 0.03 (01) 0.93 (28) 28
URE 10 mM.L™ 30 243 (73) + 0.2 (06) i 0.27 (08) + 29 (87) + 80
Site 1 30 0.73 (22) - 0.13 (04) i 0.07 (02) i 0.93 (28) - 27
Site 2 60 0.6 (36) - 0.15 (09) i 0.05 (03) i 0.8 (48) - 46
Site 3 30 0.77 (23) - 0.1 (03) i 003 (01) i 09 (27) - 25
Site 4 30 0.53 (16) - 0.07 (02) i 0.03 (01) i 0.63 (190 - 18
April 2004
mwh/flr® Distilled water 30 0.83 (25) 0.07 (02) 0.03 (01) 0.93 (28) 28
URE 10 mM.L™ 30 243 (73) + 0.2 (06) i 0.27 (08) + 29 (87) + 80
Site 1 30 1.03 (31) i 0.07 (02) i 0.00 (OO) i 1.1 (33) - 31
Site 2 50 098 (49) - 0.08 (04) i 0.04 (02) i 1.1 (55) - 50
Site 3 30 0.73 (22) - 0,00 (00) i 0.07 (02) i 08 (24) - 24
Site 4 30 0.73 (22) - 0.07 (02) i 0.00 (00) i 0.8 (24) - 23
August 2004
mwh/flr® Distilled water 50 0.66 (33) 0.08 (04) 0.06 (03) 0.8 (40) 40
URE 10 mM.L™ 44  1.82 (80) + 0.18 (08) i 0.14 (06) i 2.14 (94) + 92
Site 1 29 2.69 (78) + 0.21 (06) i 0.03 (01) i 293 (85 + 84
Site 2 40 0.65 (26) - 0.13 (05) i 0.03 (01) i 0.80 (32) - 31
Site 3 47 0.85 (40) - 0.06 (03) i 0.00 (00) - 0.91 (43) - 42
Site 4 40 0.80 (32) - 0.10 (04) i 0.05 (02) i 0.95 (38) - 37

(continued on the next page)
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Table Il (continued)

Number Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis® Total
Crosses and Large
genotypes Sites of collection  of flies Small single single Twin spots  Total spots  Mwh
spots (1-2 spots (>2
(N) cells) cells) Clones
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/TM3 Distilled water 20 0.40 (08) 0.00 (00) 0.40 (08) 8
URE 10 mM.L™ 20 1.05 (21) + 0.10 (02) i 1.15 (23) + 23
Site 1 25 0.32 (08) i 0.16 (04) i 048 (12) i 12
March 2005
mwh/flr® Distilled water 50 0.66 (33) 0.08 (04) 0.06 (03) 0.8 (40) 40
URE 10 mM.L* 44  1.82 (80) + 0.18 (08) i 0.14 (06) i 2.14 (94) + 92
Site 1 50 0.72 (36) - 0.04 (02) i 0.10 (05) i 0.86 (43) - 43
Site 2 60 1.27 (76) + 0.10 (06) i 0.07 (04) i 1.43 (86) + 82
Site 3 60 0.83 (50) - 0.05 (03) i 0.05 (03) i 0.93 (56) - 53
Site 4 40 0.73 (29) - 0.20 (08) i 0.08 (03) i 1.00 (40) - 36
mwh/TM3 Distilled water 20 0.40 (08) 0.00 (00) 0.40 (08) 8
URE 10 mM.L™ 20 1.05 (21) + 0.10 (02) i 1.15 (23) + 23
Site 2 40 0.58 (23) i 0.08 (03) i 0.65 (26) i 26
HB cross
September 2003
mwh/flr® Distilled water 30 1.4 (42) 0.17 (05) 0.07 (02) 1.63 (49) 51
URE 10 mMm.L™ 30 12.8 (384) + 2.53 (76) + 2.47 (74) + 17.8 (534) + 486
Site 1 30 260 (78) + 0.47 (14) + 0.20 (06) i 3.27 (98) + 93
Site 2 30 3.23 (97) + 0.47 (14) + 0.13 (04) i 3.83 (115) + 102
Site 3 30 260 (78) + 0.27 (08) i 0.20 (06) i 3.07 92) + 91
Site 4 30 1.80 (54) - 0.20 (06) i 0.13 (04) i 2.13 (64 - 62

(continued on the next page)
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Table Il (continued)

