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RESUMO

O comprometimento da qualidade da agua, devido as atividades humanas, chama a
atencdo para os desequilibrios ecologicos. Dentre os diversos fatores que contribuem para a
poluicdo do ambiente aquatico estdo a emissdo de efluentes industriais, domésticos ou de
origem desconhecida. Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar as aguas
do Lago Paranoa no Distrito Federal, de modo a verificar a genotoxicidade do ambiente por
meio de peixes nativos e exoticos que habitam o lago. Foram realizadas cinco coletas em
pontos distintos do lago, sendo quatro pontos nos bragos (do Torto, Bananal, Riacho Fundo ¢
do Gama) e um na zona central (Ermida Dom Bosco). Apos a coleta das espécies Geophagus
brasiliensis (acara amarelo), Cichla temensis (tucunaré), Hoplias malabaricus (traira),
Astyamax binaculatus lacustres (lambari), Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo), Cyprinus
carpio (carpa), Steindacnerina insculpita (sagiiiru), foram aplicadas metodologias do teste de
micronucleo, anomalias nucleares ¢ o ensaio do cometa. A partir destes resultados pode-se
verificar que a espécie Cichla temensis foi a que apresentou maior freqiiéncia de micronticleos
e a espécie Steindacnerina insculpita o maior indice de danos, dados encontrados por meio
dos testes de MN e cometa, respectivamente. Além dos testes genotoxicos, foi realizada uma
analise morfologica das gonadas de O. niloticus. Como controle positivo, utilizou-se o
nonilfenol, conhecido poluente industrial, com efeito, sabidamente estrogénico. Os ensaios de
genotoxicidade (microntcleos e cometa) aplicados com nonilfenol apresentaram resultados
negativos. Na concentracdo de 16 pL/L, observamos altera¢des gonadais como o aumento do
tamanho dos ovocitos, bem como precocidade no processo de maturidade sexual em ambos os
sexos. A analise morfométrica das gonadas femininas mostrou um aumento de duas vezes dos

ovocitos tipo V nos animais tratados em relagdo aos ovocitos do controle. Estes resultados



foram utilizados como parametros para a avaliacao dos efeitos do efluente final das estagdes
de tratamento de esgoto da Asa Norte e Sul. Os efluentes finais das estacdes de tratamento de
esgoto ndo apresentaram diferencas significativas na classificagdo dos estadios de maturacao
em relagdo ao controle, sobre as gonadas de O. niloticus expostas por 72 horas e submetidas

aos mesmos ensaios do nonilfenol.



ABSTRACT

The commitment of water quality due to human activities have been causing ecological
disturbances in water ecosystems. Among different sources that contribute to water pollution,
industrial and domestic effluents are well-known to have genotoxic properties. Therefore, this
study was carried out with the propose of evaluating the waters of Lake Paranoa for genotoxic
risk, using different specie of fishes. Fishes were sampled in five sites (Torto, Bananal, Riacho
Fundo, Gama e Ermida Dom Bosco). The fish species Geophagus brasiliensis, Cichla
temensis, Hoplias malabaricus, Astyamax bimaculatus lacustres, Oreochromis niloticus,
Cyprinus carpio and Steindacnerina insculpita were studied through micronucleus test, comet
assay and nuclear abnormalities in peripheral erythrocytes. Our results showed that Cichla
temensis presented the highest frequency of micronucleus and Steindacnerina insculpita the
highest DNA damage index, comparing to among the other studies species. The final effluent
of the two wastewater treatment plant of Brasilia City that address to the Lake Paranod were
also investigated on their possible endocrine activity on the gonads of fish. This study was
carried out in O. niloticus exposed to final treated effluents for 72 hours. Nonylphenol
ethoxylated (NP) is known by its estrogenic effects, was used as positive control. NP was
tested also for genotoxicity in O. niloticus and both comet assay and micronucleus test and
showed negative results. At concentration of 16 uL/L, NP showed significant activity causing
premature growing of the ovocites and premature sexual maturity both in males and females.
The morphometric analisis of females gonads were based in the ovocites in stage five.
Comparing the ovocites size between control and treated fish, the results clearly demonstrated
hormonal-like effect of NP. The exposure of O. niloticus to final effluent of the wastewaters

treatment plants did not show an increased number of stage five ovocites.



1. INTRODUCAO GERAL



O Lago Paranoa foi criado em 1959, juntamente com a construgdo da cidade de
Brasilia. Este reservatorio tropical que nao foi construido com a intensdo de abastecer a
cidade, desde o principio sofre com as a¢des antropogénicas e o desenvolvimento urbano. Na
década de 60, o Lago apresentava um grande acimulo de matéria organica nas areas onde
eram despejados os efluentes domésticos ndo-tratados € com o intuito de solucionar este
problema foram lancgadas toneladas de algicidas, como sulfato de cobre (Semarh, 2005).

Na década de 90, foram construidas duas estagdes de tratamento de esgoto com o
objetivo de tratar os efluentes domésticos provenientes de toda cidade, localizando-se, uma no
final da Asa Sul e a outra no fim da Asa Norte. Sendo a principal fonte de poluicao do lago ¢
o esgoto doméstico, pois a cidade de Brasilia ndo possui industrias quimicas e nem agricolas.

Desde entdo, iniciaram-se uma série de pesquisas para monitorar o ecossistema do
lago, tentando manter as condigdes bioticas e abidticas em equilibrio. A Companhia de
Tratamento de Agua e Esgoto do Distrito Federal (CAESB) realiza o monitoramento mensal
para avaliar a qualidade das aguas do lago, utilizando os indicadores: demanda quimica de
oxigénio, demanda bioquimica de oxigénio, nitrogénio dissolvido, foésforo dissolvido,
turbidez e clorofila. Entretanto, a CAESB ndo avalia outros parametros como a presenca de
outros tipos de agentes poluidores, moléculas organicas e metais pesados, que podem ter
algum efeito toxico sobre a fauna do lago, bem como sobre a populagdo que consome os seus
peixes. Assim, torna-se importante a realizacdo de diversos trabalhos voltados para a
ecotoxicologia, objetivando a complementagdo do estudo realizado mensalmente pela
CAESB, assim como um estudo que avalia as condi¢des dos peixes quanto a presenca de
substancias que podem alterar o seu material genético. As Estacdes de Tratamento de Esgoto
despejam continuamente seus efluentes, apos o tratamento, diretamente no Lago Paranod, e
torna-se interessante também pesquisar a presenca de substincias biologicamente ativas

nessas aguas.



2. OBJETIVOS



Determinar o indice de danos no material de espécies peixes do lago Paranoa.

Avaliar o potencial genotoxico e estrogénico do nonilfenol etoxilado na espécie O.

niloticus.

Avaliar a influéncia do efluente final das estagdes de tratamento de esgoto nas gonadas

desta espécie.



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1. Ecogenotoxicologia aquatica:

A 4gua ¢ um recurso renovavel, mas sua disponibilidade ¢ variavel e limitada.
Ultimamente varios paises sofrem com a escassez de agua em determinados periodos do ano e
mais de oitenta paises sofrem sérios problemas de escassez de agua (Pimentel et al., 1997).

Fatores como pluviosidade, temperatura, evaporacdo e lixiviacdo determinam a
disponibilidade da 4agua. O crescimento da populagdo ndo apenas reduz a disponibilidade da
agua, mas estressa todo o sistema ambiental. Além disso, fatores como a poluigdo, erosdo e
salinizacdo associadas com a irrigacdo contribuem para o declinio das fontes de agua e a
ineficiéncia do seu uso (Pimentel et al., 1994 citado em Pimentel, 1997). A escassez da agua
pode causar uma reducdo severa da biodiversidade tanto no ambiente aquatico quanto no
ecossistema terrestre (Postel et al., 1996).

Nos ultimos anos, o aumento de contaminantes antropogénicos e outros estressores tal
como a destrui¢do de habitats tem provocado mudangas bruscas nos ecossistemas aquaticos.
Correspondendo com os efeitos provocados, aumentou-se o interesse em questdes como: a)
acumulagado e os efeitos toxicos de contaminantes na sobrevivéncia de organismos aquaticos;
b) regulagdo e acumulacio de organismos patogénicos e substancias quimicas, contaminantes
em fontes aquaticas destinadas ao consumo humano; c¢) a liberagdo de matéria organica
biodegradavel e nutriente, que estdo sob condi¢cdes quiescentes e podem resultar em
eutrofiza¢do localizada, enriquecimento organico e deple¢do de oxigénio (Capuzzo, 1987
citado em Malins & Ostrander, 1991).

Vérios estudos sobre os efeitos determinados de substancias quimicas sobre
organismos aquaticos utilizam desde espécies do fitoplancton até grandes mamiferos, como as
baleias (Malins & Ostrander, 1991). A toxicologia aquatica inicialmente focava
principalmente o estudo com substincias quimicas téxicas ao meio ambiente, entretanto,

ocorreu a expansdo destes estudos, e atualmente envolvem conversdes metabdlicas de



carcindgenos, modificacdes no DNA e outros processos bioquimicos distintos. Alguns
sistemas bioquimicos dos organismos aquaticos sdo similares ao de animais terrestres, tal
como o sistema que responde a substancia estranha ao organismo e aquele responsavel pelas
oxidases de func¢des mistas. (Malins & Ostrander, 1991).

A contaminagdo dos recursos hidricos ocorre pela a¢do direta, ou seja, por meio de
substancias que sdo lancadas diretamente no ambiente, por exemplo, esgotos urbanos,
efluentes industriais, algicidas e herbicidas aquaticos. De modo indireto por meio de
substancias lancadas no solo ou no ar que em funcao das chuvas ou infiltragdo podem atingir
as aguas, por exemplo, fertilizantes, agrotoxicos, depositos de lixo e poluentes atmosféricos.
As informagdes sobre a contaminagdo total das aguas superficiais e seus efeitos biologicos
ndo podem ser conhecidas. Nem todo composto organico presente na agua pode ser
qualificado, tornando-se necessario o desenvolvimento de novos testes biologicos para
determinar a contaminagdo total e as vias mais sensiveis a contaminagdo (Deventer, 1996;
Grisolia, 2005).

A ecogenotoxicologia aquatica estuda a exposi¢do de espécies aquaticas aos
compostos genotoxicos, os quais aumentam o risco de cancer, toxicidade de embrides e
efeitos teratogénicos. O potencial do impacto ecoldgico de cada efeito nos individuos pode
levar a distarbios na dindmica da populagdo e na comunidade, ¢ dentre as implicagdes
ecoldgicas associadas a genotoxicidade, a deteccdo e quantificagdo dos danos genéticos sao
mais interessantes para a realizagdo de estudos ambientais (Nacci et al., 1996).

Os agentes genotdxicos causam danos no DNA e caso ndo ocorra o reparo das lesdes,
pode ser iniciada uma cascata de conseqiiéncias bioldgicas nas células, 6rgdos, no animal
inteiro e finalmente atinge a populagdo e comunidade do organismo. Estes danos, em uma

variedade de animais aquaticos, estdo associados a redugdo do crescimento corporal,



desenvolvimento anormal, diminuicao da sobrevivéncia de embrides, larvas e animais adultos
(Lee & Steinert, 2003).

Dentre os tipos de danos que podem ser produzidos pelos agentes genotdxicos estao
incluidos as quebras nas fitas do DNA, modificagdo de bases, em sitios sensiveis a
alcalinidade, alteracdes nos locais de ligacdo entre o DNA-DNA e entre o DNA-proteinas
(Lee & Steinert, 2003).

A poluigdo das aguas por compostos genotdxicos tem sido determinada pela execucao
de ensaios, como o teste Ames em amostras de agua ou extratos (Omura et al., 1992 citado
em Deventer, 1996); os peixes e os moluscos também sao utilizados como organismos teste
(Scarpato et al., 1992 citado em Deventer, 1996). Uma variedade de métodos foi desenvolvida
para detectar os danos no DNA, entre eles o teste de microntcleos (Lehmann, 1989 citado em
Deventer, 1996), o de aberragdes cromossomicas (Means et al., 1989 citado em Deventer,
1996), o de troca de cromatides irmas (Latt & Allen, 1977 citado em Lee & Steinert, 2003), os
quais necessitam da proliferagdo celular. Entretanto, existem técnicas como a desenvolvida
por Singh et al., o teste de eletroforese em células isoladas, que detecta quebras simples no
DNA, areas sensiveis a alcalinidade e pode avaliar células em proliferacdo e ndo proliferativas

(Monteith & Vanstone, 1995; Lee & Steinert, 2003).

3.2. Peixes como sistema teste animal

Os peixes sdo amplamente utilizados em testes de toxicidade, tanto in vitro como in
ViVO, pois possuem vantagens como: a biodiversidade em relagdo as outras espécies de
vertebrados, a referéncia evolucionaria em estudos com outros vertebrados, a ampla variedade
de habitats que se classificam de dgua doce e salgada, oceanos polares ou em recifes tropicais,

em aguas superficiais ou em oceanos profundos com intensa pressao (Powers, 1989).



O uso de peixes como modelo animal em testes laboratoriais estd aument&o
principalmente por atributos positivos como: a) o pequeno tamanho do corpo; b) a existéncia
de uma padronizagdo e de técnicas validas para as culturas em laboratério; c) o ciclo de vida
relativamente rapido; d) a grande quantidade de informacgdes existentes relacionadas aos
atributos biologicos e toxicologicos basicos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Miracle & Ankley,
2005). Além do fato de que os peixes podem acumular substancias quimicas pela exposi¢ao
direta aos poluentes presentes na dgua ou indiretamente pela cadeia alimentar do ecossistema
em questdo (Ateeq et al., 2002).

Dados provenientes de andlises toxicologicas em peixes sdo utilizados para uma
variedade de programas regulatérios nos Estados Unidos, incluindo os registros de novos
pesticidas, os critérios de qualidade da 4gua no meio ambiente ¢ testes para classificacdo de
quimicos especificos, como os desreguladores endécrinos (Miracle & Ankley, 2005). Além
disso, ¢ um bioindicador para estudos de monitoramento ambiental, para investigacdo em area
poluida e ndo poluida; pardmetros de comunidades de peixes, a toxicidade do sangue do
peixe, a toxicidade e analise quimica de sedimentos, dentre outras aplicagdes deste modelo
(EPA, 2000).

Os peixes normalmente respondem aos compostos toxicos em vias similares aos
grandes vertebrados, assim podem ser utilizados em ensaios para testar substancias quimicas
que sdo potencialmente teratogénicas e carcinogénicas para o homem. A utiliza¢dao dos peixes
como um sistema bioindicador tem apresentado resultados satisfatorios na avaliagdo dos
efeitos de quimicos contaminantes no meio ambiente aquatico, incluindo rios, lagos e
barragens (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Matsumoto & Colus, 2000; Grisolia, 2005).

A escolha da espécie de peixe como bioindicador dependerd do conhecimento do
poluente no ambiente aquatico, se ocorre o depdsito nos sedimentos, ou se permanecem na

coluna de dgua, assim como a biologia e comportamento do animal. No caso de alguns



compostos como os organoclorados, que sofrem biomagnificagdo em cadeia ecoldgica, os
peixes carnivoros sdo utilizados como melhores bioindicadores para avaliagdo do potencial de
bioacumulagao da substancia (Grisolia, 2005).

As espécies Oreochromis niloticus, Tilapia rendallil, Cyprinus carpio ¢ Hoplias
malabaricus sdo excelentes sistemas teste para ensaios laboratoriais, com o objetivo de
realizar pesquisas sobre a toxicidade de substiancias contaminantes em ambientes aquaticos
(Nepomuceno et al., 1997; Grisolia & Cordeiro, 2000; Gustavino et al., 2001; Grisolia &
Starling, 2001; Grisolia, 2002; Palhares & Grisolia, 2002; Ferraro et al., 2004; Grisolia et al.,
2005; Arkhipchuk & Garanko, 2005; Porto et al., 2005). O Astyanax bimaculatus (Lambari)
também ¢ muito utilizado em estudos de toxicologia, pois é uma espécie bastante comum,

pequena, detritivora e com consideravel importancia econdmica (Matsumoto & Colus, 2000).

3.3. Lago Paranoa:

O Lago Paranoa esta situado na zona urbana de Brasilia, possui 38 Km® e esta
localizado entre as latitudes de 15°43°60°° €15°50°50°°S e entre as longitudes 47°47°30"" e
47°55°50”"W. Sua bacia de contribui¢io drena 1.034,07 Km” e ¢ formada por 21 corregos,
com quatro tributarios principais: Riacho Fundo, Ribeirdo do Gama e Cabeca de Veado
(mananciais do Lago Sul) e Ribeirdo Bananal e Ribeirdo do Torto (mananciais do Lago
Norte). Cada um desses tributarios forma um brago do lago. Além dos quatro bragos, o lago
possui uma zona central que pode ser subdividida em Zona Central Sul, Zona Central Norte ¢
Zona da Barragem (figura 1) (Semarh, 2005).

O Lago Paranoé ¢ um reservatorio urbano com 40 anos de desenvolvimento. Ao longo
deste periodo, quatorze espécies de peixes exdticas, origindrias de outras bacias hidrograficas
brasileiras foram progressivamente introduzidas no lago. Com o passar dos anos, aumentou o

numero de moradores residentes na Bacia Hidrografica do Lago Parano4, ocupando de forma
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desordenada e progressiva, diversos pontos ao longo dos tributarios formadores e as margens
do lago (Semarh, 2005).

A urbanizag¢do gerou um excedente de lixo e esgoto ndo tratado, processos erosivos
crescentes em sua bacia de drenagem e conversdo irregular de veredas e matas de galeria,
produzindo os efeitos crescentes de eutrofizacdo e sedimentagdo dos tributarios e da represa.
Essa artificializagdo da paisagem provocou profundas transformagdes nos habitats aquaticos,
nas condigdes fisico-quimica das aguas e nas relagdes entre as espécies de peixes com 0s
ambientes aquatico e terrestre circundante, tanto no corpo do reservatério, como nos
tributarios, a montante, e no Rio Parano4, a jusante da barragem (Semarh, 2005).

O Lago Paranoa tem sido alvo de estudos para avaliar a boa qualidade do ecossistema.
Caldas et al. (1999), avaliaram o nivel de contaminantes organoclorados provinientes de
inseticidas, verificando que os indices encontrados foram baixos, ndo causando riscos para a
saude de consumidores dos peixes. Além disso, foram desenvolvidos estudos com a finalidade
de detectar a presenca de metais pesados nos sedimentos do Lago Paranod, que podem causar
riscos aos organismos aquaticos do Lago Paranoa e estes estudos serviram como base
metodoldgica, pois estabeleceram as faixas de concentragdo e relagdes de referéncias para
inimeros elementos quimicos presentes nos sedimentos desta regido (Moreira & Boaventura,

2003).
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Figura 1. Figura do Lago Paranoa, onde podemos visualizar pelas setas os quatro pontos de

coletas localizados nos bracos do lago e um na zona central do lago. FONTE: Semarh, 2005.

3.4. Avaliacdo da genotoxicidade e da toxicidade de substéncias quimicas: Teste de
Micronucleo e Anomalias Nucleares

Os micronucleos sdo massas de cromatina originada de fragmentos cromossdmicos ou
cromossomos inteiros, que se perdem durante a anafase na divisdo celular, devido aos eventos
clastogénicos ou aneugénios, também podem ser formados pela interagdo de agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos com estruturas ndo gendmicas, que promovem disturbios na

maquinaria mitdtica e falha na segrega¢do dos cromossomos (figura 2). A acdo dos agentes
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pode originar os microntcleos, um ou varios por célula, que resultam em fragmentos
cromossomicos acéntricos ou cromossomos que se atrasam em relagdo aos demais em
migragdo para os polos da célula durante a anafase figura 3 (Schimid, 1975; Rabello-Gay,

1991; Al-Sabti, 1995; Fenech, 2000; Souza & Fontanelli, 2006).

v N |
Q}Oh ®

Figura 2. Microntcleo em células de eritrocitos de sangue periférico de Tilapia rendalli,

corados com Giemsa a 5%.
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Figura 3. Formagdo de microntcleo em eritroblasto. (a) acdo do agente clastogénico com

quebra cromossdmica. (b) acdo do agente no fuso mitdtico. FONTE: Fenech, 2000.
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O teste do microntcleo ¢ uma técnica vantajosa, pois pode ser usada em qualquer tipo
de populacdo celular em proliferacdo, sem que seja necessario o conhecimento prévio do
cariotipo do animal (Hayashi et al., 1998).

A técnica original desenvolvida por Schmid (1975) foi adaptada de roedores para a
aplica¢ao laboratorial em peixes por Hooftman & Raat (1982). S3o muitos os estudos que
utilizam o teste do micronucleo para detectar os efeitos da exposi¢do de substancias quimicas
mutagénicas e cancerigenas em peixes (Manna & Sadhukhan, 1986; Majone et al., 1988;
Missini & Lombi, 1997; Campana et al., 1999; Gustavino et al., 2001; Grisolia & Starling,
2001). Essa metodologia pode ser utilizada também in situ, como indicador bioldgico de
poluentes em peixes (Missini et al., 1996) e para avaliar os efeitos mutagénicos de substincias
como o mercurio, cromo e outros agentes clastogénicos (Al-Sabti, 1994; Mersch et al., 1996;
Nepomuceno et al., 1997; Matsumoto & Coélus, 2000; Grisolia & Cordeiro, 2000; Lemos et
al., 2001).

O teste do microntcleo ¢ um método amplamente utilizado para o monitoramento de
danos genotoxicos em populagdes expostas a substancias mutagénicas e carcinogénicas. A
freqiiéncia de MN observada em um determinado momento pode ser considerada uma
resposta complexa entre a atividade genotoxica e a eficiéncia do mecanismo fisiologico de
defesa do organismo teste (Mersch et al., 1996).

Comparando com os ensaios bactericidas ou in vivo de curto tempo de duragdo, o
maior interesse no teste de micronucleos in vivo ¢ sua relevancia ecogenotoxicologica, pois os
organismos aquaticos testados sdo expostos diretamente na agua (Mersch et al., 1996).

No meio ambiente aquatico, o teste pode ser aplicado principalmente em vertebrados
como: as espécies de peixes Cyprinus carpio (Nepomuceno et al., 1997), Dreissena
polymorpha (Mersch & Beauvais, 1997) e Umbra pygmaea (Hooftman & Raat, 1982); e em

larvas de anfibios Pleurodeles waltl, Ambystoma mexicanum e Xenopus laevis (Fernandez et
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al., 1993). Os estudos com invertebrados de agua doce e particularmente bivalves sdo raros,
apenas um trabalho foi relatado usando o molusco Anadonta cygnea como organismo teste
(Scarpato et al., 1990 citado em Mersch et al., 1996). Em contraste, os bivalves marinhos sdo
amplamente utilizados para os estudos utilizando a técnica do microntcleo, como Mytilus
galloprovincialis (Majone et al., 1988; Vernier et al., 1997; Bolognesi et al., 1999), Mytilus
edulis (Wrisberg & Van der Gaag, 1992 citados em Mersch et al., 1996), Crassostrea
virginica (Weis et al., 1995) e Crassostrea gigas (Burgeot et al., 1995).

Durante as andlises, alguns autores costumam observar as anomalias nucleares,
sugerindo que essas anomalias sejam levadas em consideragdo durante a analise convencional
de micronucleos, pois podem estar relacionadas aos processos de citotoxicidade, agdes sobre a
divisdo celular ¢ a genotoxicidade ou mutagenicidade. Em peixes, algumas anomalias
nucleares sdo registradas apos a exposi¢do a substdncias quimicas ou poluentes da agua
(Souza & Fontanelli, 2006).

A formagdo de alteragdes morfologicas no envelope nuclear foi descrito por Carrasco
et al., 1990 citado em Souza & Fontanelli, 2006; como nucleo que apresenta uma pequena
evaginacdo do envelope nuclear, o qual contém eucromatina (“blebbed”), nucleo
apresentando evaginacdes maiores que o nucleo blebbed (“lobed”) e o nucleo apresenta um
corte notavel no conteudo do material nuclear (“notched”) que também sdo relatados em
eritrocitos de peixes como uma conseqiiéncias da exposi¢do destes animais a contaminantes
quimicos toxicos, genotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos no meio ambiente, apesar dos
mecanismos moleculares que levam a tais alteragdes nucleares ainda niao tenham sido

descritos (Palhares & Grisolia, 2002).
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3.5. Teste do cometa

O teste do cometa proposto por Ostling & Johanson (1984), pode ser aplicado em uma
série de estudos incluindo genética toxicologica, ecotoxicologia, em estudos de reparo de
DNA e apoptoses. O método ¢ simples, rapido e podem-se obter resultados em um dia (Sasaki
et al., 1997; Mitchelmore & Chipman, 1998; Lee & Steinert, 2003). Também ¢é possivel
utilizar poucas células para a realizagdo de um experimento e os mais diferentes tipos
celulares podem ser utilizados nessa investigacao, desde células vegetais, a de invertebrados e
vertebrados. Como sd3o visualizadas células isoladas ¢é possivel detectar diferencas
intercelulares em resposta aos agentes que danificam o DNA (Lee & Steinert, 2003; Moller,
2005).

Em 1988, Singh et al. modificaram e aprimoraram o ensaio com a introducdo de
condi¢des alcalinas desenvolvendo uma eletroforese de células isoladas, demonstrando desta
maneira que a sensibilidade do teste esta relacionada ao fato de ele detecta as quebras de fita
simples do DNA, diferente dos testes citogenéticos que detectam quebras na dupla fita do
DNA. A maioria dos laboratdrios adotou estas modificagdes do ensaio do cometa para aplicar
em testes de genética toxicologica (Moller, 2005).

Esta técnica possui um procedimento sensivel para quantificar lesdes no DNA em
células individuais, tornando-se excelente para o biomonitoramento ambiental, pois ¢
eficiente em detectar os efeitos de poluentes genotdxicos em aguas superficiais e sedimentos
(Pandrangi et al., 1995; Mitchelmore ¢ Chipman, 1998), pode ser utilizado para detectar
quebras em fitas simples em baixos niveis de danos em células individuais (Deventer, 1996;
Belpaeme et al., 1996, Horvathova et al., 1998; Mitchelmore & Chipman, 1998). O ensaio
pode ser utilizado para avaliar danos em células eucaridticas em proliferacdo ou ndo, em

sistemas celulares in vivo ou in vitro (Monteith & Vanstone, 1995; Sasaki et al., 1997).
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Os organismos aquaticos, como os peixes, acumulam poluentes diretamente da agua
ou indiretamente pelo alimento (Sasaki et al., 1997; Andrade et al., 2004), portanto os
eritrocitos destes animais sdo muito utilizados em estudos genotoxicoldgicos (Al-Sabti &
Metcalfe, 1995; Missini et al., 1996; Hayashi et al., 1998), como por exemplo, o estudo dos
efeitos da exposi¢do ao TBT (tributiltin) e ao Chumbo (Pb II) contaminado peixes
neotropicais, Hoplias malabaricus (Ferraro et al., 2004). Como também, para investigar os
efeitos da exposicdo da espécie Cyprinus carpio em aguas contaminadas com os produtos
toxicos de desinfetantes que contém cloro (Buchini et al., 2004).

