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RESUMO
A poluicdo aquatica é considerada uma das prircipetocupacdes
ambientais nas areas urbanas. O aumento populgcioomm o
crescimento desordenado da urbanizacdo proximoaagems dos rios
introduz nestes ambientes, de forma direta e iadirgiversos
compostos organicos e inorganicos, muitos destem potencial
genotdxico e mutagénico. Num esfor¢co de identifios efeitos da
exposicdo de organismos aquaticos a estes ageatemciplmente
genotéxicos, este estudo teve por objetivo verifica potencial
genotoxico e mutagénico das aguas do Rio Cubat&@utjomportante
manancial de captacdo e distribuicdo de agua gdgtave a Regido da
Grande Floriandpolis, sobre a espécie de p@ranchromis niloticus.
O Rio Cubatdo do Sul foi subdividido em 4 estacée®strais, de
maneira a abranger as diferentes ocupacdes ao thmgorso de agua,
onde foram coletadas amostras de &gua quinzenalmeata a
exposicao d®. niloticusem laboratério por 280 dias. Foram realizados
testes de frequéncia de células micronucleaddestepigenéticos e de
verificacdo do estresse oxidativo. O teste do miacteo foi realizado
com a determinacdo da frequéncia de células micleadas em
eritrécitos de O. niloticus a verificacdo do estresse oxidativo foi
realizada com a quantificacdo das taxas do maloladip e as
alteracbes epigenéticas verificadas através da tificagdo do
percentual de 5-metilcitosina. Os resultados indivaque as amostras
de agua analisadas do Rio Cubatdo do Sul provocefeitos toxicos
durante todo o periodo de estudo. A elevacdo nquéreia de
micronicleos, assim como aumentos expressivos @aasstde
malondialdeido e 5-metilcitosina demonstraram quta emistura
ambiental complexa das 4guas do Rio Cubatédo diofuh capazes de
ocasionar danos genotéxicos e@h niloticus A genotoxicidade
verificada foi atribuida as fontes ndo pontuaigpdieicido provenientes
do escoamento superficial de efluentes domésticagrécolas sem
tratamento e serve de alerta ambiental, pois oibatdo do Sul é
utilizado como manancial de agua para abastecintem@no.
Palavras-chave: testes de genotoxicidade, micreafliboperoxidacao,

metilacdo do DNAQreochromis niloticusRio Cubatéo do Sul.






ABSTRACT

Aquatic pollution is considered a major environnantoncerns in
urban areas. The population increase, with the ninaited growth of
urbanization near the river banks introduces, tireand indirectly,
various organic and inorganic compounds, many e$ahwith potential
genotoxic and mutagenic. In an effort to identifg effects of exposure
of aquatic organisms to these potentially genot@agents, this study
aimed to verify the genotoxic and mutagenic pottrdf the waters of
the Cubatdo do Sul River, an important source aiding and
distribution of drinking water for the region ofdflandpolis on the fish
speciesOreochromis niloticusThe Cubatdo do Sul River was divided
into 4 sampling stations in order to cover theal#ht occupations along
the watercourse. The water samples were collecieti &5 days, for
exposure of. niloticusin the laboratory for the period of 280 days. It
was performed tests of frequency of micronucleatells, epigenetic
tests and the verification of oxidative stress. Tieronucleus test was
carried out to determine the frequency of cellshwiticronuclei in
erythrocytes ofO. niloticus the verification of oxidative stress was
performed with the quantification of the rates aélomdialdehyde and
the epigenetic alterations verified by quantifyithgg percentage of 5-
methylcytosine. The water samples from the CubatéoSul River
resulted in toxic effects throughout the study @eriThe increase in the
frequency of micronuclei, as well as significantreases in rates of
malondialdehyde and 5-methylcytosine demonstrdiat this complex
environmental mixture of water from Cubatéo do Biver was able to
cause genotoxic damage@n niloticus The genotoxicity observed was
attributed to non-point source pollution from ruinof agricultural and
domestic effluents without treatment and servesragronmental alert
because the Cubat&o do Sul River is used as aesolweater for human
consumption.

Keywords: genotoxicity tests, micronucleus, lipidrgxidation, DNA
methylation, Oreochromis niloticus Cubatdo do Sul River.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

A poluicdo aquatica € considerada como sendo w@sgdncipais
preocupacdes ambientais nas é&reas urbanas. A gkesdar forma
deliberada e/ou a liberagéo acidental de compagtisicos nocivos ao
ambiente tem o potencial de perturbar a estruterfuacionamento dos
ecossistemas naturais (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 200Be
acordo com o Departamento de Pesquisas GeologimasEdtados
Unidos (USGS, 2010), dados relacionando a contay@maas aguas
por efluentes agricolas e domésticos sao realnm@etecupantes, pois
compostos organoclorados, DDT e pesticidas poderdetectados nos
corpos d’agua mais de 20 anos ap0s terem sidpaatils.

Grande parte da carga genotoxica encontrada nas &gperficiais
dos rios sdo provenientes do escoamento superfidaktividades
urbanas indicando o potencial de impacto negatvartianizagéo sobre
a qualidade das aguas superficiais (WHITE; RASMUS$SHE998).
Compostos quimicos com potencial de mutagénese pstentes em
grande variedade de misturas ambientais compledgirido a agua
potavel, aguas superficiais, sedimentos aquétisoky e atmosfera
(WHITE, 2004). O ambiente aquéatico é o ultimo reécepos poluentes
produzidos por fontes naturais e antrépicas, seuéaa bioacumulagéo
e a persisténcia destes poluentes constituem ureacanpara a vida
biolégica (FLEEGER et al.,, 2003). Estes fatos témspartado o
interesse em estudos de avaliacdo do potenciatotéé ambientes
poluidos, principalmente na avaliacdo de impactes alluentes
agricolas, domésticos e industriais nas é&guas dg (LEMOS;
ERDTMANN, 2000; VARGAS et al., 2001; VIGANO et al2002;
OHE et al., 2004; TAGLIARI et al., 2004; PANTALEA& al., 2006;
ERGENE et al.,, 2007; LEMOS et al., 2007; ROCHA &f 2009;
POLARD et al., 2011a; SUMMAK et al., 2010; OMARat, 2012).

Os micropoluentes provenientes de efluentes dgsicoe
domésticos, mesmo que em baixas concentracdesmpiotieragir de
forma sinérgica ou antagobnica, e a combinacao sle$itos pode ndo
ser prognosticada através de andlises quimicasmrmré fundamental
a utilizacéo de estudos toxicologicos para o enesito destes efeitos
(LAMBOLEZ et al, 1993; VAN DER OOST et al, 2003;
SCHWARZENBACH et al.,, 2006). O entendimento dos igmes
referentes aos efeitos aditivos e/ou sinergétiogsagentes mutagénicos
em ambientes complexos é bastante limitado, prhoipnte por ndo
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causarem efeitos agudos, e sim efeitos cronicospgpdem nado ser
identificados em curto prazo (SCHWARZENBACH et 2006).

Os efeitos crénicos sao dificeis de serem avaiagwis sao
detectados em longo prazo e as respostas sao (&@atJLZE et al.,
1997). O efeito cronico é resultante de uma exfosignga e de baixa
intensidade do agente téxico, que geralmente éaliloecontinuamente,
ou com alguma periodicidade (semanas, meses o\, &stass toxicos
podem se acumular no organismo levando a efeitngsda (SOUZA,
2006). Algumas das consequéncias provocadas a@sismps pela
exposicao continua aos compostos téxicos sdo unpuoesipios de
mutacdes, o envelhecimento acelerado de céluladifiauldade de
adaptacdo as mudancas ambientais e a carcinogénese
(REIFFERSCHEID; GRUMMT, 2000). A genotoxicidade uohsturas
complexas, como a &gua de rios, é avaliada pelas@dn de
organismos vivos, que mais tarde sdo examinadios def se observar a
ocorréncia de danos genéticos (LAH et al., 2008).

Diversas espécies animais podem ser utilizadas ocom
bioindicadores de genotoxicidade (CRISTALDI et @&004). Dentre
tais, 0s peixes constituem-se em organismos ef@separa monitorar
danos citogenéticos ndo apenas em laboratério, @sdeagentes
genotdxicos podem ser previamente conhecidos, analsém em aguas
superficiais ou em diferentes ecossistemas agsatiestes organismos
podem acumular poluentes por contaminagdo diretavést de
substancias quimicas presentes na agua ou pondir@ta através da
ingestdo de organismos que acumulam poluentes HRTE 1995;
VAN DER OOST et al., 2003; TAHERIANFARD et al., 200 pois
representam o ultimo nivel trofico na cadeia alitaeaquéatica e reagem
de forma bastante sensivel as mudancas ambiernEs.peixes
respondem aos agentes genotdxicos de forma siaokrvertebrados
maiores, 0 que permite que este organismo sejaadiil para avaliar
substancias potencialmente teratogénicas, mutagaicarcinogénicas
para os humanos (FLORA et al., 1991; AL-SABTI; MEAIG-E, 1995;
MATSUMOTO; COLUS, 2000; UDROIU, 2006; LEMOS et &007).
O géneroOreochromistem sido amplamente utilizado em estudos
genotoxicos, epigenéticos, de estresse oxidativie enonitoramento
ambiental (GRISOLIA; CORDEIRO, 2000; GRISOLIA; STARIG,
2001; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003, 2005; SOUZA,
FONTANETTI, 2006; FLOHR et al., 2012; GRISOLIA dt,2009). Os
eritrocitos dos vertebrados inferiores, como peigesnfibios, sao
nucleados e sofrem divisdo celular na circulacaads células séao,
portanto, adequadas para a deteccdo de micronUgleogpodem ser
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imediatamente contados em esfregacos de sangue RBAM et al.,
2003), assim como também servem de matriz parariicgedo de
danos epigenéticos e de estresse oxidativo.

O estresse oxidativo é induzido por diversos ca@tgsoquimicos
sendo que estes contaminantes podem estimuladagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que devido a sua eldividade podem
causar danos oxidativos a moléculas importantecalestituicdo e
funcéo celular, ocasionando altera¢des no sistentkefdsa antioxidante
dos organismos (HERMES-LIMA, 2004; WILHELM FILHO,0Q7;
LUSHCHAK, 2011; KADRY et al., 2012). A ocorréncia cestresse
oxidativo nos organismos aquaticos pode ser vadécatravés da
quantificacdo do malondialdeido (MDA). O MDA é uinrarcador de
exposicdo ambiental aos xenobidticos que induz reodd@xidativos,
sendo um dos Ultimos produtos liberados no processo
lipoperoxidacdo, e pode ser detectado tantwitro quantoin vivo
(ESTERBAUER et al.,, 1991; MATIAS; CREPPY, 1998a). A
lipoperoxidacao (LPO) é descrita como uma reacdcaieia entre o
oxigénio molecular ou radicalar e os acidos grgp@gsaturados dos
fosfolipidios membranares. E uma reacdo de autdegiib que
deteriora os lipidios polinsaturados (MATIAS; CRERPL998a). A
LPO é considerada a maior causadora de danos igrilsg morte
celular (HERMES-LIMA, 2004).

Alteracdes provocadas por xenobidticos nos sistepaaiféricos,
que induzem alteracbes das sinteses biologicazeame alterar a
bioquimica do DNA sdo chamadas de epigenéticas denposer
estudadas através da metilacdo do DNA (BACCAREIBOLLATI,
2009). Modificacdes epigenéticas envolvem mudangasxpressao dos
genes sem alterar a sequencia do DNA (ALURU et 2011). A
metilacdo do DNA consiste na transferéncia de grupetil de S-
adenosilmetionina (SAM, um cofator enzimético préseem todas as
células eucaritticas) para a posicdo 5 da citosiréa catalisada por
enzimas conhecidas como DNA-metilase (KULIS; ESTERL. 2010).
A m°dC representa de 2 a 5 % de todas as citosinanpesso genoma
de mamiferos (MILLAR et al., 2003). A adicdo do gpumetil é
catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMTSs),dsegue altos
niveis de metilacao estdo associados a supressgedes o que leva a
geracdo de deformidades e em alguns casos a madal(ALURU et
al.,, 2011). A hipermetilacdo do DNA envolve genese gestdo
diretamente relacionados a apoptose, as metagtasesiclo de reparo
do DNA sendo reportada a inimeros casos onded@éimgia de cancer é
investigada (ESTELLER et al., 2001; GRONBAEK et 2007).
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Em relagéo ao litoral central do Estado de Samtarida (sul do
Brasil) pode-se afirmar que todos os rios apreseatguma intensidade
de poluicdo, causada principalmente dos efluentesiésticos e
industriais, residuos sdlidos, pesticidas e sedimse(ANA, 2005). A
Bacia Hidrogréafica do Rio Cubatdo do Sul é a magupante tendo
em vista a sua importancia no abastecimento de pgtével para a
populagdo desta regido. De acordo com a Compardit@aidense de
Aguas e Saneamento (CASAN, 2013a) o Rio CubataSulppassou
nos ultimos anos por perdas significativas da pémtede suas margens
com a supressao das matas ciliares, como conséguiéte influenciou
na diminuicdo do volume de 4gua do manancial agdaios anos.
Além disso, nas margens do Rio Cubatdo do Sultivawdxpressivo de
hortalicas e de gado bovino, em conjunto com aadi da mata ciliar,
despejo de esgoto doméstico, extracdo de areiarieulaga vem
degradando tanto as margens como a qualidade ¢idadende suas
aguas (MARTINS et al.,1997).

De acordo com informacgdes provenientes do InstiBuasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), a contamioagés rios por
efluentes domésticos, agricolas e industriais temadp escassez na
disponibilidade de agua de qualidade mesmo emslamain recursos
hidricos abundantes, ocasionando um aumento no dostratamento
de agua para o abastecimento humano.

Baseando-se nas informacdes de que os ambientegicag
naturais se encontram fortemente impactados, sepol@nciais
receptores de diferentes poluentes, muitos comnpialetoxico, este
estudo objetiva a verificagdo do potencial genatixepigenético e de
ocasionar estresse oxidativo das dguas do Rio &uisatl, importante
manancial de captacdo de agua para a regido daeSForiandpolis,
sobre a espécie de pei@eeochromis niloticugTilapia do Nilo).

1.1 HIPOTESE DA PESQUISA

Com base nas informagbes expostas anteriormentgudeas
misturas ambientais complexas como as aguas deenicsntram-se
fortemente impactadas pelo aporte de efluentesrideno doméstica,
agricola e industrial afirma-se que esta misturaptexa pode induzir
alteracBes no padrdo genotoxico, epigenético stdesse oxidativo dos
organismos aquaticos.
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1.2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

As justificativas desta pesquisa foram consolidad#eos ambitos
social/local, legal e cientifico.

O ambito social/local justifica-se no fato do Riabatao do Sul ser
utilizado como manancial de captacdo de agua patdbdicdo com
agua potavel para uma populagdo de aproximadaméd@e000
habitantes. A Bacia Hidrografica do Rio Cubatdo Sld apresenta
importancia estratégica para a regido da Grand@fdpolis, pois nela
estéa localizado o principal manancial de captagdagiia utilizado para
0 abastecimento com agua potavel para cinco mimsciiesta regido. A
nascente do Rio Cubatdo do Sul esta situada nocipimide Sao
Bonifacio sendo decorrente da juncéo de dois ddRio Salto e o Rio
Novo. Da nascente a foz no municipio de Palho@ipdCubatéo do Sul
percorre aproximadamente 65Km. O curso de aguaialcibatéo do
Sul apresenta diversas alteragcbes como, a retoladenata ciliar, a
extracdo de areia, o lancamento de esgoto doméstagresenca da
agricultura familiar, nas regifes de entorno. Esifeyentes alteragfes
ao longo do curso do rio afetam diretamente a daddé de suas aguas.
Os processos erosivos que ocorrem nas margensodaérn de ser
considerado um processo de degradacédo, tambénedavortransporte
de particulas, como por exemplo, 0s agrotoxicodizadios na
agricultura familiar. O Departamento de EngenhaB8anitaria e
Ambiental da UFSC comecou a desenvolver a areaoxeotogia
ambiental no ano de 1996 com a montagem do Labmrate
Toxicologia Ambiental. Desde o ano de 1997 o LABT@ka dando
suporte ao ensino, pesquisa e extensdo. Estaueateitutilizada em
estudos cientificos no ambito da identificacdo dmtos toxicos de
diferentes misturas complexas, como efluentes dirnés residuos
sOlidos, aguas de lagoas e rios e nos dias atwmipesquisa de
nanocompositos. As técnicas desenvolvidas no LAB@Mnitem que
sejam incluidos nos diagnésticos de qualidade antadbievariaveis a
cerca dos efeitos toxicos e genotdxicos de difesentompostos
quimicos dispostos no ambiente.

O ambito legal justifica a preocupacdo com a digplidade de
agua potavel destinada ao abastecimento publicdieito de acesso a
agua potavel é garantido por Lei. A Declaracéo Dliositos Humanos
de 1948 prevé no artigo n° 25 que toda pessoaiteitoch um nivel de
vida suficiente de assegurar saude e bem-estasipasua familia. Para
assegurar este direito é imprescindivel que a dgsiinada ao consumo
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humano atenda condi¢des minimas para que possagaida ou
utilizada para fins higiénicos. A portaria do Migisgo da Saulde n°
2914/2011 dispde sobre os procedimentos de corgrofgilancia da
gualidade da agua para consumo humano e seu padeldatabilidade
no artigo n® 41, 8 5, indica que o plano de amgstra para os
parametros de agrotdxicos devera considerar aagéialidos seus usos
na bacia hidrografica do manancial de contribuichem como a
sazonalidade das culturas. Além disso, a Resoln€&a430/2011 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente, no artigo nth8ica que é
vedado o langamento de poluentes organicos pergste no artigo n°
18 indica que os efluentes lancados nos corpoggda ado poderdo
causar efeitos toxicos nos organismos aquatica®im receptor.

O ambito cientifico justifica a problemética deeqinimeras
alteracbes antrdpicas diminuiram a qualidade etiglzale das aguas do
Rio Cubatéo do sul. Desta forma o rio atua comaidtir de efluentes
domeésticos e agricolas. O tratamento de agua coioviath € ineficiente
na remocado de compostos com potencial genotoxice dguas
provenientes destas fontes poluidoras. Os eféidsds de compostos
individuais ja sao conhecidos e nos Ultimos anogeraléncia da
comunidade cientifica é o entendimento destesosfeibbre sistemas
biolégicos em misturas ambientais complexas corgua de rios. Até
a finalizacdo deste estudo n&o foi verificado pssgu similares
investigando os efeitos toxicolégicos das aguaRidoCubatéo do Sul
na ocorréncia de alteracbes em nivel de estresgation e efeitos
genotoxicos e epigenéticos em organismos aquafiiesta forma este
estudo vem contribuir para a comunidade cientfiicagerar uma base
de dados que podera ser utilizada para a baciagnéfica em questéo,
assim como para corpos de agua em geral que safsamesmas
intempéries.



CAPITULO Il
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da mistura complexa das aguafid Cubatdo
do Sul, pertencente a Bacia Hidrogréafica do Rioafdd do Sul/Santa
Catarina em causar efeitos genotdxicos, epigersetecade estresse
oxidativo sobre peixes da espé@iseochromis niloticus

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a ocorréncia de efeitos de estresgativo no plasma
sanguineo de peixes da espé€ecochromis niloticus através da
guantificagdo das taxas do malondialdeido (MDA)sapbexposicao
crbnica as amostras das aguas do Rio Cubatéo gdo Sul

- Determinar as alteragbes a nivel genotoxico ésrala frequéncia de
eritrocitos micronucleados em peixes da esp@canchromis niloticus
apos a exposicdo crénica as amostras das dguas Qaiatdo do Sul;

- Determinar as alteragcfes a nivel epigenéticw@drda verificacdo da
metilacdo bioldgica do DNA com a quantificacdo gescentuais de
m°’dC em peixes da espéd@reochromis niloticusapés a exposicao
crbnica as amostras das aguas do Rio Cubatdo do Sul






CAPITULO 1lI
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento populacional e a crescente urbanizaggrarn
aumentar, nos Ultimos anos, o interesse da comimid#entifica a
respeito das consequéncias das ac¢des antropiaascsaireio ambiente
e a saude humana. A presenca de substancias phterdie toxicas é
uma realidade nas aguas superficiais de diversesgue sdo afetados
diretamente com o descarte de efluentes doméstcasdustriais
diretamente em seu curso de agua. O descarte dedtsi§incias com
potencial genotéxico, mutagénico e até mesmo aagéimco € um
problema grave e, apesar de existir uma legisleigimte a respeito da
proibicdo de descarte destas substancias em aewbieaturais isto
ainda ocorre (WHITE; RASMUSSEN, 1998).

Substancias potencialmente genotdxicas presensss aguas
superficiais podem contaminar ndo somente os GW&s aquaticos
como também todo o ecossistema, podendo chegareat@o a afetar a
salde humana através da ingestdo de organismogicagu@ela
alimentacdo (VON BURG,; LIU, 1993).

Os agentes genotdxicos interagem com o DNA quimécde
formando adutos, promovendo alteracdes oxidativasa® mesmo
ocasionando quebras nas moléculas de DNA (DEARFIELDal.,
2002). As lesdes geradas na grande maioria doss qasdem ser
reparadas ou até mesmo eliminadas, porém, quardséa é fixada
provoca mutacdes. Estas mutacdes podem permanasercéiulas
durante o processo de replicacdo passando a sersideradas agentes
mutagénicos (MIDIO; MARTINS, 2000).

Com o intuito de entender os efeitos e tentar rmzar as
consequéncias da poluicdo das aguas sobre ossteoss e a salde
humana diversos programas de monitoramento ambie@ta sendo
implantados mundialmente. Grande parte destesaray se utiliza de
bioindicadores e biomarcadores como ferramentag @aaliar a
resposta dos organismos frente as mudancas anibidetarrentes da
poluicao.

