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RESUMO

O rio lguagu congtitui 0 habitat de varias espécies endémicas e é utilizado no
abastecimento de &gua e na producdo de energia elétrica & populagdo paranaense e
catarinense. Por outro lado, congtitui também um importante receptor de despejos
urbanos, industriais e rurais. Sendo assm, estas atividades podem gerar impactos que
precisam ser avaliados. Espécies representantes de trés géneros de peixe, Astyanax,
Corydoras e Hoplias foram coletadas nas estagbes seca (abril/2008) e chuvosa
(outubro/2008) em dois pontos localizados nos municipios de Porto Amazonas - PR
(PA) e Irinedpolis - SC (IR). Nos individuos coletados foram analisados os indices
sométicos (indice hepatossomético - IHS, gonadossomatico - IGS e fator de condicéo —
K), a histopatologia de branquias e figado, e a presenca de hidrocarbonetos policiclicos
arométicos (PAHS) na bile para avaliar a qualidade da &gua do rio Iguagu. O fator de
condi¢do manteve-se congtante nos dois periodos considerados bem como nos locais
estudados. Houve diferengas entre abril e outubro nos IGS e IHS de Astyanax spp. e no
IHS de Corydoras spp. As alteragdes histopatoldgicas foram semelhantes
estatisticamente entre os géneros, locais e periodos, com excecdo de Astyanax spp.
coletados em &bril/IR que apresentaram mais alteragdes do que os Corydoras spp. de
out/PA (p<0,05). Areas de necrose, infiltragio leucocitéria e presenca de parasitas
foram alteragdes frequentes no figado, enquanto que aneurismas, hiperplasias e fusio
lamelar predominaram nas branquias. A diferente composi¢do de PAHSs na bile e suas
concentragdes de acordo com o periodo de coleta provavelmente devem-se aos
diferentes habitos alimentares das espécies consideradas. Os valores constantes de K
podem indicar um ajuste fisiologico destes organismos & exposicdo cronica. Os
resultados deste estudo aiados a outros biomarcadores incluidos no projeto
(bioquimicas, fisiologicas e genotoxicas) indicam uma relevante contaminagdo em
ambos os pontos, mas também sugerem a presenca de outras fontes de contaminacdo ao
longo do trecho estudado do rio Iguagu que precisariam ser investigadas futuramente.

Palavras-chave: biomonitoramento, rio subtropical, nivel tréfico, salide publica



ABSTRACT

Iguacu River is the habitat of various endemic fishes as well as the source of drinking
water and energy production to locals in Parand and Santa Catarina States. However, it
is also an important waste water receptor from industrial, urban and agricultural
activities that may contribute to increase the impact that must be more studied. Species
of three genders of fish, Astyanax, Hoplias and Corydoras, were collected in dry
(Apr/08) and rainy (Oct/08) seasons from Porto Amazonas (PA) and Irinedpolis (IR)
sites. In the collected individuals was considered the somatic indexes (hepatic-somatic
index - HSI, gonad-somatic index - GSI and condition factor - K), histopathology of
gills and liver, and the presence of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) in bile to
evaluate the water quality of Iguagu River. The condition factor was similar in both
periods and studied stes. IGS and IHS had significant differences between April and
October in Astyanax spp. and only IHS in Corydoras spp. The histopathological
findings were similar between genders, locations and periods except for Astyanax spp.
collected during April in IR and Corydoras collected during Oct. in PA (p <0.05).
Necrosis areas, leukocyte infiltration and occurrence of parasites were the main hepatic
aterations, whereas aneurysm, hyperplasiaand lamellar fusion were commonin gills. A
different composition and concentration of PAHs were found in bile probably resulted
from different habits of the considered species. Similar K values may indicate the
accommodation of these organisms to chronic exposure to contaminants. The results of
present study together with other additional biomarkers included in the project
(biochemical, physiological and genotoxic) indicate the presence of contamination in
PA and IR, probably from several different sources that must be further investigated.