Lemos et al. (2005) utilizou a técnica do cometa para avaliar a qualidade da agua do
Lago Igapd 11, na cidade de Londrina no Parand, utilizando a espécie Tilapia rendalli. Este
ensaio também ¢ muito utilizado para a investigacdo de danos genéticos causados em peixes
por poluentes ambientais (Bombail et al., 2001). Sendo assim, é uma metodologia adequada
para o biomonitoramento da genotoxicidade no ambiente aquatico, utilizado tanto para peixes
como outros organismos para detectar os danos no DNA induzidos pela agdo direta de
mutagenos e pro-mutagenos dissolvidos na agua (Nacci et al., 1996; Sasaki et al., 1997,
Mitchelmore & Chipman, 1998; Hayashi et al., 1998; Lee & Steinert, 2003; Russo et al.,
2004; Villela et al., 2006).

Quando o ensaio do cometa é comparado a outras técnicas para detectar lesdes no
DNA de organismos aquaticos causadas por agentes genotoxicos, como o teste do
micronucleo, o método de eluicdo alcalina, aberragdes cromossdomicas, dentre outros, os
resultados indicam que o teste do cometa ¢ bastante sensivel (Belpaeme et al., 1996; Lee &
Steinert, 2003; Ferraro et al., 2004). Entretanto, na literatura, o teste do cometa é muito
utilizado em conjunto com outros testes (micronucleo) para a avaliagdo de estudos
genotoxicologicos usando o peixe como bioindicador (Bealpaeme et al., 1996; Ferraro et al.,

2004; Buchini et al., 2004).
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3.6. Desreguladores enddcrinos:

Os chamados desreguladores endocrinos sdo substancias, que mimetizam efeitos dos
hormdnios, podendo interagir com receptores especificos, desencadeando as alteragdes
morfofisioldgicas na célula-alvo, semelhantemente ao hormonio original. Podem bloquear a
acdo hormonal ao ocupar os receptores. Conseqiientemente alteraram o metabolismo de
células, tecidos e 6rgdos, comprometendo as suas fungdes (Sumpter, 1998; Sone et al., 2004;
Grisolia, 2005).

No ambiente essas substancias podem alterar o comportamento reprodutivo de varias
espécies gerando queda da fertilidade (Grisolia, 2005; Leino et al., 2005). O grupo principal
de desreguladores endocrinos é aquele que mimetiza as atividades estrogénicas e inclui os
hormdnios sintéticos, fito-estrogénicos, varias substancias industriais, pesticidas, entre outros.
Devido aos seus efeitos adversos sobre a vida selvagem, os desreguladores tém recebido
bastante atencdo. Alguns exemplos sdo os pseudoestrogénicos (B hexaclorociclohexano,
flutamida, vinclozolin, phtalate, 17 B estradiol, etinilestradiol, nonilfenol, etc), Androgénicos
(170 metyldihydrotestosterone, TBT, 17a ethynyltestosterone, 11B-hydroxyandrostenedione,
tributyltinoxide/TBTO, etc) e os inibidores dos hormonios da tiredide (Metylbromido,
propylthiouracil, etc) (Wester et al., 2004).

Os estrogenos sdo conhecidos por exercerem varios efeitos metabdlicos e enddcrinos
em espécies de mamiferos e em outras. Alguns de seus efeitos sdo mimetizados pelos
pseudoestrogenos como, por exemplo, o B hexaclorociclohexano (B-HCH) e o nonilfenol. Em
estudo com peixes (Poecilia reticulata, Oryzias latipes ¢ Brachydanio rerio), foram
observados efeitos como a inibicdo da maturacdo de ovocitos, a intersexualidade (figura 4),
alteracdes pituitarias e inducdo de vitelogénese tanto em machos como em fémeas

(Kashiwada et al., 2002; Wester et al., 2004).
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Figura 4. Indugao de intersexo em machos de medaka (Oryzias latipes) apos exposigdo ao 3-
HCH. A figura mostra a presenca de ovoécitos e tibulos espermdticos na mesma goénada. (a)
ovocitos tipo II, demonstrando presenga de gonada feminina; (b) cistos de espermatides,

mostrando a presenga da gonada masculina. FONTE: Wester et al., 2004.

Estudos demonstraram que alguns compostos quimicos utilizados em processos
industriais, na produ¢do de papel e em estagdes de tratamento de esgoto, interferem no
funcionamento enddcrino de algumas espécies do ambiente aquatico. A exposi¢do cronica aos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais pesados e policlorinados bifenéis prejudicam
a capacidade dos peixes em secretar cortisol em resposta aos hormdnios adrenocorticotrdpicos
(Brodeur et al., 1997; Girard et al., 1998; Norris et al., 1999 citados em Bisson & Hontela,
2002).

Em 1996, em um congresso nos Estados Unidos passou a requerer uma legislagdo a
Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos para desenvolver um protocolo para
testar classes especificas de desreguladores enddcrinos. Em particular, a agéncia centralizou

suas atencdes nos compostos quimicos com acao potencial na reprodu¢do e desenvolvimento,
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por meio das alteragdes dos processos controlados pelo estrogénio, androgénio e hormonios
da tiredide (USEPA, 1998 citado em Leino, et al., 2005).

Propuseram testes divididos em trés etapas, iniciando com a classificacdo do potencial
dos compostos quimicos para estudos de avaliagdo da atividade biologica. (1). estudos que
propde uma avaliagdo rapida e comparativa. (2). avaliando o ciclo de vida de forma mais
extensiva. (3) utilizagdo de mamiferos, ou anfibios como modelos para detectar o potencial do

desregulador enddcrino na reprodugdo (USEPA, 1998 citado em Leino et al., 2005).

3.7. Nonilfenol etoxilado

O nonilfenol etoxilado é um contaminante ambiental com efeitos estrogénicos, isto &,
uma substincia que mimetiza a acdo do estrogénio ou bloqueia os hormoénios enddgenos
esterdides através da interagdo com os receptores (Sone et al., 2004).

Este composto ¢ amplamente utilizado em manufaturas de surfactantes nao-idnicos,
aditivos de lubrificantes, polimeros estabilizadores, antioxidantes e quimicos alquilfenol,
componente de detergentes, tintas, adesivos e diversos tipos de agrotoxicos, como inseticidas
e herbicidas (Sakai, 2001; Kim et al., 2002; Uguz et al., 2003; Sone et al., 2004).

Sabe-se que os alquifenois no meio ambiente sdo originados principalmente da
degradagdo de alquifenois polietoxilados (APEOs), os quais sdo utilizados como surfactantes
ndo i6nicos ou como detergentes em industrias € no ambiente doméstico nas ultimas quatro
décadas. O nonilfenol polietoxilado (NPEO) ¢ o APEO mais amplamente produzido,
aproximadamente 80% sdo NPEO. Eles sdo frequentemente langados no meio ambiente
através das estagdes de tratamento de agua devido a suas caracteristicas de uso (Li et al.,
2004).

Os NPEO s3o degradados a nonilfenol rapidamente no meio ambiente pelos

mecanismos de biodegradagao e fotodegradagdo como outros APEOs (Jonkers et al., 2005).
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O nonilfenol ¢ utilizado em testes como indutor de anomalias no desenvolvimento de
alguns organismos, como no caso de embrides de Xenopus laevis (Sone et al., 2004). Este
composto pode causar alteragdes em diversos 6rgaos, como nos rins € em Orgaos responsaveis
por todo o processo reprodutivo, alterando até mesmo os niveis de hormonios como o LH e o
FSH (Nagao et al., 2001). O nonilfenol pode acelerar a puberdade de ratos, alterando o ciclo
estrogénico em fémeas (Kim et al., 2002).

Numerosos resultados experimentais com compostos estrogénicos indicam que os
alquifenois, incluindo os nonilfenois, induzem efeitos negativos a saide humana e a vida
selvagem por meio de vias de contaminagdo como a agua, alimentos, ar e pele. Desta maneira,
ocorre a disrupg¢do do sistema endocrino, onde os alquifenois sdo metabolizados pelo figado e

excretados através da bile e da urina (Jager, 2001; Uguz et al., 2003; Li et al., 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS
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As coletas foram iniciadas no dia 28 de marco de 2005, no periodo da estacao chuvosa
e terminou em setembro de 2005 no periodo da estacdo seca. Os peixes foram coletados em
cinco pontos especificos do Lago Paranoa: ETE norte, Setor de Mansdes do Lago Norte,
ASSTJ na Asa Sul, Ermida Dom Bosco ¢ na QL — 16 em um posto de bombeamento da
CAESB no Lago Sul. Os pontos estao localizados nos quatro bragos do lago (do Torto,
Bananal, Riacho Fundo ¢ do Gama) e um ponto na zona central.

As coletas ocorreram em ciclos de 24 horas, com intervalos de 6 horas entre as
campanhas, sendo a primeira as 16:00 h e a ultima as 10:00 horas.

As redes dispostas nas margens do lago pela CAESB, apresentavam tamanhos
diferentes de perimetro de malhas, que eram de 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12 ¢ 14 cm entre nds opostos,
para a obtencdo de um novo levantamento das espécies de peixes do lago.

No local de coleta um especialista em peixes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA) identificava as espécies (figura 5 a 11). As espécies coletadas para esse estudo
foram: Geophagus brasiliensis (acara amarelo — figura 5), Cichla temensis (tucunaré — figura
6), Hoplias malabaricus (traira — figura 7), Astyamax binaculatus lacustres (lambari — figura
8), Oreochromis niloticus (tilapia — figura 9), Cyprinus carpio (carpa — figura 10) e

Steindacnerina insculpita (sagiiiru — figura 11).

Figura 5. Espécie Geophagus brasiliensis conhecida popularmente por Acara amarelo.

FONTE: Semarh, 2005.

23



Figura 6. Espécie Astyamax binaculatus lacustres, mais conhecido como Lambari. FONTE:

Semarh, 2005.

Figura 7. Espécie Hoplias malabaricus, popularmente conhecida como Traira. FONTE:

Semarh, 2005.

Figura 8. Espécie Steindacnerina insculpita, popularmente conhecida como Sagiiiru.

FONTE: Semarh, 2005.

Figura 9. Espécie Cyprinus carpio, também conhecida como Carpa. FONTE: Semarh, 2005.
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Figura 10. Espécie Oreochromis niloticus, popularmente conhecida como Tilapia. FONTE:

Semarh, 2005.

Figura 11. Espécie Cichla temensis, também conhecida como Tucunaré. FONTE: Semarh,

2005.

Quatro espécies nativas (Acard, Lambari, Traira e Sagiiiru) e trés sdo exoticas (Tilapia,
Carpa e Tucunaré). As espécies possuem habitos alimentares diferentes como carnivoros
(Tucunaré e Traira), algivoros (Carpa) e onivoros (Tilapia, Acard, Lambari e Saguiru).

As coletas do sangue foram realizadas em campo, durante o primeiro periodo de
coletas realizado na estacdo chuvosa, o material coletado foi processado para a realizacdo do
teste do micronucleo e no periodo da estacdo seca, as amostras foram processadas para a

realizag¢ao do teste do cometa.

4.1. Teste de micronucleo:
O teste do micronticleo em peixes € similar ao teste em mamiferos (Schmid, 1975) e
foi adaptado para as caracteristicas do organismo-teste baseado em protocolos descritos em

outros experimentos realizados com peixes (Hooftmann & Raat, 1982; Grisolia, 2005).

25



O sangue periférico foi coletado com seringas heparinizadas. As laminas de esfregaco
foram feitas no local de coleta com aproximadamente uma gota de sangue (50 uL) de cada
espécime, em seguida as laminas foram levadas para o Laboratorio de Genética da UnB, onde
ficaram secando por 24 horas em temperatura ambiente. O material foi entdo fixado em
metanol por 15 minutos e corado com Giemsa a 5% para serem analisadas em microscopio de
luz em objetiva de 100x onde foram analisadas 3000 células por animal.

Segundo Fenech (2000) existe uma classificagdo a ser considerada para a realizagdo da
analise do micronucleo. Desta maneira, o critério utilizado para identificar os eritrocitos
micronucleados foi o seguinte:

1. o microntucleo deve ser um ter¢o menor que o nucleo principal;

2. um micronucleo ndo deve tocar no nucleo principal ¢;

3. um micronucleo ndo deve refringir, ou seja, a mesma coloragdo e deve ter a mesma
intensidade do ntucleo principal.

As médias de microntcleos obtidas em cada espécie foram comparadas entre si e
analisadas estatisticamente pelo método Mann-Whitney’s U - test (o = 0,05).

Nas mesmas laminas preparadas para avaliagdo da genotoxicidade do teste de
micronucleo foi analisada a citotoxicidade através das anomalias nucleares, onde foram
contadas células binucleadas, células com nucleos “bleebed”, “lobed” e “notched” em 1000
células de cada individuo. A freqiiéncia das médias e os valores dos desvios padrdes para
células binucleadas e aquelas com alteragdes morfoldgicas foram classificadas de acordo com
Souza & Fontanetti (2006), foram calculadas dentro de cada grupo de espécie. Deve-se
lembrar que a origem das altera¢des na morfologia do nucleo ainda ndo é conhecida, logo foi
interpretado como um grupo Unico para a analise estatistica, sendo adotado o teste ndo

paramétrico Mann Whitney-U.
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4.2. Teste do Cometa:

O teste foi realizado segundo a técnica descrita por Singh et al. (1988), com algumas
modifica¢des para adaptar a técnica para peixes, de acordo com o protocolo abaixo:

1. laminas de 26 x 76 mm foram imersas em um recipiente contendo agarose com ponto de
fusdo normal diluida em tampao PBS-tampao fosfato (NaCl 1,5 M; Na,HPO, 0,1M;
NaN3 0,02%, pH 7,2) a 1,5% e depois mantidas a temperatura ambiente, pelo periodo
de 12 horas para secagem da agarose.

2. 120 pL de Low melting point agarose (LMP) a 0,5%, diluido em tampao PBS e aquecido a
37°C em banho-maria, foram rapidamente misturados a 10 uL da amostra de sangue
(50 pL) diluido em um ependorf contendo 500 uL. de soro HAM — F10. Imediatamente
apds este procedimento, 120 pL dessa mistura foram gotejados em uma lamina
preparada de acordo com o item anterior. Uma laminula foi acoplada e o conjunto
levado a geladeira;

3. ap6s 5 minutos na geladeira, a laminula foi removida e as laminas mergulhadas em um
Koplin coberto com papel aluminio, contendo solu¢do de lise final gelada (2,5M
NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1X de Triton X-100);

4. ap6s pelo menos uma hora imersas no tampao de lise a 4°C, as laminas foram colocadas em
uma cuba de eletroforese contendo tampdo de eletroforese (300 mM NaOH, 1mM
EDTA) fresco, pH 13. Apds 30 minutos em repouso, procedeu-se a eletroforese a 25 V
e 300 mA por um periodo de 30 minutos;

5. ap6s a eletroforese, as laminas foram lavadas com solugao neutralizadora (0,4M Tris, pH
7,5). Esse processo foi repetido por trés vezes em intervalos de 5 minutos;

6. o material neutralizado foi fixado em etanol 100% por 5 minutos e em seguida, deixado

para secar em temperatura ambiente.
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7. a coloracao dos nucledides foi feita gotejando-se sobre as laminas 30 uL. de solug¢dao aquosa

de Brometo de Etidio (20 uL/mL — solu¢do estoque 10X)

A contagem de 100 células por animal foi efetuada em teste cego ao microscopio de
fluorescéncia Axioskop-II Carl Zeiss, filtro de 510-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e
aumento total de 400x .

Desta maneira, foi feita a caracterizagdo do tamanho e integridade da cauda do cometa
que representa os niveis de lesdes no DNA, que ocorrem nos eritrocitos do sangue periférico
coletado das diversas espécies de peixe do Lago Paranod. Deste modo, as células foram

classificadas em classes de 0 a 4, segundo seu grau de lesdo, conforme a figura 12.

Classes

Figura 12. Classificagdo dos niveis de fragmentacdo do DNA segundo o grau de lesdo.

Para a quantificagdo do dano no DNA, o escore total para 100 células analisadas
variou de 0 (dano minimo = nenhuma célula danificada) a 400 (dano maximo = todas as

células com dano de classe 4) (Jaloszynski, 1999), sendo empregada a formula:
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ID (ua) = N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4
S/100

Onde,

ID = indice de danos no DNA;

ua = unidade arbitraria;

N1 —N4 = nucleoides nas classes 1, 2, 3 e 4;

S = nimero de nucleodides analisados, incluindo os da classe 0.

O resultado da analise estatistica foi obtido por meio de um programa de software
denominado MINITAB, onde foi aplicada a analise de varidncia ANOVA e significancia de

Tukey 95%.

4.3. Avaliacdo genotoxica e de alteracdes gonadais causadas pelo nonilfenol etoxilado em
Oreochromis niloticus.

Os peixes da espécie Oreochromis niloticus, utilizados para os experimentos foram
obtidos na Esta¢do de Piscicultura do Governo do Distrito Federal, pois as condi¢des da
criagdo sdao controladas e monitoradas constantemente. Os peixes foram selecionados com
tamanho padrdo variando entre 7 ¢ 10 cm. Foram aclimatados no laboratorio de genética da
UnB, por uma semana em tanques de amianto revestidos com tinta ep6xi com capacidade de
volume de 250 litros, aerados constantemente com agua declorificada. Os peixes foram
mantidos em temperatura de aproximadamente 26 + 2 °C, permanecendo em aeracdo e
filtracdo constantes e alimentados com a ragdo para peixes. A quantidade de amodnia
dissolvida na agua foi monitorada constantemente, e assim que atingia niveis indesejaveis, a
agua dos tanques era substituida, por d4gua declorificada e filtrada.

O nonilfenol etoxilado foi cedido pela Empresa BASF, com o nome comercial de

RENEX 95% - RED 1160, lote 970919-202.
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Para determinar o efeito genotdéxico do NP foi realizado o teste do microntcleo e
cometa, seguindo metodologia descrita no topico acima.

Antes de avaliar o potencial do nonilfenol em causar alteracdes gonadais, foi
determinada a concentracdo letal para 50% dos animais (CL 50%), usando o método Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Inicialmente 10 peixes foram mantidos por 72
horas em quatro concentragdes diferentes do nonilfenol (0; 0,01; 0,1; 1 mL/L). Apds a
determinagdo da curva de sobrevivéncia os animais foram submetidos a novos experimentos.

O teste para verificar as alteracdes gonadais causadas pelo NP foi montado no
Laboratério de Genética, onde 10 peixes por aquario, foram submetidos a duas concentragdes
diferentes do NP (1 e 10uL/L) e em um experimento paralelo, mais 10 peixes foram
submetidos a concentragdo de 16ul/L, ambos com seus respectivos controles, ficando
expostos aos tratamentos por 72 horas.

Apbs o tratamento, as gonadas foram retiradas, fixadas com o fixador Davidson por 24
horas, seguindo-se entdo o protocolo de rotina de clarificacdo, inclusdo e coloragao
histologica.

1. As gonadas foram colocadas em cassetes ¢ mergulhadas em alcool 70% ap6s as 24 horas,
sdo imersas no fixador Davidson;

2. Apds 24 horas, coloca-se em alcool 80%, 90%, 100% I, 100% II, 100% III, cada um por 40
minutos.

3. Na etapa da clarificagdo o xilol foi aplicado duas vezes por 20 minutos cada;

4. Para a inclusdo, o material foi mergulhado em parafina tipo I, II e III por 40 minutos em
cada tipo;

5. Na etapa da coloragdo, a seqiiéncia nas cubas com o tempo determinado: xilol I, xilol II,

alcool 100 I, alcool 100 II, alcool 100 III, alcool 90, alcool 80, alcool 70 (todos por 1

minuto). Em seguida as laminas ganham um banho de agua para completar a
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hidratacdo do material e sdo colocadas em uma cuba contendo hematoxilina por 40
segundos.

6. As laminas recebem um banho de agua de aproximadamente 1 minuto para extrair o
excesso de hematoxilina e sdo colocadas em uma cuba contendo eosina por mais 40
segundos.

7. Ap6s o banho na eosina, retira-se o excesso desta substdncia com agua e inicia-se o
processo de desidratagdo, comegando com o alcool 70, seguido por alcool 80, alcool
90, alcool 100 I, alcool 100 II, alcool 100 III, xilol I e xilol II.

8. Apo6s a desitradagdo o material ¢ montado, fixando-se a laminula com acrilex e deixa-se o

material secar em estufa a 50°C por aproximadamente 1 hora.

Os ovocitos da espécie O. niloticus apresentam desova parcelada e para classificar os

tipos de ovocitos utilizou-se a seguinte escala de maturacao:

OVOCITO I: As secgdes histologicas mostravam ovodcitos e ovogdnias ocupando
virtualmente toda a extensdo do corte, pequenos e com nucleo grande circundado por
citoplasma delgado levemente basofilo. O nucléolo era grande e, geralmente, unico; os

ovocitos tinham tamanhos variados, forma esférica e poligonal.

OVOCITO 1II: (em repouso) Havia predominio de ovdcitos poligonais organizados em
lamelas que se projetavam da parede das gonadas e fortemente basdfilos, com ntcleo
relativamente grande, nucléolos numerosos e periféricos; algumas ovogdnias foram

observadas.
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OVOCITO III: (maturagio) Nessa fase as gonadas eram mais volumosas. Além dos ovocitos
descritos no estadio II, havia ovocitos maiores, que apresentavam citoplasma com basofilia
moderada, grande nimero de vesiculas periféricas e nucléolos em grande nimero; havia,
também, ovdcitos ainda maiores, com deposi¢ao de granulos de vitelo em extensdes variaveis,

sugerindo a fungdo de fixacdo do foliculo ovariano no ambiente.

OVOCITO 1V: (desovando) Nessa fase os ovocitos eram grandes e abundantes; na extensdo
das gonadas apareceram espacos gelatinosos, em fémeas que ja haviam eliminado muitos
ovocitos, os quais, além de grandes, eram repletos de vitelo, tinham o nucleo amorfo e
ocupavam quase todo o ovario. Havia ovocitos poligonais, similares aos do estadio II
(repouso), preenchendo os intersticios deixados pelas células anteriores. Foram observados,

também, foliculos vazios.

OVOCITO V: (esgotado) Nessa fase os ovocitos eram grandes, repletos de vitelo e continham

grande niimero de ovdcitos vitelinados em absorg¢ao.

O material foi analisado em microscopio de luz no aumento de 40, 100 e 400x para
determinagdo do estagio de matura¢do. Para determinar se os individuos estdo em estagio

reprodutivo ou nao reprodutivo foi empregada a escala de maturagdo como descrita abaixo:

a. Escala de maturacdo em fémeas:
Os estadios considerados microscopicamente consistem em: Imaturo, maturacao
inicial, maturagdo avangada, maduro, parcialmente desovado/ desovado, em recuperacio e

recuperado.
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Imaturo: Microscopicamente, observam-se apenas Ovdcitos tipo I (OI) e OII, sendo
que os OI apresentam-se em ninhos, na maioria das vezes.

Maturagdo inicial: Em cortes histologicos, observam-se OII e alguns III.

Maturagdo avangada: Apresentam alguns ovocitos tipo II, III e alguns IV.

Maduro: Microscopicamente, a espécie apresentou OII, OIII, OIV e OV.

Semidesovado: Nos cortes histologicos sao visiveis OII, OIII, OIV e foliculos pos
ovulatorios.

Recuperagdo: Predominio de OII, ovdcitos vitelogénicos em absor¢ao, cicatrizes de
foliculos e ainda desorganizagdo tecidual.

Recuperado: Microscopicamente sdo identificados pelo predominio de OII, pelas

ovuligenas distendidas e pela presenca eventual de cicatrizes de foliculos.

b. Escala de maturacdo para machos:

Imaturo: os testiculos sdo constituidos pelas espermatogonias, envoltas pelo abundante
tecido conjuntivo, dispersas ou formando alguns poucos tibulos seminiferos.

Maturagdo: os tubulos seminiferos ja estdo definidos e podem ser observadas células
germinativas nas diferentes fases de espermatogénese. Inicialmente ocorre o aumento na
quantidade de cistos com espermatogonias secundarias.

Maduro: Os tubulos possuem ampla luz e preenchida por espermatozoides. Poucos
cistos sdo observados. O tecido conjuntivo que reveste os tiibulos ¢é escasso.

Semi-esgotado: A principal caracteristica é a presenga de tibulos seminiferos com
espermatozdides sendo escoados.

Esgotado: A estrutura dos tiibulos apresenta-se em menor tamanho e estdo esvaziados,

poucos espermatozoides, o epitélio germinativo € escasso € 0s cistos ausentes.
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Recuperacdo: Os tabulos apresentam um aspecto regular, pequeno tamanho,
revestimento de espermatogonias, ou se apresentam esvaziados com epitélio germinativo
baixo, com aspecto irregular € com raros espermatozoides.

Recuperado: Os tubulos s3o homogéneos, com pequena luz e revestidos por

espermatogonias. Podem ser encontrados poucos cistos de espermatogdnias secundarias.

Foram considerados como reprodutivos os seguintes estadios: maturagdo avangada,
madura e semi-desovado (fémeas) (figura 13) e maturagdo, maduro e semi-esgotado

(machos). Os demais estadios foram considerados nao reprodutivos (figura 14).

Figura 13. Foto de microscopia de gonadas de fémeas da espécie O. niloticus, onde podemos
visualizar um individuo em maturagao inicial, classificado como em periodo nao reprodutivo,
aumento de 400x (a); individuo maduro, classificado como individuo em periodo reprodutivo,

aumento de 40x (b).
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Figura 14. Foto de microscopia de gonadas de machos da espécie O. niloticus, onde podemos
visualizar um individuo em recuperagdo, classificado como em periodo nao reprodutivo (a);
individuo semi-esgotado, classificado como individuo em periodo reprodutivo (b). Aumento

de 400x.

Os campos analisados foram fotografados com camera digital (DCM35 para
microscopio CE) e avaliados de acordo com os estadios de maturagdo, sempre em relagdao ao
controle negativo.

A morfometria foi realizada de acordo com o programa Image-pro Plus 5.1, onde
foram selecionados 30 ovoécitos em nivel V, de cada concentra¢ao de nonilfenol e do controle,
para a realizagcdo da andlise comparativa do didmetro dos ovdcitos. Os dados da morfometria
foram analisados estatisticamente através do teste Mann Whitney — U, levando em

consideracdo o nivel de significancia de 5%.

4.4. Teste para determinacdo de efeitos adversos em tecido gonadal. Avaliagdo dos
efluentes finais das ETEs

Avaliagdao do potencial dos efluentes finais das ETE Norte e ETE Sul (Figura 15)
sobre as gonadas de Oreochromis niloticus. Apds a aclimata¢do dos animais as condi¢des do

laboratdrio, os peixes foram transferidos para aquarios de vidro, em grupos de 10, com
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aeracdo constante ¢ entdo expostos por 72 h ao efluente final coletado nas estagdes de
tratamento sem qualquer dilui¢do. Os animais foram expostos ao efluente da ETE Norte e da
ETE Sul em momentos diferentes, juntamente com os seus respectivos controles. Apds o
periodo de exposi¢do, realizou-se a coleta das goénadas seguindo-se o procedimento

histoldgico e andlises como descrito no topico acima.

Figura 15. Tanque de escoamento do efluente final das estagdes de tratamento de esgoto,

onde foi realizada a coleta.
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5. RESULTADOS
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5.1. Avaliacao genotdxica das espécies do Lago Paranoa.