Neste capitulo serdo feitas revisdes sobre azagdlio de
bioindicadores ambientais, biomarcadores e cormjdes sobre
toxicidade ambiental, enfatizando os efeitos gedotd, epigenéticos e
de estresse oxidativo sobre organismos aquaticos.
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3.1 BIOINDICADORES AMBIENTAIS

Um bioindicador é um organismo (ou parte de unamismo ou
comunidade) que contém informagdes sobre a qualidacambiente e
como estas se alteram ao longo do tempo (MARKE®Ilet2003;
HOLT; MILLER, 2011). Os bioindicadores ambientaigspibilitam a
avaliacdo dos efeitos das substancias tdxicas reata. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude um bioindicddaioxicidade é
definido como qualquer resposta bioldgica, no néeslindividuo ou a
nivel inferior, a um ambiente quimico que traduexposicdo a esse
ambiente; dentro desta definicdo estdo incluidas alsracdes
bioguimicas, fisiol6gicas, citogenéticas e tambéommortamentais
(WHO, 1993).

No sentido ecotoxicolégico um bioindicador pode definido
como o uso de seres vivos para a verificacdo éagédal dos efeitos da
poluicdo ambiental, seja do ar, Agua ou solo. @oefie determinado
poluente, ou conjunto de poluentes provoca é obaderxo final de uma
cadeia de eventos que se iniciam na emissdo dergeluseguidos pela
sua dispersao no ambiente através dos fatoresticimma&omo vento e
precipitacdo, que irdo determinar as concentragd@@bientais e
terminam finalmente com os efeitos destes poluestdse 0s seres
humanos, animais e plantas (KLUMPP, 2001).

Os bioindicadores permitem a identificacdo dagragdes que
ocorrem entre os contaminantes e 0os organismos,ydassibilitando a
mensuracao de efeitos subletais (ARIAS et al., 2007

3.2 BIOMARCADORES

Uma das maneiras de quantificar a exposicdo abxétiens e seu
potencial impacto sobre 0os organismos vivos, indaio ser humano, é
a utilizacdo de biomarcadores. O termo biomarc&ddefinido como
sendo uma alteracdo produzida por xenobidticos empanentes,
processos celulares, bioquimicos, estruturas oucds que é
mensuravel em um sistema ou em uma amostra (HUGGHTAL.,
1992).

Os biomarcadores geralmente sdo divididos em dadsgorias:
biomarcadores de exposicdo; biomarcadores de efdiiomarcadores
de susceptibilidade. Biomarcadores de exposicdoasdmedidas de
substancias internas dos organismos para confiem&xposicdo a
determinada substancia ou grupo de substanciasckmdo uma relacéo
entre a exposicéo externa e a dose interna. Biaulares de efeito séo
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indicadores de uma alteracdo na funcdo biologicaremposta a uma
exposi¢ao quimica, e se relacionam diretamenteaseafeitos adversos
a saude dos organismos, cujos exemplos sdo a fipggdto da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e a quantificacao doondibldeido (MDA)

(LAM et al., 2003). Biomarcadores de susceptibdielaajudam a
elucidar a variagdo na resposta da exposicdo aésuims toxicas
observadas nos diferentes individuos e estdo oelados a
sensibilidade dos organismos (WHO, 1993).

E frequente a utilizacdo de biomarcadores no estladresposta
bioldgica e bioguimica a contaminantes em peixds,qjie estes
organismos podem ser encontrados em praticametds s ambientes
aguaticos e desempenham importante papel na calii@ientar, pois
tém a funcdo de transportar energia de niveisct®finferiores para
niveis superiores (BEYER et al., 1996).

Os biomarcadores refletem os efeitos biologicosemds da
exposicao aos poluentes ambientais (BUCHELI; FENBS). A Figura
1 apresenta a sequéncia de resposta ao estressienada aos
organismos pela exposicéo a poluentes.

primeiros sinais
(biomarcadores)

—

]

molecular

subcelular (organelas)

celular

Exposicdo a um

poluente tecido

sistémico (Grgdos)

organismo

efeitos tardios

Figura 1. Representacdo esquematica da sequéncia de respossitesse causado
por poluentes em um sistema biolégico (adaptaddatheder Oost et al., 2003).
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A utilizagdo de biomarcadores de efeito molecslarem
organismos aquaticos € essencial para identifisaefeitos da ampla
gama de substancias provenientes de efluentestiiiaikjsagricolas e
domeésticos que adentram os corpos de agua e exefeias diretos na
biota aquatica (VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI, 2010).

3.3 PEIXES COMO INDICADORES AMBIENTAIS

Os peixes sdo bioindicadores importantes para tacgio de
contaminacdo dos recursos hidricos por substarmmsncialmente
toxicas (SUCMAN et al., 2006). Estes organismos $itho utilizados
como bioindicadores de poluicdo aquatica por muitess e ocupam
posicdo de destaque visto que o ambiente aquataidico habitat
destes organismos e no caso de ocorréncia de agdente ambiental
estes ndo tém possibilidade de fuga (GADZALA-KOPCHJet al.,
2004). Lasheen et al.,, (2012) afirmam que oS pepedem ser
considerados os bioindicadores mais significatd@goluicdo aquatica
por metais.

Peixes geralmente constituem o Ultimo elo da eaddimentar
aguatica e sdo diretamente afetados pelos produtéiteplancton e
plantas superiores), consumidores primarios (zocfd, protozoarios
€ pequenos crustaceos) e sua condicdo como tgpicAdede alimentar
reflete o estado de todo o ecossistema (GADZALA-KQFCH et al.,
2004), acumulando substancias potencialmente t®xasentes na
agua de tanto de forma direta quanto indireta (B8\ et al., 1996).

Os peixes estdo expostos as substancias tOxicasmkkra similar
a outros invertebrados e podem ser utilizados pamvaliacdo de
substancias que tenham potencial de causar eféitites em humanos
(HARSHBARGER; CLARK, 1990). A alimentacdo é a pipal rota
para a exposi¢cdo humana a substancias toxicapeix@s sdo fonte de
proteinas reconhecidas como os principais vetoessasl substancias
para os seres humanos (AL-SABIT; METCALFE, 1995).

A ampla utilizagéo dos peixes como bioindicadalege-se ao fato
deste possuirem tamanho adequado para a realizdgadiversos
procedimentos analiticos, grande longevidade, awtiptaibuicdo entre
os niveis tréficos, facilidade de captura e marmg#eriaboratorial além
de algumas espécies possuirem ampla distribuicdogr&fica
(POWERS, 1989; CHOVANEC et al., 2003). Assim a e&pée peixe
ideal para estudos toxicolégicos deve apresentptaadistribuicao em
varios ecossistemas, apresentando sensibilidadieiesté para a
deteccdo de poluentes mesmo quando em baixas ¢t@UEEs no



37

ambiente além de ser adequadas para a manutengécatdaial
(SANCHEZ-GALAN et al., 1998).

A espécieOreochromis niloticus(Tilapia-do-Nilo) (Perciformes,
Cichlidae) nativa de diversos paises africanosn @eixe de agua doce,
onivoro que foi introduzida no Brasil pelo Centre d&esquisas
Ictiolégicas do Departamento Nacional de Obras f@ora Seca
(DNOCS) no ano de 1971, em alguns acudes na Répédeste do
Brasil. No ano de 1982 esta espécie foi introduniadregido Sudeste
do pais (PROENCA; BITTENCOURT, 1999).

A familia Cichlidae é amplamente distribuida naids, América
Central e América do Sul, Madagascar, Israel, S8 Lanka e na
costa da india (NELSON, 2006). Os peixes da farditia ciclideos séo
modelos bastante conhecidos em estudos de biawuglativa devido a
sua morfologia e comportamento (SEEHAUSEN, 2006;RKRKU;
MEYER, 2008). O géner@reochromisconsiste de 31 espécies, onde
O. niloticusé a espécie mundialmente mais cultivada em pitaies
(FAO, 2007).0. niloticusé a segunda espécie de peixe mais cultivada
no pais, perdendo somente para as carpas (BORGHEETN] 2003).

Tilapias sdo peixes de grande importancia ecor@re@mumente
encontradas em regifes estuarinas de todo o mumgottantes fontes
de proteinas (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003).

O génerdOreochromistem sido amplamente utilizado em estudos
genotdxicos e de monitoramento ambiental (AL-SABWETCALFE,
1995; GRISOLIA; STARLING, 2001; CAVAS; ERGENE-
GOZUKARA, 2003; SOUZA; FONTANETI, 2006; DEGUCHI ell.,
2007; ERGENE et al., 2007; LEMOS et al., 2007; GRI\ et al.,
2009; OMAR et al., 2012).

Omar et al., (2012) o utilizo®. niloticuscomo organismo teste
para verificar o impacto da poluicdo aquética patais e efluentes
agricolas em lagos contaminados no Egito, obteadpostas positivas
em relacdo a toxicidade do ambiente. Summak et28l1,0) ao avaliar
os efeitos genotdxicos de amostras de agua do iRifeN(Turquia) sob
o O. niloticusenfatizou a importancia na utilizacdo destes asgaws
na identificacdo da genotoxicidade do ambiente.

Grisolia et al., (2009) ao utilizar @. niloticus para avaliar a
genotoxicidade do Lago Paranod (Brasil) observa agipeixes desta
espécie apresentaram as maiores frequéncias demalitiaides
nucleares, quando em comparacao a outras espécjmsxgs também
utilizadas no estudo.
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3.4 GENOTOXICIDADE AMBIENTAL

A genotoxicologia, conhecida também como Genética
Toxicoldgica, ao contrario das outras disciplingsdas a toxicologia,
nao estuda somente um efeito especifico adversaldes mas sim
avalia os efeitos genotdxicos em potencial. Estmoia ndo € uma
medida de carcinogenicidade, mas é frequentemeilizada como
indicador para o cancer, uma vez que o0s testes utagemicidade
avaliam efeitos iniciais ou intermediarios da tuig@nese (RIBEIRO;
MARQUES, 2003).

Estudos genéticos utilizando algumas espéciesdebvados que
foram expostos a poluentes ambientais tém demoostgue a
exposicao cronica pode causar dano genético (BIQWHAal., 2000).
Portanto um fator importante a se considerar é sgetibilidade da
espécie de forma que as metodologias utilizadas pltectar o
potencial genotdxico fornegam uma caracterizac8cdeas impactadas
e 0s possiveis riscos para os diferentes organisibesecossistemas,
bem como os riscos para a saude humana (LEMOS; ERDN,
2000; MAHATA et al., 2003).

Agentes genotoxicos interagem com o DNA podenteraal sua
estrutura ou funcdo. Quando estas alteracdes tesagmermanentes e
podem ser transmitidas passam a ser denominadamces”. As
mutagcbes sdo importantes fontes de variabilidadeétga em uma
populacéo, porém podem ocasionar doencas dependarglmntidade,
do tipo e do local em que foram produzidas (UMBUZE]
ROUBICEK, 2003).

Muitos estudos sdo desenvolvidos com o intuitoddeectar os
agentes genotodxicos e entender as propriedadess geggntes de forma
a avaliar os efeitos hereditarios ou mesmo letais arganismos
(ARNAIZ, 1995; RAGAJURU et al.,, 2003; LEMOS et ak007;
BOLOGNESI et al, 2011). Desta forma a utilizacdoe d
biomonitoramentos ambientais é capaz de avalianamncas ocorridas
no ambiente, geralmente causadas por atividadeSpaas (SILVA et
al., 2003). Dentre os varios testes utilizados padeteccdo de danos
genotdxicos em ambientes aquaticos pode-se destacheste do
Microndcleo.

O Teste do Micronucleo (MN) é amplamente utilizadovivo e in
vitro, para estimar danos citogenéticos induzidos pentag quimicos
ou fisicos (UDROIU, 2006). Com o Teste do MN é jpaadsdetectar
agentes clastogénicos (que provocam a quebra dosossomos) e
agentes aneugénicos (que provocam a inducéo dalaitka ou a
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segregacdo cromossdmica anormal) (FENECH, 2000ERB et al.,
2003). E um método simples, confiavel, sensives ealxo custo capaz
de analisar o impacto biolégico de ambientes acpgjpoluidos sobre
0s animais (AL-SABTI; METCALFE, 1995; RUSSO et aR004;
UDROIU, 20086).

Micronlcleos sao pequenos corplsculos compostosaterial
cromossdmico delimitados por uma membrana indepg@dio ndcleo
principal. Os microndcleos representam o mategaktjco perdido pelo
nucleo principal formado como consequéncia de uno dgenético que
pode ter sido causado por agentes fisicos, quimitpsiolégicos
(SILVA et al., 2003). Para que o micronucleo sejaualizado é
necessario que ocorra uma divisdo celular apdseatevmutagénico,
sendo preciso que as células estejam se multiglicannstantemente
(in vivo, por exemplo, medula 6ssea, células sanguinesss),contrario
€ preciso realizar o cultivo celulan (vitro) (AL-SABTI; METCALFE,
1995; RIBEIRO et al., 2003).

O Teste do Micronucleo adaptado para a utilizag@opeixes foi
feito por Hoffman e Raat (1982). Por apresentarenmossomos
pequenos, em grande quantidade e com baixo indit@ticm a
utilizacao do Teste do Micronlcleo em peixes éeexfimente vantajosa
quando comparada a outros testes mutagénicos (BOESG
HAYASHI, 2011).

Diferentes tipos de células podem ser empregaai@sgrealizacdo
do Teste do MN, como brénquias, figado, rim e sangs branquias
estdo em contato primario com os poluentes presemeambiente
(ARKHIPCHUCK; GARANKO, 2005), todavia o isolamentdas
células branquiais exige a utilizacdo de protocotmaplexos e envolve
a morte do organismo. Testes realizados com o dighas animais
apresentam limitagcdes em relacao a baixa atividatfdica das células
do figado (WILLIAMS; METCALFE, 1992). Células resatambém
sdo usadas (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2001; RODRIGUEZ
CEA et al.,, 2003), e apesar de apresentarem elataddade mitética
(PENDAS et al., 1993) exigem que sejam empregadotogqolos
complexos para o isolamento celular envolvendo artemalos
organismos. Células sanguineas sédo as célulascomisns utilizadas
em Testes de MN. A utilizacao de eritrcitos peiGfis evita o emprego
de protocolos complexos de isolamento celular aggimo também
evita a morte dos organismos (BOLOGNESI; HAYASHI12).

A utilizacdo de eritrécitos periféricos € bastaatepregada e de
acordo com Pretti et al.,, (2007) o teste consistecaoloracdo de
esfregacos de sangue em laminas de vidro que séteripanente
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analisadas em microscopio para a quantificacddacelDs critérios de
contabilizacdo dos MN sdo descritos por Carrascal.et(1990) que
definiu os microndcleos como sendo inclusdes cphticas esféricas,
com contorno definido, com diametro entre 1/10 & &h relacdo ao
nucleo, com coloracdo e com estrutura similar asnmae Diferentes
tipos de coloragdo podem ser realizados nas lamseslo que a
utilizacao de corantes fluorescentes é mais retevaara a detecgéo de
MN pequenos (HAYASHI et al., 1990; BOLOGNESI; HAYAS§
2011).

O Teste do MN em eritrdcitos de peixes foi amplet@eralidado
em testes laboratoriais realizados com difererdpéaes e expostos a
inimeros agentes genotoxicos. O aumento na fregué&lec MN foi
observado em peixes expostos a substancias pdisecia
cancerigenas como aflatoxinas (AL-SABTI; METCALFHE995),
ciclofosfamida (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000), diomato de
potassio (PRIETO et al., 2008; ROCHA et al., 201pgsticidas
(GRISOLIA, 2002; MATSUMOTO et al.,, 2006; CAVAS; KGN,
2007; CAMPOS-VENTURA et al., 2008; CAVAS, 2011; PKARD et
al., 2011a), e residuos sélidos (FLOHR, 2011; FLGHRI., 2012). A
elevacdo na frequéncia de MN também foi relatada aenostras
ambientais complexas como a agua de rios (FLORAal.et1993;
ANDRADE et al., 2004; PANTALEAO et al., 2006; ERGEN:t al.,
2007; WIRZINGER et al., 2007).

3.5 EPIGENETICA: METILACAO BIOLOGICA

Epigenética é o estudo das alteracdes hereditdaiaxpressao de
genes que ocorrem sem mudancas na sequéncia do (DMAFE;
MATZKE, 1999; ALURU et al., 2011). Os mecanismosgepéticos
sdo parametros gendémicos flexiveis que podem mleertuncédo do
genoma sob influéncia exdgena (BACCARELLI; BOLLAZD09).

Alteracdes epigenéticas podem ser estudadas sitdavénetilacdo
do DNA. As enzimas responsaveis pela metilagéo é Bdo as DNA
metiltransferase (DNMT). Estas enzimas utlizam d8reosil-L-
metionina (SAMe), cofator enzimatico presente emiasoas células
eucaridticas, como o doador de grupos metil, twtog5-adenosil
homocisteina (SAH). As DNMT catalisam a adi¢do dgog metil para
a posicado 5 do anel de pirimidina da citosina (ESRAESTELLER,
2010; KULIS; ESTELLER, 2010). A Figura 2 ilustrapyocesso de
metilacdo do DNA.
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Figura 2. Metilagdo do DNA. DNA metiltransferases (DNMTshuosa S-adenosil-

L-metionina (SAMe) como a fonte de grupos metilrnemdo-S-adenosil-

homocisteina (SAH). DNMTs catalisam a adicdo dggsumetil para a posicdo 5
do anel de pirimidina da citosina. Fonte: Espatateller, 2010.

A 5-metilcitosina (mMdC) esta presente no DNA de eucariontes a
taxas que variam de 0,02 a 11,6% e representamade?? de todas as
citosinas presentes no genoma de mamiferos (MATIBREPPY,
1998b; BIRD, 2002; MILLAR et al., 2003).

A exposicdo dos organismos a concentracdes sishiktgoluentes
ambientais, como metais, pesticidas e disruptoresloaEinos,
mundialmente reconhecidos como cancerigenos, paats@sionar o
acumulo de modificagbes epigenéticas, como a matlado DNA
(ESTELLER, 2003; BACCARELLI; BOLLATTI, 2009; WILD 2009;
COLLOTA et al., 2013).

A iniciacdo e progressdo do cancer sdo causadaprpfundas
mudancas no padréo de metilagdo do DNA (SHARMA.e2810). A
hipometilacdo do DNA aumenta a instabilidade gesémativando os
oncogenes (PFOHL-LESZKOWICZ et al., 1984). A hipetitacdo do
DNA esta relacionada ao silenciamento dos genesssgres de tumor
(JONES; BAYLIN, 2002; 2007). Os genes supressoeegudnor sdo
envolvidos nos processos celulares que estdo adssci ao
desenvolvimento e progressédo do cancer, incluinciclo de reparo do
DNA e o acumulo de lesdes genéticas (SHARMA eRatl).

Poucos estudos investigaram o efeito da exposicdobstancias
guimicas e poluentes ambientais no nivel de méatlale organismos
aquaticos. A hipometilagdo foi verificada em peixespostos a
horménios, como os peix&anio rerio (STROMQVIST et al., 2010
Gasterosteus aculeat®&NIAGU et al., 2008). A hipermetilacdo foi
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verificada em peixes expostos a met&@srassius auratysZHOU et
al.,, 2001), antracenoD@énio rerio, MIRBAHAI et al., 2011) e
benzopireno Lepomis macrochirysSHUGART, (1990) eSebasticus
marmoratusWANG et al., (2009)).

3.6. ESTRESSE OXIDATIVO: AVALIAGAO DA
LIPOPEROXIDACAO BIOLOGICA

O estresse oxidativo € um mecanismo conhecidesio|celular
gue ocorre com o0 aumento da lipoperoxidacdo do$olifoislios
celulares e é responsavel por iniUmeras disfungdakes (CATALA,
2006). O estresse oxidativo representa uma situdeadesequilibrio,
onde ocorre o aumento dos agentes oxidantes e résdeuo dos
agentes antioxidantes (BOVERIS et al., 2008).

A Lipoperoxidacdo (LPO) é considerada o principacanismo
molecular envolvido em danos oxidativos a estrsturalulares e a
processos de toxicidade que levam a morte cellMANZANI,
BARRERA, 2008). O dano oxidativo é caracterizadio peimento nos
niveis dos produtos de oxidagcdo nas macromoléculasio as
substancias reativas com o acido tiobarbitiricoAJTBEomo resultado
da LPO ocorre a producdo de grande variedade dddak] como
hexanal, malondialdeido (MDA) e 4-hydroxynonenal N@&)
(CATALA, 2006).

O processo da LPO se caracteriza pelo ataque adticais aos
acidos graxos polinsaturados da membrana celutaopando uma
reacdo em cadeia com os lipoperéxidos como proditasnediarios e
produzindo modificacdes nas propriedades da merapaumentando
sua permeabilidade (NAIR, 2007). Este processo pedaltar na
desestabilizagcdo e desintegragcdo da membrana rcdetando o
organismo a sérios problemas de salude, desde theciveento até ao
cancer (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2005). Em mamifeross
produtos resultantes da LPO geralmente resultamprioessos de
neurotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidéB@®VERIS et al.,
2008).

A LPO consiste em trés estagios: iniciacdo, pragag e
terminacdo. Uma vez iniciado, a LPO forma radipai©xil (ROO) que
podem ser rearranjados através de reacdo da c@dizaaos
endoperoxidos (precursores do MDA) produzindo aelfdo processo
de peroxidagdo o MDA (VALKO et al., 2006) (Figura 3
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Figura 3. Modelo de geracdo do MDA proposto por Esterbatat., (1991). Fonte:
Esterbauer et al., (1991).

O MDA é o produto mais importante da LPO, sendasiterado
um biomarcador precoce de exposicdo ambiental @bi@ticos. A LPO
é utilizada como bioindicador de danos oxidativos erganismos
aguaticos expostos a xenobiéticos como metais @eptds organicos
(VALAVANIDIS et al., 2006).

A quantificacdo do MDA tem sido utilizada como r@rcador
indicativo de estresse oxidativo em peix€farias gariepinuseexpostos
a pesticidas em concentracdes subletais apresentaramento
significativo nas taxas de MDA (KADRY et al.,, 2012 mesmo
padréo foi verificado parBanio rerio expostos a pesticidas (LIU et al.,
2008; VALAVANIDIS et al., 2006). Flohr et al., (2@} verificaram
aumento nas taxas de LPO e niloticus expostos a diferentes
residuos sélidos industriais. Gravato et al., (2@&ervaram elevacdes
nas taxas de LPO eAnguilla anguillaque habitavam zona estuarina
afetada pela poluicdo de pesticidas, organocloraglodisruptores
endécrinos.