Key words: biomonitoring, subtropical river, trophic level, public health
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1.Introducéo

1.1 Consideragdes Gerais

As bacias hidrogréficas brasileiras servem de habitats para uma imensa
diversidade de organismos, sendo que grande parte desses ecossistemas encontram-se
ameacados pela poluicéo decorrente da atividade humana Como consegquéncia, cria-se
um paradigma importante, pois na mesma velocidade em que a populagdo humana
cresce e se desenvolve, aumentam também os niveis de comprometimento dos corpos
d’agua pelo lancamento direto de efluentes, pela deposicdo atmosférica e pelo
escoamento da &gua sobre o solo e infiltragdes para os lencdis fredticos.

Apesar da legislacdo brasileira ser rigorosa, ha muitas falhas no controle e
gerenciamento dos recursos hidricos, como a falta de fiscalizagd, monitoramento,
tecnologias e sistemas de tratamento adequados. Em levantamento realizado sobre as
andlises de &gua de abastecimento no Parand, Andreoli et al. (1999b) enfatiza que os
agrotdxicos mais utilizados na regido ndo estdo inclusos na lista de compostos
monitorados pelos érgéos ambientais. Além disso, estudos recentes demonstraram a
presenca de organoclorados (DDT, DDE, PCBs e dioxinas) bioacumulados no musculo
e figado de Hoplias malabaricus em lagoa de Ponta Gross/PR a considerada prépria
para pesca (MIRANDA et al., 2008), demonstrando a inadequacdo das politicas
ambientais.

Tendo em vista a fragilidade do sistema biol6gico de agua doce, a ineficiéncia
da fiscalizagdo ambiental brasileira e a caréncia de dados referentes aos estudos de

impactos da atividade humana no rio lguagu, constitui o principal objetivo deste



trabalho realizar uma avaliagdo da qudidade da &gua deste importante corpo d’agua.
Além disso, € objetivo ainda gerar dados que possam auxiliar as tomadas de decisdes no
sentido de proteger os mananciais e a qualidade da &gua para os organismos aquéticos e
consumo humano. Este trabalho é parte do projeto “ Avaliagdo da salide da fauna do Rio
Iguagu com o uso de biomarcadores de contaminagdo ambiental” desenvolvido pelo
grupo de pesguisa multidisciplinar em toxicologia aquética AQUATOX da
Universidade Federal do Parana, envolvendo os laboratérios de Toxicologia Celular, de
Citogenética e Mutagénese, de Toxicologia Ambiental e de Fisiologia Renal e

Osmorregulagdo. O projeto foi financiado pela Fundacdo Araucaria— PR.

1.2 Baciadorio Iguagu

A baciado rio Iguagu é amaior do estado do Parana, pertencendo ao sistema
hidrogréfico do rio Parana, do qual é isolada pelas Cataratas do Iguagu que constitui em
umabarreira natural. Situa-se naregido sudeste da América do Sul e se estende por
cerca de 72.000 km?, abrangendo &reas do sul do Brasil e nordeste da Argentina. A
maior parte de suabacia esta em territério paranaense, em torno de 57.330 km?
(MAACK, 1981).

O processo geomorfolégico de formacdo da bacia do lguagu remonta ao
Terci&rio, estando associado a movimentos responsaveis pelo soerguimento da Serra do
Mar e a origem dos trés planaltos Paranaenses. Assim, 0 rio lguagu une um rio
geologicamente antigo, porém rejuvenescido por diversos levantamentos, caracterizados
por corredeiras e saltos, aternados por meandros de curvaturas amplas e vérzeas

extensas.



Devido ao surgimento das Cataratas do Iguagu, ocorrido ha aproximadamente 22
milhdes de anos (Periodo Oligo-Mioceno), as populagdes de peixes da bacia do rio
Iguagu foram isoladas das do rio Parand por estas quedas, que gpresentam cercade 70 m
de desnivel. Esse fato favoreceu o processo de especiagdo, resultando em 80% de
espécies exclusivas desta bacia (AGOSTINHO E GOMES, 1997) e justificando o
pegueno nimero de espécies (JULIO JR. et al., 1997) e a auséncia de representantes de
familias de peixes comuns em outros rios da bacia do Parana. Atuamente sdo
conhecidas 81 espécies de Teleostel para a bacia do Iguacu (INGENITO et al., 2004) e
destas, sete estdo no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extingdo, todas
de pequeno porte, sendo cinco lambaris (Hasemania maxillaris, H. melanura,
Hyphessobrycon taurocephalus, Glandulocauda melanopleura, Astyanax gymnogenys),
uma cambeva (Trichomycterus castroi) e um peixe-anua (Austrolebias carvalhoi)
(ROSA E LIMA, 2008).