5.1.1. Teste do Micronucleo e Anomalias Nucleares.

Dentre as espécies coletadas para avaliagdo genotdxica das aguas do Lago Paranod, a
espécie Cichla temensis (tucunaré) foi a que apresentou a maior frequéncia de micronucleos
(média de 1,863 + 1,753) em relagdo as outras espécies coletadas (figura 16), por outro lado, o
Acara alcangou a menor média (0,863 £ 1,245) dentre as outras espécies. Através do calculo
das médias, realizamos o teste estatistico de Mann-Whitney U considerando o nivel de
significancia de 5%, para verificar a diferenga entre as médias das espécies estudadas (anexo
1). O teste estatistico, registrou um resultado significativo entre as médias de MNs das
espécies: Cichla temensis (tucunaré¢) e Hoplias malabaricus (traira) quando relacionados com
as espécies Geophagus brasiliensis, Oreochromis nilotica, Cyprinus carpio ¢ Steindacnerina
insculpita, apresentando P < 0,05. Entretanto, as outras espécies ndo apresentaram diferengas
significativas entre as freqiiéncias de micronticleos quando comparadas entre si, com o P >

0,05.

Distribuicdo das médias de MN das espécies do Lago Paranog, UnB, 2006.
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Figura 16. Grafico da distribuicdo das médias e desvios padroes dos microntcleos

encontrados nas espécies de peixes estudadas do Lago Parano4, DF, 2006.
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As anormalidades nucleares registradas neste estudo foram células binucleadas e
eritrocitos com alteragdes na morfologia nuclear como o “blebbed” (figura 17), “lobed”

(figura 18) e “notched” (figura 19).

m L &
Figura 17. Foto de microscopia de eritrocitos de peixe mostrando uma célula binucleada (seta

a) e uma célula com nucleo “blebbed” (seta b).

Figura 18. Foto de microscopia de eritrocito de peixe mostrando uma célula com ntcleo com

anomalia do tipo “lobed” (seta a). Na seta b, podemos visualizar um microntcleo.
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Figura 19. Foto de microscopia onde podemos observar eritrocitos de peixe com alteragdes

nucleares do tipo “notched” (setas a) e uma célula com micronucleo (seta b).

Na tabela 1, estdo representados os valores das médias e desvios padrdes calculados a
partir da andlise de 1000 eritrocitos do sangue periférico dos peixes, para verificar a
incidéncia de anomalias nucleares. Esse parametro foi utilizado para avaliar a citotoxicidade
das aguas lago em relacdo as espécies de peixes estudadas. Dentre as espécies analisadas a
Tilapia do Nilo apresentou a maior média de células binucleadas (0,792 + 1,382) e células
com nucleos alterados. Dentre as anomalias nucleares desta espécie, a maior média foi de
células com nucleo “notched” (13,000 £ 7,616).

Através da determinagdo da freqiliéncia total de alteragdes nucleares (figura 20) de
cada espécie foi aplicado o teste estatistico Mann Whitney — U considerando o nivel de
significancia de 5% (anexo 4). O teste relaciona todas as espécies comparando-as em relagao
as suas médias totais de anormalidades nucleares registradas. A espécie Oreochromis
niloticus quando relacionada com as outras espécies, foi a que apresentou a maior freqiiéncia

total de alteracdes nucleares significativas (P < 0,05). A espécie Astyamax binaculatus
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lacustres foi a que apresentou a menor freqiiéncia de alteragdes nucleares, quando comparada

entre as demais espécies (P < 0,05).

Tabela 1. Médias e desvios padrdes das anormalidades nucleares registradas em 1000 células

de eritrocitos do sangue periférico das espécies de peixes estudadas do Lago Paranoa (Mann

Whitney — U, P <0,05).

Acara Tucunaré Traira |Lambari |Tilapia |Carpa

Células 0,167+ 0,348+ 0,650+ | 0,208+ |0,792+ 0,353+ |0,125+
Binucleadas 0,637 0,832 1,268 10,658 1,382 0,786 10,338
Células com 2,792+ 5,217+ 5,300+ [0,917+ [10,500% |1,412+ | 1,292+
nucleo “blebbed” |2,519 3,717 3,541 1,248 8,097 1,770 | 1,967
Células com 1,583+ 1,000+ 1,350+ [ 0,417+ |10,000% |1,706+ |0,417+

nucleo “lobed” 1,909 1,128 1,785 10,584 8,033 3,312 10,929
Células com 1,333+ 2,609+ 4,900+ 0,375+ |13,000+ |2,059+ |1,458+
nucleo “notched” |2,036 2,291 5,190 10,647 7,616 1,784 | 1,474

Distribuicdo das Anomalias Nucleares nas Espécies do Lago
60 - Paranod,unB, 2006.
@ Acara
50 - @ Tucunaré
B Traira
B Lambari
o 40 - ?1 'ar1
a) @& Tilapia
+
@ 30 B Carpa
3 B Saguiru
2 20 - [
I ::::;:::;:::; I I % T
Acarda  Tucunar¢é  Trara  Lambari Tilapia Carpa Saguiru

Figura 20. Grafico da distribui¢do das anomalias nucleares nas espécies estudadas do Lago

Paranoa, DF, 2006.
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5.1.2. Teste do Cometa.

Os resultados referentes ao teste do cometa foram obtidos por meio do estudo de cinco
espécies provenientes do Lago Paranoa: Geophagus brasiliensis, Cichla temensis, Astyamax
binaculatus lacustres, Oreochromis niloticus e Steindacnerina insculpita. As outras duas
espécies foram eliminadas das analises (Hoplias malabaricus e Cyprinus carpio) devido ao
pequeno tamanho da amostra. Os resultados dessas analises estdo demonstrados nas tabelas
do anexo 2, onde os nucledides foram classificados do nivel 0 ao 4. Na tabela 2, estido
representadas as médias e desvios padrdes dos indices de danos encontrados pela analise dos

eritrocitos do sangue periférico de cada espécie de peixe estudada.

Tabela 2. Representagdo do numero total de individuos analisados, das médias e desvios

padroes dos indices de danos calculados nos eritrécitos das cinco espécies estudadas do Lago

Paranoa.
Espécie N° de individuos Média £ D.P. do ID
Geophagus brasiliensis 15 55,53 +£62,01
Cichla temensis 16 89,44 + 39,52
A. binaculatus lacustres 25 40,76 + 61,24
Oreochromis niloticus 22 37,32 £ 43,63
Steindacnerina insculpita 18 109,11 + 64,33

Legenda: ID = Indice de danos

Através das médias dos indices de danos, realizou-se a ANOVA pelo programa de
estatistica basica MINITAB. Os resultados demonstraram que a espécie que apresentou a
maior média do indice de danos foi a Steindacnerina insculpita (saguiru), com um valor de
109,11 + 64,33; estatisticamente significativo (P < 0,05). Enquanto a espécie que apresentou o
menor ID foi a Tilapia do Nilo, com uma média de ID de 37,32 + 43,63; estatisticamente
significativo (P < 0,05). Na figura 21 podemos visualizar a distribui¢do das espécies do Lago

Paranod segundo o indice de danos encontrados pelo ensaio do cometa.
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Distribuig&o das espécies segundo o Indice de Dano. UnB, 2006.
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*®
200
150
o
100 e
(
50 o
o °
0_
T T T T T
Acara Tucunaré Lambari Tilapia Saguiru
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Figura 21. Grafico representando a média, desvio padrao e mediana (em vermelho) dos IDs

das espécies do Lago Paranod. OBS: o asterisco sdo dados “outlier”.

5.2. Genotoxicidade e alteragdes gonadais causadas pelo nonilfenol
5.2.1. CL 50 do nonilfenol na espécie O. niloticus
A avaliag@o da toxicidade do nonilfenol em O. niloticus, por meio do teste de CL50%,

apresentou um valor de 0,032 pL/mL (figura 22).
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Curva de Mortalidade

N° de inds. mortos

0 0,01 0,1 1
concentragbes mL/L

Figura 22. Curva de mortalidade de peixes da espécie Oreochromis niloticus tratadas com

nonilfenol. CL 50 = 0.032 mL/L (Trimmed Spearman-Karber).

5.2.2. Teste de Micronucleo e Anomalias Nucleares

Os resultados da avaliagdo genotéxica do nonilfenol através do teste do micronucleo
estdo reunidos na tabela 3. As médias foram calculadas e aplicadas no teste estatistico nao-
paramétrico de Mann Whitney — U, levando em consideragdo o nivel de significancia de 5%.
Os tratamentos aplicados (1, 10 e 16 puL/L) ndo mostraram diferengas relevantes em relagdo a

freqliéncia de micronucleos do controle negativo (anexo 5).
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Tabela 3. Numero total de individuos da espécie Oreochromis niloticus utilizados nos
tratamentos com nonilfenol, médias e desvios padroes de micronucleos encontrados nos

peixes estudados.

Tratamentos |N°de individuos | Médias e D.P. de MN
Controle 10 0,500 + 0,707
1uL/L de NP 10 0,600 + 0,966
10pL/L de NP 10 0,700 £ 0,675
16uL/L de NP 10 0,400 + 0,699

A avaliagdo da citotoxicidade do nonilfenol nos peixes da espécie Oreochromis
niloticus foi realizada através da contagem de anomalias nucleares em 1000 eritrocitos do
sangue periférico. Dentre os trés tratamentos aplicados (1, 10 e 16uL/L), a concentragdo de 10
uL/L foi a que apresentou a maior freqiiéncia de células com alteragcdes nucleares. Dentre as
anomalias nucleares encontradas nesta concentra¢ao a maior média foi de células com nucleo
“notched” (13,100 + 12,133) (tabela 4).

Para a realizacao do teste estatistico, os tipos de alteragdes nucleares foram somados e
as c¢lulas foram classificadas como possuindo alteragdes nucleares ou ndo. A partir desta
nova classificagdo os dados foram aplicados no teste de Mann Whitney - U, levando em
consideracdo o nivel de significancia de 5% (anexo 6).

De acordo com os resultados das analises estatisticas podemos observar que em
relagdo ao controle, os tratamentos de 10 e 16uL/L de NP apresentaram diferencas
significantes de alteracdes nucleares em relacdo ao controle. Embora, tenha sido evidenciado
que a concentracao de 1uL/L de NP difere estatisticamente da concentracao de 10uL/L (P <

0,05) (figura 23).
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Tabela 4. Representagdo do numero de individuos, média e desvios padrdes das

anormalidades nucleares encontradas nos tratamentos com nonilfenol.

Tratamentos Controle 1 uL/L de NP |10 uL/L de NP |16 pL/L de NP
Células 0,100+ 0,316 0 0,100 + 0,316 0
Binucleadas

Células com 1,000 +£1,414 | 1,900+ 2,558 | 5,300 + 4,691 2,600 42,674
nucleo “blebbed”

Células com 1,700 £ 2,626 | 2,100 £ 2,601 4,800 + 5,287 3,000 £4,136
nucleo “lobed”

Células com 3,600+ 4,325 | 4,300+4,372 | 13,100+ 12,133 | 9,900 + 9,746
nucleo “notched”

Distribuicdo das Anomalias Nucleares segundo
50 4 concentragdes do nonilfenol, UnB, 2006.

E: |

controle 1ul/L

Figura 23. Grafico representando a distribuigdo das médias ¢ desvios padrdes das anomalias

nucleares segundo os diferentes tratamentos com nonilfenol.

5.2.3. Teste do Cometa
A avaliagdo do potencial genotoxico do nonilfenol através do ensaio do cometa esta
representada na tabela 5. As médias e os desvios padrdes do indice de danos dos tratamentos

(1, 10 e 16pL/L) foram analisados estatisticamente através do programa MINITAB, onde foi
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realizado o teste ANOVA, demonstrando que nao houve diferencas significativas entre as

médias dos IDs em comparagdo com o controle negativo (figura 24).

Tabela 5. Representacdo do numero de individuos, média e desvio padrdo dos indices de

danos dos tratamentos com o nonilfenol.

Tratamentos N° de individuos Meédias e D.P. do I.D.

Controle 10 18,000 + 10,801
1 puL/L de NP 10 12,300 + 8,994
10 pL/L de NP 10 17,500 + 12,756
16 uL/L 10 21,700 + 4,084

Distribuicdo dos Indices de Dano segundo as concentracdes de Nonilfenol. UnB, 2006
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Figura 24. Grafico da distribuigdo das médias, desvios padrdes ¢ mediana (em vermelho) dos

indices de danos segundo as concentragdes de nonilfenol.
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5.2.4. Alteracdes gonadais causadas pelo nonilfenol

Dentre os tratamentos com nonilfenol etoxilado em O. niloticus, nas concentra¢des de
1, 10 e 16uL/L, a concentracdo de 16uLl/L causou alteragdes gonadais estatisticamente
significantes, como aumento da vitelogénese e espermatogénese (Figura 25).

A analise dos estadios de maturagdo das concentragdes 1 e 10 uL/L demonstraram que
os individuos estavam todos no periodo reprodutivo em relagdo ao controle (Figura 26). Na
concentragdo de 16 pL/L de NP, tanto no controle quanto no tratamento, todos os individuos
se apresentaram em estadio reprodutivo (Figura 27).

A analise morfométrica foi realizada em ovocitos classificados no estadio cinco de
maturagdo. As médias dos diametros (em pum) das concentragdes de 1 e 10 uLL/L. de NP nao
foram estatisticamente significantes em relagdo ao controle (Anexo 7). Determinando que
nestes tratamentos o nonilfenol ndo estimula a vitelogénese nesta espécie. As médias da
concentragdo de 16 uL./L. do NP foram estatisticamente significantes em relagdo aos diametros
dos controles, evidenciando a acdo do NP no aumento da vitelogénese neste tratamento

(Anexo 7).

Figura 25. Fotos de microscopia, em aumento de 40x, de ovocitos no estadio cinco de
maturagdo, onde podemos observar o aumento da vitelogénese nos individuos expostos a

concentragdo de 16 pL/L de nonilfenol etoxilado (b) em relagdo ao controle (a)
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Figura 26. Grafico representando a freqiiéncia dos estadios de maturagdo das gonadas

analisadas da espécie O. niloticus em duas concentragdes diferentes de NP (1 e 10 uL/L).

Estadios de maturagdo
B Reprodutivo

1,2 - E Nao reprodutivo

Frequéncias (%0)

controle l6ul/L

Figura 27. Grafico representando a freqiiéncia dos estddios de maturagdo das gdnadas

analisadas da espécie O. niloticus na concentracdo de 16 pL/L de NP.
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5.3. Avaliacdo de efeitos causados pelo efluente final das estacOes de tratamento de
esgoto em gonadas de O.niloticus.

De acordo com os resultados das analises de agua da CAESB, realizadas mensalmente,
ndo existem diferencas nos padrdes fisicos - quimicos entre os locais de coleta (tabela 6 ¢ 7).

O resultado das andlises dos estddios de matura¢ao dos individuos da espécie O.
niloticus expostos ao efluente final bruto da ETE norte por 72 h, demonstraram que 50% dos
peixes, no controle, estavam em periodo reprodutivo e 50% em periodo ndo reprodutivo.
Enquanto, 70% dos individuos expostos ao tratamento foram estimulados e estavam no
periodo reprodutivo em relagdo ao controle (figura 28).

Os dados analisados da exposicdo dos peixes desta espécie ao efluente bruto da
ETE sul, evidenciaram que 60% dos individuos do controle foram classificados como nao
reprodutivos, enquanto 50% dos espécimes expostos ao tratamento foram classificados como
em periodo reprodutivo (Figura 29). Nao foram encontrados ovocitos em estadio cinco nos
peixes submetidos a exposicdo aos efluentes, o qual foi padronizado como parametro de

estimulacao gonadal em nosso estudo.
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O caesb

Tabela 6. Desempenho Operacional da Estagdo de Tratamento de Esgoto - ETE Norte. Periodo: Julho de 2005 a julho de 2006.

) Volumes Vazio DBO DQO TKN PT SS
Periodo | (m3jmas) Real/Proj | Concentragao (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l)
Afluente (%) Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente

Jul-05 | 1.456.903 59% 384,0 1,0 99,7% 652,0 33,0 94,9% 80,3 6,0 92,5% 8,0 0,3 96,9% 2470 6,0 97,6%
Ago-05 | 1.298.123 | 58% 338,0 10,0 | 97.0% | 6820 360 | 9%47% | 509 142 | 72.1% 75 0.2 96.8% | 209,0 6.0 97.1%
Set-05 | 1.384.508 56% 356,0 3,0 99,2% 715,0 34,0 95,2% 51,0 10,7 79,0% 7,7 0,2 97,3% 331,0 5,0 98,5%
Out-05 ] 1.398.619 59% 340,0 3,0 99,1% 830,0 34,0 95,9% 54,5 10,2 81,3% 7,6 0,5 92,9% 461,0 6,0 98,7%
Nov-05 | 1.305.160 53% NA NA 576,0 37,0 93,6% 453 9,7 78,6% 6.4 0,3 95,6% 214,0 8,0 96,3%
Dez-05 | 1.427.063 60% NA NA 581,0 34,0 94,1% 38,7 10,9 71,8% 4,9 0,3 94,3% 138,0 5,0 96,4%
Jan-06 |1.269.913| 52% 361,0 8.0 97.8% | 662,0 340 | 949% | 419 5.1 87.8% 6.0 0,4 933% | 2360 7.0 97.0%
Fev-06 | 1.303.514 53% 301,0 2,0 99,3% 538.,0 32,0 94,1% 422 6,7 84,1% 5,8 0,4 93,1% 216,0 7,0 96,8%
mar-06 | 1.577.952 66% 405,0 5,0 98,8% 726,0 31,0 95,7% 41,5 5,5 86,7% 6,8 0,6 91,2% 283.,0 7,0 97,5%
Abr-06 | 1.441.076 58% NA NA 549,0 39,0 92,9% 439 9,9 77,4% 6,0 0,4 93,3% 174,0 11,0 93,7%
mai-06 | 1.435.333 60% 286,0 17,0 94,1% 521,0 46,0 91,2% 41,8 9,6 77,0% 6,6 1,6 75,8% 182,0 14,0 92,3%
Jun-06 | 1.264.699 | 53% 357.0 7.0 98.0% | 595.0 420 | 929% | 457 0.8 78.6% 6.6 0.7 89.4% | 186,0 10,0 | 94.6%
Jul-06 |1.180.941 48% 347,0 6,0 98,3% 677,0 47,0 93,1% 47,7 5,3 88,9% 6,6 0,3 94,7% 202,0 11,0 94,6%
Meédia | 1.364.908 57% 3475 6,2 98,1% 638,8 36,8 94,1% 48,1 8,7 81,2% 6,7 0,5 92,7% 236,8 7,9 96,2%

Vazdo de projeto (L/s): 920
Populacao de saturacao: 250.000

Legenda:
DBO: Demanda bioquimica de oxigénio
DQO: Demanda quimica de oxigénio

TKN:Nitrogénio total kjeldah

PT: Féstoro total
SS: So6lidos em suspensao

Tratamento
Remocao Biologica de Nutrientes + Polimento Final

Fonte: POEP/POE/DP
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Tabela 7. Desempenho Operacional da Esta¢ao de Tratamento de Esgoto - ETE Sul. Periodo: Julho de 2005 a julho de 2006.

Volumes Vazio DBO DQO TKN PT SS

Periodo (m3/més) Real/Proj Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracdo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Rem. (%)

Afluente | Efluente (%) Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Primario | Efluente
jul-05 |2.333.758 | 2.333.758 58% 272,0 6,0 97,8% 454,0 41,0 91,0% 32,5 12,3 62,2% 6,9 0,2 96,5% 181,0 6,0 50,8% 96,7%
ago-05 | 2.494.598 | 2.494.598 69% 309,0 4,0 98,7% 479,0 40,0 91,6% 352 15,4 56,3% 73 0,3 96,3% 192,0 9,0 42,7% 95,3%
set-05 |2.614.417 | 2.614.417 65% 327,0 6,0 98,2% 592,0 39,0 93,4% 45,0 15,2 66,2% 6,7 0,3 95,2% 249,0 8,0 60,2% 96,8%
out-05 | 2.744.546 | 2.744.546 71% 339,0 4,0 98,8% 557,0 44,0 92,1% 48,9 16,9 65,4% 6,4 0,4 93,3% 278,0 10,0 71,9% 96,4%
nov-05 |2.821.867 | 2.821.867 70% 258,0 6,0 97,7% 615,0 46,0 92,5% 44,4 10,9 75,5% 8,6 0,4 94,8% 267,0 9,0 65,5% 96,6%
dez-05 | 3.394.562 | 3.394.562 87% 230,0 14,0 93,9% 464.,0 35,0 92,5% 39,4 12,1 69,3% 72 0,3 95,8% 250,0 7,5 64,4% 97,0%
jan-06 | 2.867.245 | 2.867.245 71% 221,0 11,0 95,0% 554,0 42,0 92,4% 39,9 9,8 75,4% 59 0,3 94.,4% 257,0 7,0 71,6% 97,3%
fev-06 |2.904.394 | 2.904.394 72% 7,0 365,0 44,0 87,9% 37,8 11,5 69,6% 52 0,3 94.,2% 226,3 12,0 63,8% 94,7%
mar-06 | 3.416.044 | 3.416.044 88% 239,0 8,0 96,7% 431,0 39,0 91,0% 35,1 9,6 72,8% 4,8 0,2 95,8% 193,0 8,0 53,4% 95,9%
abr-06 | 3.000.820 | 3.000.820 75% 248.,0 7,5 97,0% 472,0 40,0 91,5% 71,0 11,3 84.2% 5,0 0,3 94,8% 226,0 11,0 58,4% 95,1%
mai-06 |2.826.551 | 2.826.551 73% 236,7 10,0 95,8% 612,9 44.4 92,8% 40,5 13,3 67,2% 5,7 0,3 95,3% 2284 9,2 58,0% 96,0%
jun-06 |2.392.650 | 2.392.650 62% 312,8 12,0 96,2% 582,6 434 92,6% 46,7 16,8 63,9% 6,1 0,3 95,4% 222,7 8,6 58,6% 96,1%
jul-06 |2.417.681 | 2.417.681 60% 331,0 16,0 95,2% 470,0 44,0 90,6% 45,9 16,7 63,6% 6,6 0,3 96,2% 184,0 7,7 48,9% 95,8%
Média | 2.786.856 | 2.786.856 71% 277,0 8,6 96,7% 511,4 41,7 91,7% 43,3 13,2 68,6% 6,3 0,3 95,2% 227,3 8,7 59,1% 96,1%

Vazdo de projeto (L/s): 1.500
Populacao de saturacao: 460.000

Legenda:

DBO: Demanda bioquimica de oxigénio
DQO: Demanda quimica de oxigénio
TKN:Nitrogénio total kjeldah

PT: Fosforo total
SS: Sélidos em suspensao

Tratamento
Remocao Biologica de Nutrientes + Polimento Final

Fonte: POEP/POE/DP
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Figura 28. Grafico representando a classificagdo dos estadios de maturagdo, em reprodutivos

e ndo reprodutivos, de peixes da espécie O. niloticus expostos ao efluente final da ETE norte.
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Figura 29. Grafico representando a classificagao dos estadios de maturagdo, em reprodutivos

e ndo reprodutivos, de peixes da espécie O. niloticus expostos ao efluente final da ETE sul.
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6. DISCUSSAO
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6.1. Avaliagao fisico — quimica das &guas do lago.

A qualidade das dguas do Lago Paranoa ¢ monitorada pela CAESB através de analises
fisico — quimicas realizadas através de coletas periodicas em diferentes pontos. Além disso,
monitora periodicamente também os efluentes das ETEs. Os niveis de compostos organicos
diminuem consideravelmente do afluente para o efluente, demonstrando eficiéncia no
tratamento do esgoto. Por exemplo, no més de maio de 2006 a concentragdo de sélidos em
suspensdo no afluente era de 182 mg/L enquanto que no efluente era de apenas 14 mg/L. A
demanda bioquimica de oxigénio no afluente, no mesmo més, foi de 286 mg/L, enquanto no
efluente foi de 17 mg/L. Os valores de DBO, DQO, TKN, PT e SS foram monitorados
durante o periodo do més de julho do ano de 2005 até o més de julho de 2006 e a média anual
dos valores encontrados ndo difere significativamente dos valores encontrados em cada més
do monitoramento.

De acordo com os dados das analises fisico-quimicas dos efluentes finais das ETEs,
existe uma depuracdo rigorosa do material organico contido nos afluentes para manter a
qualidade das aguas do Lago Paranoa, proporcionando um ecossistema com grande
diversidade de peixes e outros organismos aquaticos, onde ndo existe mortalidade de peixes

desde a década de 60 quando o lago se tornou hipertréfico.

6.2. O peixe como sistema teste.

Os peixes foram escolhidos como sistema teste para a realizacdo do monitoramento do
Lago Paranod, pois sdo considerados bons bioindicadores da presenga de compostos
genotoxicos contaminado ambientes aquaticos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Burgeot et al.,
1995; Bealpaeme et al., 1996; Bombail et al., 2001; Grisolia & Starling, 2001; Andrade et al.,

2004; Bolognese et al., 2004); além disso, ha grande numero de estudos, ao quais nos

55



serviram como referéncia, demonstrando a eficacia desses organismos para estudos de
biomonitoramento ambiental.

Levando em consideragdo a diversidade de peixes encontrados no lago, trabalhamos
com sete espécies diferentes, ampliando os resultados do monitoramento quando realizado
tanto em espécies exoOticas como nativas. Em estudos anteriores ja foram realizados
experimentos com espécies exoticas do lago Paranoa (O. niloticus, O. rendalli e Cyprinus
carpio) mostrando que sdo eficientes para detectar genotoxicidade no ambiente aquatico
(Grisolia & Cordeiro, 2000; Grisolia & Starling, 2001; Grisolia, 2002; Grisolia et al., 2005;
Souza & Fontanetti, 2006).

A espécie de peixe selecionada para a realizagdo dos experimentos em laboratdrio foi a
O. niloticus, amplamente utilizada como modelo para testes genotoxicos (Grisolia &
Cordeiro, 2000; Palhares & Grisolia, 2002; Cavas & Gozukara, 2003; Grisolia et al., 2005;
Hoshina, 2005; Souza & Fontanetti, 2006). Os animais escolhidos para os testes, estavam com
aproximadamente trés meses de vida (7a 10 cm de comprimento), isto ¢ no inicio da fase
fértil. Esses animais provenientes da Estacdo de Piscicultura do Governo do Distrito Federal
foram entdo utilizados para verificar os efeitos do nonilfenol em animais adultos

reprodutivamente.

6.3. Genotoxicidade do Lago Paranoa

A avaliagdo da genotoxicidade das dguas do lago foi realizada com a aplicacdo da
técnica do microntcleo, cometa e anomalias nucleares. Anteriormente o lago foi avaliado
genotoxicamente apenas pelo teste de MN (Grisolia & Starling, 2001; Grisolia et al., 2005),
sendo inovadora a utilizagdo do ensaio do cometa. Outros trabalhos consideram este teste
mais especifico e sensivel que outros (Belpaeme et al., 1996; Lee & Steinert, 2003; Ferraro et

al., 2004), aprimorando este estudo.
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6.3.1. Teste do micronucleo

O teste do micronucleo ¢ muito utilizado para a realizacdo de teste genotoxicos
utilizando eritrdcitos, células do figado e células dos tecidos das branquias de peixes (Manna
e Sadhukhan, 1986; Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Missini et al., 1996; Ayllon & Garcia-
Vazquez, 2001; Grisolia, 2002; Cavas & Ergene-Gozukara, 2003).