CAPITULO IV
4 METODOLOGIA
4.1 AREA DE ESTUDO

O Estado de Santa Catarina, de acordo com a°LE0.949/98 foi
dividido em dez regides hidrogréficas, sendo qiaeia Hidrogréafica
do Rio Cubatdo Sul pertence a Regido HidrograficdeBominada de
RH8 — Litoral Centro. Esta regido hidrografica ppssna area total de
5.824 kmi e compreende as bacias hidrograficas dos rioscagju
Biguacu, Cubatdo Sul e da Madre (SANTA CATARINA9SY

A Bacia Hidrografica do Rio Cubatdo Sul esta situad
aproximadamente 20 km ao sul do municipio de Fidpalis, no
Estado de Santa Catarina, localizada entre ose@saR7°35'46” e
27°52'50" de latitude Sul e 48°38'24” e 49°02'248 ngitude Oeste.
Sua éarea total corresponde a 738 Hos quais 342 kfnpertencem ao
Parque Estadual da Serra do Tabuleiro, abrangemédoamente os
municipios de Santo Amaro da Imperatriz e Aguas rdsr e
parcialmente os municipios de Palhoga e Sédo Pedidcdntara (SDM-
FEHIDRO, 2003).

A populagdo da Bacia Hidrografica do Rio CubatdoSi esta
concentrada ao longo do curso de seu rio princpp&@ubatédo do Sul
sendo que 0s municipios de Santo Amaro da Impeetiguas Mornas
possuem respectivamente 75% e 42% de sua popuErpac@rea
urbanizada adjacente ao rio (IBGE, 2010).

A Bacia Hidrografica do Rio Cubatdo Sul apresemtapgrimetro
de 167 km e seu curso de agua principal, o Rio @obdo Sul, da sua
nascente até a foz na Baia Sul percorre 65,15 KPM{BEHIDRO,
2003). O Rio Cubatédo Sul, tem sua nascente nasntest orientais das
serras do Rio Novo e da Garganta, com altitudeersups a 1.000
metros, desembocando no mar na forma de um delsulado Rio
Ariril, no municipio de Palhoca-SC (SDM-FEHIDRO,03). Na foz
do Rio Cubatdo do Sul ocorre a formacdo de um mtesm de
manguezal conhecido como Manguezal da Palhoca (CIAZH13a).

O Rio Cubatdo do Sul possui vazdgo@vazdo com 90% de
permanéncia) de 11,41°m" e vazdo @,o(vazdo média de estiagem de
7 dias e 10 anos de periodo de retorno) de 4,75'nfSANTA
CATARINA, 2007).

As aguas do Rio Cubatdo do Sul foram inicialmemguadradas
pela Portaria n° 024 (SANTA CATARINA, 1979) como usg Doce
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Classe 1. Esta Portaria passou por alteragfesRasialucdo n® 03 do
Conselho Estadual dos Recursos Hidricos de Sarttmiiza (CERH,

2008), sendo reclassificada como Classe EspeciaRe8olucdo n°
03/2008 (CERH, 2008) foi revogada e atualmente qasas do Rio
Cubatio do Sul sio classificadas como Agua Docss€la de acordo
com a Resolugdo n° 357 do Conselho Nacional do Membiente

(CONAMA, 2005).

Dentre os usos do solo e da 4gua da bacia hidicgddstacam-se
as atividades de agricultura e pecuéaria. Estasureslt necessitam
diretamente da agua para o seu cultivo e desenvehido e, portanto
estdo diretamente associadas a qualidade de adaidaO municipio
de Aguas Mornas foi considerado o maior produtor pdedutos
hortifrutigranjeiros da regido da Grande Floriadigocom destaque
para a producdo de tomate, mandioca, cana-de-addiGara, banana,
leite e aves (SDS, 2011).

As atividades agricolas demandam a utilizacao degmas que por
muitas vezes é feita de forma abrangente e desmider\ssim estas
substancias fazem com que ocorra uma perda sainficna qualidade
da agua da bacia, o que pode trazer graves comsgam@ salde da
populacdo humana, além de prejudicar de maneiralarapdo o
ecossistema (GUIMARAES, 1999).

Outro grave problema envolvendo o uso das agu&ial@ubatéo
do Sul é a sua utilizagcdo como diluidora de eflegmomésticos. Esta
bacia hidrogréfica é afetada diretamente com o atomgopulacional
acelerado e a falta de tratamento adequado as &ggidearias, o que
gera uma tendéncia de perda da qualidade das éguasonsequéncias
graves e diretas da bacia na qualidade de vidaogalatdo e do
ecossistema (CHRISTIFIDIS, 2006).

O municipio de Santo Amaro da Imperatriz apres@2®% de
cobertura de esgotamento sanitario (CASAN, 20%ak), municipio de
Aguas Mornas néo apresenta uma rede de colettaménato de esgoto
sanitario (SDS, 2011).

Na Bacia Hidrogréfica do Rio Cubatdo do Sul a glaale e a
gquantidade de &gua, assim como as margens do o egndo
degradadas em decorréncia da supressdo da matq diispejo de
esgoto doméstico, extracdo de areia e atividaddsotas (CASAN,
2013a).

A Bacia Hidrogréfica do Rio Cubatdo Sul é de imfocia
estratégica para a Regido da Grande Florianoppbss nela esta
localizado importante manancial de captagcdo de apaem o
abastecimento de cinco municipios da regido. Esteancial abastece
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0s municipios de Santo Amaro da Imperatriz, Palh@@o José,
Biguaci e Florianépolis, atendendo a uma populacde
aproximadamente 700.000 habitantes. O ponto deagi@ptde agua
bruta do Rio Cubatdo do Sul realizado pela Compa@laitarinense de
Aguas e Saneamento (CASAN) esta situado a jusamteedtro da
cidade de Santo Amaro da Imperatriz (CASAN, 2013a).

A Figura 4 apresenta a representacdo esquematioaalizacao da
Bacia Hidrogréafica do Rio Cubatdo do Sul com arithisicdo espacial
dos pontos de coleta das amostras de dgua e akcabtacdo de agua
bruta no Rio Cubatdo do Sul pela CASAN.
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Figura 4. Localiza¢do Bacia Hidrografica do Rio Cubatio db &a distribuicao
das estacdes amostrais ao longo do curso do Riat&wubo Sul.

O curso de agua principal do Rio Cubatao do Susébidividido
em 4 pontos amostrais de maneira a abranger agrdge ocupacoes
humanas ao longo do curso do rio.

(0] local de coleta denominado “Ponto 1’
(27°47°'20.44"S/48°57'37.25"W) esta localizado a @pmadamente
360 metros de altitude, préximo a nascente do Riba@o do Sul, no
municipio de S&do Bonifacio — SC, sendo considerado local com
pouca e/ou auséncia de atividades antropogénicas.
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(0] local de coleta denominado “Ponto 2’
(27°4377.46"S/48°52'6.57"W), localizado a aproxinsadente 190
metros de altitude, esta situado nas imediacdesuucipio de Aguas
Mornas — SC, a aproximadamente 18 km do Ponto 1.

(0] local de coleta denominado “Ponto 3
(27°42'4.15"S/48°47°1.29"W), localizado a aproxinzadente 11
metros de altitude, esta situado nas imedia¢Oanudocipio de Santo
Amaro da Imperatriz.

(0] local de coleta denominado “Ponto 4
(27°42'1.097S/48°39°'39.87"W), localizado a aproxidamente 2
metros de altitude, esta situado nas proximidaddezido Rio Cubatéo
do Sul, nas imediacdes da BR-101, em local quetédd por impactos
diretos da ocupagdo humana. Este local esta situgdsante do local
onde é realizada a captacdo de agua bruta paaméatio e distribuicio
pela CASAN.

A Figura 5 ilustra os pontos de coleta das amosiaiggua no Rio
Cubatéo do Sul.

JRN 31 2010 .

Figura 5. Pontos de coleta das amostras de agua no Rio @umtdul. (A) Ponto 1
— proximidades da nascente. (B) Ponto 2 — imedsagfie municipio de Aguas
Mornas-SC. (C) Ponto 3 — jusante do centro do nfpimicde Santo Amaro da
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Imperatriz-SC. (D) Ponto 4 — imediacdes do municiie Palhoca-SC, a jusante do
local de captacdo de agua bruta para distribuieEB@ASAN.

Informag0es referentes aos parametros relacioriadaslidade das
aguas superficiais do Rio Cubatdo do Sul foramdomsdpela CASAN.
Os dados séo referentes ao local de monitoramentoalidade de agua
no Rio Cubatdo do Sul da CASAN situado a jusant®aloto 3 desta
pesquisa, nas proximidades do local onde é realizathptacdo de dgua
bruta para tratamento e distribuicéo.

Os dados referentes a concentracdo de metaisogesauinpostos
organicos e pesticidas sao apresentadas no Capitulénexo 1 e
referem-se a andlise de uma amostra de agua @letad-evereiro de
2010. Os dados referentes aos parametros fisicoiaps e bioldgicos
séo apresentados de acordo com a média e agrupadoslacdo ao
periodo de execucdo deste estudo (Primavera 20t@erno 2011) e
séo apresentados no Capitulo IX, Anexo 2.

4.2 MAPA DE USO DO SOLO DA BACIA HIDROGRAFICA DO
RIO CUBATAO DO SUL

Para melhor representacéo da area de estudalimiratio um mapa
de uso e ocupacdo do solo da Bacia HidrograficRidoCubatédo do
Sul. Este mapa foi gerado no Laboratério de Ge@ssamento e
Sensoriamento Remoto (LABGEO) da Fundacéo UnivedsidRegional
de Blumenau (FURB).

Para a elaboragdo do mapa foi utilizado uma imadensatélite
LANDSAT 5 ETM+, com data de 19 de novembro de 2046m
resolugéo de 30 m e sete bandas espectrais (da@zofravermelho
afastado, sendo que a banda termal foi destacatiaestudo).

A classificacdo dos mapas foi feita de forma stip@nada
através da interpretacao visual da imagem LANDSWicialmente a
imagem foi segmentada no software eCognitioB através da
ferramenta multiresolution segmentation, no qugnsntos (objetos)
foram gerados de acordo com a resposta espectranazem em
relacdo ao uso existente em terra. Em seguidarmafgbes foram
importadas para ambiente SIG (como base cartogréfic municipios
disponivel no pela EPAGRI/CIRAM em escala de 1:60,0ocalizagéo
geografica das secdes fluviométricas de coleta, doeparque Serra do
Tabuleiro disponibilizada pela FURB e objetos gesagklo processo de
segmentac&o) no software Arc&180.1. Os objetos que foram gerados



50

na segmentacdo foram unidos (através da ferranmeetge) e em
seguida foram atribuidas informagcBes de classe pada objeto.
Apenas para fins de verificagcdo, os poligonos fdaana classificacéo
foram conferidos com as imagens do software Gdégtéh, a partir da
transformacéo dos arquivos shape (.shp) para forikaylog Markup

Language (.kml).

De maneira a identificar as diferentes areas fl@éimcia de cada
classe de uso do solo para cada Ponto de Coléigudeno Rio Cubatéo
do Sul foram estabelecidas, arbitrariamente, sgiabgara cada ponto.
A delimitagdo destas sub-bacias foi realizada e ®obre a base
cartogréfica digital utilizando o software ArcGlS Durante a
delimitagdo foram respeitados a hidrografia nassade entorno dos
pontos de coleta de 4gua, assim como o relevonadise, desta forma,
areas variadas para cada ponto de coleta de agua.

4.3 ORGANISMO UTILIZADO NOS ENSAIOS GENOTOXICOS,
EPIGENETICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

O organismo-teste escolhido foi o pef@ezochromis niloticusou
Tilapia-do-Nilo, como é popularmente conhecido. @ niloticus
apresenta uma série de caracteristicas que o taunarnbom modelo
biolégico para o estudo da influéncia de xenohiStiem estudos
toxicologicos (GADAGBUI et al., 1996).

A espécieO. niloticus é excelente para a utilizacdo em ensaios
laboratoriais, devido a facilidade de adaptacaonaicdes laboratoriais,
sendo frequentemente utilizada para investigar sicittade de
substancias presentes nos ambientes aquaticos @OESTA, 2001).
Ainda, de acordo com Vijayan et al., (1996). niloticus é
mundialmente reconhecido por sua sensibilidadepslaaresposta as
alteracbes ambientais.

Para esta pesquisa foram utilizados exemplares de
aproximadamente 31,5+0,59 de peso corporal e ehtre?cm de
comprimento.

4.4 FLUXOGRAMA GERAL DA METODOLOGIA

A Figura 6 apresenta uma representacdo esquemdlica
metodologia desenvolvida durante a exposicdo demptares deD.
niloticus as amostras da mistura complexa das aguas douRiatdd do
Sul pelo periodo de 280 dias.
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(Carrasco et al., 1990; (Bardacki e Sibinski, 1994; (Matias e Creppy, 1998*;
Hayashy et al., 1990) Flohr et al., 2012) Flohr et al., 2012)

Figura 6. Representacédo esquematica do procedimento megpctmidesenvolvido
durante a exposi¢do @ niloticusas amostras de agua do Rio Cubatédo do Sul pelo
periodo de 280 dias.

4.4.1 Quantidade, transporte, aclimatacdo e manutgéo dos peixes

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério @xicblogia
Ambiental (LABTOX), localizado no Departamento degénharia
Sanitaria e Ambiental da Universidade Federal deeS@atarina. Para
esta pesquisa foram utilizados 132 exemplares jsnaO. niloticus
gue foram doados pela Piscicultura Panama, locaina municipio de
Paulo Lopes/SC.

O transporte dos animais da piscicultura de origedmo LABTOX
foi realizado de acordo com as instrugfes fornecela manuais de
piscicultura (COTRIM, 2002; SEBRAE, 2008). Os anisna
selecionados para a utlizagcdo neste estudo foraparados com
antecedéncia e alimentados no dia anterior aopates O transporte
dos animais foi feito em sacos plasticos conterl@ad& agua e 2/3 de
oxigénio pressurizado. Estes sacos plasticos faeondicionados em
caixas de isopor e o transporte dos animais fdizes no inicio da
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manha para evitar 0 aquecimento da agua duranteamslado
Piscicultura/Laboratorio.

Inicialmente os animais foram aclimatados em unguancircular
de polietileno de 1.000L de capacidade, contendr dgre de cloro,
com aeracdo constante, fotoperiodo de 16horas miéendsidade e
temperatura da agua de°@2@2°C. Este tanque foi denominado de
“tanque de aclimatacdo”. A liberagdo dos animais tanque de
aclimatacédo foi feita ap0s a equalizacdo da terhparados sacos
plasticos contendo os animais provenientes dacpisaia, com a agua
do tanque de aclimatacdo. Os sacos plasticos pecea@m em
flutuagc&o por um periodo minimo de 15 minutos, @aeira a igualar a
temperatura da agua interna e externa. Apds estedpeos sacos
plasticos contendo os peixes foram abertos e foésaentada agua
proveniente do tanque de aclimatacdo. Este proesdinfoi realizado
para que os peixes pudessem assimilar as diferelcasialidade de
agua. Apds este tempo os peixes foram retiradessdoos plasticos
com o auxilio de um puca e soltos no tanque dmatdicao.

Os peixes permaneceram no tanque de aclimatacad5padlias.
Durante este periodo os peixes foram alimentad@sia 48 horas com
racdo para alevinos contendo 42% de proteina e ¢/8@nue vitamina
C (Peixe Juvenil, Acqua Line, Supra, RS, Brasil)rethanescente de
alimento foi retirado aproximadamente 15 minutaSsap fornecimento.
O material fecal produzido foi removido diariamentgravés de
aspiracdo do fundo do tanque e a agua foi parceémesnovada
(aproximadamente 1/3) a cada 5 dias.

4.4.2 Tanques e tempo de exposicdo cronica as aguds Rio
Cubatéo do Sul

A exposicao crbnica d@. niloticusas 4guas do Rio Cubatdo do
Sul foi realizada em tanques de polipropileno (436xx 78 cm) com
capacidade para 130L de agua, denominados de dampuexposicao”.
Estes tanques de exposicdo foram mantidos sob ¢dmsdi de
temperatura e luminosidade similares ao tanqueclimaacdo, assim
como a alimentacdo dos animais.

Foram utilizados 6 tanques de exposicdo equipados om
sistema de filtracdo completo (filtro fisico e igico Zanclu§, modelo
FBM 155). A aeracdo e filtracdo das aguas do tarpuexposicao
foram realizadas com o auxilio de bombas com cdpdei de filtracéo
de 650L/h (SarloBett& modelo Better B650).
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Os tanques de exposicao foram preenchidos compiguaniente
dos diferentes locais de amostragem no Rio Cubdtd&ul. Cada
tanque foi preenchido com 120 litros de agua esesteques foram
denominados de:

- Tanque 01: Ponto 1: 4gua do Rio Cubatdo do Swigpiente das
proximidades da nascente do Rio Cubatdo do Sul;

- Tanque 02: Ponto 2: agua do Rio Cubatao do Swigmiente das
proximidades do municipio de Aguas Mornas;

- Tanque 03: Ponto 3: 4gua do Rio Cubatdo do Suigpiente das
imedia¢des do municipio de Santo Amaro da Imperatri

- Tanque 04: Ponto 4: 4gua do Rio Cubatdo do Suigpiente das
imediacdes da BR-101, no municipio de Palhoca,dsoterminal do
rio;

- Tanque 05: Controle negativo: agua mineral priaarga de
empresa envasadora e distribuidora de agua mirgtaada no
municipio de Santo Amaro da Imperatriz/SC;

- Tanque 06: Controle positivo (dicromato de patagss mg/L):
agua mineral proveniente de empresa envasadostribuidora de agua
mineral situada no municipio de Santo Amaro da haipie/SC. (Os
peixes deste tanque foram expostos ao compostoot@icada 48h
anteriores a extracdo sanguinea).

Ap6s o preenchimento dos tanques com agua prodengos
diferentes locais de amostragem os peixes foramdisdilos
aleatoriamente em grupos de 22 exemplares pordat®exposicao.

Foi realizada a coleta de amostras de agua daemiés pontos e
de a4gua mineral para a renovagédo de aproximadarh&htia agua dos
tanques de exposicdo a cada 15 dias. A limpezistborg de filtracdo
(filtro fisico) ocorreu semanalmente, através das8tuicdo do perlon
de seu preenchimento.

Os peixes permaneceram expostos as aguas do Ra&dwdo Sul
por um periodo de 280 dias. A exposicdo dos peirgEsou em
dezembro de 2010 e foi finalizada em agosto de .2Ditante este
periodo foi possivel abranger as diferentes mudangmbientas
decorrentes da mudanca das esta¢des do ano.

O intervalo de amostragem sanguinea dos exemplairake 28
dias, iniciando no 28° dia de exposicdo, com celetanguineas
subsequentes realizadas nos dias 56°, 84°, 117, 18B°, 196°, 224°,
252° e 280° de exposicdo as amostras de agua ddCbatdo do
Sul/SC.

A cada extracdo sanguinea foi coletado aleatorite® sangue de
dois exemplares por tanque de exposicdo, sendoradeti
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aproximadamente 2mL de sangue através de puncihaisptilizando-
se de agulhas estéreis embebidas em solucdo guiieote (0,5 mL de
0,5M EDTA pH 8,0). O sangue coletado foi imediatatagrocessado e
aliquotado para subsequente utilizagdo nos testesxitidade.

Os exemplares utilizados como controle positivarforetirados do
tanque de exposi¢do 48h antes da extracao sanguam@andicionados
em aquarios individuais com capacidade de 5L caatema solugéo de
2,5mg/L de dicromato de potassio (concentracdoetalblle KCr,O7,
adaptada ao peso do organismo, baseado em Mishohanty, 2008).
Apb6s a extragdo sanguinea todos os exemplaregadtl foram
sacrificados através de decapitacéo.

Cabe aqui ressaltar que a utilizagdo dos animaisnte esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para dés@\nimais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA — UPRD0836).

45 ENSAIOS GENOTOXICOS, EPIGENETICOS E DE
ESTRESSE OXIDATIVO

451 Teste do Micronulcleo

O teste de verificacdo da frequéncia de eritréaiticronucleados
deO. niloticusfoi realizado de acordo com Hayashi et al., (1980in
algumas modificacdes. ApOs a exposicao crénicgpdo®es a periodos
pré-determinados foi coletado o sangue de 2 exeeypkdeatdrios por
tanque de exposicao e preparadas laminas com agheglas células
sanguineas para analise microscopica.

Foram preparadas laminas em duplicata para cadmpdxr
amostrado. Apds a realizacdo do esfregaco, as ddnmarmaneceram
secando em temperatura ambiente por 30 minutosorbdm este
periodo iniciou-se o processo de fixacdo celulan @ imersdo das
laminas em Metanol P.A. por 10 minutos. A coloradas laminas foi
realizada no momento da andlise citogenética cora salucdo de
Acridine Orange (1 mg/mL) e Brometo de Etidio (20plg).

A analise citogenética foi realizada com a ut§éa de um
microscopio eletrénico epi-fluorescente (Olympus®4B) equipado
com uma lente de imersdo com magnificacdo de x1.000critério
adotado para a identificagdo dos micronucleos fodescrito por
Carrasco et al.,, (1990) que definiu os microndcleosno sendo
inclusbes citoplasmaticas esféricas, apresentamborno definido,
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com um didmetro entre 1/10 a 1/3 em relagdo aaaficbm coloracao
e estrutura similar ao mesmo.

A verificacao da frequéncia de células micronutdsafoi realizada
através de teste cego, onde pelo menos 2.000 sélideam
contabilizadas para cada exemplar amostrado. Semdotam
contabilizadas células integras, ou seja, com mamabcelular e nuclear
intacta.