Number Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis® Total
Crosses
and
genotypes  Sites of collection  of flies Small single Large single Twin spots  Total spots  Mwh
spots (1-2 spots (>2
(N) cells) cells) Clones
m=2 m=>5 m=>5 m=2 (n)
mwh/TM3 Distilled water 20 0.55 (11) 0.05 (01) 0.60 (12) 12
URE 10 mMm.L™ 20 7.05 (141) + 0.30 (06) i 7.35 (147) + 147
Site 1 40 0.58 (23) i 0.05 (02) i 0.63 (25) i 25
Site 2 20 0.45 (09) - 0.00 (00) i 0.45 (09) - 9
Site 3 20 1.10 (22) + 0.05 (01) i 1.15 (23) + 23
April 2004
mwh/flr® Distilled water 30 1.4 (42) 0.17 (05) 0.07 (02) 1.63 (49) 51
URE 10 mMm.L™ 30 12.8 (384) + 2.53 (76) + 2.47 (74) + 17.8 (534) + 486
Site 1 30 273 (82) + 0.17 (05) i 0.07 (02) i 2.97 (89) + 74
Site 2 30 250 (75) + 0.27 (08) i 0.13 (04)i 29 (87) + 81
Site 3 30 1.60 (48) - 0.27 (08) i 0.03 (0O1) i 1.9 (57) - 56
Site 4 30 1.43 (43) - 0.13 (04) i 0.10 (03) i 1.67 (50) - 47
mwh/TM3 Distilled water 20 0.55 (11) 0.05 (01) 0.60 (12) 12
URE 10 mM.L™ 20 7.05 (141) + 0.30 (06) i 7.35 (147) + 147
Site 1 40 0.75 (30) i 0.05 (02) i 0.80 (32) i 32
Site 2 40 1.08 (43) + 0.05 (02) i 1.13 (45) + 45

(continued on the next page)
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Table Il (continued)

Number Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis® Total
Crosses and Sites of
genotypes collection of flies Small single Large single Twin spots  Total spots  Mwh
spots (1-2 spots (>2
(N) cells) cells) Clones
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
August 2004
mwh/flr® Distilled water 50 1.86 (93) 0.08 (04) 0.02 (01) 1.96 (98) 98
URE 10 mM.L* 50 7.68 (384) + 1.52 (76) + 0.7 (35) + 9.9 (495) + 480
Site 1 31 3.03 (94) + 0.32 (10) + 0.10 (03) i 3.45 (107) + 103
Site 2 35 1.71 (60) - 0.20 (07) i 0.06 (02) i 1.97 (69) - 72
Site 3 40 4.10 (164) + 0.23 (09) i 0.15 (06) + 4.48 (179) + 164
Site 4 31 1.29 (40) - 0.10 (03) i 0.00 (00) i 1.39 (43) - 42
mwh/TM3 Distilled water 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.70 (14) 14
URE 10 mM.L™ 20 495 (99) + 0.25 (05) i 5.20 (104) + 104
Site 1 40 0.70 (28) i 0.00 (00) i 0.70 (28) - 28
Site 3 40 0.83 (33) i 0.08 (03) i 0.90 (36) i 36
March 2005
mwh/flr® Distilled water 50 1.86 (93) 0.08 (04) 0.02 (01) 1.96 (98) 98
URE 10 mM.L* 50 7.68 (384) + 1.52 (76) + 0.7 (35) + 9.9 (495) + 480
Site 1 49 3.57 (175) + 0.08 (04) i 0.06 (03) i 3.71 (182) + 181
Site 2 40 2.68 (107) - 0.15 (06) i 0.03 (01) i 2.85 (114) - 108
Site 3 40 3.33 (133) - 0.23 (09) i 0.05 (02) i 3.60 (144) - 129
Site 4 40 1.65 (66) - 0.10 (04) i 0.05 (02) i 1.80 (72) - 68
mwh/TM3 Distilled water 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.70 (14) 14
URE 10 mM.L™ 20 495 (99) + 0.25 (05) i 5.20 (104) + 104
Site 1 40 0.68 (27) - 0.05 (02) i 0.73 (29) - 29

® Statistical diagnosis according to Frei and Wiirgler. +: Positive; - negative; i: inconclusive; m: multiplicate factor; probability

levels:a = 8 = 0,05. URE, urethane; MH, marker-heterozygous; BH, balancer-heterozygous.
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ABSTRACT