O rio Iguagu tem sua origem na confluéncia dos rios Atuba e Irai, na Regido
Metropolitana de Curitiba (RM C). Sua extensdo total alcanga cerca de 910 km com um
desnivel de 830 m a partir de suas cabeceiras, as quais estdo localizadas na Serrado Mar
em altitudes superioresa 1.000 m (MAACK, 1981). O rio Iguagu é divisor politico entre
0 Parand e Santa Catarina desde S0 Mateus do Sul até Foz do Iguagu, onde faz
fronteira com a Argentina e desdgua no Rio Paran& Seu curso passa por 37 cidades,
abastecendo duas ddlas, Porto Unido - SC e Unido da Vitéria — PR, através de
aproximadamente 25.000 pontos de ligagdo administradas pela Companhia de
Saneamento do Parana — Sanepar.

Historicamente o rio Iguagu vem sendo impactado desde a colonizagéo da regido

sudoeste do Parand. A ocupagdo as margens do rio impulsionada pela navegacdo gerou



a devastagdo da mata ciliar e consequente assoreamento, acabando em 71 anos (1882-
1953) com a navegabilidade do trecho entre Porto Amazonas e Unido da Vitéria. Na
década seguinte, a regido do Alto Iguacu foi retificada a fim de evitar que a capita do
estado sofresse com os transhordes naturais, repassando os problemas a jusante. O rio
destaca-se pela contribui¢go para o desenvolvimento do estado principalmente devido
ao grande potencial hidrelérico, o qual passou a ser mais bem explorado nas décadas
posteriores (BARDDAL, 2006).

O desenvolvimento urbano de Curitiba foi favorecido pela disponibilidade de
recursos hidricos, porém, ja na década de 50 ocorreram déficits no abastecimento e
estudos indicaram que as nascentes do rio lguagu seriam o0 Unico manancial
economicamente viavel para suprir as necessidades da cidade. Em 1964 foi constatado o
esgotamento dos mananciais locais sendo entdo criado o Sistema Iguagu para captacdo
de &gua, inaugurado em 1969 e com expectativa de atender a demanda de agua até o ano
de 2000. Porém o crescimento populacional da década de 1970 fez com que esse
sistema estivesse com sua capacidade esgotada no inicio dos anos de 1980. Assm, com
a crescente limitagdo dadisponibilidade hidrica, o planejamento da expansdo do sisema
de recursos hidricos integrado passou a ser sobre a bacia do Alto Iguagu, determinando
&reas reservadas para 0 abastecimento de &gua e reorientando esses recursos para a sua
utilizagdo principalmente por Curitiba (HASSLER, 2006). Atualmente, o rio Iguagu ndo
atende a demanda de &gua para abastecimento na RMC, tanto pela vaz&o insuficiente
quanto pela qudidade da &gua. Logo em suas nascentes ha ocupacOes irregulares e ao
longo do seu curso o esgoto doméstico € uma das maiores causas da degradacdo do rio,
visto que atravessa regifes de grande densidade populacional, com sgnificativas éreas

carentes de captacéo adequada do esgoto e a falta de tratamento deste. AindanaRMC, o



rio é receptor de residuos industriais provenientes da fabricagdo de produtos como
papel, fertilizantes, automdveis e alimentos, aém de ser um potencial receptor de
compostos resultantes de vazdes acidentais, como o derramamento de petrleo pela
Petrobras em 2000, e do transporte de cargas perigosas pelas rodovias que o cortam.
Deste modo, este conjunto destes fatores faz do rio Iguagu 0 segundo rio urbano mais
poluido do pais (IBGE, 2008).

Seguindo em direcdo a sua foz, encontram-se, em pequena escala, olarias,
madeireiras, curtumes e areais. Mas, devido a histéria de ocupagdo desta regido, a
atividade predominante é a agricultura, caracterizada pela intensa exploragdo do solo e
auséncia de mangjo adequado. Estas praticas, ainda habituais, incluem a retirada da
mata ciliar e resultam em processos erosivos que desgastam o solo fisicamente e retiram
a camada fértil. A reducdo da fertilidade induz ao aumento da aplicagdo de fertilizantes

que consegquentemente se tornardo contaminantes hidricos (ANDREOLI et al., 1999a).