4.5.2 Metilacao bioldgica do DNA pela quantificaip do percentual
de nPdC

Os procedimentos para a realizacdo do teste déicaefio da
metilacéo bioldgica do DNA pela quantificacédo docpetual de fiC
foram realizados baseando-se na metodologia pepastFlohr et al.,
(2012) e no protocolo de extracdo de DNA gendmieto pnétodo
fenol-cloroférmio adaptado de Bardacki e Sibinski994). A
metodologia para a realizagdo do teste foi readizath 3 etapas
descritas a seguir:

Etapa 1 - Extracdo, Purificacdo e Quantificacdo DidA: Apds a
exposicao dos peixes aos periodos pré-determinadsm)gue coletado
foi acondicionado em tubos do tipo eppendorf livdlesDNA e RNA
com capacidade para 2mL e separado em aliquot20@lqiL. Este
procedimento foi realizado com o sangue de doisnplees de cada
tanque de exposicdo em triplicata. As amostrasadgue total foram
centrifugadas 10 min a 2.000 RPM para a separagsiti@macias e do
plasma. O plasma sobrenadante foi retirado e amadpe para a
utilizacdo no ensaio de lipoperoxidacdo. As céldiemsantadas foram re-
suspendidas em tubos Eppendorf contendo 400uL rdpéta de lise
celular (1M Tris HCI pH 7,4; 1M NaCl; 0,5M EDTA pB; 10% SDS;
Agua miliQ). Logo apos, foi adicionado 10uL de Bimoase K e os
tubos foram submetidos a agitacdo vigorosa por dursis. Esta
mistura foi colocada para digestdo em Banho-Maid5°C por duas
horas, realizando a homogeneizacdo dos tubos a2faaténutos. Apos
0 processo de digestdo as amostras foram coloadasecipiente
contendo gelo para evitar a degradacdo do DNA. Apdgyestdo das
proteinas, foi verificada a quantidade de matedatido no Eppendorf
e adicionando igual volume de fenol (aproximadames@O pL). Os
tubos foram invertidos suavemente por 10 minutosarap
homogeneizagdo da mistura. Em seguida os tubamfoentrifugados
a 14.000g por 10 minutos a 4°C. ApOs a centrifagapi retirada a
fase aquosa, e transferida para um novo Eppendogf dle DNA e
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RNA. Este procedimento foi realizado por mais dueses, porém na
segunda vez adicionou-se igual volume de fenob&omio e na
terceira vez, igual volume de cloroférmio. Ao finalerificou-se a
quantidade de material e adicionou-se o dobro destame de
Isopropanol gelado (geralmente 400 plL). ApGs esbegadimento as
amostras foram incubadas a -20°C “overnight”. Demai incubacédo o
material foi centrifugado a 14.000g por 30 minuéod°C, e o pellet
formado foi lavado com 500uL de Etanol gelado 7086  vezes,
invertendo-se os tubos para lavar. Os tubos foemtritugados por 10
minutos a 14.000g a 4°C, e o sobrenadante foadatirApds os tubos
foram deixados na bancada em temperatura ambiardespcar o pellet.
Depois de seco o pellet foi ressuspendido com 50glagua miliQ
autoclavada. Adicionou-se 5uL de RNAse e os tub@sif deixados em
bancada a temperatura ambiente “overnight” parafigagdo. A
quantificacdo do DNA foi realizada através da sap@s de aliquotas de
4uL de cada amostra para a quantificagdo em esfmdtnetro, e o
restante do DNA foi congelado a -20°C. O DNA foiagtificado por
espectrometria de ultravioleta em comprimentos ddaode 260 e
280nm. Apds a quantificacdo do DNA foi separadovatnme 2@ug de
DNA purificado para a utilizacdo na etapa seguinte.

Etapa 2 - Liofilizacdo e Hidrélise Enzimatica: Estapa teve por
objetivo hidrolisar as proteinas e separar o DNARMA. 20ug do
DNA, separados na etapa anterior, foram liofilizadon um microtubo
de centrifuga durante uma noite com o auxilio de liofilizador-
centrifugador sob temperatura variavel adaptadséme a uma bomba
a vacuo e a um evaporador de resfriamento (MicraMod Freeze
Dryer®). O DNA liofilizado foi reidratado com &gua ultpara. As
amostras de DNA reidratadas foram colocadas emd@Bitaria a 106C
por 2 minutos e em seguida colocadas em banhold@gel5 minutos
para facilitar a etapa da hidrélise. A hidroliseqadeu acrescentado a
cada amostra 2uL de tampdao acetato de potassioh2%0H 5,4) , 2uL
de sulfato de zinco 10mM e 10uL de nuclease PIn{LJ/Em seguida
as amostras foram incubadas &@por uma noite. No dia seguinte,
uma segunda hidrélise enziméatica foi realizada apadicdo de 4uL de
tampéao Tris-HCI 0,5M (pH 8,3) e 4uL de fosfatasmbha (0,31U/mL).
Foi realizada a segunda incubacgéo pelo periodauds kloras a 3€.
Apos a incubacdo foi adicionado 25uL de cloroférpana a inativacdo
das enzimas utilizadas na hidrélise. Os tubos focamirifugados a
13.000g por 10 minutos e a fase aquosa foi analipad cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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Etapa 3 - Quantificacdo da’d€C por HPLC: A quantificacdo da 5-
metilcitosina foi efetuada por HPLC equipado comu@a C18-fenil-
nucleosil (Agilent Zorbax SB-Phenil 250 x 4.6mmphpe detector UV.
Foi utilizado duas solugdes, solucdo tampao A:neib (NH,) H.PO,
pH 3,95 filtrado através de um G5-22, Milipore @j2m)e solucéo B:
metanol a 4% (v/v) para HPLC (JT BaKerroi utilizado um sistema de
gradiente, 0-16 min 96-4 Solugdo A/Solucédo B semwd gradiente
linear até 20% da solucdo B durante 32 minutosflux® foi 1mL/min

e 0 volume de injecdo foi de 20 pL de uma diluigZb0 do DNA
hidrolisado. O detector de ultravioleta foi utiliitacom comprimento de
onda em 254nm. Foram utilizadas bases padréesddCdG, dA —
Sigma Aldrich / 100 pg/mL cada) €’dC (10 pg/mL) para construcéo
da curva de calibragéo e quantificagéo.

45.3 Teste de Lipoperoxidagdo: Extracdo e quantificacdado
MDA

A metodologia utilizada para a quantificacdo doAViDi realizada
conforme Matias e Creppy (1998a) e Flohr et all,22@\s amostras de
sangue coletadas dos peixes ap6s o periodo de igigopre-
determinado foram utilizadas para a dosagem do MBigialmente foi
separada uma aliquota de 200 pL de sangue de cailddiio
amostrado em triplicata e realizada a centrifuggqu@Eol0 minutos em
2.000 RPM. Apbs a centrifugacdo, 100uL do plasmeagsaeo foi
utilizado para dar continuidade ao teste. A cadastia de plasma
sanguineo foi adicionado 250ul de tampédo SET (ONAZI, 200mM
EDTA, 50mKM Tris-HCI, pH 8,0), e agitado vigorosame em um
Vortex. Partes do homogeneizado de plasma sangy2@ol) foi
retirada e congelada para posterior dosagem deipast pelo Método
Bradford. Foram preparados oito solucBes padraoMd¥A com
concentraces entre 7,5 e 6%X1OM/mL. As amostras de plasma
sanguineo e os padrées de MDA foram tratados cqrh @6 SDS 7%,
300uL de HCI 0,1 N, 40uL de &cido fosfotungstico £9300uL de
acido 2-tiobarbitarico (TBA) 0,67%. Apés agitacdgorosa no Vortex,
0s tubos foram mantidos no escuro, a 90°C, durhnt®ra, depois
resfriados em gelo por 15 minutos. O complexo MDBATformado foi
extraido utilizando 300uL de n-butanol. Apés realise a
centrifugacdo (10 minutos, a 3.000RPM), e a fastandlica que
contém o complexo MDA-TBA foi retirada e a quatitdo do MDA
foi realizada por HPLC-fluorescéncia (HP1050 HPLgst&m). Foi
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utilizada uma coluna Suplecosil LC-18S (25cm x 4y6m 5um), com
injecdo manual de 20 pL. A fase movel isocraticéizatla € uma
mistura de metanol:agua 4:6 (v/v), pH 8,4 ajustesim KOH 0,5M, a
um fluxo de 0,5mL/min. O detector de florescéndtaofgrammable
Fluorescence Detector HP 1064A) utilizou o compritnede onda de
excitagdo de 515nm e comprimento de onda de entigs&63nm.

Para a dosagem de proteinas foi utilizado o MéttelBradford
(BRADFORD, 1976). A partir dos 20 pL reservadosapaste fim,
foram adicionado 980 pL do reativo Biorad® quedibiido com agua
ultra-pura 1:4 (v/v). Esta solucdo foi homogeneizada absorbancia
medida a 595 nm em um espectrofotdmetro CARY |Eiaviar UV
Visible Spectrophotometer. A concentracdo de pmateinas amostras
foi deduzida a partir de uma gama padrdo de altarnavina (BSA)
como proteina padréo para a curva de calibracao.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nas diferentes analisesnfagrupados
combinando o tempo de exposi¢cdo com a estacaoaldaaperiodo de
andlise, iniciando na primavera de 2010 e finatiano inverno de
2011.

Para a andlise estatistica dos resultados obtdosrelacdo a
frequéncia de MN foi utilizado o nimero total déeedcdes em cada
estacdo do ano. Foi utilizado o Teste de Compasablidtiplas de
Tukey para verificar as diferencas entre as an®streeus respectivos
controles. Foi considerado um nivel de significari® p<0,05.

Para a analise estatistica dos resultados deagdatibioldgica e da
LPO utilizou-se a média obtida em cada estacdo o Eara os
diferentes locais amostrados e a comparacdo dass dad realizada
baseando-se no Teste de Compara¢des Multiplaskasy Para verificar
as diferencas entre as amostras e seus respecivdsoles. Foi
considerado um nivel de significancia de p<0,01.

A analise estatistica foi realizada com o softwRu@2.5.1, R Core
Group, 2013).



CAPITULO V
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MAPA DE USO DO SOLO
A classificacdo supervisionada permitiu a iderdifo de oito
classes de uso e ocupacdo do solo para a Baciagiifica do Rio

Cubatao do Sul, estas classes foram: agua, agraufiastagem, campo
natural, floresta nativa, reflorestamento, restiagabano (Figura 7).
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Figura 7. Mapa de uso e ocupacao do solo da Bacia HidrogrdficRio Cubatdo do
Sul - SC.

A Tabela 1 apresenta os resultados referentes éass atas
diferentes classes de uso e ocupacgéao do solo.
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Tabela 1.Area das classes de uso do solo da Bacia Hidiogrdé Rio Cubatio do

Sul - SC.
Bacia Hidrografica do Rio Cubat&o do Sul
Classes de Usodo  Area %
Solo (km?)
Agua 5,72 0,77
Agricultura 21,00 2,82
Pastagem 110,61 14,85
Campo Natural 21,82 2,93
Floresta Nativa 537,34 72,14
Reflorestamento 18,14 2,44
Restinga 1,87 0,25
Urbano 28,37 3,81
Total 744,86 100

Considerando somente as 4&reas
delimitadas para cada ponto de coleta de amostraagim, foi
determinado o percentual de cobertura do solo pada uma das

classes identificadas. A Tabela 2 apresenta ass &eea kni

referentes as dab-bac

e

porcentagem das diferentes classes de uso e ooupaghlo para cada

sub-bacia.

Tabela 2. Percentual de cobertura do solo por classe dedossolo para as
sub-bacias localizadas na Bacia Hidrografica do@ibatao do Sul.

Bacia Hidrogréafica do Rio Cubatéo do Sul

Sub-bacias
Uso do Solo Sub-bacia 1 Sub-bacia 2 Sub-bacia 3 Shdicia 4
Area Area Area Area
kmd % km?d %  (km) %  (km) %
Agua 0,18 0,19 0,83 0,65 1,06 0,55 3,09 0,96
Agricultura 1,02 1,06 4,25 3,31 7,35 3,82 8,13 2,52
Pastagem 10,03 10,45 24,18 18,87 34,41 17,87 41,72 12,96
Campos 227 2,36 020 022 393 2% 1533 476
Naturais
Floresta Nativa 79,23 82,59 91,95 71,75 13294 69,05 231,60 71,91
Reflorestamento 3,08 3,21 3,49 2,72 6,41 1,60 5,16 1,60
Restinga 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Urbano 0,12 0,12 3,16 2,46 6,43 5,29 17,03 5,29
Total 95,94 100 128,14 100 192,54 100 322,06 100
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De maneira geral, as sub-bacias apresentam maicerpeal de
uso e ocupagdo do solo representado pela FloreatavaN que
representam 72,52% de sua area total. As classesode ocupacao do
solo referentes a agricultura, pastagens e cangtasais ocupam uma
area total de 20,70%, seguidas por 2,46% de saadied referentes ao
reflorestamento e 3,62% de area urbana.

5.2 VERIFICACAO DA FREQUENCIA DE ERITROCITOS
MICRONUCLEADOS

Os resultados a seqguir apresentados baseiam-senmerp artigo
elaborado a partir deste estudo, que avaliou ai@mma de eritrocitos
micronucleados en®. niloticus apds a exposi¢cdo as aguas do Rio
Cubatdo do Sul. O mencionado artigo intitula-sendtiction of
micronucleus ofOreochromis niloticusexposed to waters from the
Cubatéo do Sul River, southern Brazil” e foi acgitva publicacdo na
Revista Cientifica “Ecotoxicology and Environmengafety”. O artigo
integral e original é apresentado no Capitulo \ApEndice Al, sendo
que aqui serdo apresentados apenas 0s resultditzzigsao referentes
aos testes de verificacdo da frequéncia de etiddanicronucleados em
O. niloticus

Todas as amostras pertencentes ao grupo do comtegativo
apresentaram uma baixa frequéncia de MN (0,49 89%0,9Tabela 3).
Estas frequéncias de MN observadas para o contegjativo estdo de
acordo com os resultados obtidos em outros estwiodlares
(GRISOLIA; CORDEIRO, 2000; ERGENE et al., 2007, GRLIA et
al., 2009, POLARD et al., 2011a; 2011b). Os dadiglos na pesquisa
estdo ainda de acordo com nivel basal encontradoqudras espécies
de peixes, como pode ser verificado na revisdosper® de estudos
genotéxicos utilizando peixes realizados por Bodmjne Hayashi
(2011).

As amostras sanguineas pertencentes ao grupo ttolequositivo
(dicromato de potéssio 2,5 mg/L) apresentaram amisquéncia de
MN verificadas no periodo de estudo (16,82 — 17,2%5%bela 3). Estes
resultados estdo de acordo com o verificado pohrF(@011). O
dicromato de potassio é conhecido por apresentaraumento na
geracdo de acidentes clastogénicos originando @naf@o de
micronucleos (NORMANN et al., 2008). Varios estsidlo vivo e in
vitro demonstram que compostos contendo Cr (VI) em sogasi¢cédo
sao responsaveis por danos no DNA de diferentesafrseja através
de quebras de cadeia simples e dupla, aberractesossdmicas,
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formacdo de microndcleos, formacédo de adutos no DAk de
alteracbes nos processos de replicacdo e trars¢dedTKOVICH et
al., 1996; OBRIEN et al, 2001, MATSUMOTO, 2003;
MATSUMOTO et al., 2006; MATSUMOTO; MARIN-MORALES,
2004).

Tabela 3.NUmero de eritrécitos micronucleados observadogpeixes da espécie
Oreochromis niloticugxpostos as aguas superficiais do Rio Cubatdaiddusante
o periodo de 280 dias (Primavera 2010 — Invernd 201

Amostra Estacado n Total Total MN
do Ano Células verificado HeMN = DP
Primavera 2010 6 12219 11 0,49 £ 0,26
2 .g Verdo 2011 6 12200 6 0,90 + 0,01
§ % Outono 2011 6 12091 9 0,75+0,43
© = Inverno 2011 6 12099 6 0,50 £ 0,25
Primavera 2010 6 12245 35 2,89 +0,51
g Veréo 2011 6 12120 58 4,74 +0,12
E Outono 2011 6 12093 32 2,65+1,01
Inverno 2011 6 12095 15 1,24 +0,75
Primavera 2010 6 12143 47 3,91+0,76
‘; Verdo 2011 6 12029 75 6,18 £ 0,31
E Outono 2011 6 12116 51 4,21 +0,66
Inverno 2011 6 12066 25 2,07+1,25
Primavera 2010 6 12231 75 6,13 £ 0,15
‘g Verdo 2011 6 12080 100 8,28+ 0,16
E Outono 2011 6 12077 50 4,14 +0,52
Inverno 2011 6 12067 43 3,56 £0,29
Primavera 2010 6 12059 86 7,13+1,04
: Veréo 2011 6 12088 118 9,76 + 0,36
§ Outono 2011 6 12068 76 6,30 £ 0,39
Inverno 2011 6 12064 47 3,89+1,26
Primavera 2010 6 12202 208 17,05 + 0,26
% g Veréo 2011 6 12193 208 17,06 £ 0,55
§ g Outono 2011 6 12114 209 17,25+ 0,34
Inverno 2011 6 12068 203 16,82 +£0,18
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Verificou-se um aumento do nimero das células mialeadas
em direcéo a foz do rio (Figura 8).

Quando a frequéncia de micronlcleos é agrupadaogat de
coleta (Figura 8), praticamente todas as amostE@®sentaram
diferencas significativas em relacdo ao observaxloamtrole negativo
(p < 0,05), com excecdo das amostras referentdavaono para os
Pontos 1 e 2. O Ponto 1, situado nas proximidadesadcente do Rio
Cubatdo do Sul (local com pouca influéncia ant@piapresentou
aumento significativo na frequéncia de MN quandongarado ao
controle negativo (p<0,05; Figura 8). Esta elevagddrequéncia pode
ser observada de forma crescente em direcdo ao Rpsituado nas
proximidades da foz do rio.

20 1 OControle negativo
OPonto 1

HPonto 2

HPonto 3

MPonto 4

M Controle Positvo

Meédia MN (%o)

0
Primavera 2010 Verao 2011 Outono 2011 Inverno 2011

Figura 8. Distribuicdo temporal da média da frequéncia de Ki) + DP,
observados para a espécie de péXeniloticus expostos as amostras das aguas
superficiais do Rio Cubatéo do Sul durante o periga Primavera 2010 — Inverno
2011. Letras iguais dentro das estacdes do anoaimdd > 0,05.

Durante o periodo de estudo, as maiores frequérdgad/N
ocorreram no periodo do veréo, para todos os |l@a@strados. Estes
resultados coincidem com a maior ocorréncia de&hegistrada para o
periodo, de acordo com os dados de chuva obtido€eattiro de
Informacdes de Recursos Ambientais e de Hidromeliegia de Santa
Catarina (CIRAM/EPAGRI; Tabela 4). Os dados de eh(@vabela 4)
foram agrupados conforme as esta¢gfes do ano eos&@spondentes a
soma da chuva (mm) registrada nos sete dias amteras diferentes
coletas das amostras de agua.

Os registros dos dados de chuva acumulada (mnrenééeacs 7
dias anteriores a coleta das amostras de aguapaliferentes pontos
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durante o periodo de execucdo da pesquisa poderesirados no
Capitulo VIII, Apéndice A2.

Tabela 4.Chuva acumulada (soma dos sete dias anterioreslétascdas amostras
de agua agrupadas por estacao do ano) para a degRio Cubatdo do Sul durante
o periodo da Primavera/2010 — Inverno/2011.

Chuva acumulada® (mm)

Estacao do Pontos de Coleta
Ano 1 2 3 4
Primavera 2010 189,1 156,8 196,9 146,1
Verdo 2011 339,0 374,6 506,0 4495
Outono 2011 96,1 139,6 146,2 140,1
Inverno 2011 82,5 1333 1944 126,8

1. Chuva acumulada (soma dos 7 dias anterioreteta@as amostras de dgua agrupadas por
estagdo do ano). Fonte: Epagri — Ciram (2012).

Considerando o Ponto 1 como local de referéncia ponrca
influéncia antropogénica, verificou-se que, a féegua de células
micronucleadas apresentou diferencas significatfpas 0,05) para o
Ponto 4 durante todo o periodo de estudo (Figura 9)
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Figura 9. Distribuicdo temporal da média da frequéncia de ) + DP,
observados para a espécie de p€ixailoticusexpostas as aguas superficiais do Rio
Cubatéo do Sul durante o periodo da Primavera 20t@erno 2011 considerando o
Ponto 1 como local de referéncia. (* p<0,05 indidfarenca significativa entre as
estacdes amostrais e o Ponto 1).
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5.3 DISCUSSAO FREQUENCIA DE ERITROCITOS
MICRONUCLEADOS

A verificacdo da frequéncia de MN em peixes ajuds-anconhecer
0 estado da qualidade da &gua, a salude das espéciésco potencial
destes organismos frente as diversas substancias pgdem ser
encontradas no ambiente aquéatico (CLAXTON et ab98). A
frequéncia de MN em peixes tem o potencial de thatesubstancias
com atividade clastogénica no meio aquoso, sendmsjeritrocitos dos
peixes demonstram grande incidéncia de MN apoés ps@éo a
diferentes poluentes seja em condi¢des naturaédraués da exposicao
em ambiente controlado (RODRIGUEZ-CEA et al., 2003)

Considerando a distribuicdo espacial dos locais edéudo,
verificou-se que a regido banhada pelo Rio Cubdta&ul tem forte
influéncia do cultivo de produtos de hortifrutigjginos, sendo o
municipio de Aguas Mornas (proximidades do Pontodsiderado o
maior produtor de hortifrutigranjeiros da regidoREFEITURA
MUNICIPAL DE AGUAS MORNAS, 2013) e o municipio deato
Amaro da Imperatriz (proximidades do Ponto 3) oam@rodutor de
tomates (cultura que exige alta frequéncia de aqfic de pesticidas
(LATORRACA et al., 2008)) e milho da regiao.

Castilhos e Oliveira (2001) afirmaram que na ReglaoBacia
Hidrografica do Rio Cubatdo do Sul, 95% das pralades agricolas
pulverizam suas culturas com pesticidas cerca deociezes por
semana.

As altas frequéncias de MN verificadas neste eshaitem ser
induzidas pelos compostos quimicos presentes nesséisidas que séo
aplicados para a manutengdo da cultura dos vegetaabam sendo
drenados para os corpos hidricos pelas precipga&@udos a respeito
da toxicidade de pesticidas em peixes sdo escéS8OYAGNI et al.,
2011), porém alguns estudos relatam o potenciabtgrico destes
agentes quimicos em peixes (GRISOLIA, 2002; MATSUMDet al.,
2006; CAVAS; KONEN, 2007; CAMPOS-VENTURA et al., @8
CAVAS, 2011).