Os resultados do teste de MN mostraram que a espécie com maior freqiiéncia de MNs
foi a Cichla temensis (Tucunaré) em relagdo as outras espécies do lago, seguido da Hoplias
malabaricus (Traira) e da Astyamax binaculatus lacustres (Lambari). Tais resultados podem
estar associados aos habitos alimentares das espécies, pois tanto o tucunaré como a traira sao
carnivoros ¢ estdo no topo da cadeia alimentar, podendo ocorrer bioacumulagdo de
substancias genotdxicas nestes organismos. No Brasil, poucas espécies nativas de peixes siao
utilizadas em ensaios de toxicidade e de genotoxicidade, ¢ na literatura ndo existem registros
sobre o uso destas espécies para o biomonitoramento de ambientes aquaticos.

Kim & Hyun (2006), utilizaram o teste do micronticleo para avaliar respostas
genotoxicas em diversos tecidos de Cyprinus carpio e Oncorhynchus mykiss comparando os

resultados com o teste do cometa.

6.3.2. Teste do Cometa.

O ensaio do cometa tem sido proposto como uma excelente ferramenta da
genotoxicologia. O teste evidencia danos na molécula do DNA pela migragao diferencial do
material nuclear quando aplicado em eletroforese (Belpaeme et al., 1996; Mitchelmore &
Chipman, 1998; Lee & Steinert, 2003; Ferraro et al., 2004). Sua utilizagdo para verificar a
acdo genotdxica das aguas do lago nas espécies estudadas, revelou que a espécie com maior
freqiiéncia de indice de danos no DNA foi a Steindacnerina insculpita (Sagitiiru), seguida pela

espécie Cichla temensis (Tucunaré) e da Geophagus brasiliensis (Acara). Por estes resultados
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podemos inferir que estas espécies, em relacdo as outras, sofreram maiores danos no material
genético. Estudos anteriores realizados no lago ndo avaliaram a genotoxicidade pelo teste do
cometa, tornando-os novos parametros a serem utilizados como referéncia a experimentos
futuros. Além disso, ndo existem relatos na literatura da utilizagdo destas espécies no
monitoramento do ambiente aquatico, utilizando ambos testes simultaneamente. Comparando
os dois testes, a Cichla temensis apresentou os maiores indices relativos de genotoxicidade e

citotoxicidade.

6.3.3 Anormalidades nucleares.

A maioria das alteragdes citogenéticas (células binucleadas, células com nucleos
“blebbed”, “lobed” e “notched”) foi observada na espécie O. niloticus , seguido pela Hoplias
malabaricus e Cichla temensis. Atualmente, a identificacdo de diferentes tipos de anomalias
nucleares nos eritrocitos periféricos dos peixes, sao também consideradas resultantes de
agressoes genotdxicas ou citotoxicas (Palhares & Grisolia, 2002; Ayllon & Garcia-
Vazquez,2001; Cavas & Ergene-Gozukara, 2003; Souza & Fontanetti, 2006). Neste trabalho

as anomalias nucleares ndo estio relacionadas com os outros testes genotdxicos.

6.4. Acdo do nonilfenol etoxilado na espécie O. niloticus

Para a avaliacdo de toxicidade, genotoxicidade e citotoxicidade do surfactante
nonilfenol etoxilado utilizamos como modelo animal, a espécie Oreochromis niloticus,
bastante utilizada como bioindicador de poluentes quimicos em ambientes aquaticos por
outros autores (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Grisolia & Cordeiro, 2000; Bombail et al., 2001;
Grisolia et al., 2005; Souza & Fontanetti, 2006). Os peixes sdo susceptiveis aos pesticidas
dissolvidos na dgua e podem ser expostos a varios quimicos através das branquias, pele e por

contaminagdo dos alimentos (Bisson & Hontela, 2002). Além disso, o nonilfenol ja
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demonstrou seu potencial de bioacumulacao dependente do tempo de exposigao da espécie de
peixe Onchirynchus mykiss (Uguz et al., 2003).

As espécies Oryzias latipes (medaka) e Poecilia reticulata (guppy) ja foram utilizadas
como sistema teste para a avaliacdo de desreguladores end6crinos como 3-HCH, TBT/DBT e
Bromido. Todos estes compostos causam alteragdes na fisiologia do animal, algumas restritas
para o sistema reprodutivo e outras alteragdes modificam até a producdo de hormonios
reprodutivos e da tiredide. Por exemplo, o aumento da vitelogénese, mudangas gonadais, ovo-
testis, alteracdes na retina, atrofia do timo, armazenamento de glicogénio e distirbios na
locomogdo, dentre outros (Wester et al., 2004).

A concentragdo letal (CL 50%) do NP foi determinada pela exposi¢ao por 72 h dos
peixes a quatro diferentes concentragdes (0; 0,01; 0,1 e 1 mL/L). Quando comparado com
outros sistemas teste como: camundongo (CL 50% = 75,63 ml/Kg), Drosofila melanogaster
(CL 50% = 0,043 mL/L) e Biomphalaria tenagophila (CL 50% = 12,56 mL/L ) (Oliveira-
Filho et al., 2005), a toxicidade do NP na O niloticus ¢ maior (CL 50% = 0,032mL/L), mas
ndo significativamente em relagdo aos resultados obtidos com a Drosofila melanogaster .

A andlise genotoxica do nonilfenol em O. niloticus nao revelaram diferengas
estatisticamente relevantes entre as médias em relacdo ao controle negativo, tanto para a
freqliéncia de MNs como para o indice de danos no DNA avaliados pelo teste do cometa.
Similarmente, o nonilfenol ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes entre as
médias de MNs em camundongos tratados com uma concentracdo de 196,7 mg/Kg do
poluente (Grisolia et al., 2004). Na literatura, ndo ha registro que sugira que o NP seja
genotoxico em sistemas testes como células de bactérias ou de mamiferos (Grisolia et al.,
2004). Logo, o resultado do nosso trabalho esta coerente com relagdo a genotoxicidade do NP,

mostrando que em peixes o NP também ndo exerce agdo genotoxica.
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Na anélise da citotoxicidade do NP, a concentragdo que apresentou a maior freqiiéncia
total de anomalias nucleares foi a de 10 uL/L de NP. As doses de 10 e 16 pL/L do poluente
foram significativas em rela¢do ao controle negativo, mostrando o potencial citotoxico do NP
em peixes da espécie O. niloticus. Na literatura ndo existem relatos sobre a citotoxicidade do

NP.

6.5. Efeitos do nonilfenol em tecido gonadal de O. niloticus

Os estudos desenvolvidos em tecidos para detectar o potencial de acdo de compostos,
como os desreguladores endocrinos, para verificar a bioacumulagdo e mudancas
histopatologicas, aplicam o protocolo de histologia. Muitos autores usam esta técnica como
referéncia para a avalia¢do de organismos aquaticos (Uguz et al, 2003; Wester et al., 2004).

Os animais foram classificados em reprodutivos e nao reprodutivos de acordo com a
analise dos estadios de maturagdo. Os animais utilizados para a realizagdo do experimento
estavam todos no periodo reprodutivo, tanto os controles quanto os tratados. Esta
classificagdo, neste trabalho, ndo gerou resultados significativos, desta maneira foi
determinante a andlise morfométrica das células das gonadas para verificar se houve
modificag¢des no tecido gonadal devido a exposi¢do ao nonilfenol.

Os dados obtidos da analise morfométrica dos ovocitos tipo V de peixes da espécie O.
niloticus, expostos a trés concentragdes diferentes de NP, mostraram que a concentragdo de
16uL/L foi a que causou maior alteragdo na vitelogénese, estatisticamente significante, de
acordo com seu controle. As outras concentragdes nao foram estatisticamente significantes em
relacdo ao seu controle (P>0,05). Quando o estimulo gonadal causado pelo NP foi comparado
entre as concentragdes de 1 e 10 pL/L, apareceu uma diferenca estatisticamente significante
entre os diametros dos ovocitos analisados. Esta diferenca entre as médias dos didmetros pode

ser uma casualidade, pois os animais eram do mesmo lote, mesma idade, todas as preparagdes
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das diluigdes seguiram os mesmos procedimentos, uniformizando a quantidade de agua nos
aquarios, monitoramento da temperatura, determinando uma padronizacdo do experimento.
Mesmo estas diferengas ndo sendo significativas ¢ importante relatar a tendéncia do maior

estimulo gonadal na concentragao de 1 pL/L de NP.

6.6. Efeitos gonadais causados pelo efluente final das ETEs Norte e Sul em peixes da
espécie O. niloticus.

Em relacdo aos resultados obtidos através do experimento com os efluentes das ETE
Norte e Sul, ndo foram realizados a analise morfométrica, pois os peixes da espécie O.
niloticus neste tratamento nao apresentaram ovocitos tipo V. Desta forma, ndo alcangamos a
padronizagdo necessaria para relacionarmos os resultados da morfometria do NP (controle
positivo) com os dados obtidos do experimento com os efluentes das estagdes de tratamento
de esgoto. Os animais foram classificados apenas pela analise dos estadios de maturagdo das
gonadas, que demonstraram que tanto os animais do controle como do tratamento estavam em
periodo reprodutivo. Nas condi¢des desse estudo, a exposi¢cdo aos efluentes das estagdes de
tratamento de esgoto nao influenciaram significativamente no estimulo das gdénadas desta
espécie. Com relacdo a esses resultados cabem duas possiveis indagagdes: 1. existem ou nao
substancias quimicas nas aguas dos efluentes das ETEs com as propriedades de induzir
alteracdes ou algum tipo de estimulo nas gonadas dos peixes? ou 2. o periodo de exposi¢ao
de 72 h talvez tenha sido muito curto para evidenciar tais modifica¢des ou estimulos, uma vez
que se desconhece a real presenca de tais substidncias, bem como se existirem, em quais
concentragdes estariam presentes? Assim, uma proposta de estudos futuros, ou continuidade
desse estudo seria de realizar outros experimentos com diferentes tempos de exposi¢do, acima

de 72 h.
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7. CONCLUSOES
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Dentre as espécies estudadas, a Cichla temensis, apresentou os maiores indices de
danos no material genético.

O nonilfenol ¢ um composto citotoxico para a espécie O. nilolicus.

O nonilfenol ndo ¢ um agente genotoxico para a espécie O. nilolicus.

Na concentracdo de 16uL/L o nonilfenol aumenta a vitelogénese em ovoécitos de
peixes da espécie O. nilolicus.

Os efluentes finais das estacdes de tratamento de esgoto da Asa Norte e Sul, da cidade
de Brasilia ndo causaram altera¢des gonadais na espécie O. nilolicus, nas condigdes do

nosso estudo.
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Anexo 1. Tabela contendo o nimero total de espécimes de peixes coletados e o ntimero

absoluto de microntcleos encontrados em cada espécie.

Dados absolutos do teste de MN (total de peixes coletados)
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Anexo 2. Tabelas contendo o numero de individuos coletados e a classifica¢do dos niveis de

danos no DNA de cada espécie coletada no Lago Paranoa.

ACARA
N° da lam. [NO NI N2 N3 N4 TOTAL
1 80 20 0 0 0 100
2 64 36 0 0 0 100
3 23 52 25 0 0 100
4 30 70 0 0 0 100
5 07 32 61 0 0 100
6 73 19 05 02 01 100
7 0 38 40 21 01 100
8 0 56 46 0 0 100
9 100 0 0 0 0 100
10 100 0 0 0 0 100
11 79 21 0 0 0 100
12 100 0 0 0 0 100
13 64 36 0 0 0 100
14 100 0 0 0 0 100
15 76 24 0 0 0 100
TUCUNARE
N° da lam. NO N N2 N3 N4 TOTAL
1 28 40 19 13 0 100
2 70 25 04 1 0 100
3 29 22 15 18 16 100
4 45 26 14 14 1 100
5 27 42 30 1 0 100
6 60 20 12 6 2 100
7 36 18 26 17 3 100
8 41 27 23 8 1 100
9 47 43 10 0 0 100
10 55 37 08 0 0 100
11 13 42 45 0 0 100
12 02 85 13 0 0 100
13 69 31 0 0 0 100
14 62 32 06 0 0 100
15 45 46 09 0 0 100
16 40 27 25 8 0 100
LAMBARI
N°dalam.| NO NI | N2 | N3 N4 | TOTAL

78



1 100 0 0 0 0 100
2 73 27 0 0 0 100
3 96 4 0 0 0 100
4 91 5 4 0 0 100
5 92 4 4 0 0 100
6 60 22 9 8 1 100
7 100 0 0 0 0 100
8 100 0 0 0 0 100
9 100 0 0 0 0 100
10 100 0 0 0 0 100
11 97 3 0 0 0 100
12 83 17 0 0 0 100
13 96 4 0 0 0 100
14 80 17 3 0 0 100
15 40 42 18 0 0 100
16 0 73 25 2 0 100
17 0 92 8 0 0 100
18 4 6 65 25 0 100
19 19 16 58 7 0 100
20 90 7 3 0 0 100
21 100 0 0 0 0 100
22 13 29 53 5 0 100
23 100 0 0 0 0 100
24 100 0 0 0 0 100
25 94 6 0 0 0 100
TILAPIA
N° da lam. NO N1 N2 N3 N4 TOTAL
1 17 61 21 1 0 100
2 100 0 0 0 0 100
3 100 0 0 0 0 100
4 100 0 0 0 0 100
5 61 39 0 0 0 100
6 100 0 0 0 0 100
7 83 17 0 0 0 100
8 100 0 0 0 0 100
9 100 0 0 0 0 100
10 87 13 0 0 0 100
11 0 82 18 0 0 100
12 0 93 7 0 0 100
13 11 76 13 0 0 100
14 58 42 0 0 0 100
15 77 23 0 0 0 100
16 68 32 0 0 0 100
17 0 87 13 0 0 100
18 91 6 3 0 0 100
19 56 21 23 0 0 100
20 100 0 0 0 0 100
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21 100 0 0 0 0 100
22 80 13 4 3 0 100
SAGUIRU

N°dalam.|  NO N1 N2 N3 N4 TOTAL
1 62 18 14 6 0 100
2 8 56 36 0 0 100
3 13 78 9 0 0 100
4 3 79 18 0 0 100
5 12 54 26 8 0 100
6 0 96 4 0 0 100
7 0 71 19 8 2 100
8 76 24 0 0 0 100
9 42 44 14 0 0 100
10 38 53 9 0 0 100
11 0 65 35 0 0 100
12 0 78 22 0 0 100
13 6 8 57 27 2 100
14 6 60 32 2 0 100
15 0 13 29 57 1 100
16 7 27 57 9 0 100
17 100 0 0 0 0 100
18 93 7 0 0 0 100
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Anexo 3. Tabelas com os resultados estatistico do micronucleo realizados nas espécies do

lago Paranod, através do programa de estatistica basica Mann Whitney — U, onde em

vermelho estdo representados os resultados significantes € em azul os ndo significantes.

Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U Z
M 14 2,22989940
N 400 590 7 6
Rank Rank
Sum Sum
Group1 Group2 U Z
M 15 1,63698017
N 408 495 5 6
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U zZ
M 28 0,88904136
N 535 843 2 4
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U Z
M 35 0,017604
N 606 879 1 47

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Tucunaré

Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,0257610 2,32623910 0,020012
31 9 01 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Traira
Valid
V4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,1016444 1,72941780 0,0837439
49 1 89 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acard x Lambari
Valid
Z N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,3739875 0,94847792 0,3428933
26 4 32 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Tilapia
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,9859545 0,0194679 0,9844679
23 16 24 22

Mann-Whitney U Test

Valid
N 2*]sided
Group
2 exact p
0,0254928
22 12
Valid
N 2*1sided
Group
2 exact p
0,1047620
20 92
Valid
N 2*1sided
Group
2 exact p
0,3822024
30 76
Valid
N 2*]sided
Group
2 exact p
0,9930387
32 74
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By variable GRUPOS

Acara x Carpa
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 182, 0,1274492 0,8985856 0,1415996 0,887397
N 4445 335,5 5 59 18 85 11 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Saguiru
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 37 0,1311357 0,8956687 0,1446636 0,884977
N 646 1007 7 92 45 02 4 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Traira
Rank Rank Valid
Sum Sum zZ N
Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 19 0,6799763 0,4965243 0,7006038 0,4835553
N 500 403 3 44 34 43 77 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Lambari
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 24 1,6484308 0,0992740 1,7065715 0,0879114
N 672 706 1 24 91 79 27 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Tilapia
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Groupl Group2 U zZ p-level adjusted p-level 1
M 21 2,3413944 0,0192179 2,4604771 0,0138804
N 738 747 9 24 62 14 87 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Carpa
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 113, 2,0816712 0,0373804 2,1676230 0,030194
N 5135 266,5 5 38 38 43 72 22

Mann-Whitney U Test

Valid
N
Group
2

17

Valid

Group

35

Valid

Group

20

Valid

Group

30

Valid

Group

32

Valid
N

Group
2

17

2*1sided
exact p

0,8997819
42

2*1sided
exact p

0,9029824
14

2*1sided
exact p

0,5085000
99

2*1sided
exact p

0,1015090
79

2*]sided
exact p

0,0187547
13

2*]sided

exact p
0,0363047
05
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By variable GRUPOS
Tucunaré x Saguiru

Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 218, 2,7292637 0,0063510 2,8751060 0,004041 0,0056598
N 804,5 848,5 5 83 59 96 58 22 35 63
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Lambari
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 25 0,910935 0,3623360 0,9538323 0,3401757 0,3709623
N 556 719 4 76 69 28 18 20 30 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Tilapia
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Group1 Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 22 1,7680337 0,0770647 1,8758736 0,0606817 0,078550
N 624 754 6 43 67 85 08 20 32 54
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Carpa
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum V4 N N 2*1sided
Group Group
Groupl Group2 U V4 p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 116, 1,630471 0,1030117 1,7202997 0,0853876 0,1035071
N 4335 269,5 5 23 42 21 32 20 17 46
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Saguiru
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 237, 1,968339 0,0490375 2,0977673 0,0359335 0,0484022
N 6725 867,5 5 92 53 53 17 20 35 27
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Tilapia
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 41 0,9578415 0,3381499 1,0273089 0,3042827 0,3442034
N 1013 940 2 16 35 41 55 30 32 13

Mann-Whitney U Test
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Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U Z
M 213, 09188254
N 7615 366,5 5 48
Rank Rank
Sum Sum
Group1 Group2 U Z
M 43 1,1974720
N 1081 1064 4 95
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U zZ
M 26 0,1260252
N 806 419 6 15
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U zZ
M 54 0,1506289
N 1100 1178 8 39
Rank Rank
Sum Sum
Group1l Group2 U Z
M 295, 0,0390143
N  448,5 929.5 5 36

By variable GRUPOS

Lambari x Carpa
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,3581937 0,9808086 0,3266945
85 16 48 30
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Saguiru
Valid
Z N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,2311314 1,2863346 0,1983356
64 34 03 30
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tilapia x Carpa
Valid
Z N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,8997127 0,1404266 0,8883238
41 06 43 32
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tilapia x Saguiru
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,8802694 0,1665570 0,867719
08 14 65 32
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Carpa x Saguiru
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,9688792 0,0432980 0,9654642
23 17 34 17

Valid

Group

17

Valid

Group

35

Valid

Group

17

Valid

Group

35

Valid

Group
2

35

2*1sided
exact p

0,3619489
67

2*1sided
exact p

0,2354553
49

2*1sided
exact p

0,9089921
71

2*]sided
exactp

0,8859900
24

2*]sided
exact p

0,9691996
57
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Anexo 4. Resultado estatistico das freqiiéncias de anormalidades nucleares realizado nas
espécies de peixes do Lago Paranod, avaliadas pelo programa de estatistica basica Mann
Whitney — U, onde em vermelho estdo selecionados os resultados significativos e em azul os
nao significativos.

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acard x Tucunaré

Rank Rank
Sum Sum V4 Valid N Valid N 2*1sided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level 1 2 exact p
A 17 - 0,0283877 - 0,027999 0,028200
N 473 655 3 2,19199 2 2,19739 6 24 23 8
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Traira
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group1  Group 2 U Z p-level  adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 4325 557,5 132,5 -2,5338 0,01128806 -2,5425 0,0110108 24 20 0,010264
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Lambari
Rank Rank
Sum Sum zZ Valid N Valid N 2*1sided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level 1 2 exact p
A 11 3,50534 0,0004566 3,53462 0,000408 0,000300
N 758 418 8 1 5 3 9 24 24 6
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Tilapia
Rank Sum Rank Sum Z Valid N ValidN 2*1sided
Group!  Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
NA  336,5 839,5 36,5 -5,18584 0,000000 -5,19191 0,00E+00 24 24 0,000000
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acard x Carpa
Rank Rank
Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group  Group
Group! Group2 U zZ p-level  adjusted p-level 1 2 exact p
A 18 0,63510 0,5253629 0,63901 0,522817 0,538164
N 528 333 0 7 7 6 3 24 17 4
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Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara X Saguiru

Rank Rank
Sum Sum Z
Group 1  Group 2 U V4 p-level  adjusted
A 181, 2,19599 0,028099 2,21025
N 694,5 481,5 5 3 6 5
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunare x Traira
Rank Rank
Sum Sum Z
Groupl Group2 U Z p-level  adjusted
A 20 - 0,6091207 -
N 485 461 9 051133 3 0,51265
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Lambari
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group2 U Z p-level  adjusted
AN 765 363 63 4,532941 6,00E-06 4,558578
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Tilapia
Rank
Rank Sum  Sum 4
Group
Group 1 2 U V4 p-level  adjusted

AN 3255 802,5 49,5 -4,82024 0,000001 -4,82345

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Carpa

Rank Rank
Sum Sum Z
Groupl Group2 U V4 p-level  adjusted
A 110, 2,32556 0,0200477 2,33368
N 556,5 263,5 5 9 7 3

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS

Tucunaré x Saguiru
Rank Rank
Sum Sum 4

Group 1  Group 2 U Z p-level  adjusted

p-level
0,027094
5

p-level
0,608198
5

p-level
0,000005

p-level
1,00E-06

p-level
0,019618
5

p-level

Valid N Valid N

Group
1

24

Group
2

24

Valid N Valid N

Group
1

23

Valid N
Group 1
23

Group
2

20

Valid N
Group 2
24

Valid N Valid N

Group 1 Group 2

23

24

Valid N Valid N

Group
1

23

Group
2

17

Valid N Valid N

Group

Group

2*1sided
exact p

0,027147
1

2*]sided
exactp

0,621114
3

2*1sided
exact p
0,000001

2*]sided

exact p
0,000000

2*1sided
exact p

0,018804
2

2*1sided
exact p
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1 2

A 100, 3,73488 0,0001881 3,75064 0,000176 9,801E-
N 727,5 400,5 5 8 2 3 7 23 24 05
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Lambari
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 660 330 30 4,949748 0,000001 4,973462 1,00E-06 20 24 0,000000
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Tilapia
Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level  adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 291 699 81 -3,74767 0,0001788 -3,74978 0,0001773 20 24 9,12E-05
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Carpa
Rank Rank
Sum Sum zZ Valid N Valid N 2*Isided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level | 2 exact p
A 7 2,83427 0,0045958 2,84339 0,004466 0,003911
N 473 230 7 7 2 2 4 20 17 1
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Saguiru
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Groupl Group2 U zZ p-level adjusted  p-level Groupl Group2 exactp
AN 626 364 64 4,14836 3,3573E-05 4,166161 3,106E-05 20 24 1,054E-05
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Tilapia
Rank Sum Rank Sum Z Valid N ValidN 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 309 867 9 -5,75288 0,0000E+00 -5,76982 0,000000 24 24 0,000000
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Carpa
Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*Isided
Groupl Group2 U V4 p-level adjusted  p-level Groupl Group2 exactp
AN 396 465 96 -2,85798 0,00426618 -2,89104 0,0038423 24 17 0,0036361

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Saguiru
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Rank Sum Rank Sum zZ Valid N Valid N 2*1sided
Group! Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
NA 507 669 207 -1,67019 0,0948912 -1,69584 0,0899266 24 24 0,0972042

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Tilapia x Carpa
Rank Sum Rank Sum Z Valid N ValidN 2*1sided
Group 1 Group2 U 4 p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 684 177 24 4,763305 2E-06 4,769541 2,00E-06 24 17 0,000000

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Tilapia x Saguiru
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group 2 U Z p-level adjusted p-level Group1l Group2 exactp
AN 857,5 318,5 18,5 5,556996 0,0000 5,568342 0,0000 24 24 0,0000

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Carpa x Saguiru
Rank Rank
Sum Sum zZ Valid N Valid N 2*l1sided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level 1 2 exact p
A 14 1,53484 0,1248323 1,54914 0,121356 0,129147
N 415 446 6 3 8 5 7 17 24 2

88



Anexo 5. Tabelas contendo os resultados da andlise estatistica do nonilfenol, realizada pelo

programa de estatistica basica Mann Whitney — U. Em azul estdo selecionados os valores de

p, demonstrando que as diferengas entre as freqiiéncias de micronucleos ndo sao significativas

(p>0,05).
Mann-Whitney U Test
By variable VAR1
Controle x 1pL/L
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group 2 U Z p-level adjusted p-level
MN 104,5 105,5 49,5 -0,0378 0,96985 -0,04339 0,965388
Mann-Whitney U Test
By variable VAR1
Controle x 10 pL/L
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group2 U V4 p-level adjusted p-level
MN 100,5 109,5 45,5 -0,34017 0,733732 -0,3823 0,702241
Mann-Whitney U Test
By variable VAR1
Controle x 16 pL/L
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level
MN 1095 100,5 45,5 0,340168 0,733732 0,403556 0,686542

Valid N
Group 1
10

Valid N
Group 1

10

Valid N
Group 1

10

Valid N
Group 2
10

Valid N
Group 2
10

Valid N
Group 2
10

2*1sided
exact p
0,970512

2*]1sided
exactp
0,739364

2*1sided
exact p
0,739364
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Anexo 6. Tabelas contendo os resultados da andlise estatistica da citotoxicidade do
nonilfenol, realizada pelo programa de estatistica basica Mann Whitney — U. Em azul estio
selecionados os valores de p ndo significativos (p>0,05) e em vermelhos os valores
significativos (p<0,05).

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
controle x 1 pL/L
Rank Rank Valid Valid 2*Iside
Sum Sum zZ N N d
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
CITOTOX 38, - 0,3846 - 0,37998 0,39304
_ 93,5 116,5 5 0,86932 8 0,87794 2 10 10 8
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
controle x 10 pL/L
Rank Rank Valid  Valid 2*1side
Sum Sum zZ N N d
adjuste Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level d p-level 1 2 exact p
CITOTOX 18, - 0,01726 0,01639
_ 73,5 136,5 5 238118 3 -2,4002 2 10 10 0,01469
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
controle x 16 pL/L
Rank Valid Valid 2*lsi
Sum Rank Sum V4 N N ded
adjuste Group Group exact
Group 1 Group 2 U Z p-level d p-level 1 2 p
CITOT 0,03764 2,0874 0,0368 0,035
ox 77,5 132,5 22,5  -2,0788 3 5 55 10 10 463
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
1 uL/L x 10 pL/L
Rank Valid 2*1si
Rank Sum Sum zZ N Valid N ded
adjuste Group exact
Group 1 Group2 U V4 p-level d p-level 1 Group 2 p
CITOT 22,0410 0,0412 2,0440 0,0409 0,043
ox 78 132 3 1 58 8 53 10 10 257
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
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Rank
Sum
Group

CITOTOX_ 87,5

Rank
Sum

Group 1
CITOTOX
118,5

1 pL/L x 16 pL/L

Rank
Sum V4
Group adjuste
2 U Z p-level d p-level
1,3258 0,1848
122,5 32,5 -1,32288 0,185886 7 92
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
10 pL/L x 16 pL/L
Rank
Sum zZ

Group2 U 4 p-level adjusted p-level
36, 1,02050 0,30749 1,02088 0,30731

91,5 5 4 7 8 5

Valid

Group

10

Valid
N

Group
1

10

Valid
N 2*1sided
Group
2 exact p
10 0,190316
Valid 2*Iside
N d
Group
2 exact p
0,31499
10 9
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Anexo 7. Tabelas contendo os resultados da andlise estatistica da morfometria das gonadas
expostas ao nonilfenol, realizada pelo programa de estatistica basica Mann Whitney — U. Em
azul estdo selecionados os valores de p ndo significativos (P<0,05) e em vermelhos os valores
significativos (P<0,05).