1.3 Contaminantes

O rio lguagu € impactado por poluentes como metais, compostos
organoclorados, organofosforados, carbamatos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAHSs), bifenilas policloradas (PCBs), dioxinas e furanos oriundos das diversas
atividades antropicas que margeiam seu leito.

Os metais, também designados como eementos-tracos (ESTEVES, 1998), sdo
encontrados na natureza sendo que aguns deles (Cu, Co, B, Mg, Fe, Mn e Zn) sdo
Necess&rios ans organismos Vivos em peguenas quantidades para a redlizagdo de
atividades biol6dgicas, como o Mg, indispensavel na formagdo de clorofila, e o Fe e Cu,
necess&rios para a formagdo de citocromos que participam, por exemplo, da cadeia

respiratoria. Alguns metais como o chumbo, cadmio, cromo e o mercirio sdo agentes



conhecidamente toxicos e ndo essenciais que podem bioacumular e biomagnificar em
tecidos-alvos afetando macromoléculas celulares com consequencias, muitas vezes,
irreversiveis para niveis superiores de organizacdo biolégica (RABITTO et al., 2005;
ALVES COSTA et al., 2007; ZHOU et al., 2008).

Os pedticidas organoclorados (OCs), bifenilas policloradas (PCBs), dioxinas e
furanos sdo poluentes organopersistentes (POPSs), compostos ndo detectados pelos
métodos convencionais de monitoramento da qualidade da &gua para abastecimento
humano. Os POPs sdo compostos quimicamente estéveis, hidrofébicos e portanto
lipofilicos, sGo em geral resistentes & degradag@ microbiana, fotoquimica, quimica e
térmica. Na Convencéo de Estocolmo (2002) foram apontados 12 POPs que deveriam
ser imediatamente banidos das atividades agricolas e industriais, medida esta também
adotada pelo CONAMA (RESOLUCAO 357/2005).

Assm como os POPs, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS) sdo
compostos relacionados com urbanizagdo e atividades indugtriais, pois sdo resultantes
da queima incompleta da matéria organica, sendo as principais emissdes lancadas pela
queima do petréleo e seus derivados, como em motores, refinarias, incineradores,
producdo de coque e asfato etc. A principal via de contaminagdo por PAHs é
amosférica, seguido pela absor¢éo pela via trofica e hidrica. Os PAHs séo voléteis,
apolares, hidrofébicos (lipofilicos), podendo permanecer por muito tempo no ambiente
(SROGI, 2007), principalmente se adsorvidos & matéria organica. Alguns PAHs sdo
conhecidos como agentes carcinogénicos e desreguladores endocrinos (WHO, 2002;
LAWRENCE E HEMINGWAY, 2003). Em peixes, a exposi¢do aos PAHSs pode gerar
neoplasias, interferir no sistema endocrino e reprodutor. Alguns destes compostos séo

neurotoxicos e genotoxicos (AKAISHI et al., 2004; HELLOU et al., 2006) e interferem



na atividade do citocromo P450 (PIKKARAINEN, 2006) e no equilibrio 6xido redutor
dacédula(SILVA et al., 2008).

As caracterigticas destes contaminantes fazem deles grandes ameacas afauna e a
salide humana, e para uma avdiacdo mais precisa do impacto destes contaminantes é
necess&rio que o estudo quimico esteja associado ao biomonitoramento, neste caso

auxiliado pelo uso de biomarcadores.

1.4 Biomonitoramento, bioindicador es e biomar cadores

Os estudos ambientais utilizando apenas as analises quimicas sdo limitados em
funco da auséncia de tecnologia adequada para detectar ou explicar os efeitos toxicos
na biota Uma avaliagdo criteriosa da qualidade da &gua requer uma estrutura
metodoldgica que seja capaz de integrar as vérias andlises que podem variar do nivel
individua ao ecossistémico.