The quality of the water of the Paraguay River where it flows through the
town of Caceres, situated on the left margin of the river 210 km from Cuiab4, the
capital of the state of Mato Grosso, Brazil, was evaluated based on the
Micronucleus Test in Fish (MNTF) and chemical analyses. The main tributary of
the Upper Paraguay Basin, the Paraguay River originates in the Planalto dos
Parecis highlands in Mato Grosso and flows southeast through the Pantanal
wetlands. The water in the stretch of the river under study is affected directly or
indirectly by various anthropogenic actions. In April and August 2004, in the rainy
and dry seasons, respectively, peripheral blood samples were collected from fish
colleted at testing sites receiving: 1) upstream of the urban perimeter, used as
reference. 2) the Sangradouro Stream (urban perimeter, sanitary sewage); 3)
tannery discharge (from a large plant); Site 3 was downstream of the urban
perimeter. Pimelodus maculatus (mandi) were collected at testing sites 1, 2, and 3
in both rainy and dry seasons, while Leporinus friderici (piau) was collected in the
dry season only in testing sites 1 and 3. The river water and sediments were
analyzed to determine sulfides, suspended solids, chromium (Cr), oils and fats,
biochemical demand of oxygen, chemical demand of oxygen and sedimented
solids. The results indicated that all the sites contained Cr, and that the sulfide
content at sites 2 and 3, oils and greases exceeded the legal limit. The data
showed a statistically significant increase in micronucleus (MN) frequencies in P.
maculatus red blood cells at sites 2 and 3 compared with site 1, as well as
statistically significant increases in the MN frequencies in L. friderici red blood cells

at site 3 compared with site 1. Therefore, the results indicated significant increases
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in the rainy and dry season, demonstrating that the waters of the Paraguay River,
as they flow through Caceres, receive genotoxic effluents which may be
associated with the presence of heavy metals (Cr), sulfates (S), oils or grease

other chemical substances.

Keywords: sulfates, oils and grease; Chromium; Paraguay River; Aquatic

Environments;

INTRODUCTION

The extensive industrial development and urbanization along river and
ocean shores have led to the discharge of large quantities of various biologically
active substances into the water, including thousands of organic, inorganic and
xenobiotic chemical compounds (Bresler et al., 1999). Pollution has therefore
become the major concern in urban areas. Due to its biological significance, the
genotoxicity of these substances has been the main focus of pollution
assessments, particularly in view of the increasing complexity of the chemical
environments to which organisms are exposed (Pra et al., 2005).

The origin of ecotoxicological activity in the environment is related to
industrial effluents, domestic sewage, and contamination by agrochemicals or
even potentially reactive natural products (Vargas et al., 2001). Aquatic
ecosystems, including streams, rivers, lakes, and estuaries, have been the target
of increasingly intensive anthropogenic actions. Aquatic organisms are subjected
to varying and numerous stressors induced naturally and by humans, which act

spatially and temporally (Adams & Greeley, 2000).
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Thus, the aquatic environment has served as a deposit of different types of
anthropogenic discharges, leading to increasing xenobiotic contamination
produced by complex and unknown mixtures (Lemos & Erdtmann, 2000).
Watercourses are often used for transporting wastes away from where they are
produced and discharged. Unfortunately, these wastes are frequently toxic and
their presence can seriously degrade the habitats of rivers, lakes, ports or streams
(White & Rasmussen, 1998). In natural ecosystems, xenobiotic stresses cause
diseases in selected biota, hereditary lethality, and often lead to the extinction of
more sensitive organisms and the predominance of stronger ones, such as various
species of algae and bacteria (Bresler et al., 1999). Environmental contamination
can affect biological systems and can cause genetic damage (Bickham et al.,
2000). Xenobiotics stress of natural ecosystems cause damage in selected biota,
increasing lethality, can resulting in the extinsion of more sensible organism and
the doming of the more resistant and some opportunistic organisms (Bresler et al.,

1999).

Many animal species can be used as bioindicators to test the effect of
various chemical substances on laboratory lines and strains, or to evaluate natural
populations in investigations of the presence of pollutants in an ecosystem
(Cristaldi et al., 2004). Fishes are a suitable model widely used as a bioindicator of
genotoxicants in the aquatic medium (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Minissi et al.,
1996, Grisolia & Starling, 2001), due to their ability to metabolize xenobiotics and
accumulate contaminants (Grisolia & Cordeiro, 2000). Peripheral blood samples
are suitable and sufficient for biomonitoring projects, for they allow several
samples to be collected from the same individual without requiring the animal to be

killed (Nepomuceno et al. 1997, Palhares & Grisolia, 2002).
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Among the various techniques for detecting genetic and genotoxic effects in
fish, the Micronucleus Test on Fish (MNTF) is often used, since it is relatively easy
to adapt to different species (Cavas & Ergene-Gozikara, 2005a). The MNTF is a
powerful in situ biomonitoring tool for detecting genotoxic agents and is applicable
to freshwater and saltwater fish (Hayashi et al., 1998), so it is widely used for
monitoring genotoxic compounds in fresh and saltwater ecosystems (Grisolia et al.,
2005). Although nuclear abnormalities are usually indicators of genotoxicity in fish
and may complement the MN count in genotoxicity studies (Ayllon et al., 2000;
Cavas & Ergene-Gozilkara, 2005a).