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Controle x 1pL/L
Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*Isided
Group 1 Group 2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 8825 947,5  417,5 -0,48049 0,63088 -0,4805 0,630875 30 30 0,633267

Mann-Whitney U Test (mn camund..sta)

By variable GRUPOS
Controle x 10 uL/L
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1Isided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 1046 784 319 1,93676 0,052784 1,93676 0,052784 30 30 0,053235
Mann-Whitney U Test (mn camund..sta)
By variable GRUPOS
Controle x 16 uL/L
Rank Sum Rank Sum 4 Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 556 1274 91 -5,30761 0 -5,30761 0,00E+00 30 30 7,5E-09

Mann-Whitney U Test (mn camund..sta)
By variable GRUPOS
1 uL/L x 10 pL/L

Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 1064 766 301 2,202879 0,02761 2,202879 0,02761 30 30 0,027381
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Brasilia, fevereiro de 2007.

Prof® Dr. Cesar Koppe Grisolia

Carla Leticia Gediel Rivero
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1. INTRODUCAO GERAL





O Lago Paranoa foi criado em 1959, juntamente com a construgdo da cidade de
Brasilia. Este reservatorio tropical que nao foi construido com a intensdo de abastecer a
cidade, desde o principio sofre com as a¢des antropogénicas e o desenvolvimento urbano. Na
década de 60, o Lago apresentava um grande acimulo de matéria organica nas areas onde
eram despejados os efluentes domésticos ndo-tratados € com o intuito de solucionar este
problema foram lancgadas toneladas de algicidas, como sulfato de cobre (Semarh, 2005).

Na década de 90, foram construidas duas estagdes de tratamento de esgoto com o
objetivo de tratar os efluentes domésticos provenientes de toda cidade, localizando-se, uma no
final da Asa Sul e a outra no fim da Asa Norte. Sendo a principal fonte de poluicao do lago ¢
o esgoto doméstico, pois a cidade de Brasilia ndo possui industrias quimicas e nem agricolas.

Desde entdo, iniciaram-se uma série de pesquisas para monitorar o ecossistema do
lago, tentando manter as condigdes bioticas e abidticas em equilibrio. A Companhia de
Tratamento de Agua e Esgoto do Distrito Federal (CAESB) realiza o monitoramento mensal
para avaliar a qualidade das aguas do lago, utilizando os indicadores: demanda quimica de
oxigénio, demanda bioquimica de oxigénio, nitrogénio dissolvido, foésforo dissolvido,
turbidez e clorofila. Entretanto, a CAESB ndo avalia outros parametros como a presenca de
outros tipos de agentes poluidores, moléculas organicas e metais pesados, que podem ter
algum efeito toxico sobre a fauna do lago, bem como sobre a populagdo que consome os seus
peixes. Assim, torna-se importante a realizacdo de diversos trabalhos voltados para a
ecotoxicologia, objetivando a complementagdo do estudo realizado mensalmente pela
CAESB, assim como um estudo que avalia as condi¢des dos peixes quanto a presenca de
substancias que podem alterar o seu material genético. As Estacdes de Tratamento de Esgoto
despejam continuamente seus efluentes, apos o tratamento, diretamente no Lago Paranod, e
torna-se interessante também pesquisar a presenca de substincias biologicamente ativas

nessas aguas.





2. OBJETIVOS





Determinar o indice de danos no material de espécies peixes do lago Paranoa.

Avaliar o potencial genotoxico e estrogénico do nonilfenol etoxilado na espécie O.

niloticus.

Avaliar a influéncia do efluente final das estagdes de tratamento de esgoto nas gonadas

desta espécie.





3. REVISAO DA LITERATURA





3.1. Ecogenotoxicologia aquatica:

A 4gua ¢ um recurso renovavel, mas sua disponibilidade ¢ variavel e limitada.
Ultimamente varios paises sofrem com a escassez de agua em determinados periodos do ano e
mais de oitenta paises sofrem sérios problemas de escassez de agua (Pimentel et al., 1997).

Fatores como pluviosidade, temperatura, evaporacdo e lixiviacdo determinam a
disponibilidade da 4agua. O crescimento da populagdo ndo apenas reduz a disponibilidade da
agua, mas estressa todo o sistema ambiental. Além disso, fatores como a poluigdo, erosdo e
salinizacdo associadas com a irrigacdo contribuem para o declinio das fontes de agua e a
ineficiéncia do seu uso (Pimentel et al., 1994 citado em Pimentel, 1997). A escassez da agua
pode causar uma reducdo severa da biodiversidade tanto no ambiente aquatico quanto no
ecossistema terrestre (Postel et al., 1996).

Nos ultimos anos, o aumento de contaminantes antropogénicos e outros estressores tal
como a destrui¢do de habitats tem provocado mudangas bruscas nos ecossistemas aquaticos.
Correspondendo com os efeitos provocados, aumentou-se o interesse em questdes como: a)
acumulagado e os efeitos toxicos de contaminantes na sobrevivéncia de organismos aquaticos;
b) regulagdo e acumulacio de organismos patogénicos e substancias quimicas, contaminantes
em fontes aquaticas destinadas ao consumo humano; c¢) a liberagdo de matéria organica
biodegradavel e nutriente, que estdo sob condi¢cdes quiescentes e podem resultar em
eutrofiza¢do localizada, enriquecimento organico e deple¢do de oxigénio (Capuzzo, 1987
citado em Malins & Ostrander, 1991).

Vérios estudos sobre os efeitos determinados de substancias quimicas sobre
organismos aquaticos utilizam desde espécies do fitoplancton até grandes mamiferos, como as
baleias (Malins & Ostrander, 1991). A toxicologia aquatica inicialmente focava
principalmente o estudo com substincias quimicas téxicas ao meio ambiente, entretanto,

ocorreu a expansdo destes estudos, e atualmente envolvem conversdes metabdlicas de





carcindgenos, modificacdes no DNA e outros processos bioquimicos distintos. Alguns
sistemas bioquimicos dos organismos aquaticos sdo similares ao de animais terrestres, tal
como o sistema que responde a substancia estranha ao organismo e aquele responsavel pelas
oxidases de func¢des mistas. (Malins & Ostrander, 1991).

A contaminagdo dos recursos hidricos ocorre pela a¢do direta, ou seja, por meio de
substancias que sdo lancadas diretamente no ambiente, por exemplo, esgotos urbanos,
efluentes industriais, algicidas e herbicidas aquaticos. De modo indireto por meio de
substancias lancadas no solo ou no ar que em funcao das chuvas ou infiltragdo podem atingir
as aguas, por exemplo, fertilizantes, agrotoxicos, depositos de lixo e poluentes atmosféricos.
As informagdes sobre a contaminagdo total das aguas superficiais e seus efeitos biologicos
ndo podem ser conhecidas. Nem todo composto organico presente na agua pode ser
qualificado, tornando-se necessario o desenvolvimento de novos testes biologicos para
determinar a contaminagdo total e as vias mais sensiveis a contaminagdo (Deventer, 1996;
Grisolia, 2005).

A ecogenotoxicologia aquatica estuda a exposi¢do de espécies aquaticas aos
compostos genotoxicos, os quais aumentam o risco de cancer, toxicidade de embrides e
efeitos teratogénicos. O potencial do impacto ecoldgico de cada efeito nos individuos pode
levar a distarbios na dindmica da populagdo e na comunidade, ¢ dentre as implicagdes
ecoldgicas associadas a genotoxicidade, a deteccdo e quantificagdo dos danos genéticos sao
mais interessantes para a realizagdo de estudos ambientais (Nacci et al., 1996).

Os agentes genotdxicos causam danos no DNA e caso ndo ocorra o reparo das lesdes,
pode ser iniciada uma cascata de conseqiiéncias bioldgicas nas células, 6rgdos, no animal
inteiro e finalmente atinge a populagdo e comunidade do organismo. Estes danos, em uma

variedade de animais aquaticos, estdo associados a redugdo do crescimento corporal,





desenvolvimento anormal, diminuicao da sobrevivéncia de embrides, larvas e animais adultos
(Lee & Steinert, 2003).

Dentre os tipos de danos que podem ser produzidos pelos agentes genotdxicos estao
incluidos as quebras nas fitas do DNA, modificagdo de bases, em sitios sensiveis a
alcalinidade, alteracdes nos locais de ligacdo entre o DNA-DNA e entre o DNA-proteinas
(Lee & Steinert, 2003).

A poluigdo das aguas por compostos genotdxicos tem sido determinada pela execucao
de ensaios, como o teste Ames em amostras de agua ou extratos (Omura et al., 1992 citado
em Deventer, 1996); os peixes e os moluscos também sao utilizados como organismos teste
(Scarpato et al., 1992 citado em Deventer, 1996). Uma variedade de métodos foi desenvolvida
para detectar os danos no DNA, entre eles o teste de microntcleos (Lehmann, 1989 citado em
Deventer, 1996), o de aberragdes cromossomicas (Means et al., 1989 citado em Deventer,
1996), o de troca de cromatides irmas (Latt & Allen, 1977 citado em Lee & Steinert, 2003), os
quais necessitam da proliferagdo celular. Entretanto, existem técnicas como a desenvolvida
por Singh et al., o teste de eletroforese em células isoladas, que detecta quebras simples no
DNA, areas sensiveis a alcalinidade e pode avaliar células em proliferacdo e ndo proliferativas

(Monteith & Vanstone, 1995; Lee & Steinert, 2003).

3.2. Peixes como sistema teste animal

Os peixes sdo amplamente utilizados em testes de toxicidade, tanto in vitro como in
ViVO, pois possuem vantagens como: a biodiversidade em relagdo as outras espécies de
vertebrados, a referéncia evolucionaria em estudos com outros vertebrados, a ampla variedade
de habitats que se classificam de dgua doce e salgada, oceanos polares ou em recifes tropicais,

em aguas superficiais ou em oceanos profundos com intensa pressao (Powers, 1989).





O uso de peixes como modelo animal em testes laboratoriais estd aument&o
principalmente por atributos positivos como: a) o pequeno tamanho do corpo; b) a existéncia
de uma padronizagdo e de técnicas validas para as culturas em laboratério; c) o ciclo de vida
relativamente rapido; d) a grande quantidade de informacgdes existentes relacionadas aos
atributos biologicos e toxicologicos basicos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Miracle & Ankley,
2005). Além do fato de que os peixes podem acumular substancias quimicas pela exposi¢ao
direta aos poluentes presentes na dgua ou indiretamente pela cadeia alimentar do ecossistema
em questdo (Ateeq et al., 2002).

Dados provenientes de andlises toxicologicas em peixes sdo utilizados para uma
variedade de programas regulatérios nos Estados Unidos, incluindo os registros de novos
pesticidas, os critérios de qualidade da 4gua no meio ambiente ¢ testes para classificacdo de
quimicos especificos, como os desreguladores endécrinos (Miracle & Ankley, 2005). Além
disso, ¢ um bioindicador para estudos de monitoramento ambiental, para investigacdo em area
poluida e ndo poluida; pardmetros de comunidades de peixes, a toxicidade do sangue do
peixe, a toxicidade e analise quimica de sedimentos, dentre outras aplicagdes deste modelo
(EPA, 2000).

Os peixes normalmente respondem aos compostos toxicos em vias similares aos
grandes vertebrados, assim podem ser utilizados em ensaios para testar substancias quimicas
que sdo potencialmente teratogénicas e carcinogénicas para o homem. A utiliza¢dao dos peixes
como um sistema bioindicador tem apresentado resultados satisfatorios na avaliagdo dos
efeitos de quimicos contaminantes no meio ambiente aquatico, incluindo rios, lagos e
barragens (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Matsumoto & Colus, 2000; Grisolia, 2005).

A escolha da espécie de peixe como bioindicador dependerd do conhecimento do
poluente no ambiente aquatico, se ocorre o depdsito nos sedimentos, ou se permanecem na

coluna de dgua, assim como a biologia e comportamento do animal. No caso de alguns





compostos como os organoclorados, que sofrem biomagnificagdo em cadeia ecoldgica, os
peixes carnivoros sdo utilizados como melhores bioindicadores para avaliagdo do potencial de
bioacumulagao da substancia (Grisolia, 2005).

As espécies Oreochromis niloticus, Tilapia rendallil, Cyprinus carpio ¢ Hoplias
malabaricus sdo excelentes sistemas teste para ensaios laboratoriais, com o objetivo de
realizar pesquisas sobre a toxicidade de substiancias contaminantes em ambientes aquaticos
(Nepomuceno et al., 1997; Grisolia & Cordeiro, 2000; Gustavino et al., 2001; Grisolia &
Starling, 2001; Grisolia, 2002; Palhares & Grisolia, 2002; Ferraro et al., 2004; Grisolia et al.,
2005; Arkhipchuk & Garanko, 2005; Porto et al., 2005). O Astyanax bimaculatus (Lambari)
também ¢ muito utilizado em estudos de toxicologia, pois é uma espécie bastante comum,

pequena, detritivora e com consideravel importancia econdmica (Matsumoto & Colus, 2000).

3.3. Lago Paranoa:

O Lago Paranoa esta situado na zona urbana de Brasilia, possui 38 Km® e esta
localizado entre as latitudes de 15°43°60°° €15°50°50°°S e entre as longitudes 47°47°30"" e
47°55°50”"W. Sua bacia de contribui¢io drena 1.034,07 Km” e ¢ formada por 21 corregos,
com quatro tributarios principais: Riacho Fundo, Ribeirdo do Gama e Cabeca de Veado
(mananciais do Lago Sul) e Ribeirdo Bananal e Ribeirdo do Torto (mananciais do Lago
Norte). Cada um desses tributarios forma um brago do lago. Além dos quatro bragos, o lago
possui uma zona central que pode ser subdividida em Zona Central Sul, Zona Central Norte ¢
Zona da Barragem (figura 1) (Semarh, 2005).

O Lago Paranoé ¢ um reservatorio urbano com 40 anos de desenvolvimento. Ao longo
deste periodo, quatorze espécies de peixes exdticas, origindrias de outras bacias hidrograficas
brasileiras foram progressivamente introduzidas no lago. Com o passar dos anos, aumentou o

numero de moradores residentes na Bacia Hidrografica do Lago Parano4, ocupando de forma
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desordenada e progressiva, diversos pontos ao longo dos tributarios formadores e as margens
do lago (Semarh, 2005).

A urbanizag¢do gerou um excedente de lixo e esgoto ndo tratado, processos erosivos
crescentes em sua bacia de drenagem e conversdo irregular de veredas e matas de galeria,
produzindo os efeitos crescentes de eutrofizacdo e sedimentagdo dos tributarios e da represa.
Essa artificializagdo da paisagem provocou profundas transformagdes nos habitats aquaticos,
nas condigdes fisico-quimica das aguas e nas relagdes entre as espécies de peixes com 0s
ambientes aquatico e terrestre circundante, tanto no corpo do reservatério, como nos
tributarios, a montante, e no Rio Parano4, a jusante da barragem (Semarh, 2005).

O Lago Paranoa tem sido alvo de estudos para avaliar a boa qualidade do ecossistema.
Caldas et al. (1999), avaliaram o nivel de contaminantes organoclorados provinientes de
inseticidas, verificando que os indices encontrados foram baixos, ndo causando riscos para a
saude de consumidores dos peixes. Além disso, foram desenvolvidos estudos com a finalidade
de detectar a presenca de metais pesados nos sedimentos do Lago Paranod, que podem causar
riscos aos organismos aquaticos do Lago Paranoa e estes estudos serviram como base
metodoldgica, pois estabeleceram as faixas de concentragdo e relagdes de referéncias para
inimeros elementos quimicos presentes nos sedimentos desta regido (Moreira & Boaventura,

2003).
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Figura 1. Figura do Lago Paranoa, onde podemos visualizar pelas setas os quatro pontos de

coletas localizados nos bracos do lago e um na zona central do lago. FONTE: Semarh, 2005.

3.4. Avaliacdo da genotoxicidade e da toxicidade de substéncias quimicas: Teste de
Micronucleo e Anomalias Nucleares

Os micronucleos sdo massas de cromatina originada de fragmentos cromossdmicos ou
cromossomos inteiros, que se perdem durante a anafase na divisdo celular, devido aos eventos
clastogénicos ou aneugénios, também podem ser formados pela interagdo de agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos com estruturas ndo gendmicas, que promovem disturbios na

maquinaria mitdtica e falha na segrega¢do dos cromossomos (figura 2). A acdo dos agentes
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pode originar os microntcleos, um ou varios por célula, que resultam em fragmentos
cromossomicos acéntricos ou cromossomos que se atrasam em relagdo aos demais em
migragdo para os polos da célula durante a anafase figura 3 (Schimid, 1975; Rabello-Gay,

1991; Al-Sabti, 1995; Fenech, 2000; Souza & Fontanelli, 2006).

v N |
Q}Oh ®

Figura 2. Microntcleo em células de eritrocitos de sangue periférico de Tilapia rendalli,

corados com Giemsa a 5%.
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Figura 3. Formagdo de microntcleo em eritroblasto. (a) acdo do agente clastogénico com

quebra cromossdmica. (b) acdo do agente no fuso mitdtico. FONTE: Fenech, 2000.
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O teste do microntcleo ¢ uma técnica vantajosa, pois pode ser usada em qualquer tipo
de populacdo celular em proliferacdo, sem que seja necessario o conhecimento prévio do
cariotipo do animal (Hayashi et al., 1998).

A técnica original desenvolvida por Schmid (1975) foi adaptada de roedores para a
aplica¢ao laboratorial em peixes por Hooftman & Raat (1982). S3o muitos os estudos que
utilizam o teste do micronucleo para detectar os efeitos da exposi¢do de substancias quimicas
mutagénicas e cancerigenas em peixes (Manna & Sadhukhan, 1986; Majone et al., 1988;
Missini & Lombi, 1997; Campana et al., 1999; Gustavino et al., 2001; Grisolia & Starling,
2001). Essa metodologia pode ser utilizada também in situ, como indicador bioldgico de
poluentes em peixes (Missini et al., 1996) e para avaliar os efeitos mutagénicos de substincias
como o mercurio, cromo e outros agentes clastogénicos (Al-Sabti, 1994; Mersch et al., 1996;
Nepomuceno et al., 1997; Matsumoto & Coélus, 2000; Grisolia & Cordeiro, 2000; Lemos et
al., 2001).

O teste do microntcleo ¢ um método amplamente utilizado para o monitoramento de
danos genotoxicos em populagdes expostas a substancias mutagénicas e carcinogénicas. A
freqiiéncia de MN observada em um determinado momento pode ser considerada uma
resposta complexa entre a atividade genotoxica e a eficiéncia do mecanismo fisiologico de
defesa do organismo teste (Mersch et al., 1996).

Comparando com os ensaios bactericidas ou in vivo de curto tempo de duragdo, o
maior interesse no teste de micronucleos in vivo ¢ sua relevancia ecogenotoxicologica, pois os
organismos aquaticos testados sdo expostos diretamente na agua (Mersch et al., 1996).

No meio ambiente aquatico, o teste pode ser aplicado principalmente em vertebrados
como: as espécies de peixes Cyprinus carpio (Nepomuceno et al., 1997), Dreissena
polymorpha (Mersch & Beauvais, 1997) e Umbra pygmaea (Hooftman & Raat, 1982); e em

larvas de anfibios Pleurodeles waltl, Ambystoma mexicanum e Xenopus laevis (Fernandez et
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al., 1993). Os estudos com invertebrados de agua doce e particularmente bivalves sdo raros,
apenas um trabalho foi relatado usando o molusco Anadonta cygnea como organismo teste
(Scarpato et al., 1990 citado em Mersch et al., 1996). Em contraste, os bivalves marinhos sdo
amplamente utilizados para os estudos utilizando a técnica do microntcleo, como Mytilus
galloprovincialis (Majone et al., 1988; Vernier et al., 1997; Bolognesi et al., 1999), Mytilus
edulis (Wrisberg & Van der Gaag, 1992 citados em Mersch et al., 1996), Crassostrea
virginica (Weis et al., 1995) e Crassostrea gigas (Burgeot et al., 1995).

Durante as andlises, alguns autores costumam observar as anomalias nucleares,
sugerindo que essas anomalias sejam levadas em consideragdo durante a analise convencional
de micronucleos, pois podem estar relacionadas aos processos de citotoxicidade, agdes sobre a
divisdo celular ¢ a genotoxicidade ou mutagenicidade. Em peixes, algumas anomalias
nucleares sdo registradas apos a exposi¢do a substdncias quimicas ou poluentes da agua
(Souza & Fontanelli, 2006).

A formagdo de alteragdes morfologicas no envelope nuclear foi descrito por Carrasco
et al., 1990 citado em Souza & Fontanelli, 2006; como nucleo que apresenta uma pequena
evaginacdo do envelope nuclear, o qual contém eucromatina (“blebbed”), nucleo
apresentando evaginacdes maiores que o nucleo blebbed (“lobed”) e o nucleo apresenta um
corte notavel no conteudo do material nuclear (“notched”) que também sdo relatados em
eritrocitos de peixes como uma conseqiiéncias da exposi¢do destes animais a contaminantes
quimicos toxicos, genotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos no meio ambiente, apesar dos
mecanismos moleculares que levam a tais alteragdes nucleares ainda niao tenham sido

descritos (Palhares & Grisolia, 2002).
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3.5. Teste do cometa

O teste do cometa proposto por Ostling & Johanson (1984), pode ser aplicado em uma
série de estudos incluindo genética toxicologica, ecotoxicologia, em estudos de reparo de
DNA e apoptoses. O método ¢ simples, rapido e podem-se obter resultados em um dia (Sasaki
et al., 1997; Mitchelmore & Chipman, 1998; Lee & Steinert, 2003). Também ¢é possivel
utilizar poucas células para a realizagdo de um experimento e os mais diferentes tipos
celulares podem ser utilizados nessa investigacao, desde células vegetais, a de invertebrados e
vertebrados. Como sd3o visualizadas células isoladas ¢é possivel detectar diferencas
intercelulares em resposta aos agentes que danificam o DNA (Lee & Steinert, 2003; Moller,
2005).

Em 1988, Singh et al. modificaram e aprimoraram o ensaio com a introducdo de
condi¢des alcalinas desenvolvendo uma eletroforese de células isoladas, demonstrando desta
maneira que a sensibilidade do teste esta relacionada ao fato de ele detecta as quebras de fita
simples do DNA, diferente dos testes citogenéticos que detectam quebras na dupla fita do
DNA. A maioria dos laboratdrios adotou estas modificagdes do ensaio do cometa para aplicar
em testes de genética toxicologica (Moller, 2005).

Esta técnica possui um procedimento sensivel para quantificar lesdes no DNA em
células individuais, tornando-se excelente para o biomonitoramento ambiental, pois ¢
eficiente em detectar os efeitos de poluentes genotdxicos em aguas superficiais e sedimentos
(Pandrangi et al., 1995; Mitchelmore ¢ Chipman, 1998), pode ser utilizado para detectar
quebras em fitas simples em baixos niveis de danos em células individuais (Deventer, 1996;
Belpaeme et al., 1996, Horvathova et al., 1998; Mitchelmore & Chipman, 1998). O ensaio
pode ser utilizado para avaliar danos em células eucaridticas em proliferacdo ou ndo, em

sistemas celulares in vivo ou in vitro (Monteith & Vanstone, 1995; Sasaki et al., 1997).
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Os organismos aquaticos, como os peixes, acumulam poluentes diretamente da agua
ou indiretamente pelo alimento (Sasaki et al., 1997; Andrade et al., 2004), portanto os
eritrocitos destes animais sdo muito utilizados em estudos genotoxicoldgicos (Al-Sabti &
Metcalfe, 1995; Missini et al., 1996; Hayashi et al., 1998), como por exemplo, o estudo dos
efeitos da exposi¢do ao TBT (tributiltin) e ao Chumbo (Pb II) contaminado peixes
neotropicais, Hoplias malabaricus (Ferraro et al., 2004). Como também, para investigar os
efeitos da exposicdo da espécie Cyprinus carpio em aguas contaminadas com os produtos
toxicos de desinfetantes que contém cloro (Buchini et al., 2004).

Lemos et al. (2005) utilizou a técnica do cometa para avaliar a qualidade da agua do
Lago Igapd 11, na cidade de Londrina no Parand, utilizando a espécie Tilapia rendalli. Este
ensaio também ¢ muito utilizado para a investigacdo de danos genéticos causados em peixes
por poluentes ambientais (Bombail et al., 2001). Sendo assim, é uma metodologia adequada
para o biomonitoramento da genotoxicidade no ambiente aquatico, utilizado tanto para peixes
como outros organismos para detectar os danos no DNA induzidos pela agdo direta de
mutagenos e pro-mutagenos dissolvidos na agua (Nacci et al., 1996; Sasaki et al., 1997,
Mitchelmore & Chipman, 1998; Hayashi et al., 1998; Lee & Steinert, 2003; Russo et al.,
2004; Villela et al., 2006).

Quando o ensaio do cometa é comparado a outras técnicas para detectar lesdes no
DNA de organismos aquaticos causadas por agentes genotoxicos, como o teste do
micronucleo, o método de eluicdo alcalina, aberragdes cromossdomicas, dentre outros, os
resultados indicam que o teste do cometa ¢ bastante sensivel (Belpaeme et al., 1996; Lee &
Steinert, 2003; Ferraro et al., 2004). Entretanto, na literatura, o teste do cometa é muito
utilizado em conjunto com outros testes (micronucleo) para a avaliagdo de estudos
genotoxicologicos usando o peixe como bioindicador (Bealpaeme et al., 1996; Ferraro et al.,

2004; Buchini et al., 2004).
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3.6. Desreguladores enddcrinos:

Os chamados desreguladores endocrinos sdo substancias, que mimetizam efeitos dos
hormdnios, podendo interagir com receptores especificos, desencadeando as alteragdes
morfofisioldgicas na célula-alvo, semelhantemente ao hormonio original. Podem bloquear a
acdo hormonal ao ocupar os receptores. Conseqiientemente alteraram o metabolismo de
células, tecidos e 6rgdos, comprometendo as suas fungdes (Sumpter, 1998; Sone et al., 2004;
Grisolia, 2005).