Segundo Carneiro et al., (2012) o Brasil € o mammsumidor
mundial de pesticidas, e os principais pesticiddizados no estado de
Santa Catarina sdo Roundup® (Glifosato), Karate®amfhda
Cyhalothrin), Herbimix® (Atrasina e Simazina) e dri Xtra®
(Azoxystrobin) (SALVAGNI et al., 2011).

Estudos revelam que a exposicdo de peixes aodjtif@imenta a
frequéncia de eritrcitos micronucleados (GRISOL2802).Carassius
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auratusexpostos a concentracdo de 5 mg/Kg de glifosatante 96 h
apresentaram frequéncia de MN similar a observadterestudo para a
Estacdo Amostral 04 (CAVAS; KONEN, 2007).

Pesticidas a base de atrasina sao frequentemeettadi®s em rios
situados nas proximidades de areas agricolas (VRSve&tal., 2011). A
exposi¢ao d®. niloticusa uma concentracdo de 25 g/L de atrasina por
72 h gerou aumento na frequéncia de MN superi@xa3bservado no
controle negativo (CAMPOS-VENTURA et al., 2008).

A porcéo terminal do Rio Cubatdo do Sul (Ponto djrétamente
afetada pelos efluentes oriundos das praticasa@sicombinados com
efluentes de origem doméstica sem tratamento. E&mtalicdo pode
alterar a integridade de organismos expostos & esmgtaminantes,
induzindo inclusive ao aumento de frequéncia de (UEMOS et al.,
2007). No entanto, os resultados positivos paraequéncia de MN
também podem refletir outros tipos de contribuic@esdpicas difusas
(LEMOS et al., 2007).

Os efluentes domésticos podem conter grandes dades de
metais pesados como o Cu, Cd, Zn, Cr e Hg, quenpaafetar o
ecossistema aquatico (SAMPAIO et al., 2008, ATLREt 2010). Os
metais pesados séo capazes de perturbar a intbguidg mecanismos
fisioldgicos e bioquimicos dos peixes (ATLI; CANLAQ08). Os danos
em nivel de DNA representados pela formacdo deomicteos em
peixes que foram expostos a pequenas concentragi@setais séo
indicativos da acumulacdo de agentes potencialmgeteotoxicos
(KLIGERMAN, 1982).

O aumento da frequéncia de MN verificada nestedestem
direcdo a foz do Rio Cubatdo do Sul (Ponto 4), ecallcom maior
incidéncia de poluicdo aquética (Figura 8) é simdla verificado por
Lasheen et al, (2012) em sua pesquisa utlizandxep como
bioindicadores para a avaliagdo do impacto da dgsake efluentes no
ambiente aquatico no Egito. Condic&o similar tambgnaerificada por
Hughes e Hebert (1991) ao observar a elevaca@®gaéncia de MN em
trutas que habitavam locais poluidos quando cordpara trutas que
habitavam locais considerados ausentes de poluizgdonas et al.,
(2003) detectaram elevadas frequéncias de MN eenedifes espécies
de peixes coletados em locais poluidos do Rio Masyrhituania.
Wirzinger et al., (2007) detectaram pronunciadag@b entre efluentes
domeésticos e o nivel de dano genotdxicoSGasterosteus aculeatus L.

As observacgfes anteriores permitem sugerir queriicaedo da
frequéncia de eritrocitos micronucleados € sensiyara o
monitoramento de poluicdo aquética (ALI et al., 200SMAN et al.,
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2011). Os danos genotbxicos observados nos etisdcios peixes
expostos neste estudo podem estar diretamentdoreldos com o0s
diferentes componentes das aguas superficiais oldCRbatdo do Sul,
como metais, pesticidas e outros componentes inmage organicos
desta mistura complexa.

Ao relacionarmos os dados de aumento da frequélechdN com
a distribuicdo espacial das estacbes amostraistadisas agricolas da
regido e ao escoamento superficial, percebe-senqseperiodos de
menor chuva acumulada (Tabela 4) a frequéncia defdilihenor em
todos os locais estudados. Semanas sem chuva, w@u beaixa
precipitacdo pluvial, condi¢do verificada no Inwee 2011, resultam
em uma diminuicdo do escoamento superficial resddtanuma menor
contaminacao dos corpos de agua (POLARD et al1®01

Em periodos de chuvas elevada (verificado duranferédo 2011
para toda a regido banhada pelo Rio Cubatdo do dgalreu um
aumento do escoamento superficial e carreamentomdeeriais
potencialmente tdxicos para as aguas do rio levangim aumento dos
fatores que influenciam no processo metabdlicoilgggzem a alteragéo
na frequéncia de MN (POLARD et al., 2011b).

Galindo e Moreira (2009) verificaram uma relagédtreen variacao
sazonal das condi¢Bes climaticas e a frequéncidMeconstatando
variacdes relevantes relacionando a chuva acum@aalalevacdo na
frequéncia MN. Nos meses mais chuvosos, com o aomdn
escoamento superficial, impurezas foram drenadias gsaguas do rio
refletindo no aumento da frequéncia de MN.

Bresler et al., (2001) encontraram diferencas s#Egoma
frequéncia de MN sobrEilapia zilli e Cyprinus carpionas amostras de
agua do Rio Yarqon (Israel) coletadas durante aca&stchuvosa. O
aumento na frequéncia de MN foi induzido pelo eswmr@o superficial
de lodo, residuos sélidos urbanos e produtos qagpoesentes no solo
gue continham compostos genotoxicos e clastogénieostanto o
aumento de MN observado em nosso estudo pode egprassao de
efeitos sazonais, mas também pode estar relaciammedam escoamento
superficial de areas agricolas.

O escoamento superficial € reconhecido como umagudasipais
fontes de poluentes para as aguas superficiais KYAN et al.,
2007). Locais que recebem o lancamento de eflueatekolas e
domésticos ndo sédo afetados somente pela poluigéatiea, mas
também pelas alteracdes da populacdo aquatica sequEnte
desenvolvimento de alterac6es que podem ter efeit@toxico sob as
espécies (OMAR et al., 2012).
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O presente estudo evidenciou a natureza genotdgisamostras
de 4gua do Rio Cubatédo do Sul, sugerindo que adaqudies aquaticas
locais podem estar submetidas a estresse devidtivetades agricolas
e ao despejo de efluentes domésticos. Nao foralizagas analises
guimicas para determinar a composi¢éo e concentdggiamostras de
agua do rio, porque este estudo objetivou avaliafeito da mistura
ambiental complexa das aguas do rio sobre o omanisvaliado.
Todavia podemos hipotetizar que os danos decosr@lteaumento da
frequéncia de MN observados foram induzidos pel#eremtes
substancias provenientes do escoamento de residfiopesticidas
usados na atividade agricola e de efluentes darnéskancados sem
tratamento nas aguas do Rio Cubatdo do Sul, coefatados da
literatura e informacgdes publicas da regido.

5.4 METILACAO BIOLOGICA DO DNA ATRAVES DA
VERIFICACAO DO PERCENTUAL DE M °DC E OS EFEITOS
DO ESTRESSE OXIDATIVO COM A QUANTIFICACAO DO
MDA EM O. niloticus

Os resultados apresentados neste subitem fazeendmdgegundo
artigo elaborado neste estudo, que avaliou a matleioldégica do
DNA através da verificacdo do percentual d&@e os efeitos do
estresse oxidativo 'com a quantificacdo do MDA@mmiloticusapds a
exposicdo as aguas do Rio Cubatdo do Sul. O meunomrtigo
intitulou-se: Effects of oxidative stress and hypethylation induced by
exposure ofOreochromis niloticugo complex environmental mixtures
of river water of Cubatdo do Sul (Santa CatarinBrdzil)” e sera
submetido & Revista Cientifica “Science of the T&tavironment”. O
artigo original é apresentado no Capitulo 8, Apémdi3. Neste item
serdo apresentados os resultados e discussfesntefea metilacéo
biolégica do DNA através da verificacdo do percahtle midC e os
efeitos do estresse oxidativo com a quantificacggoMDA em O.
niloticus

5.4.1 Metilacdo bioldgica do DNA através da verificacdo d
percentual da ntdC

Apos os 280 dias de exposicdo 0s peixes da esPéaidoticus
expostos as aguas do controle negativo, produzisxias entre 5,47-
5,71% de mdC. Varriale e Bernardi (2006), observaram par@rsias
espécies de peixes pertencentes a ordem Perciftaxes médias de
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4,00% de mdC, oscilando entre 2,85-5,47% déd@. O dicromato de
potassio (2,5 mg/L) utilizado como controle positiproduziu taxas
entre 38,51-44,65 % de°dC, representando um aumento médio de
700% quando comparado com o controle negativo.

A quantificacdo da PAC nos eritrécitos dos peixes expostos a
mistura ambiental complexa das amostras das aguBsodCubatao do
Sul indicaram hipermetilagéo significativa em todasamostras (Figura
10). Este aumento foi observado de forma cres@mtdirecéo a foz do
rio, durante todo o periodo de estudo. Para o Phras taxas de uC
oscilaram entre 9,01+£1,02% (Primavera de 2010) ¢5%2,49%
(Inverno de 2011) de WC. O Ponto 2 apresentou taxas entre
14,18+0,49% (Primavera de 2010) e 27,32+2,73% (hmvele 2011) de
m°’dC. O Ponto 3 apresentou taxas entre 18,86+1,Fittdvera de
2010) e 33,16+2,60% (Inverno de 2011) dfel@ O Ponto 4 apresentou
taxas entre 24,05+5,15% (Primavera de 2010) e £0,80% (Inverno
de 2011) de fC. As condices verificadas para o final do peride
estudo para o Ponto 4 sdo muito proximas ao vadificno controle
positivo (dicromato de potassio 2,5 mg/L).
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Figura 10. Percentual da metilacdo do DN&®dC/(nPdC + dC)*100) relacionado
aos eritrécitos d©. niloticusexpostos a mistura ambiental complexa das ansostra
das aguas do Rio Cubatdo do Sul. Os resultadossesiam a média de cada replica
+ desvio padrdo. (n = 6). Letras iguais dentro ektacdes do ano indicam p >
0,05.

5.4.2 Verificagdo do estresse oxidativo através da quafitacéo
do MDA

Para as mesmas condi¢cbes de exposi¢cdo, 0s peixespdcid.
niloticus expostos as aguas do controle negativo, produzteatas
médias de MDA de 11,69 nM MDA/mg de proteina. Ogaorsmos
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expostos ao controle positivo (dicromato de potds@j5 mg/L)
apresentaram taxas médias de MDA de 109,78 nM WMigAde
proteina (Tabela 5). Todas as taxas verificadas aontrole positivo
apresentaram diferencas significativas quando caadpa ao controle
negativo (p < 0,01).

Os organismos expostos as aguas superficiais adCRbatdo do
Sul apresentaram incremento nas taxas de MDA esg&lira foz do rio
(montante para jusante). As taxas médias registfadam de 21,10 nM
MDA/mg de proteina para o Ponto 1, 41,71 nM MDA/de proteina
para o Ponto 2, 55,59 nM MDA/mg de proteina paRooto 3 e 78,98
nM MDA/mg de proteina para o Ponto 4 (Tabela 5).

As taxas de MDA verificadas durante o periodo elesstudo
apresentaram diferencas significativas do registrpdra o controle
negativo (p < 0,01), com excecao do registrado pd&anto | durante a
Primavera de 2010, Verao de 2011 e Outono de 2011.
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Tabela 5. Taxas de MDA nos eritrocitos d@®. niloticus expostos a mistura
ambiental complexa das amostras das aguas do Riatdtudo Sul ao longo dos
Pontos 1, 2, 3 e 4, controle negativo e controkatpo (Dicromato de potassio 2,5
mg/L). Os resultados estdo expressos como a médias¥io padrdo em nM
MDA/mg de proteina. *p < 0.01.

MDA
(nM MDA/mg de proteina)

Amostras n

Controle Negativo

Primavera 2010 6 11,05 +0,47
Verao 2011 6 12,26 £ 0,44
Outono 2011 6 12,03 +0,86
Inverno 2011 6 11,44 £1,19
Ponto 1
Primavera 2010 6 17,70 £1,30
Verao 2011 6 20,18 £ 0,87
Outono 2011 6 22,78 £ 2,47
Inverno 2011 6 23,77 £2,00 *
Ponto 2
Primavera 2010 6 37,72+2,72*
Verao 2011 6 34,38+481*
Outono 2011 6 46,77 £2,86 *
Inverno 2011 6 47,98 +0,75 *
Ponto 3
Primavera 2010 6 50,97 + 3,65 *
Verao 2011 6 46,35+3,35 *
Outono 2011 6 61,17 £3,23 *
Inverno 2011 6 63,87 +1,06 *
Ponto 4
Primavera 2010 6 66,60 £ 1,59 *
Verao 2011 6 65,03+1,16 *
Outono 2011 6 87,45 +4,87*
Inverno 2011 6 96,86 £2,42 *
Controle Positivo
Primavera 2010 6 107,68 +1,42 *
Verao 2011 6 109,98 + 0,46 *
Outono 2011 6 111,06 +1,23 *
Inverno 2011 6 110,41 £ 0,69 *

5.5 DISCUSSAO METILAGAO BIOLOGICA E ESTRESSE
OXIDATIVO

Misturas ambientais complexas, como a agua des@iozompostas
de inimeras substancias que podem afetar os amyasliaquaticos e
causar desequilibrio ecolégico. Alguns destes catoggodem ter acéo
téxica sobre os organismos e, mesmo que em baasitracdes,
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podem sofrer processos aditivos, sinérgicos e/otlagénicos que
potencializam o efeito téxico desta mistura comp)exfetando de forma
negativa os organismos aquaticos (SCHWARZENBACHIgt2006;
BADERNA et al.,, 2011). As diferentes substanciagspntes em
misturas ambientais complexas como aguas de ricaeres de gerar
efeitos epigenéticos como a inducdo de efeitosatixims, além de
provocar danos em nivel de DNA (BACCARELLI; BOLLATZ009).

Os resultados obtidos nesta pesquisa @arailoticusexpostos as
amostras das aguas do Rio Cubatdo do Sul indicaresia mistura
ambiental complexa induz ao aumento das taxas da BIR aumento
nas taxas de metilacdo do DNA nos eritrécitosQleniloticus Os
resultados mostram que as amostras coletadas indume aumento
significativo para ambos o0s pardmetros, no sentitmtante para
jusante. Existem poucos estudos na literatura tapdo efeitos de
hipermetilacdo do DNA (quantificado pela®dft), e do estresse
oxidativo evidenciado pela lipoperoxidagéo, (quaado pelo MDA)
em eritrocitos de peixes expostos a misturas araisercomplexas
como a agua de rios. Alguns estudos reportam dstess para
diferentes tipos de efluentes e substancias corsticigls; e 6rgaos e
tecidos como rins, figado e branquias (SHUGARTI.et1890; ZHOU
et al,, 2001; CONTRACTOR et al.,, 2004; ANIAGU et,aP008;
WANG et al.,, 2009; JIN et al.,, 2010; STROMQVIST at, 2010;
MIRBAHAI et al., 2011; VELISEK et al., 2011; XING al., 2012).

A regido de influéncia do Rio Cubatdo do Sul édrds afetada por
processos agricolas, onde se destacam a culturaprddutos
hortifrutigranjeiros (PREFEITURA MUNICIPAL DE AGUAS
MORNAS, 2013). Estas culturas exigem alta frequedei aplicacéo de
pesticidas (LATORRACA et al.,, 2008). Castilhos eiv8ita (2001)
afirmaram que na Regido da Bacia Hidrografia do Ribatdo do Sul,
95% das propriedades agricolas pulverizam suasrasltom pesticidas
cerca de cinco vezes por semana. O Brasil é o nwmiosumidor
mundial de pesticidas (CARNEIRO et al., 2012), e pgicipais
pesticidas utilizados no estado de Santa Cataréa glifosato
(Roundup®), lambda cyhalothrin (Karate®), atrasira simazina
(Herbimix®) e azoxystrobin (Priori Xtra®) (SALVAGNgt al., 2011).
Os pesticidas sdo conhecidos como um dos princjaislemas do
ambiente aquético devido a sua toxicidade, persigt@& a tendéncia de
acumulacdo nos organismos aquéticos (JOSEPH; R#D).2Estes
compostos representam um grande perigo para a fagoatica,
especialmente para peixes, que representam cangitiparte da cadeia
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tréfica e s@o uma das principais fontes de alingeritms em proteinas
para a populacdo (SHARMA; SINGH, 2007).

Sakuragui et al., (2013) afirmam que existe untecé® direta entre
0s contaminantes provenientes de praticas agrie@dasontaminacao do
ambiente aquético, refletindo em danos oxidativos drganismos
aguaticos presentes neste ecossistema. Sadaukagtidest al., (2011)
enfatizam que a aplicacdo de pesticidas nas agrélas, ricos em
componentes organoclorados e metais sdo as piscipates de
elementos téxicos capazes de se acumularem naacdlégua e no
sedimento dos rios. O aumento das taxas de MDA Qarailoticus
verificados ao longo do curso do Rio Cubatdo do [Rudem estar
relacionados com a entrada de pesticidas e outhopastos toxicos
para as aguas do rio através do escoamento sigderfic

Muitas classes de poluentes ambientais e/ou seetabdiitos
podem causar toxicidade relacionada com estreddation, causando
danos oxidativos em peixes (VELISEK et al., 2014)exposi¢cdo de
animais aos pesticidas é conhecida por induzir@ & varios tecidos
sendo responsével por efeitos biol6gicos adveBaky et al., 1992).

Kadry et al., (2012) relataram q@arias gariepinusexpostos ao
pesticida atrasina de forma crénica apresentaranmertos
significativos nas taxas de LPO do figado destearisgno quando
comparado ao controle negativo. Jin et al., (2@t@uiram o aumento
da LPO a elevacdo das taxas de oxidacdo de acidasosy
polinsaturados observada no figaddDdmio rerio expostos a 100 pg/L
de atrasina (VALAVANIDIS et al, 2006; LIU et al, 28).

Outro pesticida comumente utilizado nas culturas plodutos
hortifrutigranjeiros é o glifosato, conhecido porasionar danos no
metabolismo energético, nos processos envolvendgd@e de radicais
livres, na atividade da acetilcolinesterase (GLUBKZt al.,, 2006,
2007; LANGIANO; MARTINEZ, 2008). Aumentos expresss/ nas
taxas de MDA no musculo (GLUSCZAK et al., 2007) igatlo
(MODESTO; MARTINEZ, 2010) de animais aquaticos sdisbuidos
ao estresse oxidativo induzido pela exposicéoittesgto.

VariacOes na atividade das enzimas antioxidadiesnslicativas de
poluicdo ocasionada pelo estresse oxidativo (AHM&RI., 2000, LI et
al., 2003). Sharma e Singh (2004) afirmaram quang®e atua como
refletor fisiopatoldgico do organismo e, portantoua ferramenta
adequada quando se deseja avaliar danos de estrddséivo nos
organismos. No presente estudo, aumentos nas thxddDA nos
eritrocitos dos peixes indicam que pode estar endo um distarbio
nas membranas lipidicas através da exposicad dailoticus aos
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pesticidas, metais e outros contaminantes presamsta mistura
ambiental complexa que é a agua do rio.

Peixes em exposicao crénica a ambientes altarpehiédos, como
0 que pode ser verificado nas por¢oes terminaiRidcCubatdo do Sul
(Pontos 3 e 4 —Figura 4) demonstram ser incapazes de estabelecer
defesas antioxidantes adequadas, provavelmenteloddevidanos nos
hepat6citos e no sistema de defesa antioxidantende a danos
oxidativos (SAKURAGUI et al., 2013).

As taxas crescentes de MDA verificadas nesta jEsgienotam a
natureza cumulativa destes efeitos de toxicidadieica e demonstraram
ser importante ferramenta na avaliacdo do estreg&kativo de O.
niloticus apos exposi¢do as amostras das aguas do Rio Gulmaful.

Este estudo também demonstrou que a taxa de ¢aetitto DNA
de O. niloticus é afetada pela exposicao cronica dos peixes a @gu
Rio Cubatdo do Sul. Em nosso estudo, a hipermatlalp DNA foi
observada de forma crescente ao longo do cursogda do rio, e
demonstrou ter efeito cumulativo, atingindo picasr€spondentes ao
verificado no controle positivo para o percentual fdC na porgéo
terminal do rio (Ponto 4) no final do periodo déuds (Inverno de
2011).

A contaminacdo das aguas do Rio Cubatdo do Salqmipacédo
humana de suas margens, com o lancamento de efludamésticos
sem tratamento, escoamento superficial provendmtireas agricolas e
outras fontes ndo pontuais de poluicdo, leva paambiente aquético
metais, pesticidas, compostos organoclorados easoutubstancias
toxicas que podem estar relacionadas com mudangagpadrao
epigenético d©. niloticus

Em uma revisdo recente sobre efeitos epigenétdeopesticidas
(COLLOTA et al., 2013), ndo foram encontrados essueferindo-se a
percentuais de metilacdo biolégica do DNA em peiReccarelli e
Bollati (2009) afirmaram que inUmeras classes dagmbes ambientais
sdo capazes de ocasionar danos epigenéticos. DmEté® poluentes,
podemos citar os metais, 0s pesticidas e os cooyporjanoclorados.