Like all riverside towns, the tourist town of Caceres, located on the left
margin of the Paraguay River in the southwest of the state of Mato Grosso (Brazil)
shows environmental imbalances resulting from human actions. These include the
discharge of sanitary (domestic) sewage and agro-industrial effluents (cold storage
plant, dairy plant and tannery wastes), impacts caused by tourism, by the
Paraguay-Parana waterway, and by the International Fishing Festival (FIP), the
world’s biggest annual freshwater fishing championship, all of which have led to
environmental impacts directly affecting the quality of life of the population.

The Paraguay River is the principal tributary of the Upper Paraguay Basin
(Assine & Soares, 2004). It flows along the western side of the Pantanal wetlands,
collecting water from several tributaries and also diffuse contributions from the
floodplain (Hamilton et al., 1997). The Paraguay River begins in the region of the
Planalto Parecis highlands, the great divide between the Amazon basin and the
Platina basin in the state of Mato Grosso, draining the lowlands and plains of the
Pantanal of Mato Grosso towards Paraguay and Argentina. Along its route, the

Paraguay River drains a variety of environments and vegetal formations,
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developing into a region marked by a great wealth and diversity of flora and fauna.
The Upper Paraguay Basin is of extreme strategic importance in the management
of the water resources of Brazil, Bolivia and Paraguay, which share it. This basin
includes the Pantanal wetlands, one of the largest floodplains of the planet,
encompassing an area of 147,574 square kilometers and linking Brazil's Cerrado
to the Chaco regions of Bolivia and Paraguay (FEMA, 2003).

In view of the above, the purpose of this study was to evaluate the quality of
the waters of the Paraguay River in the dry and rainy seasons, at the point where
the flows through the town of Caceres, using the MNTF method on the species
Pimelodus maculatus and Leporinus friderici, as well as chemical analyses of river

water and sediments.

MATERIAL AND METHODS

Sampling
Selected testing sites and periods

Céceres is a town situated in the state of Mato Grosso, 210 km from the
state’s capital, Cuiabd, on the left margin of the Paraguay River, at 16°11'42"
latitude south and 57°40°’51’ longitude west (www.caceres.mt.gov.br).

The water and sediment samples were collected in April and August 2004,
which correspond to the rainy and dry seasons, respectively. The sampling sites
were selected based on the apparent levels of most critical pollution (Cavas &
Ergene-Goziukara, 2005a). These were sites where effluents were released into
the river from: site 1) which served as reference, located upstream from the urban

perimeter and 1,200 meters upstream from site 2; site 2) the Sangradouro Stream,
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which receives effluents from urban sewage and all sorts of urban wastes, and
flows into Malheiros Bay, within the urban perimeter, whose geographic
coordinates are 16°03' 40.9" S, 57°41' 19.7" W, a nd lastly; 3) a large tannery
located 11,500 meters downstream from site two, site Sites 3 was downstream
from the urban perimeter. Figure 1 illustrates the location of the sampling sites in

relation to the town of Caceres, MT.

Physicochemical data collected in loco in each sample collection
The data collected were the river's water level, pH, temperature, dissolved
oxygen, electrical conductivity and turbidy in the two sampling periods at the four

selected sites.

Specimens: collections, slide preparation and analy ses

The following species were chosen for accomplishment of that study: 1)
Pimelodus maculatus (Pimelodidae), known as Mandi (bagre), which presenting
wide geographical distribution, being restricted to the fluvial systems of South
America and feeding onivora. In that species, the effects of some metal ions in
blood and liver was verified (Rodrigues et al., 1989). P. maculatus has been used
as bioindicador answering the alterations in the water quality. The enzymes of
oxidative stress,the activity of Na+k+ATPase branchial, morphological aspects of
red and white blood cells were analyzed (Sakuragui et al., 2007). 2) Leporinus
friderici (Anostomidae), known as Piau, also was restricted South America,
thoroughly distributed in this area, it presents alimentary plasticity. This species

was used as bioindicator of mercury accumulation (Dorea et al., 2006).