No ambiente essas substancias podem alterar o comportamento reprodutivo de varias
espécies gerando queda da fertilidade (Grisolia, 2005; Leino et al., 2005). O grupo principal
de desreguladores endocrinos é aquele que mimetiza as atividades estrogénicas e inclui os
hormdnios sintéticos, fito-estrogénicos, varias substancias industriais, pesticidas, entre outros.
Devido aos seus efeitos adversos sobre a vida selvagem, os desreguladores tém recebido
bastante atencdo. Alguns exemplos sdo os pseudoestrogénicos (B hexaclorociclohexano,
flutamida, vinclozolin, phtalate, 17 B estradiol, etinilestradiol, nonilfenol, etc), Androgénicos
(170 metyldihydrotestosterone, TBT, 17a ethynyltestosterone, 11B-hydroxyandrostenedione,
tributyltinoxide/TBTO, etc) e os inibidores dos hormonios da tiredide (Metylbromido,
propylthiouracil, etc) (Wester et al., 2004).

Os estrogenos sdo conhecidos por exercerem varios efeitos metabdlicos e enddcrinos
em espécies de mamiferos e em outras. Alguns de seus efeitos sdo mimetizados pelos
pseudoestrogenos como, por exemplo, o B hexaclorociclohexano (B-HCH) e o nonilfenol. Em
estudo com peixes (Poecilia reticulata, Oryzias latipes ¢ Brachydanio rerio), foram
observados efeitos como a inibicdo da maturacdo de ovocitos, a intersexualidade (figura 4),
alteracdes pituitarias e inducdo de vitelogénese tanto em machos como em fémeas

(Kashiwada et al., 2002; Wester et al., 2004).
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Figura 4. Indugao de intersexo em machos de medaka (Oryzias latipes) apos exposigdo ao 3-
HCH. A figura mostra a presenca de ovoécitos e tibulos espermdticos na mesma goénada. (a)
ovocitos tipo II, demonstrando presenga de gonada feminina; (b) cistos de espermatides,

mostrando a presenga da gonada masculina. FONTE: Wester et al., 2004.

Estudos demonstraram que alguns compostos quimicos utilizados em processos
industriais, na produ¢do de papel e em estagdes de tratamento de esgoto, interferem no
funcionamento enddcrino de algumas espécies do ambiente aquatico. A exposi¢do cronica aos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais pesados e policlorinados bifenéis prejudicam
a capacidade dos peixes em secretar cortisol em resposta aos hormdnios adrenocorticotrdpicos
(Brodeur et al., 1997; Girard et al., 1998; Norris et al., 1999 citados em Bisson & Hontela,
2002).

Em 1996, em um congresso nos Estados Unidos passou a requerer uma legislagdo a
Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos para desenvolver um protocolo para
testar classes especificas de desreguladores enddcrinos. Em particular, a agéncia centralizou

suas atencdes nos compostos quimicos com acao potencial na reprodu¢do e desenvolvimento,
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por meio das alteragdes dos processos controlados pelo estrogénio, androgénio e hormonios
da tiredide (USEPA, 1998 citado em Leino, et al., 2005).

Propuseram testes divididos em trés etapas, iniciando com a classificacdo do potencial
dos compostos quimicos para estudos de avaliagdo da atividade biologica. (1). estudos que
propde uma avaliagdo rapida e comparativa. (2). avaliando o ciclo de vida de forma mais
extensiva. (3) utilizagdo de mamiferos, ou anfibios como modelos para detectar o potencial do

desregulador enddcrino na reprodugdo (USEPA, 1998 citado em Leino et al., 2005).

3.7. Nonilfenol etoxilado

O nonilfenol etoxilado é um contaminante ambiental com efeitos estrogénicos, isto &,
uma substincia que mimetiza a acdo do estrogénio ou bloqueia os hormoénios enddgenos
esterdides através da interagdo com os receptores (Sone et al., 2004).

Este composto ¢ amplamente utilizado em manufaturas de surfactantes nao-idnicos,
aditivos de lubrificantes, polimeros estabilizadores, antioxidantes e quimicos alquilfenol,
componente de detergentes, tintas, adesivos e diversos tipos de agrotoxicos, como inseticidas
e herbicidas (Sakai, 2001; Kim et al., 2002; Uguz et al., 2003; Sone et al., 2004).

Sabe-se que os alquifenois no meio ambiente sdo originados principalmente da
degradagdo de alquifenois polietoxilados (APEOs), os quais sdo utilizados como surfactantes
ndo i6nicos ou como detergentes em industrias € no ambiente doméstico nas ultimas quatro
décadas. O nonilfenol polietoxilado (NPEO) ¢ o APEO mais amplamente produzido,
aproximadamente 80% sdo NPEO. Eles sdo frequentemente langados no meio ambiente
através das estagdes de tratamento de agua devido a suas caracteristicas de uso (Li et al.,
2004).

Os NPEO s3o degradados a nonilfenol rapidamente no meio ambiente pelos

mecanismos de biodegradagao e fotodegradagdo como outros APEOs (Jonkers et al., 2005).
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O nonilfenol ¢ utilizado em testes como indutor de anomalias no desenvolvimento de
alguns organismos, como no caso de embrides de Xenopus laevis (Sone et al., 2004). Este
composto pode causar alteragdes em diversos 6rgaos, como nos rins € em Orgaos responsaveis
por todo o processo reprodutivo, alterando até mesmo os niveis de hormonios como o LH e o
FSH (Nagao et al., 2001). O nonilfenol pode acelerar a puberdade de ratos, alterando o ciclo
estrogénico em fémeas (Kim et al., 2002).

Numerosos resultados experimentais com compostos estrogénicos indicam que os
alquifenois, incluindo os nonilfenois, induzem efeitos negativos a saide humana e a vida
selvagem por meio de vias de contaminagdo como a agua, alimentos, ar e pele. Desta maneira,
ocorre a disrupg¢do do sistema endocrino, onde os alquifenois sdo metabolizados pelo figado e

excretados através da bile e da urina (Jager, 2001; Uguz et al., 2003; Li et al., 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS
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As coletas foram iniciadas no dia 28 de marco de 2005, no periodo da estacao chuvosa
e terminou em setembro de 2005 no periodo da estacdo seca. Os peixes foram coletados em
cinco pontos especificos do Lago Paranoa: ETE norte, Setor de Mansdes do Lago Norte,
ASSTJ na Asa Sul, Ermida Dom Bosco ¢ na QL — 16 em um posto de bombeamento da
CAESB no Lago Sul. Os pontos estao localizados nos quatro bragos do lago (do Torto,
Bananal, Riacho Fundo ¢ do Gama) e um ponto na zona central.

As coletas ocorreram em ciclos de 24 horas, com intervalos de 6 horas entre as
campanhas, sendo a primeira as 16:00 h e a ultima as 10:00 horas.

As redes dispostas nas margens do lago pela CAESB, apresentavam tamanhos
diferentes de perimetro de malhas, que eram de 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12 ¢ 14 cm entre nds opostos,
para a obtencdo de um novo levantamento das espécies de peixes do lago.

No local de coleta um especialista em peixes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA) identificava as espécies (figura 5 a 11). As espécies coletadas para esse estudo
foram: Geophagus brasiliensis (acara amarelo — figura 5), Cichla temensis (tucunaré — figura
6), Hoplias malabaricus (traira — figura 7), Astyamax binaculatus lacustres (lambari — figura
8), Oreochromis niloticus (tilapia — figura 9), Cyprinus carpio (carpa — figura 10) e

Steindacnerina insculpita (sagiiiru — figura 11).

Figura 5. Espécie Geophagus brasiliensis conhecida popularmente por Acara amarelo.

FONTE: Semarh, 2005.
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Figura 6. Espécie Astyamax binaculatus lacustres, mais conhecido como Lambari. FONTE:

Semarh, 2005.

Figura 7. Espécie Hoplias malabaricus, popularmente conhecida como Traira. FONTE:

Semarh, 2005.

Figura 8. Espécie Steindacnerina insculpita, popularmente conhecida como Sagiiiru.

FONTE: Semarh, 2005.

Figura 9. Espécie Cyprinus carpio, também conhecida como Carpa. FONTE: Semarh, 2005.
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Figura 10. Espécie Oreochromis niloticus, popularmente conhecida como Tilapia. FONTE:

Semarh, 2005.

Figura 11. Espécie Cichla temensis, também conhecida como Tucunaré. FONTE: Semarh,

2005.

Quatro espécies nativas (Acard, Lambari, Traira e Sagiiiru) e trés sdo exoticas (Tilapia,
Carpa e Tucunaré). As espécies possuem habitos alimentares diferentes como carnivoros
(Tucunaré e Traira), algivoros (Carpa) e onivoros (Tilapia, Acard, Lambari e Saguiru).

As coletas do sangue foram realizadas em campo, durante o primeiro periodo de
coletas realizado na estacdo chuvosa, o material coletado foi processado para a realizacdo do
teste do micronucleo e no periodo da estacdo seca, as amostras foram processadas para a

realizag¢ao do teste do cometa.

4.1. Teste de micronucleo:
O teste do micronticleo em peixes € similar ao teste em mamiferos (Schmid, 1975) e
foi adaptado para as caracteristicas do organismo-teste baseado em protocolos descritos em

outros experimentos realizados com peixes (Hooftmann & Raat, 1982; Grisolia, 2005).
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O sangue periférico foi coletado com seringas heparinizadas. As laminas de esfregaco
foram feitas no local de coleta com aproximadamente uma gota de sangue (50 uL) de cada
espécime, em seguida as laminas foram levadas para o Laboratorio de Genética da UnB, onde
ficaram secando por 24 horas em temperatura ambiente. O material foi entdo fixado em
metanol por 15 minutos e corado com Giemsa a 5% para serem analisadas em microscopio de
luz em objetiva de 100x onde foram analisadas 3000 células por animal.

Segundo Fenech (2000) existe uma classificagdo a ser considerada para a realizagdo da
analise do micronucleo. Desta maneira, o critério utilizado para identificar os eritrocitos
micronucleados foi o seguinte:

1. o microntucleo deve ser um ter¢o menor que o nucleo principal;

2. um micronucleo ndo deve tocar no nucleo principal ¢;

3. um micronucleo ndo deve refringir, ou seja, a mesma coloragdo e deve ter a mesma
intensidade do ntucleo principal.

As médias de microntcleos obtidas em cada espécie foram comparadas entre si e
analisadas estatisticamente pelo método Mann-Whitney’s U - test (o = 0,05).

Nas mesmas laminas preparadas para avaliagdo da genotoxicidade do teste de
micronucleo foi analisada a citotoxicidade através das anomalias nucleares, onde foram
contadas células binucleadas, células com nucleos “bleebed”, “lobed” e “notched” em 1000
células de cada individuo. A freqiiéncia das médias e os valores dos desvios padrdes para
células binucleadas e aquelas com alteragdes morfoldgicas foram classificadas de acordo com
Souza & Fontanetti (2006), foram calculadas dentro de cada grupo de espécie. Deve-se
lembrar que a origem das altera¢des na morfologia do nucleo ainda ndo é conhecida, logo foi
interpretado como um grupo Unico para a analise estatistica, sendo adotado o teste ndo

paramétrico Mann Whitney-U.
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4.2. Teste do Cometa:

O teste foi realizado segundo a técnica descrita por Singh et al. (1988), com algumas
modifica¢des para adaptar a técnica para peixes, de acordo com o protocolo abaixo:

1. laminas de 26 x 76 mm foram imersas em um recipiente contendo agarose com ponto de
fusdo normal diluida em tampao PBS-tampao fosfato (NaCl 1,5 M; Na,HPO, 0,1M;
NaN3 0,02%, pH 7,2) a 1,5% e depois mantidas a temperatura ambiente, pelo periodo
de 12 horas para secagem da agarose.

2. 120 pL de Low melting point agarose (LMP) a 0,5%, diluido em tampao PBS e aquecido a
37°C em banho-maria, foram rapidamente misturados a 10 uL da amostra de sangue
(50 pL) diluido em um ependorf contendo 500 uL. de soro HAM — F10. Imediatamente
apds este procedimento, 120 pL dessa mistura foram gotejados em uma lamina
preparada de acordo com o item anterior. Uma laminula foi acoplada e o conjunto
levado a geladeira;

3. ap6s 5 minutos na geladeira, a laminula foi removida e as laminas mergulhadas em um
Koplin coberto com papel aluminio, contendo solu¢do de lise final gelada (2,5M
NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1X de Triton X-100);

4. ap6s pelo menos uma hora imersas no tampao de lise a 4°C, as laminas foram colocadas em
uma cuba de eletroforese contendo tampdo de eletroforese (300 mM NaOH, 1mM
EDTA) fresco, pH 13. Apds 30 minutos em repouso, procedeu-se a eletroforese a 25 V
e 300 mA por um periodo de 30 minutos;

5. ap6s a eletroforese, as laminas foram lavadas com solugao neutralizadora (0,4M Tris, pH
7,5). Esse processo foi repetido por trés vezes em intervalos de 5 minutos;

6. o material neutralizado foi fixado em etanol 100% por 5 minutos e em seguida, deixado

para secar em temperatura ambiente.
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7. a coloracao dos nucledides foi feita gotejando-se sobre as laminas 30 uL. de solug¢dao aquosa

de Brometo de Etidio (20 uL/mL — solu¢do estoque 10X)

A contagem de 100 células por animal foi efetuada em teste cego ao microscopio de
fluorescéncia Axioskop-II Carl Zeiss, filtro de 510-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e
aumento total de 400x .

Desta maneira, foi feita a caracterizagdo do tamanho e integridade da cauda do cometa
que representa os niveis de lesdes no DNA, que ocorrem nos eritrocitos do sangue periférico
coletado das diversas espécies de peixe do Lago Paranod. Deste modo, as células foram

classificadas em classes de 0 a 4, segundo seu grau de lesdo, conforme a figura 12.

Classes

Figura 12. Classificagdo dos niveis de fragmentacdo do DNA segundo o grau de lesdo.

Para a quantificagdo do dano no DNA, o escore total para 100 células analisadas
variou de 0 (dano minimo = nenhuma célula danificada) a 400 (dano maximo = todas as

células com dano de classe 4) (Jaloszynski, 1999), sendo empregada a formula:
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ID (ua) = N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4
S/100

Onde,

ID = indice de danos no DNA;

ua = unidade arbitraria;

N1 —N4 = nucleoides nas classes 1, 2, 3 e 4;

S = nimero de nucleodides analisados, incluindo os da classe 0.

O resultado da analise estatistica foi obtido por meio de um programa de software
denominado MINITAB, onde foi aplicada a analise de varidncia ANOVA e significancia de

Tukey 95%.

4.3. Avaliacdo genotoxica e de alteracdes gonadais causadas pelo nonilfenol etoxilado em
Oreochromis niloticus.

Os peixes da espécie Oreochromis niloticus, utilizados para os experimentos foram
obtidos na Esta¢do de Piscicultura do Governo do Distrito Federal, pois as condi¢des da
criagdo sdao controladas e monitoradas constantemente. Os peixes foram selecionados com
tamanho padrdo variando entre 7 ¢ 10 cm. Foram aclimatados no laboratorio de genética da
UnB, por uma semana em tanques de amianto revestidos com tinta ep6xi com capacidade de
volume de 250 litros, aerados constantemente com agua declorificada. Os peixes foram
mantidos em temperatura de aproximadamente 26 + 2 °C, permanecendo em aeracdo e
filtracdo constantes e alimentados com a ragdo para peixes. A quantidade de amodnia
dissolvida na agua foi monitorada constantemente, e assim que atingia niveis indesejaveis, a
agua dos tanques era substituida, por d4gua declorificada e filtrada.

O nonilfenol etoxilado foi cedido pela Empresa BASF, com o nome comercial de

RENEX 95% - RED 1160, lote 970919-202.
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Para determinar o efeito genotdéxico do NP foi realizado o teste do microntcleo e
cometa, seguindo metodologia descrita no topico acima.

Antes de avaliar o potencial do nonilfenol em causar alteracdes gonadais, foi
determinada a concentracdo letal para 50% dos animais (CL 50%), usando o método Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Inicialmente 10 peixes foram mantidos por 72
horas em quatro concentragdes diferentes do nonilfenol (0; 0,01; 0,1; 1 mL/L). Apds a
determinagdo da curva de sobrevivéncia os animais foram submetidos a novos experimentos.

O teste para verificar as alteracdes gonadais causadas pelo NP foi montado no
Laboratério de Genética, onde 10 peixes por aquario, foram submetidos a duas concentragdes
diferentes do NP (1 e 10uL/L) e em um experimento paralelo, mais 10 peixes foram
submetidos a concentragdo de 16ul/L, ambos com seus respectivos controles, ficando
expostos aos tratamentos por 72 horas.

Apbs o tratamento, as gonadas foram retiradas, fixadas com o fixador Davidson por 24
horas, seguindo-se entdo o protocolo de rotina de clarificacdo, inclusdo e coloragao
histologica.

1. As gonadas foram colocadas em cassetes ¢ mergulhadas em alcool 70% ap6s as 24 horas,
sdo imersas no fixador Davidson;

2. Apds 24 horas, coloca-se em alcool 80%, 90%, 100% I, 100% II, 100% III, cada um por 40
minutos.

3. Na etapa da clarificagdo o xilol foi aplicado duas vezes por 20 minutos cada;

4. Para a inclusdo, o material foi mergulhado em parafina tipo I, II e III por 40 minutos em
cada tipo;

5. Na etapa da coloragdo, a seqiiéncia nas cubas com o tempo determinado: xilol I, xilol II,

alcool 100 I, alcool 100 II, alcool 100 III, alcool 90, alcool 80, alcool 70 (todos por 1

minuto). Em seguida as laminas ganham um banho de agua para completar a
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hidratacdo do material e sdo colocadas em uma cuba contendo hematoxilina por 40
segundos.

6. As laminas recebem um banho de agua de aproximadamente 1 minuto para extrair o
excesso de hematoxilina e sdo colocadas em uma cuba contendo eosina por mais 40
segundos.

7. Ap6s o banho na eosina, retira-se o excesso desta substdncia com agua e inicia-se o
processo de desidratagdo, comegando com o alcool 70, seguido por alcool 80, alcool
90, alcool 100 I, alcool 100 II, alcool 100 III, xilol I e xilol II.

8. Apo6s a desitradagdo o material ¢ montado, fixando-se a laminula com acrilex e deixa-se o

material secar em estufa a 50°C por aproximadamente 1 hora.

Os ovocitos da espécie O. niloticus apresentam desova parcelada e para classificar os

tipos de ovocitos utilizou-se a seguinte escala de maturacao:

OVOCITO I: As secgdes histologicas mostravam ovodcitos e ovogdnias ocupando
virtualmente toda a extensdo do corte, pequenos e com nucleo grande circundado por
citoplasma delgado levemente basofilo. O nucléolo era grande e, geralmente, unico; os

ovocitos tinham tamanhos variados, forma esférica e poligonal.

OVOCITO 1II: (em repouso) Havia predominio de ovdcitos poligonais organizados em
lamelas que se projetavam da parede das gonadas e fortemente basdfilos, com ntcleo
relativamente grande, nucléolos numerosos e periféricos; algumas ovogdnias foram

observadas.
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OVOCITO III: (maturagio) Nessa fase as gonadas eram mais volumosas. Além dos ovocitos
descritos no estadio II, havia ovocitos maiores, que apresentavam citoplasma com basofilia
moderada, grande nimero de vesiculas periféricas e nucléolos em grande nimero; havia,
também, ovdcitos ainda maiores, com deposi¢ao de granulos de vitelo em extensdes variaveis,

sugerindo a fungdo de fixacdo do foliculo ovariano no ambiente.

OVOCITO 1V: (desovando) Nessa fase os ovocitos eram grandes e abundantes; na extensdo
das gonadas apareceram espacos gelatinosos, em fémeas que ja haviam eliminado muitos
ovocitos, os quais, além de grandes, eram repletos de vitelo, tinham o nucleo amorfo e
ocupavam quase todo o ovario. Havia ovocitos poligonais, similares aos do estadio II
(repouso), preenchendo os intersticios deixados pelas células anteriores. Foram observados,

também, foliculos vazios.

OVOCITO V: (esgotado) Nessa fase os ovocitos eram grandes, repletos de vitelo e continham

grande niimero de ovdcitos vitelinados em absorg¢ao.

O material foi analisado em microscopio de luz no aumento de 40, 100 e 400x para
determinagdo do estagio de matura¢do. Para determinar se os individuos estdo em estagio

reprodutivo ou nao reprodutivo foi empregada a escala de maturagdo como descrita abaixo:

a. Escala de maturacdo em fémeas:
Os estadios considerados microscopicamente consistem em: Imaturo, maturacao
inicial, maturagdo avangada, maduro, parcialmente desovado/ desovado, em recuperacio e

recuperado.
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Imaturo: Microscopicamente, observam-se apenas Ovdcitos tipo I (OI) e OII, sendo
que os OI apresentam-se em ninhos, na maioria das vezes.

Maturagdo inicial: Em cortes histologicos, observam-se OII e alguns III.

Maturagdo avangada: Apresentam alguns ovocitos tipo II, III e alguns IV.

Maduro: Microscopicamente, a espécie apresentou OII, OIII, OIV e OV.

Semidesovado: Nos cortes histologicos sao visiveis OII, OIII, OIV e foliculos pos
ovulatorios.

Recuperagdo: Predominio de OII, ovdcitos vitelogénicos em absor¢ao, cicatrizes de
foliculos e ainda desorganizagdo tecidual.

Recuperado: Microscopicamente sdo identificados pelo predominio de OII, pelas

ovuligenas distendidas e pela presenca eventual de cicatrizes de foliculos.

b. Escala de maturacdo para machos:

Imaturo: os testiculos sdo constituidos pelas espermatogonias, envoltas pelo abundante
tecido conjuntivo, dispersas ou formando alguns poucos tibulos seminiferos.

Maturagdo: os tubulos seminiferos ja estdo definidos e podem ser observadas células
germinativas nas diferentes fases de espermatogénese. Inicialmente ocorre o aumento na
quantidade de cistos com espermatogonias secundarias.

Maduro: Os tubulos possuem ampla luz e preenchida por espermatozoides. Poucos
cistos sdo observados. O tecido conjuntivo que reveste os tiibulos ¢é escasso.

Semi-esgotado: A principal caracteristica é a presenga de tibulos seminiferos com
espermatozdides sendo escoados.

Esgotado: A estrutura dos tiibulos apresenta-se em menor tamanho e estdo esvaziados,

poucos espermatozoides, o epitélio germinativo € escasso € 0s cistos ausentes.
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Recuperacdo: Os tabulos apresentam um aspecto regular, pequeno tamanho,
revestimento de espermatogonias, ou se apresentam esvaziados com epitélio germinativo
baixo, com aspecto irregular € com raros espermatozoides.

Recuperado: Os tubulos s3o homogéneos, com pequena luz e revestidos por

espermatogonias. Podem ser encontrados poucos cistos de espermatogdnias secundarias.

Foram considerados como reprodutivos os seguintes estadios: maturagdo avangada,
madura e semi-desovado (fémeas) (figura 13) e maturagdo, maduro e semi-esgotado

(machos). Os demais estadios foram considerados nao reprodutivos (figura 14).

Figura 13. Foto de microscopia de gonadas de fémeas da espécie O. niloticus, onde podemos
visualizar um individuo em maturagao inicial, classificado como em periodo nao reprodutivo,
aumento de 400x (a); individuo maduro, classificado como individuo em periodo reprodutivo,

aumento de 40x (b).
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Figura 14. Foto de microscopia de gonadas de machos da espécie O. niloticus, onde podemos
visualizar um individuo em recuperagdo, classificado como em periodo nao reprodutivo (a);
individuo semi-esgotado, classificado como individuo em periodo reprodutivo (b). Aumento

de 400x.

Os campos analisados foram fotografados com camera digital (DCM35 para
microscopio CE) e avaliados de acordo com os estadios de maturagdo, sempre em relagdao ao
controle negativo.

A morfometria foi realizada de acordo com o programa Image-pro Plus 5.1, onde
foram selecionados 30 ovoécitos em nivel V, de cada concentra¢ao de nonilfenol e do controle,
para a realizagcdo da andlise comparativa do didmetro dos ovdcitos. Os dados da morfometria
foram analisados estatisticamente através do teste Mann Whitney — U, levando em

consideracdo o nivel de significancia de 5%.

4.4. Teste para determinacdo de efeitos adversos em tecido gonadal. Avaliagdo dos
efluentes finais das ETEs

Avaliagdao do potencial dos efluentes finais das ETE Norte e ETE Sul (Figura 15)
sobre as gonadas de Oreochromis niloticus. Apds a aclimata¢do dos animais as condi¢des do

laboratdrio, os peixes foram transferidos para aquarios de vidro, em grupos de 10, com
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aeracdo constante ¢ entdo expostos por 72 h ao efluente final coletado nas estagdes de
tratamento sem qualquer dilui¢do. Os animais foram expostos ao efluente da ETE Norte e da
ETE Sul em momentos diferentes, juntamente com os seus respectivos controles. Apds o
periodo de exposi¢do, realizou-se a coleta das goénadas seguindo-se o procedimento

histoldgico e andlises como descrito no topico acima.

Figura 15. Tanque de escoamento do efluente final das estagdes de tratamento de esgoto,

onde foi realizada a coleta.
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5. RESULTADOS
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5.1. Avaliacao genotdxica das espécies do Lago Paranoa.

5.1.1. Teste do Micronucleo e Anomalias Nucleares.

Dentre as espécies coletadas para avaliagdo genotdxica das aguas do Lago Paranod, a
espécie Cichla temensis (tucunaré) foi a que apresentou a maior frequéncia de micronucleos
(média de 1,863 + 1,753) em relagdo as outras espécies coletadas (figura 16), por outro lado, o
Acara alcangou a menor média (0,863 £ 1,245) dentre as outras espécies. Através do calculo
das médias, realizamos o teste estatistico de Mann-Whitney U considerando o nivel de
significancia de 5%, para verificar a diferenga entre as médias das espécies estudadas (anexo
1). O teste estatistico, registrou um resultado significativo entre as médias de MNs das
espécies: Cichla temensis (tucunaré¢) e Hoplias malabaricus (traira) quando relacionados com
as espécies Geophagus brasiliensis, Oreochromis nilotica, Cyprinus carpio ¢ Steindacnerina
insculpita, apresentando P < 0,05. Entretanto, as outras espécies ndo apresentaram diferengas
significativas entre as freqiiéncias de micronticleos quando comparadas entre si, com o P >

0,05.

Distribuicdo das médias de MN das espécies do Lago Paranog, UnB, 2006.
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Figura 16. Grafico da distribuicdo das médias e desvios padroes dos microntcleos

encontrados nas espécies de peixes estudadas do Lago Parano4, DF, 2006.
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As anormalidades nucleares registradas neste estudo foram células binucleadas e
eritrocitos com alteragdes na morfologia nuclear como o “blebbed” (figura 17), “lobed”

(figura 18) e “notched” (figura 19).

m L &
Figura 17. Foto de microscopia de eritrocitos de peixe mostrando uma célula binucleada (seta

a) e uma célula com nucleo “blebbed” (seta b).

Figura 18. Foto de microscopia de eritrocito de peixe mostrando uma célula com ntcleo com

anomalia do tipo “lobed” (seta a). Na seta b, podemos visualizar um microntcleo.
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Figura 19. Foto de microscopia onde podemos observar eritrocitos de peixe com alteragdes

nucleares do tipo “notched” (setas a) e uma célula com micronucleo (seta b).