Li et al., (2009) observaram a hipermetilacdo dAem embrides
de Danio rerio expostos ao arsénio (2 mM) apds 48h de exposicao.
Diferentes metais, como o arsénio séo reconheaideacionalmente
como agentes potencialmente cancerigenos e podampessente em
solos e fazer parte da composicéo de pesticidagngo ser carreados
para a 4gua dos rios com o0 escoamento superfBABQ-ATTWOOD
et al., 2006).
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E possivel relacionar os resultados observado® eniloticusapds
a exposicado a mistura ambiental complexa das aasodfis aguas do
Rio Cubatdo do Sul na porcdo terminal (Ponto 4guria 4) com 0s
resultados observados no controle positivo (Figa Os organismos
expostos a estas amostras (Ponto 4 — Inverno 28grBsentaram
percentuais de WC similar aos organismos expostos a 2,5mg/L de
dicromato de potassio. O cromo é um dos metais peaguisados a
respeito de suas propriedades mutagénicas e ogécicas (IARC,
1990). Kondo et al., (2006) demonstraram que ag@0 a compostos
contendo cromo em sua composi¢ao influenciam nosepsos que
levam a hipermetilagdo. Labra et al.,, (2004) vemifam que a
hipermetilacdo do DNA pode estar relacionada a €gfo ao cromo
produzindo variagfes em um ou mais residuos dsiréptornando a
hipermetilacdo do DNA mais frequente que a hipdagio do DNA.
Apesar de metais como o cromo possuirem seu préamg@anismo de
acdo, acredita-se que nestes processos estejanviegayoROS que
podem levar a alteragbes epigenéticas de metilagddNA, sem
ocasionar mutacdes das bases do DNA (O’'BRIEN e2@03).

O estresse oxidativo pode ocasionar danos no Déddisando
alteracdo na metilacdo, o que pode levar a caresesg (TRAORE et
al.,, 2000). Com o conhecimento de que os diferec@wspostos
presentes na agua do Rio Cubatdo do Sul, como sng@sticidas,
organoclorados levam a LPO através do estressatixidocasionando
mutacdes no DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2005) é msiegel
relacionar os resultados de aumento da LPO e danhitilacdo do
DNA induzido emO. niloticus apés a exposi¢do crdnica a mistura
ambiental complexa das amostras das aguas do Riat@udo Sul.
Sabendo-se que o Rio Cubatdo do Sul € um importmaigsistema e o
principal manancial de abastecimento de agua pardRegido
Metropolitana da Grande Florianopolis, e observasel@s resultados
deste estudo, destaca-se a extrema importancidatlis encontrados
por alertarem para a possivel ocorréncia de afiesaca nivel
epigenético. Estas alteragdes podem se biomagréfickongo da cadeia
trofica atingindo os seres humanos, podendo daioirda processos
degenerativos, como por exemplo, o cancer.






CAPITULO VI
6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Este estudo teve como objetivo principal avaliapatencial das
aguas do Rio Cubatédo do Sul, pertencente a Badiagtafica do Rio
Cubatdo do Sul/Santa Catarina em causar -efeitotdgecos,
epigenéticos e de estresse oxidativo sobre peixas espécie
Oreochromis niloticusDiante dos resultados apresentados foi possivel
concluir que:

= A aplicacdo do teste do micronucleo como forma de
verificagdo do potencial genotoxico e mutagénics da
amostras de aguas do Rio Cubatdo do Sul demorsstrou
uma ferramenta eficaz para a verificacdo de taiglicbes
visto que os resultados indicaram a ocorréncidtdeagdes
expressivas na frequéncia de MN@eniloticus

= A frequéncia de MN pode ter relacdo com a sazcamadid
visto que alteragbes na precipitacdo atmosférica e
consequentemente no escoamento superficial de esgent
potencialmente genotdxicos acarretaram em mudangas
frequéncia de MN par®. niloticus expostos a mistura
ambiental complexa das aguas do Rio Cubatéo do Sul;

» A quantificacdo do percentual déd@ deO. niloticusap6s
a exposicdo cronica a mistura ambiental complexa da
amostras de 4gua do Rio Cubatdo do Sul demonsraurs
importante marcador de danos epigenéticos devido a
ocorréncia de hipermetilacdo do DNA em todo o pleride
estudo;

= A elevacdo nas taxas de MDA revelaram que a exposic
cronica deO. niloticusa mistura ambiental complexa das
aguas do Rio Cubatdo do Sul é capaz de provocasdan
celulares que induzem ao estresse oxidativo;

= De maneira geral a confirmacgéo de ocorréncia diosfde
estresse oxidativo, alteracBes genotoxicas e effigan de
O. niloticusem exposicdo cronica as amostras da mistura
ambiental complexa das aguas do Rio Cubatdo do Sul
denotam o grande potencial em provocar alteracGeseh
toxicoldgico destas aguas.

Algumas recomendacgdes para futuras pesquisas dagseste
estudo séo:
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Realizacao de estudos toxicolégicos in situ paamadiacio
de efeitos genotoxicos, epigenéticos e de estregdativo

em diferentes espécies habitantes do meio aquatico;

A quantificagdo de poluentes ambientais (metais
pesticidas) nos tecidos dos organismos expostagues do
rio e nas amostras de agua, com a finalidade déeadster
relagdes entre 0 meio e 0s organismos.

e
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ABSTRACT

In an effort to characterize the pollution of sedavaters by potentially
genotoxic agents, this study aimed at assessingfrémuency of
micronucleated (MN) erythrocytes of the fish speci®reochromis
niloticus, from the Cubatido do Sul River. This river is 8wrce of
drinking water for the region of Florianépolis, @ap of Santa Catarina
State, Brazil. Negative control fish showed lowqgfiency of MN,
ranging between 0.49 - 0.90%.. Positive control §gsium dichromate
2.5 mg/L) organisms showed high MN frequency (16.82.25%o). The
MN frequency increased along the river (Site 1:4%2winter 2011,
Site 4: 9.76%. summer 2011). Based on the observafi@levated MN
erythrocytes frequency i®. niloticus exposed to water samples from
along the river course, we conclude that the comglevironmental
mixtures of water from the Cubatdo do Sul River éhaenotoxic
potential. This genotoxicity most likely originatedom agricultural
runoff and domestic effluents released withouttiremt, based on the
evidence from literature data and a survey in #gion. This study
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provides a scientific basis for future studies rdgey the genotoxicity
of complex environmental mixtures in natural ennirents.
KEYWORDS: Cubatdo do Sul River; micronucleu§reochromis
niloticus, genotoxic effects.

ABBREVIATIONS: MN: micronucleus

1. INTRODUCTION

Aquatic pollution is a primary environmental corcdn urban
areas. The deliberate and/or accidental releasamfiful chemicals in
the environment has the potential to disturb theuctire and
functioning of natural ecosystems (Cavas and Erg&imikara, 2005).

All rivers on the central coast of Santa Catar8tate (southern
Brazil) present some degree of pollution, mainlynir domestic and
industrial effluents, solid waste, pesticides (ANA&005). The
hydrographic basin of the Cubatdo do Sul Riveths ost alarming
because of its water supply importance. Accordmdhe local water
treatment and sanitation utility (CASAN, 2013), riecent years, the
Cubatdo do Sul River has suffered significant bardsion with the
removal of riparian vegetation; as a consequenbe loss has
contributed to a decrease in water volume ovelydas. Moreover, in
the Cubatdo do Sul River basin, there is widespmaativation of
vegetables and cattle, and these activities, alwitly the removal of
riparian vegetation, domestic sewage runoff andd samning, are
degrading the borders and the quality and quaetitis waters (Martins
et al. 1997).

Most of the genotoxic load found in river watersrides from
runoff from urban activities, indicating the negatimpact urbanization
has on the quality of surface waters (White andnRasen, 1998).
Chemical compounds with mutagenic potential arsgrein a variety
of complex environmental mixtures, including drimgiwater, surface
water, aquatic sediments, soil and the atmosphdftdtg, 2004). The
aquatic environment is the ultimate recipient ofiygants produced by
natural and anthropogenic sources, and the bioadetion and
persistence of these pollutants poses a threapltugical life (Fleeger et
al. 2003). These points have spurred an interesstudies of the
genotoxicity of polluted environments, especialgs@ssments of the
impacts of agricultural, domestic and industridlugints on river water
(Lemos and Erdtmann, 2000; Vargas et al. 2001; ndget al. 2002;
Tagliari et al. 2004; Ohe et al. 2004; Pantale&al.€2006; Ergene et al.
2007; Lemos et al. 2007; Rocha et al. 2009; Sumehak 2010; Polard
et al. 2011a; Omar et al. 2012).
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Micropollutants from agricultural and domesticleénts, even at
low concentrations, may interact synergisticallyaatagonistically, and
the combination of these effects cannot be predlidig chemical
analysis. Therefore, toxicological studies are missefor identifying
these effects (Lambolez et al. 1993; Van der Odstale 2003;
Schwarzenbach et al. 2006). The understanding zzrtia related to the
additive/synergistic  effects of mutagenic agents ©omplex
environments is limited, mainly because the actfiects arising from
each of these agents are not related to one anahedr the most
frequently observed chronic effects cannot be ifiedtin the short term
(Schwarzenbach et al. 2006).

The evaluation of the chronic effects of pollutaigt very complex
due to the long time frame required for detectiBohulze et al. 1997).
Chronic effects are a consequence of a long tirpesxe, possibly to a
low intensity of a toxic agent, which is generalyjeased continuously
or over the course of weeks, months or years; the@ge agents can
accumulate in organisms, leading to damaging effé8buza, 2006).
Mutation, cellular aging, difficulty adapting to \éronmental changes
and carcinogenesis are some of the consequendeafféte organisms
and are caused by continuous exposure to genot(Reiferscheid and
Grummt, 2000). The genotoxicity of complex mixtuoes be evaluated
by exposing living organisms, which are later exaatdito assess the
occurrence of genetic damage (Lah et al. 2008).

Several species can be used as biomarkers ofaécrityt (Cristaldi
et al. 2004). Fish are efficient organisms for nanig cytogenetic
damage and to monitor the presence of these aigesusface water, not
only in the laboratory, where the genotoxic agemats be identified in
advance, but also in different aquatic ecosystdrhese organisms can
accumulate pollutants by direct contamination, tigio chemical
substances present in water, or indirectly throdgh ingestion of
organisms that accumulate pollutants themselvesSébti, 1995; Van
der Oost et al. 2003; Taherianfard et al. 2008abse they represent the
last trophic level in the aquatic food chain and mery sensitive to
environmental changes (Lakra and Nagpure, 2008h &¢t in response
to genotoxic agents similarly to higher vertebratsich makes them a
good model organism for evaluating substances #énat potentially
teratogenic, mutagenic or carcinogenic to humatwdFet al. 1991; Al-
Sabti and Metcalfe, 1995; Matsumoto and Colus, 200froiu, 2006;
Lemos et al. 2007). Erythrocytes of lower vertedsasuch as fish and
amphibians, are nucleated and divided in circutatibherefore, these
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cells are suitable for the detection of micronucteat can be
immediately counted in blood smears (Campana €08aR3).

Given that natural aquatic environments are hgdwipacted by
and are potential recipients of different pollugamhany with genotoxic
potential, this study aims to verify the genotogistential of complex
environmental mixtures taken from the Cubatéo dé Bwer, an
important source of water for the region of Flodpalis, on the fish
specieOreochromis niloticugNile tilapia), by analyzing the frequency
of micronucleus.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Study area

The Cubatéo do Sul River belongs to the HydrogaBhsin of the
Cubatdo do Sul River and is located in southerrziBrian the central
coast of Santa Catarina State, between paralleR8526"S and
27°52'50"S and longitudes 48°38'24"W and 49°02'24This river is
65 km long and covers an area of 738 Kiihis river supplies water to
part of the city of Floriandpolis (the capital odr@a Catarina State) and
its metropolitan area (the cities of Santo Amardndperatriz, S&o José,
Palhoca and Biguacu), serving a population of apprately 700,000
inhabitants (Fig. 1). According to the Santa Catarhtlas (Kaiser et al.
2012), rainfall is distributed throughout the ye@he months with the
greatest precipitation are January, February anctiMand the months
with lowest rates are May and June. Water sampége wollected from
four different sites on the Cubatdo do Sul Rivachel5 days (Fig. 1):
the upper Cubat&o do Sul River (site 1), in thénitic of Aguas Mornas
city (site 2), in the vicinity of Santo Amaro da peratriz city (site 3),
and the lower Cubatdo do Sul river (site 4). Watemples were
collected over 280 days, beginning in spring 20h@ &nishing in
winter 2011.

2.2 Test organisms

In this study, 132. niloticusfish (Perciformes: Cichlidae) (mean
weight = 31.5 £ 0.5 g, length = 11 + 2 cm) were dusBish were
acclimated for a period of 15 days in a tank witipacity for 1.000 L,
filled with about 950 L of chlorine-free water, atad, with diffuse light
(photoperiod of 16 h) and at 20 + 2°C. Accordinghwguidelines of
Burress (1975), the water load applied during tbelimation period
was about 2.77 g/L since in the beginning of thelstperiod the fish
used had an average weight of 20 = 2°g. The ongenigere fed every
48 h with food for juvenile fish (Peixe Juvenil, dwa Line, Supra, RS,
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Brazil) containing 42% protein and 500 mg/kg vitan@. The remains
of uneaten food and fecal material were removeuh fitte storage tanks,
and water was renewed every 48 h.

2.3 Fish exposure assays

After the acclimation period, fish were subdivideshdomly into 6
experimental groups with 22 organisms each. Eachpwas kept in a
130 L tank containing water collected from site2],3 or 4 of the
Cubatéo do Sul River (Fig. 1). As a negative cdntse used mineral
water collected from the Caldas fountain, locatecbanto Amaro da
Imperatriz. As a positive control, two fish werepeged every 48 h
before the blood extraction to a solution of 2.5/lImgotassium
dichromate (sublethal concentration afd60O; adapted to body weight,
based on Mishra and Mohanty, 2008) in the wated fisethe negative
controls. Each tank was equipped with a compldteatibn system
(biological and physical filtration; Zancfis model FBM 155).
Filtration and aeration of the tank was performathg a pump with
filtration capacity of 650 L per hour (SarloBeftemodel Better B650).
Sample collection was performed every 15 days,hiciv80 L of water
from the studied sites was conditioned in plastittiés and transported
to the laboratory. The water in the tanks was alytirenewed (1/3,
V/IV) every 15 days. The samples were collected @8 days. During
exposure, the fish were kept in the same conditaanm the acclimated
period. The animal use was approved by Federal ddsity of Santa
Catarina Ethic Committee on the Animal Use (CEURrecess code
PP00836).

2.4 Erythrocyte collection

The fish were anaesthetized with a solution of @1 benzocaine
(Gontijo et al. 2003), and erythrocytes were cadlddoy puncture of the
caudal vein using sterilized syringes containirig L of 0.5M EDTA
at pH 8.0. At each blood collection, we collectédold from two fish
per exposition tank. The fish were sacrificed bgagstation after blood
collection. The fish erythrocytes were collectedritervals of 28 days,
beginning on the 28° day, subsequently on 56°, 8#2;°, 140°, 168°,
196°, 224°, 252° and finishing on the 280° day xjpasure do river
water samples totaling 10 blood extractions pey, siver the course of
the experiment.
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2.5 Micronucleus assay

The erythrocyte samples collected from each fishevemeared on
clean slides (two slides per fish), which were dié room temperature
for 30 min and then fixed in 100% methanol for 1hh.nslides were
stained with a solution of acridine orange (1 mgynand ethidium
bromide (20 pg/mL) (adapted from Hayashi et al.0)98\l slides were
analyzed using a blind review by a single obseniicronuclei
exhibiting the same yellow-green fluorescence asihin nucleus were
scored in at least 2000 cells/fish under an epmirflacent microscope
(Olympu$’ BX40) equipped with an oil-immersion lens at 1000
magnification.

2.6 Data analysis and statistics

The results were grouped for statistical analgsisording to the
season of the year, beginning in spring 2010 angHhing in winter
2011. The data used for statistical analysis weeddtal number of MN
for each site in each season. The Tukey paired aosgm test was
performed to test differences between samples hed tespective
controls. A significance level of p values lesstl@a05 was accepted to
indicate statistical significance, using the R wafe (v2.5.1, R Core
Group, 2013).

3. RESULTS

All negative control samples showed a low freqyesicMN (0.49
— 0.90%0, Table 1). The frequencies of MN observadtlie negative
control are in agreement with the results obtaimedimilar studies
(Grisolia and Cordeiro 2000; Ergene et al. 2007sdlia et al. 2009;
Polard et al. 2011a, 2011b). The data obtainedim study are still
under the basal level found for other fish spe@ssseen in the review
regarding genotoxic studies using fish held by &wognesi and
Hayashi (2011).

Blood samples from positive controls (potassiumhtbmate 2.5
mg/L) had the highest frequency of MN observedhie study period
(16.82 — 17.25%0, Table 1). These results are ieegent with those
verified by Flohr (2011). Potassium dichromate mown to correlate
with an increase in generation of clastogenic da&asagesulting in
micronucleus formation (Normann et al. 2008). Salstudies in vivo
and in vitro show that compounds containing Cr(&# responsible for
DNA damage in different ways, either through dotgilanded breaks,
chromosomal aberrations, micronucleus formationnédion of DNA
adducts and alterations in transcription and rapbo processes
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(Zhitkovich et al. 1996; O'Brien et al. 2001; Matsoto, 2003;
Matsumoto and Marin-Morales, 2004; Matsumoto et28i06; Yadav
and Trivedi, 2006).

When the frequency of MN was grouped by samplgostdFig. 2),
almost all samples showed significant differencagmcompared to the
negative control (p < 0.05), except for the wirdeamples for sites 1 and
2. The site 1, located near the headwaters of th@@o do Sul River (a
location with low anthropogenic interference) shdwe significant
increase in the frequency of MN compared to negationtrols (p <
0.05, Fig. 2). The measured MN frequency incredaseard the site 4,
situated near the river mouth. During the studyigokrthe highest
frequency of MN occurred during the summer, forsampling sites.
These results agree with the highest rainfall medrfor the period,
according to data from the Information Center ofviEBnmental
Resources and Hydrometeorology of Santa Catarina
(CIRAM/EPAGRI). Rainfall data (Table 2) were groupby season,
and they represent seven days accumulation pridiheacollection of
water samples.

Using the site 1 as a reference site with littletheopogenic
influence, it was found that the frequency of MNowied significant
differences (p < 0.05) from the site 4 throughdnet study period (Fig.
3).

4. DISCUSSION

Verifying the MN frequency in fish helps us to kmahe state of
water quality, the species health and the potenisklof fish due to a
number of chemical substances found in the aquaticironment
(Claxton et al. 1998). The frequencies of MN irhfieay potentially be
used to detect substances that induce clastogamages in the aquatic
environment, and fish erythrocytes show a highdetce of MN after
exposure to different pollutants either in naturainditions or a
controlled environment (Rodriguez-Cea et al. 2003).

As regards the locations of the sampling statidhg& region
bounded by the Cubatdo do Sul River is extensivebed for
horticultural product cultivation, and Aguas Morrety (site 2) is the
largest producer of fruits and vegetables from ribgion (Prefeitura
Municipal de Aguas Mornas, 2013). Santo Amaro dadratriz city
presents the highest production of tomatoes ana @egions near site
3; CEPA, 2012), and the tomato crop requires fragygesticide
application (Latorraca et al. 2008). Castilhos &@iiyeira (2000) state
that in the region of the Cubatdo do Sul River Ba8b6% of the farms



108

spray their crops with pesticides about five tinsesveek. The high
frequencies of MN observed in this study couldrhmuced by chemical
compounds present in the pesticides that are usenhdintain the
cultivation of vegetables and end up being draioeobdies of water by
precipitation.

Studies concerning the toxicity of pesticides ishfare scarce
(Salvagni et al. 2011), but a few studies have mtegothe genotoxic
potential of these chemicals in fish (Grisolia, 20®8latsumoto et al.
2006; Cavas and Konen, 2007; Campos-Ventura &08B8; Nwani et
al. 2010; Cavas, 2011; Pandey et al. 2011). Braizhe world's largest
consumer of pesticides (Carneiro et al. 2012), thedmain pesticides
used in the Santa Catarina State are Roundup®hgbate), Karate®
(lambda cyhalothrin), Herbimix® (atrazine and simaz and Priori
Xtra® (azoxystrobin) (Salvagni et al. 2011). Stsd#ow that exposure
of fish to glyphosate increases the frequency otroniucleated
erythrocytes (Grisolia, 2002). Carassius auratuposed to a
concentration of 5 mg/kg glyphosate for 96 h hatid frequency
similar to that observed in this study at site@ayfas and Konen, 2007).
Atrazine-based pesticides are commonly found iersviocated near
agricultural areas (Vryzas et al. 2011). Exposuréo niloticusto a
concentration of 25 g/L atrazine for 72 h inducedircrease in MN
frequency, 30 times higher than the value obseiwethe negative
control (Campos-Ventura et al. 2008).

The final portion of the Cubatédo do Sul Rivergst) is directly
affected by effluents from agricultural practice@mbined with
untreated household wastewater. These conditianglgar the integrity
of organisms exposed to such contaminants, sudly ascreasing MN
frequency (Lemos et al. 2007). However, these &elVBIN frequencies
may also reflect other types of diffuse anthropagesontributions
(Lemos et al. 2007). The effluents may contain faghounts of heavy
metals such as Cu, Cd, Zn, Cr and Hg, which magcafthe aquatic
ecosystem (Sampaio et al. 2008, Atli and Canli 2088avy metals are
capable of disrupting the integrity of physiolodi@nd biochemical
mechanisms in fish (Atli and Canli, 2008; Ahmedkt2011). Damages
on a DNA level represented by micronucleus fornmatiofish that were
exposed to low concentrations of metals are inieatof the
accumulation of potentially genotoxic agents (Kiigan, 1982).

The increase of MN frequency observed in this ystimdvard the
mouth of the Cubatdo do Sul River, at the site wite highest
occurrence of water pollution (Fig. 2), is simitarthe results reported
by Lasheen et al. (2012) in their research usisly dis bioindicators for
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assessing the impact of effluent discharge on gluatéic environment in
Egypt. Similar conditions were also reported by hiegy and Hebert
(1991), as they observed an increase in the MNuéecgy of trout

inhabiting polluted sites when compared to trowt timhabited places
considered absent of pollution. Bagdonas et aD3Pdetected elevated
frequencies of MN in different species of fish eclied from polluted

sites of the Menumas River in Lithuania. Wirzingeal. (2007) found a
pronounced relationship between domestic effluemtd the level of

genotoxic damage iBasterosteus aculeatus L

These observations allow us to suggest that thécagion of MN
frequency in erythrocytes is a sensitive techniffwemonitoring water
pollution (Ali et al. 2008; Osman et al. 2011). @&xic damage
observed in erythrocytes of fish exposed in thiglgtcan be directly
related to the different components of the surfaaters of the Cubatéo
do Sul River such as metals, pesticides, and attyggmic and inorganic
components of this complex mixture.