129



The two species were collected at the same time. 25 exemplary of
Pimelodus maculatus was collected in therainu season; 31 in the dry season in the
three sites. The animal's size varied among 20 + 5 cm. Fifteen individuals of
Leporinus friderici were also collected in the drought period in two sites. The size
of these fish varied among 26 £ 5 cm. A total of 288.000 red blood cells were

analyzed in 71 animals.

In order to standardize the conditions of the samples for analysis of the in
loco physicochemical characteristics, water and sediment samples and fish
specimens were all collected in one day during the rainy season and one day in
the dry season. For this reason, it was difficult to catch specimens of the two fish
species at all the sampling sites, which resulted in a reduced sample lot.

The fish were caught within a radius of 20 meters from the central point of
each testing sites, using the traditional hook and line fishing method. Peripheral
blood was drawn from the brachial artery, as described by Nepomuceno et al.
(1997), using an individual sterile needle and syringe (insulin-type) previously
heparinized with liquemine on each animal (heparin sodium, 25000 U.l./ 5 mL,
Roche — Basel - Switzerland). Blood smears were prepared immediately and air
dried for 24 hours (Grisolia & Starling, 2001). The blood cells were then fixed with
absolute methanol for 10 min, stained with a 1:20 solution of Giemsa stain and
phosphate buffer (pH 6.8) for 10 min, then washed in distilled water and air dried.
Four slides were prepared for each animal.

Using light microscopy (1,000 x magnification, 4,000 red blood cells per
animal were analyzed as described by Schmidt (1975). We chose to record only

micronuclei (MN) and binucleate cells (BC). Binucleate cells were those that had

130



two nuclei of the same size and color (Ayllon et al., 2000; Cavas & Ergene-
Gozikara, 2005a). The criteria for identifying micronucleate fish red blood cells
were the nuclear particles, which should be smaller or the same size (which was
observed in very low number) and completely separate from the principal nucleus,
nonrefractory, with the same shape, color and intensity of the cell’s nucleus, and
be inside the cell’s cytoplasm. The frequencies of micronucleate and binucleate

cells were computed jointly.

Chemical analyses

Water and sediments were collected from the four study sites. The water
samples were acidified and cooled, and the sediment samples were frozen. The
chemical analyses were carried out in the Chemistry Laboratory of the Institute of

Chemistry at UFU, Uberlandia, MG, Brazil.

Statistical analysis

The frequencies of micronuclei expressed in the erythrocytes of P.
maculatus and L. friderici from sites 2 and 3 were compared with those from site 1
(reference) by the nonparametric Mann-Whitney U-test at significance levels of a =

0.05.

RESULTS

All the parameters of the physicochemical characteristics in loco showed
variations from one sampling site to another in the same sampling period, each
site showing its specific characteristics except for temperature, which varied only

minimally from one site to another. From one collection period to the other, all the
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sites showed variations in water level, pH, electrical conductivity and turbidity.
Dissolved oxygen values were unvaried only in the rainy season (April), when the
values at all the sampling sites were very similar, as indicated in Table I.

The results of the chemical analyses of the water and sediments of each
site are demonstrated in the Table Il. Chromium (Cr) was detected in waters and
sediments of all the sites, include site 1, which was used as reference site. At rainy
season Chromium was detected only in the sediment of the site 3. Sulfates were
also detected in waters of site 2 and 3. All samples of sediments collected in site 3
showed sulfates. Oil and greases also were detected in sediments of all sites, with
exception of sample collected in the rainy season in the site 3.

Table Il shows the results of the MNTP. Note that the frequency of MN in
P. maculatus red blood cells was significantly higher at sites 2 and 3 when
compared with site 1, in both the rainy and dry seasons (P <0.01). There was also
a statistically significant increase in the induction of MN of L. friderici collected at

site 3 when compared with the individuals collected at site 1 (P <0.01).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

According Brazilian legislation (CONAMA, 2005), waters of river of class 2,
as it is the case of Rio Paraguay, it is allowed values of dissolved oxygen = 5
mg/L; sulfate (S) < 0,002 mg/L; chromium (Cr) < 0,05 mg/L and oils and greases
must be virtually absent.