Na tabela 1, estdo representados os valores das médias e desvios padrdes calculados a
partir da andlise de 1000 eritrocitos do sangue periférico dos peixes, para verificar a
incidéncia de anomalias nucleares. Esse parametro foi utilizado para avaliar a citotoxicidade
das aguas lago em relacdo as espécies de peixes estudadas. Dentre as espécies analisadas a
Tilapia do Nilo apresentou a maior média de células binucleadas (0,792 + 1,382) e células
com nucleos alterados. Dentre as anomalias nucleares desta espécie, a maior média foi de
células com nucleo “notched” (13,000 £ 7,616).

Através da determinagdo da freqiliéncia total de alteragdes nucleares (figura 20) de
cada espécie foi aplicado o teste estatistico Mann Whitney — U considerando o nivel de
significancia de 5% (anexo 4). O teste relaciona todas as espécies comparando-as em relagao
as suas médias totais de anormalidades nucleares registradas. A espécie Oreochromis
niloticus quando relacionada com as outras espécies, foi a que apresentou a maior freqiiéncia

total de alteracdes nucleares significativas (P < 0,05). A espécie Astyamax binaculatus
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lacustres foi a que apresentou a menor freqiiéncia de alteragdes nucleares, quando comparada

entre as demais espécies (P < 0,05).

Tabela 1. Médias e desvios padrdes das anormalidades nucleares registradas em 1000 células

de eritrocitos do sangue periférico das espécies de peixes estudadas do Lago Paranoa (Mann

Whitney — U, P <0,05).

Acara Tucunaré Traira |Lambari |Tilapia |Carpa

Células 0,167+ 0,348+ 0,650+ | 0,208+ |0,792+ 0,353+ |0,125+
Binucleadas 0,637 0,832 1,268 10,658 1,382 0,786 10,338
Células com 2,792+ 5,217+ 5,300+ [0,917+ [10,500% |1,412+ | 1,292+
nucleo “blebbed” |2,519 3,717 3,541 1,248 8,097 1,770 | 1,967
Células com 1,583+ 1,000+ 1,350+ [ 0,417+ |10,000% |1,706+ |0,417+

nucleo “lobed” 1,909 1,128 1,785 10,584 8,033 3,312 10,929
Células com 1,333+ 2,609+ 4,900+ 0,375+ |13,000+ |2,059+ |1,458+
nucleo “notched” |2,036 2,291 5,190 10,647 7,616 1,784 | 1,474

Distribuicdo das Anomalias Nucleares nas Espécies do Lago
60 - Paranod,unB, 2006.
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B Lambari
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Figura 20. Grafico da distribui¢do das anomalias nucleares nas espécies estudadas do Lago

Paranoa, DF, 2006.
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5.1.2. Teste do Cometa.

Os resultados referentes ao teste do cometa foram obtidos por meio do estudo de cinco
espécies provenientes do Lago Paranoa: Geophagus brasiliensis, Cichla temensis, Astyamax
binaculatus lacustres, Oreochromis niloticus e Steindacnerina insculpita. As outras duas
espécies foram eliminadas das analises (Hoplias malabaricus e Cyprinus carpio) devido ao
pequeno tamanho da amostra. Os resultados dessas analises estdo demonstrados nas tabelas
do anexo 2, onde os nucledides foram classificados do nivel 0 ao 4. Na tabela 2, estido
representadas as médias e desvios padrdes dos indices de danos encontrados pela analise dos

eritrocitos do sangue periférico de cada espécie de peixe estudada.

Tabela 2. Representagdo do numero total de individuos analisados, das médias e desvios

padroes dos indices de danos calculados nos eritrécitos das cinco espécies estudadas do Lago

Paranoa.
Espécie N° de individuos Média £ D.P. do ID
Geophagus brasiliensis 15 55,53 +£62,01
Cichla temensis 16 89,44 + 39,52
A. binaculatus lacustres 25 40,76 + 61,24
Oreochromis niloticus 22 37,32 £ 43,63
Steindacnerina insculpita 18 109,11 + 64,33

Legenda: ID = Indice de danos

Através das médias dos indices de danos, realizou-se a ANOVA pelo programa de
estatistica basica MINITAB. Os resultados demonstraram que a espécie que apresentou a
maior média do indice de danos foi a Steindacnerina insculpita (saguiru), com um valor de
109,11 + 64,33; estatisticamente significativo (P < 0,05). Enquanto a espécie que apresentou o
menor ID foi a Tilapia do Nilo, com uma média de ID de 37,32 + 43,63; estatisticamente
significativo (P < 0,05). Na figura 21 podemos visualizar a distribui¢do das espécies do Lago

Paranod segundo o indice de danos encontrados pelo ensaio do cometa.
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Distribuig&o das espécies segundo o Indice de Dano. UnB, 2006.
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Figura 21. Grafico representando a média, desvio padrao e mediana (em vermelho) dos IDs

das espécies do Lago Paranod. OBS: o asterisco sdo dados “outlier”.

5.2. Genotoxicidade e alteragdes gonadais causadas pelo nonilfenol
5.2.1. CL 50 do nonilfenol na espécie O. niloticus
A avaliag@o da toxicidade do nonilfenol em O. niloticus, por meio do teste de CL50%,

apresentou um valor de 0,032 pL/mL (figura 22).
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Curva de Mortalidade

N° de inds. mortos

0 0,01 0,1 1
concentragbes mL/L

Figura 22. Curva de mortalidade de peixes da espécie Oreochromis niloticus tratadas com

nonilfenol. CL 50 = 0.032 mL/L (Trimmed Spearman-Karber).

5.2.2. Teste de Micronucleo e Anomalias Nucleares

Os resultados da avaliagdo genotéxica do nonilfenol através do teste do micronucleo
estdo reunidos na tabela 3. As médias foram calculadas e aplicadas no teste estatistico nao-
paramétrico de Mann Whitney — U, levando em consideragdo o nivel de significancia de 5%.
Os tratamentos aplicados (1, 10 e 16 puL/L) ndo mostraram diferengas relevantes em relagdo a

freqliéncia de micronucleos do controle negativo (anexo 5).

44





Tabela 3. Numero total de individuos da espécie Oreochromis niloticus utilizados nos
tratamentos com nonilfenol, médias e desvios padroes de micronucleos encontrados nos

peixes estudados.

Tratamentos |N°de individuos | Médias e D.P. de MN
Controle 10 0,500 + 0,707
1uL/L de NP 10 0,600 + 0,966
10pL/L de NP 10 0,700 £ 0,675
16uL/L de NP 10 0,400 + 0,699

A avaliagdo da citotoxicidade do nonilfenol nos peixes da espécie Oreochromis
niloticus foi realizada através da contagem de anomalias nucleares em 1000 eritrocitos do
sangue periférico. Dentre os trés tratamentos aplicados (1, 10 e 16uL/L), a concentragdo de 10
uL/L foi a que apresentou a maior freqiiéncia de células com alteragcdes nucleares. Dentre as
anomalias nucleares encontradas nesta concentra¢ao a maior média foi de células com nucleo
“notched” (13,100 + 12,133) (tabela 4).

Para a realizacao do teste estatistico, os tipos de alteragdes nucleares foram somados e
as c¢lulas foram classificadas como possuindo alteragdes nucleares ou ndo. A partir desta
nova classificagdo os dados foram aplicados no teste de Mann Whitney - U, levando em
consideracdo o nivel de significancia de 5% (anexo 6).

De acordo com os resultados das analises estatisticas podemos observar que em
relagdo ao controle, os tratamentos de 10 e 16uL/L de NP apresentaram diferencas
significantes de alteracdes nucleares em relacdo ao controle. Embora, tenha sido evidenciado
que a concentracao de 1uL/L de NP difere estatisticamente da concentracao de 10uL/L (P <

0,05) (figura 23).

45





Tabela 4. Representagdo do numero de individuos, média e desvios padrdes das

anormalidades nucleares encontradas nos tratamentos com nonilfenol.

Tratamentos Controle 1 uL/L de NP |10 uL/L de NP |16 pL/L de NP
Células 0,100+ 0,316 0 0,100 + 0,316 0
Binucleadas

Células com 1,000 +£1,414 | 1,900+ 2,558 | 5,300 + 4,691 2,600 42,674
nucleo “blebbed”

Células com 1,700 £ 2,626 | 2,100 £ 2,601 4,800 + 5,287 3,000 £4,136
nucleo “lobed”

Células com 3,600+ 4,325 | 4,300+4,372 | 13,100+ 12,133 | 9,900 + 9,746
nucleo “notched”

Distribuicdo das Anomalias Nucleares segundo
50 4 concentragdes do nonilfenol, UnB, 2006.

E: |

controle 1ul/L

Figura 23. Grafico representando a distribuigdo das médias ¢ desvios padrdes das anomalias

nucleares segundo os diferentes tratamentos com nonilfenol.

5.2.3. Teste do Cometa
A avaliagdo do potencial genotoxico do nonilfenol através do ensaio do cometa esta
representada na tabela 5. As médias e os desvios padrdes do indice de danos dos tratamentos

(1, 10 e 16pL/L) foram analisados estatisticamente através do programa MINITAB, onde foi
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realizado o teste ANOVA, demonstrando que nao houve diferencas significativas entre as

médias dos IDs em comparagdo com o controle negativo (figura 24).

Tabela 5. Representacdo do numero de individuos, média e desvio padrdo dos indices de

danos dos tratamentos com o nonilfenol.

Tratamentos N° de individuos Meédias e D.P. do I.D.

Controle 10 18,000 + 10,801
1 puL/L de NP 10 12,300 + 8,994
10 pL/L de NP 10 17,500 + 12,756
16 uL/L 10 21,700 + 4,084

Distribuicdo dos Indices de Dano segundo as concentracdes de Nonilfenol. UnB, 2006
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Figura 24. Grafico da distribuigdo das médias, desvios padrdes ¢ mediana (em vermelho) dos

indices de danos segundo as concentragdes de nonilfenol.
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5.2.4. Alteracdes gonadais causadas pelo nonilfenol

Dentre os tratamentos com nonilfenol etoxilado em O. niloticus, nas concentra¢des de
1, 10 e 16uL/L, a concentracdo de 16uLl/L causou alteragdes gonadais estatisticamente
significantes, como aumento da vitelogénese e espermatogénese (Figura 25).

A analise dos estadios de maturagdo das concentragdes 1 e 10 uL/L demonstraram que
os individuos estavam todos no periodo reprodutivo em relagdo ao controle (Figura 26). Na
concentragdo de 16 pL/L de NP, tanto no controle quanto no tratamento, todos os individuos
se apresentaram em estadio reprodutivo (Figura 27).

A analise morfométrica foi realizada em ovocitos classificados no estadio cinco de
maturagdo. As médias dos diametros (em pum) das concentragdes de 1 e 10 uLL/L. de NP nao
foram estatisticamente significantes em relagdo ao controle (Anexo 7). Determinando que
nestes tratamentos o nonilfenol ndo estimula a vitelogénese nesta espécie. As médias da
concentragdo de 16 uL./L. do NP foram estatisticamente significantes em relagdo aos diametros
dos controles, evidenciando a acdo do NP no aumento da vitelogénese neste tratamento

(Anexo 7).

Figura 25. Fotos de microscopia, em aumento de 40x, de ovocitos no estadio cinco de
maturagdo, onde podemos observar o aumento da vitelogénese nos individuos expostos a

concentragdo de 16 pL/L de nonilfenol etoxilado (b) em relagdo ao controle (a)
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Figura 26. Grafico representando a freqiiéncia dos estadios de maturagdo das gonadas

analisadas da espécie O. niloticus em duas concentragdes diferentes de NP (1 e 10 uL/L).
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Figura 27. Grafico representando a freqiiéncia dos estddios de maturagdo das gdnadas

analisadas da espécie O. niloticus na concentracdo de 16 pL/L de NP.
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5.3. Avaliacdo de efeitos causados pelo efluente final das estacOes de tratamento de
esgoto em gonadas de O.niloticus.

De acordo com os resultados das analises de agua da CAESB, realizadas mensalmente,
ndo existem diferencas nos padrdes fisicos - quimicos entre os locais de coleta (tabela 6 ¢ 7).

O resultado das andlises dos estddios de matura¢ao dos individuos da espécie O.
niloticus expostos ao efluente final bruto da ETE norte por 72 h, demonstraram que 50% dos
peixes, no controle, estavam em periodo reprodutivo e 50% em periodo ndo reprodutivo.
Enquanto, 70% dos individuos expostos ao tratamento foram estimulados e estavam no
periodo reprodutivo em relagdo ao controle (figura 28).

Os dados analisados da exposicdo dos peixes desta espécie ao efluente bruto da
ETE sul, evidenciaram que 60% dos individuos do controle foram classificados como nao
reprodutivos, enquanto 50% dos espécimes expostos ao tratamento foram classificados como
em periodo reprodutivo (Figura 29). Nao foram encontrados ovocitos em estadio cinco nos
peixes submetidos a exposicdo aos efluentes, o qual foi padronizado como parametro de

estimulacao gonadal em nosso estudo.
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Tabela 6. Desempenho Operacional da Estagdo de Tratamento de Esgoto - ETE Norte. Periodo: Julho de 2005 a julho de 2006.

) Volumes Vazio DBO DQO TKN PT SS
Periodo | (m3jmas) Real/Proj | Concentragao (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l)
Afluente (%) Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente

Jul-05 | 1.456.903 59% 384,0 1,0 99,7% 652,0 33,0 94,9% 80,3 6,0 92,5% 8,0 0,3 96,9% 2470 6,0 97,6%
Ago-05 | 1.298.123 | 58% 338,0 10,0 | 97.0% | 6820 360 | 9%47% | 509 142 | 72.1% 75 0.2 96.8% | 209,0 6.0 97.1%
Set-05 | 1.384.508 56% 356,0 3,0 99,2% 715,0 34,0 95,2% 51,0 10,7 79,0% 7,7 0,2 97,3% 331,0 5,0 98,5%
Out-05 ] 1.398.619 59% 340,0 3,0 99,1% 830,0 34,0 95,9% 54,5 10,2 81,3% 7,6 0,5 92,9% 461,0 6,0 98,7%
Nov-05 | 1.305.160 53% NA NA 576,0 37,0 93,6% 453 9,7 78,6% 6.4 0,3 95,6% 214,0 8,0 96,3%
Dez-05 | 1.427.063 60% NA NA 581,0 34,0 94,1% 38,7 10,9 71,8% 4,9 0,3 94,3% 138,0 5,0 96,4%
Jan-06 |1.269.913| 52% 361,0 8.0 97.8% | 662,0 340 | 949% | 419 5.1 87.8% 6.0 0,4 933% | 2360 7.0 97.0%
Fev-06 | 1.303.514 53% 301,0 2,0 99,3% 538.,0 32,0 94,1% 422 6,7 84,1% 5,8 0,4 93,1% 216,0 7,0 96,8%
mar-06 | 1.577.952 66% 405,0 5,0 98,8% 726,0 31,0 95,7% 41,5 5,5 86,7% 6,8 0,6 91,2% 283.,0 7,0 97,5%
Abr-06 | 1.441.076 58% NA NA 549,0 39,0 92,9% 439 9,9 77,4% 6,0 0,4 93,3% 174,0 11,0 93,7%
mai-06 | 1.435.333 60% 286,0 17,0 94,1% 521,0 46,0 91,2% 41,8 9,6 77,0% 6,6 1,6 75,8% 182,0 14,0 92,3%
Jun-06 | 1.264.699 | 53% 357.0 7.0 98.0% | 595.0 420 | 929% | 457 0.8 78.6% 6.6 0.7 89.4% | 186,0 10,0 | 94.6%
Jul-06 |1.180.941 48% 347,0 6,0 98,3% 677,0 47,0 93,1% 47,7 5,3 88,9% 6,6 0,3 94,7% 202,0 11,0 94,6%
Meédia | 1.364.908 57% 3475 6,2 98,1% 638,8 36,8 94,1% 48,1 8,7 81,2% 6,7 0,5 92,7% 236,8 7,9 96,2%

Vazdo de projeto (L/s): 920
Populacao de saturacao: 250.000

Legenda:
DBO: Demanda bioquimica de oxigénio
DQO: Demanda quimica de oxigénio

TKN:Nitrogénio total kjeldah

PT: Féstoro total
SS: So6lidos em suspensao

Tratamento
Remocao Biologica de Nutrientes + Polimento Final

Fonte: POEP/POE/DP
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Tabela 7. Desempenho Operacional da Esta¢ao de Tratamento de Esgoto - ETE Sul. Periodo: Julho de 2005 a julho de 2006.

Volumes Vazio DBO DQO TKN PT SS

Periodo (m3/més) Real/Proj Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracdo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Concentracéo (mg/l) Rem. (%)

Afluente | Efluente (%) Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Efluente | Afluente | Efluente | Primario | Efluente
jul-05 |2.333.758 | 2.333.758 58% 272,0 6,0 97,8% 454,0 41,0 91,0% 32,5 12,3 62,2% 6,9 0,2 96,5% 181,0 6,0 50,8% 96,7%
ago-05 | 2.494.598 | 2.494.598 69% 309,0 4,0 98,7% 479,0 40,0 91,6% 352 15,4 56,3% 73 0,3 96,3% 192,0 9,0 42,7% 95,3%
set-05 |2.614.417 | 2.614.417 65% 327,0 6,0 98,2% 592,0 39,0 93,4% 45,0 15,2 66,2% 6,7 0,3 95,2% 249,0 8,0 60,2% 96,8%
out-05 | 2.744.546 | 2.744.546 71% 339,0 4,0 98,8% 557,0 44,0 92,1% 48,9 16,9 65,4% 6,4 0,4 93,3% 278,0 10,0 71,9% 96,4%
nov-05 |2.821.867 | 2.821.867 70% 258,0 6,0 97,7% 615,0 46,0 92,5% 44,4 10,9 75,5% 8,6 0,4 94,8% 267,0 9,0 65,5% 96,6%
dez-05 | 3.394.562 | 3.394.562 87% 230,0 14,0 93,9% 464.,0 35,0 92,5% 39,4 12,1 69,3% 72 0,3 95,8% 250,0 7,5 64,4% 97,0%
jan-06 | 2.867.245 | 2.867.245 71% 221,0 11,0 95,0% 554,0 42,0 92,4% 39,9 9,8 75,4% 59 0,3 94.,4% 257,0 7,0 71,6% 97,3%
fev-06 |2.904.394 | 2.904.394 72% 7,0 365,0 44,0 87,9% 37,8 11,5 69,6% 52 0,3 94.,2% 226,3 12,0 63,8% 94,7%
mar-06 | 3.416.044 | 3.416.044 88% 239,0 8,0 96,7% 431,0 39,0 91,0% 35,1 9,6 72,8% 4,8 0,2 95,8% 193,0 8,0 53,4% 95,9%
abr-06 | 3.000.820 | 3.000.820 75% 248.,0 7,5 97,0% 472,0 40,0 91,5% 71,0 11,3 84.2% 5,0 0,3 94,8% 226,0 11,0 58,4% 95,1%
mai-06 |2.826.551 | 2.826.551 73% 236,7 10,0 95,8% 612,9 44.4 92,8% 40,5 13,3 67,2% 5,7 0,3 95,3% 2284 9,2 58,0% 96,0%
jun-06 |2.392.650 | 2.392.650 62% 312,8 12,0 96,2% 582,6 434 92,6% 46,7 16,8 63,9% 6,1 0,3 95,4% 222,7 8,6 58,6% 96,1%
jul-06 |2.417.681 | 2.417.681 60% 331,0 16,0 95,2% 470,0 44,0 90,6% 45,9 16,7 63,6% 6,6 0,3 96,2% 184,0 7,7 48,9% 95,8%
Média | 2.786.856 | 2.786.856 71% 277,0 8,6 96,7% 511,4 41,7 91,7% 43,3 13,2 68,6% 6,3 0,3 95,2% 227,3 8,7 59,1% 96,1%

Vazdo de projeto (L/s): 1.500
Populacao de saturacao: 460.000

Legenda:

DBO: Demanda bioquimica de oxigénio
DQO: Demanda quimica de oxigénio
TKN:Nitrogénio total kjeldah

PT: Fosforo total
SS: Sélidos em suspensao

Tratamento
Remocao Biologica de Nutrientes + Polimento Final

Fonte: POEP/POE/DP
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Figura 28. Grafico representando a classificagdo dos estadios de maturagdo, em reprodutivos

e ndo reprodutivos, de peixes da espécie O. niloticus expostos ao efluente final da ETE norte.
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Figura 29. Grafico representando a classificagao dos estadios de maturagdo, em reprodutivos

e ndo reprodutivos, de peixes da espécie O. niloticus expostos ao efluente final da ETE sul.
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6. DISCUSSAO
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6.1. Avaliagao fisico — quimica das &guas do lago.

A qualidade das dguas do Lago Paranoa ¢ monitorada pela CAESB através de analises
fisico — quimicas realizadas através de coletas periodicas em diferentes pontos. Além disso,
monitora periodicamente também os efluentes das ETEs. Os niveis de compostos organicos
diminuem consideravelmente do afluente para o efluente, demonstrando eficiéncia no
tratamento do esgoto. Por exemplo, no més de maio de 2006 a concentragdo de sélidos em
suspensdo no afluente era de 182 mg/L enquanto que no efluente era de apenas 14 mg/L. A
demanda bioquimica de oxigénio no afluente, no mesmo més, foi de 286 mg/L, enquanto no
efluente foi de 17 mg/L. Os valores de DBO, DQO, TKN, PT e SS foram monitorados
durante o periodo do més de julho do ano de 2005 até o més de julho de 2006 e a média anual
dos valores encontrados ndo difere significativamente dos valores encontrados em cada més
do monitoramento.

De acordo com os dados das analises fisico-quimicas dos efluentes finais das ETEs,
existe uma depuracdo rigorosa do material organico contido nos afluentes para manter a
qualidade das aguas do Lago Paranoa, proporcionando um ecossistema com grande
diversidade de peixes e outros organismos aquaticos, onde ndo existe mortalidade de peixes

desde a década de 60 quando o lago se tornou hipertréfico.

6.2. O peixe como sistema teste.

Os peixes foram escolhidos como sistema teste para a realizacdo do monitoramento do
Lago Paranod, pois sdo considerados bons bioindicadores da presenga de compostos
genotoxicos contaminado ambientes aquaticos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Burgeot et al.,
1995; Bealpaeme et al., 1996; Bombail et al., 2001; Grisolia & Starling, 2001; Andrade et al.,

2004; Bolognese et al., 2004); além disso, ha grande numero de estudos, ao quais nos
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serviram como referéncia, demonstrando a eficacia desses organismos para estudos de
biomonitoramento ambiental.

Levando em consideragdo a diversidade de peixes encontrados no lago, trabalhamos
com sete espécies diferentes, ampliando os resultados do monitoramento quando realizado
tanto em espécies exoOticas como nativas. Em estudos anteriores ja foram realizados
experimentos com espécies exoticas do lago Paranoa (O. niloticus, O. rendalli e Cyprinus
carpio) mostrando que sdo eficientes para detectar genotoxicidade no ambiente aquatico
(Grisolia & Cordeiro, 2000; Grisolia & Starling, 2001; Grisolia, 2002; Grisolia et al., 2005;
Souza & Fontanetti, 2006).

A espécie de peixe selecionada para a realizagdo dos experimentos em laboratdrio foi a
O. niloticus, amplamente utilizada como modelo para testes genotoxicos (Grisolia &
Cordeiro, 2000; Palhares & Grisolia, 2002; Cavas & Gozukara, 2003; Grisolia et al., 2005;
Hoshina, 2005; Souza & Fontanetti, 2006). Os animais escolhidos para os testes, estavam com
aproximadamente trés meses de vida (7a 10 cm de comprimento), isto ¢ no inicio da fase
fértil. Esses animais provenientes da Estacdo de Piscicultura do Governo do Distrito Federal
foram entdo utilizados para verificar os efeitos do nonilfenol em animais adultos

reprodutivamente.

6.3. Genotoxicidade do Lago Paranoa

A avaliagdo da genotoxicidade das dguas do lago foi realizada com a aplicacdo da
técnica do microntcleo, cometa e anomalias nucleares. Anteriormente o lago foi avaliado
genotoxicamente apenas pelo teste de MN (Grisolia & Starling, 2001; Grisolia et al., 2005),
sendo inovadora a utilizagdo do ensaio do cometa. Outros trabalhos consideram este teste
mais especifico e sensivel que outros (Belpaeme et al., 1996; Lee & Steinert, 2003; Ferraro et

al., 2004), aprimorando este estudo.
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6.3.1. Teste do micronucleo

O teste do micronucleo ¢ muito utilizado para a realizacdo de teste genotoxicos
utilizando eritrdcitos, células do figado e células dos tecidos das branquias de peixes (Manna
e Sadhukhan, 1986; Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Missini et al., 1996; Ayllon & Garcia-
Vazquez, 2001; Grisolia, 2002; Cavas & Ergene-Gozukara, 2003).

Os resultados do teste de MN mostraram que a espécie com maior freqiiéncia de MNs
foi a Cichla temensis (Tucunaré) em relagdo as outras espécies do lago, seguido da Hoplias
malabaricus (Traira) e da Astyamax binaculatus lacustres (Lambari). Tais resultados podem
estar associados aos habitos alimentares das espécies, pois tanto o tucunaré como a traira sao
carnivoros ¢ estdo no topo da cadeia alimentar, podendo ocorrer bioacumulagdo de
substancias genotdxicas nestes organismos. No Brasil, poucas espécies nativas de peixes siao
utilizadas em ensaios de toxicidade e de genotoxicidade, ¢ na literatura ndo existem registros
sobre o uso destas espécies para o biomonitoramento de ambientes aquaticos.

Kim & Hyun (2006), utilizaram o teste do micronticleo para avaliar respostas
genotoxicas em diversos tecidos de Cyprinus carpio e Oncorhynchus mykiss comparando os

resultados com o teste do cometa.

6.3.2. Teste do Cometa.

O ensaio do cometa tem sido proposto como uma excelente ferramenta da
genotoxicologia. O teste evidencia danos na molécula do DNA pela migragao diferencial do
material nuclear quando aplicado em eletroforese (Belpaeme et al., 1996; Mitchelmore &
Chipman, 1998; Lee & Steinert, 2003; Ferraro et al., 2004). Sua utilizagdo para verificar a
acdo genotdxica das aguas do lago nas espécies estudadas, revelou que a espécie com maior
freqiiéncia de indice de danos no DNA foi a Steindacnerina insculpita (Sagitiiru), seguida pela

espécie Cichla temensis (Tucunaré) e da Geophagus brasiliensis (Acara). Por estes resultados
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podemos inferir que estas espécies, em relacdo as outras, sofreram maiores danos no material
genético. Estudos anteriores realizados no lago ndo avaliaram a genotoxicidade pelo teste do
cometa, tornando-os novos parametros a serem utilizados como referéncia a experimentos
futuros. Além disso, ndo existem relatos na literatura da utilizagdo destas espécies no
monitoramento do ambiente aquatico, utilizando ambos testes simultaneamente. Comparando
os dois testes, a Cichla temensis apresentou os maiores indices relativos de genotoxicidade e

citotoxicidade.

6.3.3 Anormalidades nucleares.

A maioria das alteragdes citogenéticas (células binucleadas, células com nucleos
“blebbed”, “lobed” e “notched”) foi observada na espécie O. niloticus , seguido pela Hoplias
malabaricus e Cichla temensis. Atualmente, a identificacdo de diferentes tipos de anomalias
nucleares nos eritrocitos periféricos dos peixes, sao também consideradas resultantes de
agressoes genotdxicas ou citotoxicas (Palhares & Grisolia, 2002; Ayllon & Garcia-
Vazquez,2001; Cavas & Ergene-Gozukara, 2003; Souza & Fontanetti, 2006). Neste trabalho

as anomalias nucleares ndo estio relacionadas com os outros testes genotdxicos.