Linking the increase of MN frequency with the sglatlistribution
of sampling stations, agricultural practices ambftiin the region, it is
evident that during periods of lower rainfall (Tald), the frequency of
MN was lower in all the studied sites. Weeks wittel or no rainfall, a
condition observed in winter 2011, may result irruaoff decrease,
resulting in less pollution of bodies of water (&dl et al. 2011b). In
periods of high rainfall (recorded during summef2@or the drainage
basin for the Cubatdo do Sul River) there wasreffuncrease, and
therefore an increase in the drift of potentiathxit materials into the
river waters, leading to an increase in the factbet influence the
metabolic processes responsible for a change inffédlency (Polard
et al. 2011b).

Galindo and Moreira (2009) investigated the sealswariation of
climatic conditions and their relationship to thequency of MN, and
found several variations associated with precipiteand an elevation in
MN frequency. In the rainy months, with increasedaff, impurities
were drained to the river, reflecting the MN fregog increase. Bresler
et al. (2001) found seasonal differences in the fillguency inTilapia
zilli and Cyprinus carpio exposed to Yarqon River (Israel) water
samples collected during the rainy season. Theaser in the frequency
of MN was induced by runoff of silt, garbage anemiicals present in
the soil containing genotoxic and clastogenic conmpis. Therefore, the
increases of MN frequency observed in our study b&gn expression
of seasonal effects, but can also be linked to ffufinom agricultural
areas. Runoff is recognized as a major source Hifitpaots to surface
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waters (Kayhanian et al. 2007). Places that reatiseharge of effluents
from agricultural and household areas are not afflgcted by water
pollution but also by changes in the aquatic edesys and the
consequent genotoxic effects that may affect gte ([©mar et al. 2012).

The present study verified the genotoxic naturevafer samples
from the Cubatéo do Sul River, suggesting thatllagaatic ecosystems
may be under stress due to agricultural and domedtiuents. No
chemical analyses were performed to determine timeposition and
concentration of water samples from the river beeahis study aimed
to evaluate the effect of complex environmental tares on fish.
However, we can hypothesize that the damage neguftom the
observed increase in MN frequency was induced bnotgeic
substances originating from agricultural runoff atmmestic effluents
released without treatment, based on evidence fitenature data and
public information in the region.

5. CONCLUSIONS

Pollution of aquatic environments, especially acef water from
rivers that have potentially genotoxic substanges, critical problem.
Application of the micronucleus test, designed ¢oify the genotoxic
and mutagenic potential of the surface waters ef Gubatdo do Sul
River, showed to be an effective tool for the vesafion of such
conditions because the results indicate the gemofmtential of these
waters. Further research into the components reggerfor generating
these genotoxic effects is recommended for thisremment, as well as
the performance of genotoxicity tests using othawirenmentally
representative organisms. The water samples cefldodbm the Cubatéo
do Sul River during the different periods of thésearch are complex
environmental mixtures of inorganic and organic poonds that
consist of thousands of individual components tiat interact in an
additive, synergistic or antagonistic way; furtherm the results of this
study reveal biological data from areas exposenhutiiple sources of
pollutants.
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the study (spring 2010 — winter 2011). These dagee provided from
the local water treatment and sanitation utilitAGAN).
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Fig. 2: Spatial distribution of MN frequency (%.) + SD obsged in O. niloticus
exposed to surface waters from the Cubatio do &el Rom spring 2010 - winter
2011. (A) Site 1, near the headwater of the Cubdti&ul River. (B) Site 2, near
the city of Aguas Mornas. (C) Site 3, near the afySanto Amaro da Imperatriz,
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Fig. 3: Spatial distribution of MN frequency (%.) + SD, @pged inO. niloticus
exposed to surface waters from the Cubatao do &el Rom spring 2010 - winter
2011, with site 1 (near the headwater of CubataSuldRiver) as a reference local.
* p < 0.05 indicates a significant difference betwehe samples and site 1.
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Table 1: Number of micronucleated erythrocytes observe@®.imiloticusexposed
to the surface waters of the Cubatdo do Sul Riwar ¢he course of 280 days
(spring 2010 - winter 2011). Positive control: msiam dichromate 2.5 mg/L.

Samples Total number
Season Total cells of MN counted HoMN 2 SD
Spring 2010 12219 11 0.49 +0.26
.g 5 Summer 2011 12200 6 0.90 +£0.01
§’ g Fall 2011 12091 9 0.75+£0.43
Winter 2011 12099 6 0.50 £0.25
Spring 2010 12245 35 2.89£0.51
— Summer 2011 12120 58 474 +£0.12
'E% Fall 2011 12093 32 2.65+1.01
Winter 2011 12095 15 1.24 £0.75
Spring 2010 12143 47 3.91+0.76
N Summer 2011 12029 75 6.18 +0.31
'E% Fall 2011 12116 51 4.21 +0.66
Winter 2011 12066 25 2.07£1.25
Spring 2010 12231 75 6.13 £0.15
™ Summer 2011 12080 100 8.28+0.16
% Fall 2011 12077 50 414 £0.52
Winter 2011 12067 43 3.56 £0.29
Spring 2010 12059 86 7.13+1.04
< Summer 2011 12088 118 9.76 £ 0.36
% Fall 2011 12068 76 6.30 +£0.39
Winter 2011 12064 47 3.89+1.26
Spring 2010 12202 208 17.05+£0.26
£ 5 Summer 2011 12193 208 17.06 +0.55
2 £ Falzon 12114 209 17.25+0.34
Winter 2011 12068 203 16.82 £0.18
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Table 2: Accumulated rainfall in the region of Cubatdo dd River from spring
2010 — winter 2011.

Accumulated rainfall* (mm)

Sampling stations

Season Site1 Site2 Site3 Site 4
Spring 189.1 1568 1969 146.1
Summer 3390 374.6 5060 449.5
Fall 961 139.6 1462 140.1
Winter 825 1333 1944 1268

Table S1: Concentration of heavy metals and organic compouimdsirface water
from Cubatdo do Sul River measured on the monitaigl of the local water
treatment sanitation utility (CASAN) located downestm site 3.

Paramete [1 D. L. Method
- Aluminum 1.28 mg ALL? 0,01 3030F e 3120°
< Barium 0.0215mg Ba't  0,0002 3030F e 3126B
2 Copper 0,0017 mg CuL  0,0005 3030F e 3120B
% Iron 2,66 mg Fe.l 0,006 3030F e 3126B
o Manganes 0,1680 mg Mn.™* 0,000: 3030F e 3120°
Zinc 0,065 mg Zn.I" 0,00: 3030F e 3120°
Acrylamide <0,1 pg/L 0,1 EPA 8032-A
é Glyphosate <50 pg.L* 50 EPA 547
.% 2,4-D <10 pg.L* 10 EPA 8270-B
e Alachlor <1,0 pg.L* 1 EPA 8270-B
E Aldrin and_DieIdrir <0,01 pg.r* 0,01 EPA 8270-b
@ Atrazine <0,2 pg.* 0,2 EPA 8270-B
g Bentazone <1,0 pg.L* 1 EPA 8270-B
g8  Benzca-pyrene <0,01 pg.l* 0,01 EPA 8270-B
g DDT <0,5 pg.L* 05 EPA 8270-B
2 Endrir <0,5 pg.L* 0,5 EPA 8270-B
g Heptachlor <0,03 pg.r* 0,03 EPA 8270-b
o Metolachlor <1,0 pg.t* 1 EPA 8270-B
Pentachlorophen <5,0 ug.I* 5 EPA 8270-1

! Data referent of one single water analyses fromafio do Sul River performed on February 2010. G0@ASAN.

2 Detection limit

3 APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION ) 2005. @ndard methods for the examination of water and
wastewater. 21. ed. Washington.

4 EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) 1996. Methd032-A. Acrylamide by Gas Chromatography.

5 EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) 1990. Methds#7. Determination of Glyphosate in drinking water
by direct-aqueous injection HPLC, post-column datization and fluorescence detection.

5 EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) 2007. Metho8270-D. Semivolatile organic compounds by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS).
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Table S2: Mean concentration of physico-chemical and biaabiparameters in
surface water from Cubatdo do Sul River measuretti@monitored site of the local
water treatment sanitation utility (CASAN) locatgownstream site 3.

Parameters! Spring 2010 Summer 2010 Fall 2010 Winter 2010

pH 6.81 6.70 6.92 6.68
0D (mg/L) 8.31 6.86 8.42 8.58
Alkalinity (mg/L CaCOs) 13.58 13.25 13.79 1533
Total Hardness (mg/L as CaCO3) 23.58 12.17 2034 23.10
Colour (mg/L PtCo) 47.50 110.00 42.36 67.25
Turbidity (NTU) 9.29 29.23 7.51 19.92

Total Solids (mg/L) - 671.00 269.50 228.50
Nitrite? (mg/L) - 0.01 0.01 0.00
Nitrate? (mg/L) - 1.54 0.00 0.00
Ammonia? (mg/L) - 0.72 0.28 0.04
Total phosphorous? (mg/TL) - 045 0.11 0.00
Chloride? (mg/L) 21.12 11.57 21.25 22,75
Iron? (mg/L) 0.62 1.74 0.56 0.50
Aluminium? (mg/TL) 0.14 0.05 0.02
Sulfate? (mg/L) - 1.00 1.25 9.00
Sulfide? (mg/L) - 0.04 0.04 0.04

Total Coliforms? (NMP/100mL) 1.732.87 16.428.00 16.973.83 7.668.67

Fecal Coliforms? (NMP/100mL) 382.33 3.022.79 2.061.61 1.235.37

! Data referent from the mean of the parameters fnater samples of Cubatéo do Sul River in a moeitasite located
downstream site 3. Source: CASAN.

2 APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION ) 2005. @ndard methods for the examination of water and
wastewater. 21. ed. Washington.



A2. Dados de chuva (mm)

Dados de chuva acumulada (mm) registrada nas uliézredatas de
coleta das amostras de 4gua do Rio Cubatao dooSylamtos de coleta
de agua.

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
Data Total Data Total Data Total Data Total
acumulado acumulado acumulado acumalado
(mm) ' (mm) *
04 /nov 39 0 /nov 35 (2mov 02nov
E - 13/nov g3 13/nov 173 17/mov 14d/nov
E = [ Z0mov 93,7 20mnov 33,7 28mnov 30mov
'E = O6/dez 491 O6/dez 30,8 Dé/dez (f'dez
Total 189.1 Total 159 Total Total
20/dez 314 20/dez 31 28/dez 28/dez
08/jan 43 13 903 08/jan 08/jan
E 23jan 1309 283an 1616 28/jan 28 jan
:; 03/fev 36,4 09/fev 43 09/ fev ] 09fev
E 2fev 458 21 fev 402 24/fev LEN 2Tiev
{7 /'mar 173 {8/ mar 83 08/ mar 173 10mar
Total 330 Total 3746 Total 506 Total
27/ mar a7 27/ mar 16 27/ mar 214 2% mar
= 12/abr ] 12/abr 119 16/2br 237 16/abt
;: 20/abr 13.9 29/abr 12.1 28/abr 129 28/abt
E 17/mat 474 17/mat 9 17/mat 617 19/may
s 08/ un 7.1 08/ um 217 08/ un 263 0% jun
Total 06,1 Total 139.6 Total 1462 Total
. 26/jun 236 26/jun 548 26/jun 13.6 26/fun 47,
% 09jul 142 09ul 236 09/l 318 09 ul 13,7
g 2T/l 264 2T/l ] 2Tl 217 27l 38
e 08/ago 18,3 14/ago 104 16/ago i 16/age 276
L Total 823 Total 1333 Total 140.1 Total 1268
1.

Total acumulado referente a soma dos 7 dias ardgericada coleta das amostras

de agua.
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ABSTRACT

In this study, we investigated effects of oxidatisress and
hypermethylation through lipid peroxidation and DNaethylation,
respectively, in erythrocytes oDreochromis niloticusexposed to
environmental complex mixture of water from Cubatio Sul River,
during the seasons of the year. Lipid peroxidatias quantified by the
rate of malondialdehyde (MDA) and DNA methylatiomsvquantified
by the rate of 5-methyldeoxycytosine °@&). In all studied sites the
river water samples caused metabolic change®.imiloticus MDA
rates were significantly different when comparirgmples with the
negative control (exception for samples from sitduting spring 2010,
summer 2011 and fall 2011). All samples (excepsite 1, spring 2010)
induced increases in the’dC rates, and at the end of the study the
values were very close to the values found on twtige control. The
results showed that samples of environmental compigture of water
from Cubatdo do Sul River are capable of inducingh Hevels of
oxidative damage and hypermethylatiorOinniloticus
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Keywords: Lipid peroxidation, DNA methylation, river water,
Oreochromis niloticus.

1. INTRODUCTION

Runoff from agricultural and urban areas is resjida for much of
the load of genotoxic compounds found in surfacerrwater (White
and Rasmussen, 1998). The river water is compokadoxture form
numerous chemical compounds, organic or inorgamany potentially
genotoxic and mutagenic. Chemical compounds withtagenic
potential are present in a variety of complex esvinental mixtures
including drinking water, surface water, aquaticisents, soil and
atmosphere (White, 2004; Erickson et al., 2008).cohding to
information from the Brazilian Institute of Geoghgpand Statistics
(IBGE, 2010), river contamination by domestic, aghural and
industrial sewage, has generated lack on the &idifeof water quality
even in areas with abundant water resources, anerge increased in
the cost of treating water for human supply.

All rivers on the central coast of Santa Catar8tate (southern
Brazil) present some degree of pollution, mainlynir domestic and
industrial effluents, solid waste, pesticides (ANA&005). The
hydrographic basin of the Cubatdo do Sul Rivethes ost alarming
because of its water supply importance for aboud,0@D people
(CASAN, 2013). According to the local water treafrnand sanitation
utility (CASAN, 2013), in recent years, the Cubatim Sul River has
suffered significant bank erosion with the remowaf riparian
vegetation; as a consequence, this loss has oateiiilio a decrease in
water volume over the years. Moreover, in the Cabato Sul River
basin, there is widespread cultivation of vegetalaled cattle, and these
activities, along with the removal of riparian veg®n, domestic
sewage runoff and sand mining, are degrading tirelelb® and the
quality and quantity of its waters (Martins et 4097). Micropollutants
from agricultural and domestic effluents, even @t Iconcentrations,
may interact synergistically or antagonisticallpdahe combination of
these effects cannot be predicted by chemical aisalyTherefore,
toxicological studies are essential for identifyindpese effects
(Lambolez et al., 1993; Van der Oost et al., 2@dwarzenbach et al.,
2006).

According to US Geological Survey (USGS, 2010}adalating to
water contamination by agricultural and domestituehts are really
worrying because organochlorines, DDT and pesticin be detected
in water bodies over 20 years after being used.
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Fish are important tools utilized as bioindicatiansthe detection of
water contamination by substances potentialy t@&ltarma and Singh,
2004; 2006). Fish can accumulate pollutants byctlitentamination by
chemicals present in the water, or indirectly tigtouingestion of
organisms that accumulate pollutants (Al-Sabti, 5)99The genre
Oreochromis has been widely used in studies of ig&it epigenetic,
oxidative stress and environmental monitoring (Gawad Ergene-
Gozikara, 2003, 2005; Flohr, 2012; Grisolia and déwo, 2000;
Grisolia et al.,, 2009, Grisolia and Starling, 208buza and Fontanetti,
2006).

The consequences of oxidative stress in aquagianisms caused
by continuous exposure to potentially toxic compgincan be
exemplified through the early mutations, acceleraséging of cells,
difficulty in adapting to environmental changes acarcinogenesis
(Reiffescheid and Grummt, 2000). Oxidative stresaduced by several
chemical compounds and these contaminants can latenuhe
production of reactive oxygen species (ROS), whide to its high
reactivity can cause oxidative damage to impontaoiecules formation
and cellular function, causing changes in the aitant defense system
of the bodies (Hermes-Lima, 2004; Wilhelm Filho,020 Lushchak,
2011; Kadry et al.,, 2012). The occurrence of oxidastress in the
aquatic organisms can be verifeied by the measurgthe
malondialdehyde (MDA). MDA is a marker of environmi& exposure
to xenobiotics that induce oxidative damage, MDArigle of the latter
products released in the process f lipid peroxitiatand can be detected
both in vitro and in vivo (Esterbauer et al., 198atias and Creppy,
1998a). Lipid peroxidation (LPO) is described asclain reaction
between molecular oxygen and polyunsaturated éaitys of membrane
phospholipids. It is a reaction of auto-oxidatigoiing polyunsaturated
lipids (Matias and Creppy, 1998a). The LPO is adexsd the leading
cause of oxidative damage and cell death (HermesLi2004).

Changes caused by xenobiotics with peripheralesyst inducing
changes in the biological synthesis able to aler biochemistry of
DNA are called epigenetic and can be studied by DiNdthylation
(Baccarelli and Bollati, 2009). Epigenetic moditioas involve changes
in gene expression without changing the DNA seqegAduru et al.,
2011). DNA methylation is the transfer of methylogps from S-
adenosylmethionine (SAM, a cofactor enzyme preseatl eukaryotic
cells) to position 5 of cytosine is catalyzed byynes known as DNA
methylase. (Kulis and Esteller, 2010). Th&d® represents 2 to 5% of
all cytosines present in the genome of mammalslgMét al., 2003).
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The addition of the methyl group is catalyzed by AN
methyltransferases (DNMTs), with high levels of hyddtion are
associated with the suppression of the genes lgadithe generation of
deformities and in some cases mortality (Aluru bt 3,011). The
hypermethylation of DNA involves genes that areecliy related to
apoptosis, metastasis, DNA repair cycle and is rtegoin numerous
cases where the incidence of cancer is investig&sieller et al., 2001,
Gronback et al., 2007).

Based on suggested above about the presence t@iréoants in
the river water, the objectives of this study were@valuate the risks of
chronic exposure of fish to environmental complextare of river
water from Cubatéo do Sul river, an important sewf funding water
for human consumption, by evaluating the LPO wiité guantification
of MDA and verification of biological methylation f oDNA by
quantifying m5dC in Oreochromis niloticus.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Study area

The Cubatdo do Sul River belongs to the Hydrog@a@asin of
Cubatéo do Sul River and is located in southerrziBra the central
coast of the Santa Catarina State, between pardl#35'46"S and
27°52'50"S and longitudes 48°38'24"W and 49°02'24MNis river is
65 km long and bathes an area of 73&.Kis river is used as water
supply of part of Floriandpolis city (capital of i8a Catarina State) and
its metropolitan area (cities of Santo Amaro dadmafriz, Sdo José,
Palhoca and Biguacu), serving a population of apprately 700,000
inhabitants (Fig. 1). According to the Santa Cattlas (Kaiser et al.,
2012), a distribution of rain occurs throughout trear. The months
with the largest precipitation are: January, Fetyrwwand March. While
the months of lower rates are May and June. Themnstmples were
collected from four different sites of Cubatdo dal River (Fig. 1):
upper Cubatéo do Sul River (site 1), in the vigirof Aguas Mornas
city (site 2), in the vicinity of Santo Amaro da peratriz city (site 3),
and lower Cubatdo do Sul river (site 4). Water dampollection was
performed every 15 days, where about 80 L of whiten the studied
sites, were conditioned in plastic bottles andgpamnted to laboratory.
Water samples were collected during 280 days, béginin Spring
2010 and finishing in Winter 2011.

2.2. Test organisms

In this study 132D. niloticusfish (Perciformes: Cichlidae) (weight
=31.5+£0.5g, length = 11 + 2 cm) were used. Fighe acclimated for
a period of 15 days in 1.000 L aerated tanks, whtlorine-free water,
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and diffuse light (photoperiod of 16h) and at 2@°2°C. The organisms
were fed every 48 h with food for juvenile fish {geJuvenil, Acqua
Line, Supra, RS, Brazil) containing 42 % of protand 500 mg/kg of
vitamin C. The remains of uneaten food and fecatenw were
removed from storage tanks, and water was reneverg é8 h.
2.3. Fish exposure assays

After acclimation period, fish were subdividedndamly in
groups of 22 organisms. Each group was kept instariki30 L with
water collected from site 1, 2, 3 and 4 of Cubaté®sul River (Fig. 1).
As a negative control we used mineral water calgédtom the fountain
Caldas, located at Santo Amaro da Imperatriz. Asitipe control, two
fish were exposed every 48 h earlier the blood aekitn to a
concentration of 2.5mg/L of potassium dichromataub(slethal
concentration of KCr,O; adapted to body weight, based on Mishra and
Mohanty, 2008) that was diluted on water (negatioetrol). Each tank
was equipped with a complete filtration system Ifiga: and physical
filtration; Zanclus®, model FBM 155). Filtration draeration of the
tank was performed using a pump with filtration aeipy of 650 L per
hour (SarloBetter®, model Better B650). Sampleslectbn was
performed every 15 days, where 80 L of water friva $tudied sites,
were conditioned in plastic bottles and transpottedaboratory. The
water of the tanks has been partially renewed {/8) each 15 days.
The samples were collected during 280 days. Dutiegexposure, the
fish were kept in the same conditions of acclimgiedod. The animal
use was approved by the local ethics committee henanimal use
(CEUA, PP00836).
2.4. Erythrocytes collection

The fish were anaesthetized with a solution afzbeaine 0.1
g/L (Gontijo et al., 2003), and erythrocytes weollected by punction
of the caudal vein using sterilized syringes comitg 0.5 mL of 0.5M
EDTA pH 8.0. At each blood collection we collecteidod from two
fish per exposition tank. The fish were sacrifit®ddecapitation after
blood collection. The fish erythrocytes were cdkektin intervals of 28
days, totalizing 10 blood extractions per sitejmfyithe all experiment.
2.5. LPO measured by MDA quantification

LPO test was performed according to Flohr et &012).