The in loco physicochemical characteristics (Table 1) and chemical analyses

(Table 1) showed significant differences between the rainy and dry seasons.
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Ecosystems subject to high levels of pollution are usually exposed to other kinds
of anthropic-related damage such as fluctuations in water flow, thermal
oscillations, high levels of suspended matter in water, and low oxygenation
(Sanchez-Galan et al., 1998). All the data showed in the table | obey Brazilian
legislation, except the dissolved oxygen, whose values are below, especially in the
period of full (April). The table 1l showed that amount found of sulfate, chromium,
oils and greases were out of the allowed by the Brazilian legislation. The effluents
received by river Paraguay alter the quality of this ecosystem.

The frequency of micronuclei in fish is usually higher in the warmer season,
especially in summer (Cavas & Ergene-Gozikara, 2005b). Hence, it is also
possible that the increase in micronuclei frequency revealed in the present study
was due to seasonal differences (rainy and dry seasons), as proposed by Hayashi
et al. (1998) and Cavas & Ergene-Gozukara (2005a). One of the most important
seasonal factors that can affect MN frequency is water temperature, because fish
are polythermic (cold-blooded) and their metabolism is highly dependent on the
environmental temperature. In this study, a comparison of the MN frequencies
induced in P. maculatus collected at sites 1, 2 and 3 in the rainy (autumn) and dry
(winter) seasons revealed seasonal differences (Table Ill). Statistically, the
frequencies were higher in the dry season, probably because the pollutants are
more concentrated, as well as other factors, as reported by Cavas and Ergene-
Gozlkara (2005b).

According to Seigneur & Constantinou (1995), Cr toxicity depends on its
state of oxidation when it is discharged into the effluent. Cr (lll) and C (VI) are
commonly found in the environment, and oxidation of Cr (Ill) into Cr (VI) and vice-

versa can occur naturally in aqueous environments, but the hexavalent form is
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usually concentration smaller. Cr (Il) is very unstable and oxidizes rapidly into Cr
(111, while elemental Cr (O) also oxidizes into Cr (lll). Tannery effluents contain
predominantly Cr (Ill) compounds, which, depending on some of the parameters of
the receiving water body, are believed to favor the oxidation of Cr (lll) to Cr (VI).
Therefore, one cannot discard the possibility that discharges containing Cr (ll1)
ions, albeit not very harmful, may induce toxic effects when present in high
concentrations.

The increase in the induction level of MN in erythrocytes by Cr (lll) is
determined by the concentration of the dose and the duration of exposure (Al-
Sabti et al., 1994). According to Cavas and Ergene-Gozikara (2005b), the slow
absorption of Cr (lll) found in effluent has caused significant increases in genetic
alterations only at high concentrations and long duration exposure. In contrast, in
the studies of Graf et al. (1992), Cr (lll) chloride did not show toxicity by the
Drosophila wing spot test (SMART). This contradiction was probably due to the
fact that the SMART is a short duration test, so the period of exposure was short.
Therefore, it is possible that the Cr detected in our chemical analysis of site 1 was
Cr (lll), since in other studies conducted by the same authors of this research
(data not yet published), the Cr found in the water at site 1 did not induce
genotoxicity in Drosophila melanogaster wings by the SMART test, in line with the
report of Graf et al. (1992).

However, genotoxic effects of Cr (VI) and (lll) were found in Carassius
auratus gibelio erythrocytes by the micronucleus test (Al-Sabti et al., 1994). Cr is
potentially able to induce chromosome breakdown (clastogenic effect) and
chromosome loss (aneugenic effect), resulting in chromosome aberrations,

formation of micronuclei and binucleate cells (Matsumoto et al., 2006). Cr (VI) is
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highly toxic in redfish hepatocytes (Krumschnabel & Nawaz, 2004), carcinogenic in
fish (Cavas & Ergene-Gozikara, 2005b), and a powerful carcinogen in human
lung cells (Wise et al., 2004), and is also cytotoxic and genotoxic for the epithelial
cells of human lungs (Wise et al., 2006). Using the Drosophila wing spot test, Graf
et al. (1992) demonstrated that Cr VI) oxide is highly genotoxic in chronic and
acute treatments, and that more than 90% of the spots induced were due to mitotic
recombinogenic events.

Sulfides were also detected at sites 2 and 3: sulfur dioxide (SO;) and its
hydrates bisulfite (HSO3) and sulfite (SO3?) demonstrated to be genotoxic in
lymphocytes human and other mammals. Bisulfite is a genotoxic agent in DNA
molecules in animal and plant cells (Yi & Meng, 2003). Sulfur dioxide (SO,)
derivatives, such as sodium sulfite-bisulfite mixtures, have been reported to induce
genotoxic activity in rats through systemic toxic action (Meng et al., 2004). Sodium
metabisulfite (SMB) has been found to induce chromosome aberrations (chromatid
and chromosome breakdown), and dose-dependent sister chromatid exchange in
human lymphocytes in all the concentrations studied (Rencuiizogullari et al., 2001).