6.4. Acdo do nonilfenol etoxilado na espécie O. niloticus

Para a avaliacdo de toxicidade, genotoxicidade e citotoxicidade do surfactante
nonilfenol etoxilado utilizamos como modelo animal, a espécie Oreochromis niloticus,
bastante utilizada como bioindicador de poluentes quimicos em ambientes aquaticos por
outros autores (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Grisolia & Cordeiro, 2000; Bombail et al., 2001;
Grisolia et al., 2005; Souza & Fontanetti, 2006). Os peixes sdo susceptiveis aos pesticidas
dissolvidos na dgua e podem ser expostos a varios quimicos através das branquias, pele e por

contaminagdo dos alimentos (Bisson & Hontela, 2002). Além disso, o nonilfenol ja
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demonstrou seu potencial de bioacumulacao dependente do tempo de exposigao da espécie de
peixe Onchirynchus mykiss (Uguz et al., 2003).

As espécies Oryzias latipes (medaka) e Poecilia reticulata (guppy) ja foram utilizadas
como sistema teste para a avaliacdo de desreguladores end6crinos como 3-HCH, TBT/DBT e
Bromido. Todos estes compostos causam alteragdes na fisiologia do animal, algumas restritas
para o sistema reprodutivo e outras alteragdes modificam até a producdo de hormonios
reprodutivos e da tiredide. Por exemplo, o aumento da vitelogénese, mudangas gonadais, ovo-
testis, alteracdes na retina, atrofia do timo, armazenamento de glicogénio e distirbios na
locomogdo, dentre outros (Wester et al., 2004).

A concentragdo letal (CL 50%) do NP foi determinada pela exposi¢ao por 72 h dos
peixes a quatro diferentes concentragdes (0; 0,01; 0,1 e 1 mL/L). Quando comparado com
outros sistemas teste como: camundongo (CL 50% = 75,63 ml/Kg), Drosofila melanogaster
(CL 50% = 0,043 mL/L) e Biomphalaria tenagophila (CL 50% = 12,56 mL/L ) (Oliveira-
Filho et al., 2005), a toxicidade do NP na O niloticus ¢ maior (CL 50% = 0,032mL/L), mas
ndo significativamente em relagdo aos resultados obtidos com a Drosofila melanogaster .

A andlise genotoxica do nonilfenol em O. niloticus nao revelaram diferengas
estatisticamente relevantes entre as médias em relacdo ao controle negativo, tanto para a
freqliéncia de MNs como para o indice de danos no DNA avaliados pelo teste do cometa.
Similarmente, o nonilfenol ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes entre as
médias de MNs em camundongos tratados com uma concentracdo de 196,7 mg/Kg do
poluente (Grisolia et al., 2004). Na literatura, ndo ha registro que sugira que o NP seja
genotoxico em sistemas testes como células de bactérias ou de mamiferos (Grisolia et al.,
2004). Logo, o resultado do nosso trabalho esta coerente com relagdo a genotoxicidade do NP,

mostrando que em peixes o NP também ndo exerce agdo genotoxica.
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Na anélise da citotoxicidade do NP, a concentragdo que apresentou a maior freqiiéncia
total de anomalias nucleares foi a de 10 uL/L de NP. As doses de 10 e 16 pL/L do poluente
foram significativas em rela¢do ao controle negativo, mostrando o potencial citotoxico do NP
em peixes da espécie O. niloticus. Na literatura ndo existem relatos sobre a citotoxicidade do

NP.

6.5. Efeitos do nonilfenol em tecido gonadal de O. niloticus

Os estudos desenvolvidos em tecidos para detectar o potencial de acdo de compostos,
como os desreguladores endocrinos, para verificar a bioacumulagdo e mudancas
histopatologicas, aplicam o protocolo de histologia. Muitos autores usam esta técnica como
referéncia para a avalia¢do de organismos aquaticos (Uguz et al, 2003; Wester et al., 2004).

Os animais foram classificados em reprodutivos e nao reprodutivos de acordo com a
analise dos estadios de maturagdo. Os animais utilizados para a realizagdo do experimento
estavam todos no periodo reprodutivo, tanto os controles quanto os tratados. Esta
classificagdo, neste trabalho, ndo gerou resultados significativos, desta maneira foi
determinante a andlise morfométrica das células das gonadas para verificar se houve
modificag¢des no tecido gonadal devido a exposi¢do ao nonilfenol.

Os dados obtidos da analise morfométrica dos ovocitos tipo V de peixes da espécie O.
niloticus, expostos a trés concentragdes diferentes de NP, mostraram que a concentragdo de
16uL/L foi a que causou maior alteragdo na vitelogénese, estatisticamente significante, de
acordo com seu controle. As outras concentragdes nao foram estatisticamente significantes em
relacdo ao seu controle (P>0,05). Quando o estimulo gonadal causado pelo NP foi comparado
entre as concentragdes de 1 e 10 pL/L, apareceu uma diferenca estatisticamente significante
entre os diametros dos ovocitos analisados. Esta diferenca entre as médias dos didmetros pode

ser uma casualidade, pois os animais eram do mesmo lote, mesma idade, todas as preparagdes
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das diluigdes seguiram os mesmos procedimentos, uniformizando a quantidade de agua nos
aquarios, monitoramento da temperatura, determinando uma padronizacdo do experimento.
Mesmo estas diferengas ndo sendo significativas ¢ importante relatar a tendéncia do maior

estimulo gonadal na concentragao de 1 pL/L de NP.

6.6. Efeitos gonadais causados pelo efluente final das ETEs Norte e Sul em peixes da
espécie O. niloticus.

Em relacdo aos resultados obtidos através do experimento com os efluentes das ETE
Norte e Sul, ndo foram realizados a analise morfométrica, pois os peixes da espécie O.
niloticus neste tratamento nao apresentaram ovocitos tipo V. Desta forma, ndo alcangamos a
padronizagdo necessaria para relacionarmos os resultados da morfometria do NP (controle
positivo) com os dados obtidos do experimento com os efluentes das estagdes de tratamento
de esgoto. Os animais foram classificados apenas pela analise dos estadios de maturagdo das
gonadas, que demonstraram que tanto os animais do controle como do tratamento estavam em
periodo reprodutivo. Nas condi¢des desse estudo, a exposi¢cdo aos efluentes das estagdes de
tratamento de esgoto nao influenciaram significativamente no estimulo das gdénadas desta
espécie. Com relacdo a esses resultados cabem duas possiveis indagagdes: 1. existem ou nao
substancias quimicas nas aguas dos efluentes das ETEs com as propriedades de induzir
alteracdes ou algum tipo de estimulo nas gonadas dos peixes? ou 2. o periodo de exposi¢ao
de 72 h talvez tenha sido muito curto para evidenciar tais modifica¢des ou estimulos, uma vez
que se desconhece a real presenca de tais substidncias, bem como se existirem, em quais
concentragdes estariam presentes? Assim, uma proposta de estudos futuros, ou continuidade
desse estudo seria de realizar outros experimentos com diferentes tempos de exposi¢do, acima

de 72 h.
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7. CONCLUSOES
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Dentre as espécies estudadas, a Cichla temensis, apresentou os maiores indices de
danos no material genético.

O nonilfenol ¢ um composto citotoxico para a espécie O. nilolicus.

O nonilfenol ndo ¢ um agente genotoxico para a espécie O. nilolicus.

Na concentracdo de 16uL/L o nonilfenol aumenta a vitelogénese em ovoécitos de
peixes da espécie O. nilolicus.

Os efluentes finais das estacdes de tratamento de esgoto da Asa Norte e Sul, da cidade
de Brasilia ndo causaram altera¢des gonadais na espécie O. nilolicus, nas condigdes do

nosso estudo.
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8. ANEXOS
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Anexo 1. Tabela contendo o nimero total de espécimes de peixes coletados e o ntimero

absoluto de microntcleos encontrados em cada espécie.

Dados absolutos do teste de MN (total de peixes coletados)

N° de espécimes
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Anexo 2. Tabelas contendo o numero de individuos coletados e a classifica¢do dos niveis de

danos no DNA de cada espécie coletada no Lago Paranoa.

ACARA
N° da lam. [NO NI N2 N3 N4 TOTAL
1 80 20 0 0 0 100
2 64 36 0 0 0 100
3 23 52 25 0 0 100
4 30 70 0 0 0 100
5 07 32 61 0 0 100
6 73 19 05 02 01 100
7 0 38 40 21 01 100
8 0 56 46 0 0 100
9 100 0 0 0 0 100
10 100 0 0 0 0 100
11 79 21 0 0 0 100
12 100 0 0 0 0 100
13 64 36 0 0 0 100
14 100 0 0 0 0 100
15 76 24 0 0 0 100
TUCUNARE
N° da lam. NO N N2 N3 N4 TOTAL
1 28 40 19 13 0 100
2 70 25 04 1 0 100
3 29 22 15 18 16 100
4 45 26 14 14 1 100
5 27 42 30 1 0 100
6 60 20 12 6 2 100
7 36 18 26 17 3 100
8 41 27 23 8 1 100
9 47 43 10 0 0 100
10 55 37 08 0 0 100
11 13 42 45 0 0 100
12 02 85 13 0 0 100
13 69 31 0 0 0 100
14 62 32 06 0 0 100
15 45 46 09 0 0 100
16 40 27 25 8 0 100
LAMBARI
N°dalam.| NO NI | N2 | N3 N4 | TOTAL
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1 100 0 0 0 0 100
2 73 27 0 0 0 100
3 96 4 0 0 0 100
4 91 5 4 0 0 100
5 92 4 4 0 0 100
6 60 22 9 8 1 100
7 100 0 0 0 0 100
8 100 0 0 0 0 100
9 100 0 0 0 0 100
10 100 0 0 0 0 100
11 97 3 0 0 0 100
12 83 17 0 0 0 100
13 96 4 0 0 0 100
14 80 17 3 0 0 100
15 40 42 18 0 0 100
16 0 73 25 2 0 100
17 0 92 8 0 0 100
18 4 6 65 25 0 100
19 19 16 58 7 0 100
20 90 7 3 0 0 100
21 100 0 0 0 0 100
22 13 29 53 5 0 100
23 100 0 0 0 0 100
24 100 0 0 0 0 100
25 94 6 0 0 0 100
TILAPIA
N° da lam. NO N1 N2 N3 N4 TOTAL
1 17 61 21 1 0 100
2 100 0 0 0 0 100
3 100 0 0 0 0 100
4 100 0 0 0 0 100
5 61 39 0 0 0 100
6 100 0 0 0 0 100
7 83 17 0 0 0 100
8 100 0 0 0 0 100
9 100 0 0 0 0 100
10 87 13 0 0 0 100
11 0 82 18 0 0 100
12 0 93 7 0 0 100
13 11 76 13 0 0 100
14 58 42 0 0 0 100
15 77 23 0 0 0 100
16 68 32 0 0 0 100
17 0 87 13 0 0 100
18 91 6 3 0 0 100
19 56 21 23 0 0 100
20 100 0 0 0 0 100
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21 100 0 0 0 0 100
22 80 13 4 3 0 100
SAGUIRU

N°dalam.|  NO N1 N2 N3 N4 TOTAL
1 62 18 14 6 0 100
2 8 56 36 0 0 100
3 13 78 9 0 0 100
4 3 79 18 0 0 100
5 12 54 26 8 0 100
6 0 96 4 0 0 100
7 0 71 19 8 2 100
8 76 24 0 0 0 100
9 42 44 14 0 0 100
10 38 53 9 0 0 100
11 0 65 35 0 0 100
12 0 78 22 0 0 100
13 6 8 57 27 2 100
14 6 60 32 2 0 100
15 0 13 29 57 1 100
16 7 27 57 9 0 100
17 100 0 0 0 0 100
18 93 7 0 0 0 100
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Anexo 3. Tabelas com os resultados estatistico do micronucleo realizados nas espécies do

lago Paranod, através do programa de estatistica basica Mann Whitney — U, onde em

vermelho estdo representados os resultados significantes € em azul os ndo significantes.

Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U Z
M 14 2,22989940
N 400 590 7 6
Rank Rank
Sum Sum
Group1 Group2 U Z
M 15 1,63698017
N 408 495 5 6
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U zZ
M 28 0,88904136
N 535 843 2 4
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U Z
M 35 0,017604
N 606 879 1 47

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Tucunaré

Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,0257610 2,32623910 0,020012
31 9 01 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Traira
Valid
V4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,1016444 1,72941780 0,0837439
49 1 89 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acard x Lambari
Valid
Z N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,3739875 0,94847792 0,3428933
26 4 32 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Tilapia
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,9859545 0,0194679 0,9844679
23 16 24 22

Mann-Whitney U Test

Valid
N 2*]sided
Group
2 exact p
0,0254928
22 12
Valid
N 2*1sided
Group
2 exact p
0,1047620
20 92
Valid
N 2*1sided
Group
2 exact p
0,3822024
30 76
Valid
N 2*]sided
Group
2 exact p
0,9930387
32 74
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By variable GRUPOS

Acara x Carpa
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 182, 0,1274492 0,8985856 0,1415996 0,887397
N 4445 335,5 5 59 18 85 11 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Saguiru
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 37 0,1311357 0,8956687 0,1446636 0,884977
N 646 1007 7 92 45 02 4 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Traira
Rank Rank Valid
Sum Sum zZ N
Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 19 0,6799763 0,4965243 0,7006038 0,4835553
N 500 403 3 44 34 43 77 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Lambari
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 24 1,6484308 0,0992740 1,7065715 0,0879114
N 672 706 1 24 91 79 27 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Tilapia
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Groupl Group2 U zZ p-level adjusted p-level 1
M 21 2,3413944 0,0192179 2,4604771 0,0138804
N 738 747 9 24 62 14 87 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Carpa
Rank Rank Valid
Sum Sum Z N
Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1
M 113, 2,0816712 0,0373804 2,1676230 0,030194
N 5135 266,5 5 38 38 43 72 22

Mann-Whitney U Test

Valid
N
Group
2

17

Valid

Group

35

Valid

Group

20

Valid

Group

30

Valid

Group

32

Valid
N

Group
2

17

2*1sided
exact p

0,8997819
42

2*1sided
exact p

0,9029824
14

2*1sided
exact p

0,5085000
99

2*1sided
exact p

0,1015090
79

2*]sided
exact p

0,0187547
13

2*]sided

exact p
0,0363047
05
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By variable GRUPOS
Tucunaré x Saguiru

Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 218, 2,7292637 0,0063510 2,8751060 0,004041 0,0056598
N 804,5 848,5 5 83 59 96 58 22 35 63
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Lambari
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 25 0,910935 0,3623360 0,9538323 0,3401757 0,3709623
N 556 719 4 76 69 28 18 20 30 22
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Tilapia
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Group1 Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 22 1,7680337 0,0770647 1,8758736 0,0606817 0,078550
N 624 754 6 43 67 85 08 20 32 54
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Carpa
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum V4 N N 2*1sided
Group Group
Groupl Group2 U V4 p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 116, 1,630471 0,1030117 1,7202997 0,0853876 0,1035071
N 4335 269,5 5 23 42 21 32 20 17 46
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Saguiru
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Group1l Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 237, 1,968339 0,0490375 2,0977673 0,0359335 0,0484022
N 6725 867,5 5 92 53 53 17 20 35 27
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Tilapia
Rank Rank Valid Valid
Sum Sum Z N N 2*1sided
Group Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
M 41 0,9578415 0,3381499 1,0273089 0,3042827 0,3442034
N 1013 940 2 16 35 41 55 30 32 13

Mann-Whitney U Test
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Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U Z
M 213, 09188254
N 7615 366,5 5 48
Rank Rank
Sum Sum
Group1 Group2 U Z
M 43 1,1974720
N 1081 1064 4 95
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U zZ
M 26 0,1260252
N 806 419 6 15
Rank Rank
Sum Sum
Groupl Group2 U zZ
M 54 0,1506289
N 1100 1178 8 39
Rank Rank
Sum Sum
Group1l Group2 U Z
M 295, 0,0390143
N  448,5 929.5 5 36

By variable GRUPOS

Lambari x Carpa
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,3581937 0,9808086 0,3266945
85 16 48 30
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Saguiru
Valid
Z N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,2311314 1,2863346 0,1983356
64 34 03 30
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tilapia x Carpa
Valid
Z N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,8997127 0,1404266 0,8883238
41 06 43 32
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tilapia x Saguiru
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,8802694 0,1665570 0,867719
08 14 65 32
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Carpa x Saguiru
Valid
4 N
Group
p-level adjusted p-level 1
0,9688792 0,0432980 0,9654642
23 17 34 17

Valid

Group

17

Valid

Group

35

Valid

Group

17

Valid

Group

35

Valid

Group
2

35

2*1sided
exact p

0,3619489
67

2*1sided
exact p

0,2354553
49

2*1sided
exact p

0,9089921
71

2*]sided
exactp

0,8859900
24

2*]sided
exact p

0,9691996
57
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Anexo 4. Resultado estatistico das freqiiéncias de anormalidades nucleares realizado nas
espécies de peixes do Lago Paranod, avaliadas pelo programa de estatistica basica Mann
Whitney — U, onde em vermelho estdo selecionados os resultados significativos e em azul os
nao significativos.

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acard x Tucunaré

Rank Rank
Sum Sum V4 Valid N Valid N 2*1sided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level 1 2 exact p
A 17 - 0,0283877 - 0,027999 0,028200
N 473 655 3 2,19199 2 2,19739 6 24 23 8
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Traira
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group1  Group 2 U Z p-level  adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 4325 557,5 132,5 -2,5338 0,01128806 -2,5425 0,0110108 24 20 0,010264
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Lambari
Rank Rank
Sum Sum zZ Valid N Valid N 2*1sided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level 1 2 exact p
A 11 3,50534 0,0004566 3,53462 0,000408 0,000300
N 758 418 8 1 5 3 9 24 24 6
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara x Tilapia
Rank Sum Rank Sum Z Valid N ValidN 2*1sided
Group!  Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
NA  336,5 839,5 36,5 -5,18584 0,000000 -5,19191 0,00E+00 24 24 0,000000
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acard x Carpa
Rank Rank
Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group  Group
Group! Group2 U zZ p-level  adjusted p-level 1 2 exact p
A 18 0,63510 0,5253629 0,63901 0,522817 0,538164
N 528 333 0 7 7 6 3 24 17 4
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Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Acara X Saguiru

Rank Rank
Sum Sum Z
Group 1  Group 2 U V4 p-level  adjusted
A 181, 2,19599 0,028099 2,21025
N 694,5 481,5 5 3 6 5
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunare x Traira
Rank Rank
Sum Sum Z
Groupl Group2 U Z p-level  adjusted
A 20 - 0,6091207 -
N 485 461 9 051133 3 0,51265
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Lambari
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group2 U Z p-level  adjusted
AN 765 363 63 4,532941 6,00E-06 4,558578
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Tilapia
Rank
Rank Sum  Sum 4
Group
Group 1 2 U V4 p-level  adjusted

AN 3255 802,5 49,5 -4,82024 0,000001 -4,82345

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Tucunaré x Carpa

Rank Rank
Sum Sum Z
Groupl Group2 U V4 p-level  adjusted
A 110, 2,32556 0,0200477 2,33368
N 556,5 263,5 5 9 7 3

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS

Tucunaré x Saguiru
Rank Rank
Sum Sum 4

Group 1  Group 2 U Z p-level  adjusted

p-level
0,027094
5

p-level
0,608198
5

p-level
0,000005

p-level
1,00E-06

p-level
0,019618
5

p-level

Valid N Valid N

Group
1

24

Group
2

24

Valid N Valid N

Group
1

23

Valid N
Group 1
23

Group
2

20

Valid N
Group 2
24

Valid N Valid N

Group 1 Group 2

23

24

Valid N Valid N

Group
1

23

Group
2

17

Valid N Valid N

Group

Group

2*1sided
exact p

0,027147
1

2*]sided
exactp

0,621114
3

2*1sided
exact p
0,000001

2*]sided

exact p
0,000000

2*1sided
exact p

0,018804
2

2*1sided
exact p
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1 2

A 100, 3,73488 0,0001881 3,75064 0,000176 9,801E-
N 727,5 400,5 5 8 2 3 7 23 24 05
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Lambari
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 660 330 30 4,949748 0,000001 4,973462 1,00E-06 20 24 0,000000
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Tilapia
Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level  adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 291 699 81 -3,74767 0,0001788 -3,74978 0,0001773 20 24 9,12E-05
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Carpa
Rank Rank
Sum Sum zZ Valid N Valid N 2*Isided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level | 2 exact p
A 7 2,83427 0,0045958 2,84339 0,004466 0,003911
N 473 230 7 7 2 2 4 20 17 1
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Traira x Saguiru
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Groupl Group2 U zZ p-level adjusted  p-level Groupl Group2 exactp
AN 626 364 64 4,14836 3,3573E-05 4,166161 3,106E-05 20 24 1,054E-05
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Tilapia
Rank Sum Rank Sum Z Valid N ValidN 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 309 867 9 -5,75288 0,0000E+00 -5,76982 0,000000 24 24 0,000000
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Carpa
Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*Isided
Groupl Group2 U V4 p-level adjusted  p-level Groupl Group2 exactp
AN 396 465 96 -2,85798 0,00426618 -2,89104 0,0038423 24 17 0,0036361

Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
Lambari x Saguiru
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Rank Sum Rank Sum zZ Valid N Valid N 2*1sided
Group! Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
NA 507 669 207 -1,67019 0,0948912 -1,69584 0,0899266 24 24 0,0972042

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Tilapia x Carpa
Rank Sum Rank Sum Z Valid N ValidN 2*1sided
Group 1 Group2 U 4 p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
AN 684 177 24 4,763305 2E-06 4,769541 2,00E-06 24 17 0,000000

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Tilapia x Saguiru
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group 2 U Z p-level adjusted p-level Group1l Group2 exactp
AN 857,5 318,5 18,5 5,556996 0,0000 5,568342 0,0000 24 24 0,0000

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Carpa x Saguiru
Rank Rank
Sum Sum zZ Valid N Valid N 2*l1sided
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted  p-level 1 2 exact p
A 14 1,53484 0,1248323 1,54914 0,121356 0,129147
N 415 446 6 3 8 5 7 17 24 2
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Anexo 5. Tabelas contendo os resultados da andlise estatistica do nonilfenol, realizada pelo

programa de estatistica basica Mann Whitney — U. Em azul estdo selecionados os valores de

p, demonstrando que as diferengas entre as freqiiéncias de micronucleos ndo sao significativas

(p>0,05).
Mann-Whitney U Test
By variable VAR1
Controle x 1pL/L
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group 2 U Z p-level adjusted p-level
MN 104,5 105,5 49,5 -0,0378 0,96985 -0,04339 0,965388
Mann-Whitney U Test
By variable VAR1
Controle x 10 pL/L
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group2 U V4 p-level adjusted p-level
MN 100,5 109,5 45,5 -0,34017 0,733732 -0,3823 0,702241
Mann-Whitney U Test
By variable VAR1
Controle x 16 pL/L
Rank Sum Rank Sum Z
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level
MN 1095 100,5 45,5 0,340168 0,733732 0,403556 0,686542

Valid N
Group 1
10

Valid N
Group 1

10

Valid N
Group 1

10

Valid N
Group 2
10

Valid N
Group 2
10

Valid N
Group 2
10

2*1sided
exact p
0,970512

2*]1sided
exactp
0,739364

2*1sided
exact p
0,739364
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Anexo 6. Tabelas contendo os resultados da andlise estatistica da citotoxicidade do
nonilfenol, realizada pelo programa de estatistica basica Mann Whitney — U. Em azul estio
selecionados os valores de p ndo significativos (p>0,05) e em vermelhos os valores
significativos (p<0,05).

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
controle x 1 pL/L
Rank Rank Valid Valid 2*Iside
Sum Sum zZ N N d
Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level adjusted p-level 1 2 exact p
CITOTOX 38, - 0,3846 - 0,37998 0,39304
_ 93,5 116,5 5 0,86932 8 0,87794 2 10 10 8
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
controle x 10 pL/L
Rank Rank Valid  Valid 2*1side
Sum Sum zZ N N d
adjuste Group  Group
Groupl Group2 U Z p-level d p-level 1 2 exact p
CITOTOX 18, - 0,01726 0,01639
_ 73,5 136,5 5 238118 3 -2,4002 2 10 10 0,01469
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
controle x 16 pL/L
Rank Valid Valid 2*lsi
Sum Rank Sum V4 N N ded
adjuste Group Group exact
Group 1 Group 2 U Z p-level d p-level 1 2 p
CITOT 0,03764 2,0874 0,0368 0,035
ox 77,5 132,5 22,5  -2,0788 3 5 55 10 10 463
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
1 uL/L x 10 pL/L
Rank Valid 2*1si
Rank Sum Sum zZ N Valid N ded
adjuste Group exact
Group 1 Group2 U V4 p-level d p-level 1 Group 2 p
CITOT 22,0410 0,0412 2,0440 0,0409 0,043
ox 78 132 3 1 58 8 53 10 10 257
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
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Rank
Sum
Group

CITOTOX_ 87,5

Rank
Sum

Group 1
CITOTOX
118,5

1 pL/L x 16 pL/L

Rank
Sum V4
Group adjuste
2 U Z p-level d p-level
1,3258 0,1848
122,5 32,5 -1,32288 0,185886 7 92
Mann-Whitney U Test
By variable GRUPOS
10 pL/L x 16 pL/L
Rank
Sum zZ

Group2 U 4 p-level adjusted p-level
36, 1,02050 0,30749 1,02088 0,30731

91,5 5 4 7 8 5

Valid

Group

10

Valid
N

Group
1

10

Valid
N 2*1sided
Group
2 exact p
10 0,190316
Valid 2*Iside
N d
Group
2 exact p
0,31499
10 9

91





Anexo 7. Tabelas contendo os resultados da andlise estatistica da morfometria das gonadas
expostas ao nonilfenol, realizada pelo programa de estatistica basica Mann Whitney — U. Em
azul estdo selecionados os valores de p ndo significativos (P<0,05) e em vermelhos os valores
significativos (P<0,05).

Mann-Whitney U Test

By variable GRUPOS
Controle x 1pL/L
Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*Isided
Group 1 Group 2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 8825 947,5  417,5 -0,48049 0,63088 -0,4805 0,630875 30 30 0,633267

Mann-Whitney U Test (mn camund..sta)

By variable GRUPOS
Controle x 10 uL/L
Rank Sum Rank Sum Z Valid N Valid N 2*1Isided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 1046 784 319 1,93676 0,052784 1,93676 0,052784 30 30 0,053235
Mann-Whitney U Test (mn camund..sta)
By variable GRUPOS
Controle x 16 uL/L
Rank Sum Rank Sum 4 Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 556 1274 91 -5,30761 0 -5,30761 0,00E+00 30 30 7,5E-09

Mann-Whitney U Test (mn camund..sta)
By variable GRUPOS
1 uL/L x 10 pL/L

Rank Sum Rank Sum V4 Valid N Valid N 2*1sided
Group 1 Group2 U Z p-level adjusted p-level Groupl Group2 exactp
TAM 1064 766 301 2,202879 0,02761 2,202879 0,02761 30 30 0,027381
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