Centrifugation of 200 uL aliquots of fish erythréey were carried at
2000g for 10 min, and the plasma obtained aftetrifegation was used
for tests. 100 pL of plasma was collected from esaimple and then
was added 150 pL of SET buffer pH 8.0. The samplese
homogenized using a vortex and 20 pL of this homatgewas removed
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to measure protein content. A calibration curve piEpared with eight
dilutions of standard MDA ranging from 7.5 to 6 ©7L.nM. The
following reagents were added to the MDA standadd to plasma
samples: 25 pL SDS 7% (w/v), 300 pL HCI 0,1M, 40 pL
phosphotungstic acid (w/v) and 300 pL thiobarbitadid 0.67 % (w/v).
After vortex mixing, the tubes were incubated at®®@or one hour in
the dark and placed on ice bath (0°C) for 15 mmugubsequently a
volume of 300 pL of n-butanol was added to eachpsamnd the tubes
were vigorously mixed by vortex. Then, the tubes eentrifuged at
3000g for 10 minutes. The n-butanol phase contginire complex
MDA-TBA was separated and quantified using HPLC {HB0 HPLC
System) with a Supelcosil LC-18 Column (250 x 4.6,n5 um). The
mobile phase was methanol-water, 40:60 (v/v), p#H 8he flow was
0,5mL/min and the injection volume was 20 uL. Thavelengths of
excitations and emission were 515 and 553nm, réspbc
(Programmable Fluorescence Detector HP1064A). TBANBA was
measured by relating the content of protein cethbgenate using the
colorimetric method of Bradford (1976).

2.6. DNA methylation measured by mdC rates.

DNA methylation test was carried out based on {Bkci and
Sibinski, 1994; Perreault et al., 2011, Flohr, 201th modifications.
20QuL of blood were centrifuged and the pellet formeaswesuspended
with 400 pL of lysis buffer (1M Tris HCI pH 7.4, 1MlaCl, 0.5 M
EDTA pH 8, 10% SDS, MiliQ water). 10 of proteinase K were added
and the samples were keep in a water bath at 46fC2 fhours.
Subsequently, the DNA was purified with one eximctwith phenol,
one extraction with phenol:.chloroform and one ettean with
chloroform. DNA was precipitated with cold isoproghand incubated
at 20°C overnight. Then, DNA was washed with 500 qfLethanol
70%, and after air drying, the pellet was resuspdnd 5@L of MiliQ
water. uL. RNAse was added and left at room temperatureniylet.
DNA purity was quantified by the ratio between #iesorbance at 260
and 280nm.The A260/A280 nm ratio should be betwie8rand 2.0 to
ensure a high level of DNA purity. DNA was presehat -20°C and a
volume containing 20y of pure DNA of each sample was lyophilized.
The first enzymatic hydrolysis occurred when thaplyilized DNA was
dissolved in ultrapure water, followed by a quick bath and a water
bath at 100°C, and the subsequently addition df 2f potassium
acetate 250mM (pH 5.4)uP of zinc sulfate 10 mM and 10 of P1
nuclease (1 U/mL). The tubes were incubated at 33V€rnight. A
second hydrolysis was carried out after addinl df Tris-HCI (pH 8.3)
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and 4L of alkaline phosphatase (0.31 U/mL). The tubesewshaken
for 2 hours at 37°C. After the incubation, 250f chloroform were
added to each sample to inactivate the enzymesindedirolysis. The
tubes were centrifuged at 13000g for 10 minute® dlantification of
m5dC was performed by HPLC (HP1050 HPLC System) amdJV
detector (HP1050 Series Variable Wavelength Detctomodification

of the two-buffer gradient was developed, using 59n@m column
(Agilent Zorbax SB-Phenyl, 250 x 4.6 mm, 5um). RufA was 6.5 mM
(NH4)H2PO4 pH 3.95 filtered through a Milipore G3-20.22 pm).
Solvent B was methanol 4% (v/iv)HPLC grade (J. TkeB®). We used
a two-buffer step gradient system, 0-16min 96-4
(NH4)H2PO4/methanol followed by a linear gradiem0% Solvent B
during 32 min. The flow rate was 1mL/min and elsatere monitored
at 254nm. The injection volume was 20uL of a diatof 1/10 of the
hydrolized DNA. Standard bases (dC, dT, dG, dA gni-Aldrich /
100 pg/mL each) and 3C (10 pg/mL) were used for quantification.
The results inug/mL were used to calculate the % rate oH® as
compared to (r%dC + dC) * 100.

2.7. Data analysis and statistics

The results were grouped for statistical analgsisording to the
season of the year, beginning in Spring 2010 amidhing in Winter
2011. For statistical analysis the average of esahple + standard
deviation was considered for each site in eachoseaBukey paired
comparison test was performed to test differenedwden samples and
their respective controls. A significance levelpo¥alues less than 0.01
was accepted to indicate statistical significanegng the R software
(v2.5.1, R Core Group, 2013).

3. RESULTS
3.1. Lipid peroxidation: MDA quantification.

After 280 days of exposure, fish of the spe€esiloticusexposed
to water of the negative control, MDA produced ager rate of 11.69
nM MDA/mg protein. Organisms exposed to positivatoal (2.5 mg/L
of potassium dichromate) showed average rates 8f7&8&0MDA nM
MDA/mg protein (Table 1). All rates observed foethositive control
showed significant differences when compared todgative control (p
<0:01).

Organisms exposed to surface water from the CalddSul river
showed an increase in the rates of MDA toward tletm of the river
(upstream to downstream). The rates were avera@ed hM MDA/mg
protein for Site 1, 41.71 nM MDA/mg protein for &2, 55.59 nM
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MDA/mg protein for Site 3 and 78.98 nM MDA/mg ofgbein for Site 4
(Table 1).

MDA rates observed during the study period showigghificant
differences recorded for the negative control (pO%p except that
recorded for the Site | during Spring 2010, Sumg@srl and Fall 2011.

3.2. Evaluation of the methylation of DNA by measwment of
m5dC rates

For the same exposure conditions, fish of the isp&2. niloticus
exposed to the waters of the negative control, ywed rates between
5.47-5.71% of mdC. Varriale and Bernardi (2006), observed for ssive
species of fish belonging to the order Perciforragsrage rates of
4.00% m5dC, ranging from 2.85-5.47% ofd@. Potassium dichromate
(2.5 mg/L) used as positive control rates produbetiveen rrdC of
38.51-44.65%, an average increase of 700% compdtiedhe negative
control.

Quantification of mC on fish erythrocyte exposed to
environmental complex mixture of Cubatdo do Sulewahdicated
significative hypermethylation in all samples (FB). This increased
was observed (as well as MDA) incrementally towatds river mouth
throughou the study period. For the Site id@ rates ranged from
9.01+1.02% (Spring 2010) e 17.55+2.49% (Winter Qifln°dC. The
Site 2 had rates between 14.18+0.49% (Spring 2800)27.32+2.73%
(Winter 2011) of mdC. The Site 3 had rates between 18.86+1.31%
(Spring 2010) and 33.16+2.60% (Winter 2011) 3fl@& The Site 4 had
rates between 24.05+5.15% (Spring 2010) and 40.@0%4 (Winter
2011) of mdC. Conditions verified at the end of the studyiqubfor the
Site 4 are very close to that observed in the pesitontrol (potassium
dichromate 2.5 mg/L).

4. DISCUSSION

Complex environmental mixtures such as water sivare
composed of numerous substances that can affeatiaguganisms and
cause ecological disequilibrium. Some of these aamps can have
toxic effects on organisms and, even at low come&ohs, can undergo
processes additive, synergistic and/or antagoristtentiate the toxic
effect of this complex mixture, and could negatvéhpact aquatic
organisms (Schwarzenbach et al., 2006; Badernd.,eR@L1). The
different substances present in complex environatenixtures such as
river waters are capable of generating epigendfiicts as induction of
oxidative effects, and damage to the DNA level (&aelli and Bollati,
2009).
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The results of this research @ niloticus exposed to waters of
Cubatéo do Sul river indicate that this compleximmmental mixture
leads to increased rates of MDA and increased ratesDNA
methylation in erythrocytes of O. niloticus. Thesults show that the
samples collected induce a significant increadmth parameters in the
upstream to downstream direction. There are fewdiesureporting
effects of DNA hypermethylation (quantified by’d), and oxidative
stress evidenced by lipid peroxidation (measured NAPA) in
erythrocytes of fish exposed to complex environmlemixtures such as
river water. Some studies report the rates foredsifit types of waste
and substances such as pesticides, and tissue®rgads such as
kidneys, liver and gills (Aniagu et al., 2008; Qaator et al., 2004; Jin
et al., 2010; Shugart et al., 1990; Stromqvist.e2810; Mirbahai et al.,
2011; Velisek et al., 2011; Wang et al., 2009; Xatagl., 2012; Zhou et
al., 2001).

The region of influence of Cubatao South is sigaiitly affected
by agricultural processes, which highlights theturel of horticultural
products. These crops require high frequency ofigiege application
(Latorraca et al., 2008). Castilhos and Oliveir@0®) state that in the
region of the Hydrographic Basin of Cubatdo do Biver, 95% of
farms spray their crops with pesticides about finees a week. Brazil is
the world's largest consumer of pesticides (Caoneiral.,, 2012), and
the main pesticides used in the state of SantariGatare glyphosate
(Roundup ®), lambda cyhalothrin (Karate ®), atrasand simazine
(Herbimix ®) and azoxystrobin (priori Xtra ®) (Salgni et al., 2,011).
Pesticides are known as a major concern in thetiaqgravironment due
to their toxicity, persistence and tendency to audate in aquatic
organisms (Joseph and Raj, 2010). These compoepdssent a great
danger to the aquatic fauna, especially fish, whielpresent a
considerable part of the food chain and are a nsgarce of protein-
rich food for the population (Sharma and Singh,700

Sakuragui et al., (2013) claim that there is adirrelationship
between the contaminants from agricultural prasteed contamination
of the aquatic environment, reflecting oxidativemdae in aquatic
organisms present in this ecosystem. Sadaukas-Hemnef., (2011)
emphasize that the application of pesticides incatjural areas, rich in
metals and organochlorine components are the nmircas of toxic
elements able to accumulate in the water columnsadinent of rivers.
The increased rates of MDA 10. niloticus checked throughout the
course of the Cubatdo do Sul river may be relatedhé entry of
pesticides and other toxic compounds in the rivatewthrough runoff.
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Many classes of environmental pollutants and it©ometabolites
may cause toxicity related to oxidative stresssayoxidative damage
in fish (Velisek et al.,, 2011). The pesticide expesof animals is
known to induce LPO in various tissues being resjide for adverse
biological effects (Datta et al., 1992).

Kadry et al., (2012) report thatlarias gariepinuschronically
exposed to the pesticide atrasine showed signifitemeases in liver
LPO organism compared to the negative control. etiral., (2010)
attributed the increase of LPO by the increasesrafeoxidation of
polyunsaturated fatty acids in the liver observedanio rerio exposed
to 100 pg/L atrasine (Liu et al, 2008; Valavanilisal, 2006).

Another pesticide commonly used on crops of hoittical
products is glyphosate, known to cause damage & dhergy
metabolism, and processes involving free radicalegation, in the
activity of acetylcholinesterase (Glusczak et @006, 2007; Langiano
and Martinez, 2008). Significant increases in th&ées of MDA in
muscle (Glusczak et al., 2007) and liver (Modestd Martinez, 2010)
of aquatic animals are attributed to oxidativesstrimduced exposure of
glyphosate.

Variations in the activity of antioxidant enzymae indicative of
pollution caused by oxidative stress (Ahmad et @000, Li et al.,
2003). Sharma and Singh (2004) argue that the Hotglas a reflector
pathophysiological body and therefore is an appatgitool when you
want to evaluate the damage of oxidative stressrganisms. In the
present study, increases in the rates of MDA irtheogytes indicate
that fish may be experiencing a disorder in lipiembranes through
exposure ofO. niloticus pesticides, metals and other environmental
contaminants in this complex mixture that is theéeraf the river.

Fish chronic exposure to highly polluted enviromtsesuch as that
seen in the terminal portions of Cubatdo do SuleRishown to be
unable to establish adequate antioxidant defensedably due to
damage to hepatocytes and the antioxidant defeyséens, leading to
oxidative damage (Sakuragui et al., 2013).

The rising rates of MDA observed in this study atenthe
cumulative nature of these effects of chronic tibxiand proved to be
an important tool in the evaluation of oxidativeess inO. niloticus
after exposure to the waters of Cubatéo do SulrRive

This study also showed that the rates of DNA mation of O.
niloticusis affected by chronic exposure of fish to Cubaté&sul River
water. In our study, DNA hypermethylation was obiserincrementally
over the course of the river water, and shown t@&lBacumulative effect
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with peaks corresponding to that seen in positieatrol for the
percentage of PdC in the terminal portion of the river at the exfche
study period (Winter 2011).

The contamination of the Cubatdo do Sul River hyman
occupation of its banks, with the release of uné@a@omestic sewage,
runoff from agricultural and other nonpoint souroégpollution, leads to
the aquatic environment metals, pesticides, orgadndne compounds
and other toxic substances that may be relatetidnges in the pattern
of epigenetid. niloticus

In a recent review of epigenetic effects of pésdtis (Collota et
al.,2013), no studies were found referring to theepntage of biological
DNA methylation in fish. Baccarelli and Bollati (@9) claim that many
classes of environmental pollutants are capableaoking epigenetic
damage. Among these pollutants can include metpésticides,
organochlorine compounds, among others.

Li et al., (2009) observed hypermethylation of DINADanio rerio
embryos exposed to arsenic (2 mM) after 48 hoursexjgosure.
Different metals, such as arsenic are internatipnedcognized as
potentially carcinogenic agents and may be presestil and become
part of the composition of pesticides, can be adddor the rivers with
runoff (Sabo-Attwood et al., 2006).

It is possible to relate the results observe® imiloticusafter
exposure to complex environmental mixture of wétem Cubatdo do
Sul river in the terminal portion (sample station 4ig 1) with the
results observed in the positive control (Fig. 2D)ganisms exposed to
these samples (sampling station 4 - Winter 201Xgwskd similar
percentages m5dC bodies exposed to 2.5mg/L of giotagdichromate.
Chromium is one of the metals most surveyed reggrtfieir mutagenic
and carcinogenic properties (IARC, 1990). Kondo att (2006)
demonstrated that exposure to chromium-containorgpounds in the
composition influence the processes that lead tpelmgethylation.
Labra et al.,, (2004) found that the DNA hypermedkiph may be
related to exposure to chromium producing vari&ign one or more
cytosine residues, making the most frequent DNAehyethylation of
the DNA hypomethylation. Although metals such asootium having
its own mechanism of action, it is believed that&R@ére involved in
these processes that can lead to epigenetic #@tesain DNA
methylation without causing mutations of DNA bag¢€Brien et al.,
2003).

Oxidative stress can cause damage to the DNAjrmtpokanges in
methylation, which may lead to carcinogesese (FEragtr al., 2000).
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With the knowledge that the different compoundsseng in the water
from the Cubatdo do Sul river, such as metals, iqess,
organochlorine lead to LPO by oxidative stressscaggilDNA mutations
(Halliwell and Gutteridge, 2005) it is possible relate the results of
increased LPO and DNA hypermethylation induce@®imiloticusafter
chronic exposure to complex environmental mixtureve@r water from
Cubatdo do Sul. Knowing that Cubatdo do Sul riwelamn important
ecosystem and the main source of water supplyHernietropolitan
region of Floriandpolis, and observing the resthis study highlights
the extreme importance of the data found by ware possible
occurrence of changes in epigenetic. These chazayeincrease along
the food chain reaching humans, may initiate thegederative
processes, such as cancer.

5. CONCLUSION

The rates of MDA and PdC demonstrated to be effective
biomarkers for assessing the toxicity of complexvimmental
mixtures such as river water. The results of thisls demonstrate that
the complex environmental mixtures of water formrb&to do Sul may
interfere with epigenetic system Gf. niloticusand serve as a warning
to toxicological parameters, with emphasis on pssee genotoxic,
mutagenic and epigenetic be included in the madngoof water quality.
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Figure 2. (A) Percentage of DNA methylation {dC/(ndC +
dC)*100) related to erythrocytes @. niloticus exposed to complex
environmental mixture of river water from site #ikgative and positive
control with potassium dichromate (2.5 mg/L). (Bdréentage of DNA
methylation (MdC/(nPdC + dC)*100) related to erythrocytes of O.
niloticus exposed to complex environmental mixtof&ver water from
site #2, negative control and positive control wititassium dichromate
(2.5 mg/L). (C) Percentage of DNA methylation *@@/(nPdC +
dC)*100) related to erythrocytes @. niloticus exposed to complex
environmental mixture of river water from site #®gative control and
positive control with potassium dichromate (2.5mg/{D) Percentage
of DNA methylation (MdC/(nPdC + dC)*100) related to erythrocytes
of O. niloticusexposed to complex environmental mixture of riweter
from site #4, negative control and positive contvath potassium
dichromate (2.5mg/L). The values represent the amesrof each
replicate + standard deviation (n = 2). (*p < 0.01)
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Table 1 MDA rates in erythrocytes of Oreochromis niloscexposed
to complex environmental mixture of water from Cidlmado Sul River
along sample stations (site #1, #2, #3 and #4)atheg control and
positive control (potassium dichromate 2.5mg/L).eThesults are
expressed as means = SD in nM MDA/mg protein.<*(pO01.

MDA rate
(nM MDA/mg of protein)

Samples

Negative control

Spring 2010 11.05+0.47
Summer 2011 12.26 +0.44
Fall 2011 12.03 +0.86
Winter 2011 11.44+1.19
Site 1
Spring 2010 17.70+£1.30
Summer 2011 20.18 £+ 0.87
Fall 2011 22.78 +2.47
Winter 2011 23.77+2.00 *
Site 2
Spring 2010 37.72+£272*
Summer 2011 34.38+4.81*
Fall 2011 46.77 £2.86 *
Winter 2011 4798 £0.75*
Site 3
Spring 2010 50.97 +3.55 *
Summer 2011 46.35+3.35*
Fall 2011 61.17 +3.23 *
Winter 2011 63.87 +1.06 *
Site 4
Spring 2010 66.60 + 1.59 *
Summer 2011 65.03+1.16 *
Fall 2011 87.45+487*
Winter 2011 96.86 +2.42 *
Positive Control
Spring 2010 107.68 £1.42 *
Summer 2011 109.98 +0.46 *
Fall 2011 111.06 +1.23 *
Winter 2011 110.41 +0.69 *




CAPITULO IX
9 ANEXOS

ANEXO 1 - Dados de qualidade de agua (metais pesaglo
compostos organicos e pesticidas)

Parametro [ L.G. Método
Aluminio 1.28 mg AL} 0,01 3030F e 3126B
=§ Bario 0.0215 mgBa.l  0,0002 3030F e 3126B
§ Cobre 0,0017 mg Cul  0,0005 3030F e 3120B
o
2 Ferro 2,66 mg Fe:L 0,006 3030F e 3126B
2 Manganés 0,1680 mg Mn*L  0,0002 3030F e 3126B
Zinco 0,065 mg Zn.t 0,002 3030F e 3126B
Acrilamida
ram! <01 pg/L 01 EPA 8032A
Glifosato 1
<50 pg.L” 50 EPA 547
0 2,4-D N
< <10 pg.l” 10 EPA 8270-B
‘© Alaclor
2 <1,0 pg.l* 1 EPA 8270-B
& Aldrin e Dieldrin .
© <0,01 pug.r: 0,01 EPA 8270-B
Atrasina
8 ! <02 pg.lt 0.2 EPA 8270-B
s Bentazona B
< <1,0 pg.l 1 EPA 8270-B
o Benzo-a-pireno
2 zo-a-pl <0,01 pg.t* 0,01 EPA 8270-B
[e]
2 DDT .
4 <0,5 ug.l’ 0,5 EPA 8270-B
E‘ Endrin 1
S <0,5 pg.l 0,5 EPA 8270-b
© Heptaclor
P <0,03 pg.r* 0,03 EPA 8270-B
Metolaclor 1
<1,0 pg.l 1 EPA 8270-B
Pentaclorofenol
<5,0 ug.I* 5 EPA 8270-B

1 Dados referentes a média de cada parametro pesnenias amostras de agua coletadas no Rio CuttatSal em local
monitorado pela CASAN situado nas proximidadesapaagdo da agua bruta, a jusante do Ponto 3. ROA®RAN.

2 Limite de detecg&o.

3 APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION ) 2005. @indard methods for the examination of water and
wastewater. 21. ed. Washington.

4 EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) 1996. Métod#032-A. Acrylamide by Gas Chromatography.

5 EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) 1990. Métods47. Determination of Glyphosate in drinking water
by direct-aqueous injection HPLC, post-column datization and fluorescence detection.

5 EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) 2007. Métod®270-D. Semivolatile organic compounds by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS).






ANEXO 2 - Dados de qualidade de
quimicos e biolégicos)

agua (parametros sfto-

Parametros' Primavera  Veréo Outono Inverno
2010 2010 2010 2010
ph 6,81 6,70 6,92 6,68
OD (mg/L) 8,31 6,86 8.42 8,58
Alcalinidade (mg/L 13,58 13,25 13,79 15,33
CaCQ)
Dureza (mg/L as 23,58 12,17 20,34 23,10
CaCQ)
Cor (mg/L PtCo) 47,50 110,00 42,36 67,25
Turbidez (NTU) 9,29 29,23 7,51 19,92
Sdlidos Totais (mg/L) - 671,00 269,50 228,50
Nitrito? (mg/L) - 0,01 0,01 0,00
Nitrato” (mg/L) - 1,54 0,00 0,00
Aménia (mg/L) - 0,72 0,28 0,04
Fésforo Total (mg/L) - 0,45 0,11 0,00
Cloretd (mg/L) 21,12 11,57 21,25 22,75
Ferrd (mg/L) 0,62 1,74 0,56 0,50
Aluminio? (mg/L) 0,14 0,05 0,02
Sulfatd (mg/L) - 1,00 1,25 9,00
Sulfetd (mg/L) - 0,04 0,04 0,04
Coliformes totais 1.732,87 16.428,00 16.973,83 7.668,67
(NMP/100mL)
Coliformes fecais 382,33 3.022,79  2.061,61 1.235,37
(NMP/100mL)

1 Dados referentes a média de cada parametro pemtenilas amostras de agua
coletadas no Rio Cubatdo do Sul em local monitoraela CASAN situado nas
proximidades da captacéo da agua bruta, a jusarRemto 3. Fonte: CASAN.

2 APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION ) 2005. fndard
methods for the examination of water and wastewatered. Washington.