Vehicles with motors using diesel or gasoline are also sources of polyciclic
aromatic hydrocarbon (PAHs) (Oros and Ross, 2004; Sharma et al., 2007). The
toxicity petrochemic chronic is associated with fractions of gasoline (WSF) soluble
in water (Paixdo et al., in press), generally is attributed to the presence of
monoaromatic PAHs (Durako et al., 1993; Masten et al., 1994; Baird, 2002; Paix&o
et al., in press). Nitogen compounds also contribute to the mutagenic activity of
PAHs (Vargas et al., 1998). PAHSs represent a promutagenic class of copounds
(Frélich and Wirgler, 1990; Missini et al., 1998). They can increase the proliferate

rate and the probability of fixation of mutations (Andrysik et al., 2007), potent
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carcinogenic in several animal species, including human cells (Boland et al., 1998;
Delgado-Rodriguez et al., 1995; Kuljukka-Rabb et al., 2001; Zhao et al., 2003).
The influence of oils and greases on the genotoxity observed in should be
considered (table II).

Thus, the genotoxicity detected in the present study may have been
induced by Cr and/or sulfides an/or oils and greases (Table Il), or even by other
compounds not analyzed in the river water.

Fluvial waters, industrial effluents and superficial water are complex
mixtures (Reifferscheid and Grummt, 2000; Lima et al., 2007; Minissi et al., 1996),
since its are constituted of thousands of individual components. Those compounds
can interact in an addictive, synergistic or antagonistic way (Lemos & Erdtmann,
2000; Vargas et al.,, 2001; Fent, 2003; Horn et al., 2004). However there is no
understanding of how those toxicant compositions they can interact to each other,
nor how they can interact with other components of the effluents (White, 2002;
Fent, 2003; Hewitt and Marvin, 2005), which makes their chemical determination
difficult. Hence, forecasting toxicity based on the chemical analysis of isolated
substances may provide imprecise data about the genotoxic effect of complex
mixtures on live organisms (Vargas et al., 2001). Also, it is very difficult to pinpoint
specific chemical substances as a genotoxic response in environmental samples
because few of the components are present in high concentrations (Stahl, 1991).
Therefore, the cause of genetic damage cannot be attributed to a specifc agent,
due to the constitution of complex mixtures (Donbak et al., 2005).

Different fish species may respond to a given genotoxic agent in very
distinct ways. Depending on the toxic agent and the species, MN rates may exhibit

significant variations, which are probably related to the pharmacokinetics of the
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drugs employed and the speed of the hematopoietic cycle (Palhares & Grisolia,
2002). Fishes have different degrees of sensitivity to micronuclei induction, and
some species can act as more sensitive sentinels than others in the evaluation of
genotoxic contaminants (Pantaledo et al., 2006). A comparison of the MN rates
induced in the erythrocytes of P. maculatus at sites 3 and 1 in the dry season and
those of L. friderici in the same period revealed higher rates in the former,
demonstrating the greater sensitivity of P. maculatus (Table III).

This study’s evaluation of the waters of the Paraguay River in the portion
flowing through the town of Céaceres is based on the application of the MNTF,
allied to the chemical analysis of several parameters selected according to the
possible types of effluents. It is therefore coherent with the proposals of some
authors (Reifferscheid & Grummt, 2000) who discuss the importance of risk
evaluation of the effects of potent genotoxins that make up complex mixtures,
through biotest systems using cells or live organisms allied to chemical analyses.

Because sites 1, and 2 are upstream from site 3 (tannery), and therefore
upstream from the main source of Cr pollution, it is suggested that other studies be
carried out to discover the existing sources of Cr; and to identify the possible
sources of sulfides found at sites 2 and 3. It is important to be consider that the
effluents, independent of being of agreement with the legal legislation, it can
degrade the biological interrelations (Buss et al., 2003).

We conclude that the MNTF was effective in the in situ evaluation of the
waters of the Paraguay River at Caceres. The species Pimelodus maculatus and
Leporinus friderici proved to be good bioindicators of genotoxicity, although P.
maculatus showed greater sensitivity, indicating that these waters receive

genotoxic effluents and that site 3 is the most critical, followed by site 2.
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Figure 1 — The localization of Caceres and the study site.
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Table I. Physicochemical analyses conducted during Paraguay River water

collection

Collection River level Temperature pH Conductivity Dissolved Turbidit
time and height* water (C) (uS/cm) oxygen y (NTU)
sampling (m) (mg/L)

site

April 2004

Site 1 3.64 28.7 7.30 46 4.98 15
Site 2 3.64 29.1 6.70 176 1.42 20
Site 3 3.64 28.8 8.25 46 4.60 16
August

2004

Site 1 1.38 26.4 6.13 26 1.75 13
Site 2 1.38 26.2 6.74 441 7.12 21
Site 3 1.38 26.7 6.25 180 8.04 25

*Data provided by the Brazilian Navy Fluvial Agency of Caceres (MT) — Brazil

NTU — Nephelometric Turbidy units

150



Table II. Chemical analyses of water and sediments from the four studied sites

Parameters analyzed Site 1 Site 2 Site 3
August 2004 (water)
Sulfides (mg/L) Nd 13.6 92.9
Suspended solids (mg/L) 105°C 52 152 148
Chromium (mg/L) 0.04 0.09 0.97
April 2004 (sediment)
Sulfides (ppm) Nd Nd 31.42
Chromium (ppm) Nd Nd 54
Organic matter (%) 0.12 4.22 Nd
Oils and fats (ppm) 0.05 0.19 Nd
August 2004 (sediment)
Chromium (ppm) 3.9 6.9 6.0
Sulfides (ppm) Nd Nd 80.4
Organic matter (%) 0.06 5.19 1.30
Oils and fats (ppm) 0.05 2.95 5.74

Nd = Not detected
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Table Ill. Frequency of micronucleate cells (MNC) and micronuclei (MN) in peripheral erythrocytes of Pimelodus
maculatus and

¢st

_ o X (%) + SD

Species/ collections/ sites No. of Total cells  Total MN  Total MNC
individuals MN MNC

Pimelodus maculatus
April 2004
Site 1 — (Reference) 10 40,000 105 103 0.105+2.41 0.103+2.41
Site 2 4 16,000 86 84 0.215 + 1,65* 0.210 + 1,22*
Site 3 11 44,000 249 249 0.226 + 6,30* 0.221 + 6,33*
August 2004
Site 1 — (Reference) 11 44,000 147 141 0.133+4.18 0.137 5,40
Site 2 10 40,000 270 258 0.270 +8.01* 0.258 + 6,70*
Site 3 10 40,000 313 307 0.315 + 7,60* 0.305 + 8,38*
Leporinus friderici
August 2004
Site 1 — (Referece) 04 16,000 38 38 0.095 +1,80 0.095 +1,80
Site 3 11 44,000 274 270 0.249 +4.01* 0.245 + 4.09*

* Significant differences when compared with reference (site 1), according to the Mann-Whitney U-test, with a level of

significance of a = 0.05.



CONSIDERACOES FINAIS

Ante a todo o explicitado nos capitulos, pode-se concluir que nas
condi¢cbes experimentais deste estudo:

« O SMART foi capaz de detectar genotoxicidade nas amostras das aguas
superficiais do Rio Paraguai, sendo os descendentes do cruzamento HB mais
sensiveis a genotoxicidade que os do ST, demonstraram que as genotoxinas

dos efluentes recebidos nos sitios deste estudo séo de acéo indireta;

* TMNP foi efetivo na avaliacdo in situ, as espécies Pimelodus maculatus e
Leporinus friderici demonstraram ser bons bioindicadores de genotoxicidade,

sendo P. maculatus mais sensivel;

» Aguas do Rio Paraguai no trecho de Céceres recebe efluentes genotdxicos
que podem comprometer a qualidade de suas aguas temporalmente e

espacialmente, sendo sitio 4 mais critico, seguido do sitio 2;

« As causas da genotoxicidade dos efluentes estudados podem ser pela
presenca de cromo, sulfetos, 6leos e graxas e outros ndo avaliados por esta
pesquisa, detectados na avaliagdo quimica das aguas e sedimentos, que
podem estar interagindo e produzindo efeitos aditivos, sinergisticos, ou efeitos

antagonicos;

e« Sugerem-se outros estudos para verificar as consequéncias da

genotoxicidade detectada na populacgéo ribeirinha;
 Sao requeridas acOes concretas e urgentes por parte da sociedade

organizada e governamental, para reverter as condi¢cdes destas aguas, tendo

em vista que as aguas do Rio Paraguai fluem ao Pantanal.
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