Apesar de j4 existirem equipamentos com grande sensibilidade estes néo
identificam substancias téxicas desconhecidas, considerando em suas andlises somente
aguelas listadas nos bancos de dados ou cujos padrdes sdo considerados. Além disso, as
dosagens quimicas e os testes fisicos sd0 pontuais, caracterizam um local num
determinado momento, desconsiderando fatores como a biodisponibilidade e interagdes
dos contaminantes. O biomonitoramento é relevante nesse ponto, pois quando 0s
organismos sd0 expostos a substancias toxicas, desconhecidas ou ndo, estes acusaréo
agum tipo de resposta bioldgica & exposicdo que pode ser mensurada, funcionando
estas espécies como bioindicadores. Segundo Zhou et al., (2008), o biomonitoramento
supera as andlises quimicas por detectar efeitos subletais nos organismos,; apresentar

respostas a agdo de misturas complexas de poluentes e ser sensivel as respostas



fisiolégicas aos contaminantes. Desta forma, o biomonitoramento pode ser utilizado
como andlise preditiva mesmo para concentragdes ndo detectaveis de contaminantes
pelos métodos instrumentais analiticos, mas suficientes para causar efeitos bioldgicos
devido a exposi¢do cronica, bioacumulago, biomagnificacdo e agdo conjunta.

O biomonitoramento avalia compostos que podem ndo apresentar toxicidade
direta, mas que a partir de mecanismos de biotransformac&o podem gerar metabdlitos
mais toxicos que a molécula de origem (OOST et al., 2003). O mercurio € um exemplo
desta dindmica, € um metal toxico que tem sua biodisponibilidade aumentada ap6s a sua
metilacdo através da acdo de microorganismos, sendo transformado em metilmercurio,
composto que se acumula no tecido muscular, nervoso e hepético incorporando-se
facilmente na cadeia alimentar (RABITTO et al., 2005). Como exemplo dos compostos
organicos mais classicos, temos o organofosforado metil paration, que apds a oxidacdo
enzimética no figado, gera o subproduto metil-paraoxon que age como inibidor da
acetilcolinesterase (MACHADO E FANTA, 2003).

Os bioindicadores sdo ferramentas do biomonitoramento, sdo espécies animais
ou vegetais que indicam precocemente modificagdes abidticas ou bidticas do ambiente
devido a algum tipo de atividade antrépica. A utilizagdo de peixes como bioindicadores
esta bem estabelecida no meio cientifico. Zhou et al. (2008) cita o tamanho corpéreo, o
longo ciclo de vida e a facilidade de manuseio como caracteristicas que fazem dos
peixes bons modelos biolégicos. Estes animais sdo sugeridos como bioindicadores por
serem representantes de vertebrados do meio aquético, possuirem mecanismos celulares
de resposta a0 edtresse quimico semelhantes aos dos mamiferos e constituirem um

importante elo entre diferentes niveis troficos. Os peixes possuem elevada taxa
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respiratoria, grande area de troca gasosas e 0 sistema de contra-corrente que aumentam
a absorgéo dos poluentes da agua para a corrente sanguinea (WHO, 2002).

Neste traba ho optou-se em trabalhar com trés géneros de tel edsteos que ocupam
posi¢des diferentes na cadeia tréfica com o intuito de observar a exposicéo diferencial
aos contaminantes. Os géneros considerados, Astyanax, Corydoras e Hoplias, sdo
modelos conhecidos para estudos ecotoxicoldgicos, possuem habitos diferenciados e
consequentemente sdo expostos de diferentes formas aos contaminantes.

Biomarcadores compreendem qualquer resposta em nivel de organismo ou
suborganismo que possa ser mensurada quando exposto ao estresse quimico (OOST et
al., 2003). Os biomarcadores possibilitam a avaliag@o do status saudével de organismos,
utilizando niveis mais baixos de organizacdo bioldgica (molecular ou celular) os quais
apresentam répida resposta a0 estresse, mas baixa relevancia ecolégica; ou dta
relevancia ecoldgica quando as respostas consderam niveis mais complexos de
organizacdo biologica como dteracfes enddcerinas e reprodutivas (HUTCHINSON et
al., 2006) ou comportamentais (GONCALVES et al,. 2008). Os niveis mais complexos
de organizagdo biolégica, mesmo por serem mais representativos ecologicamente,
exigem um tempo maior de observacdo e andlise, 0 que muitas vezes torna 0 seu
emprego inviavel. O ideal € utilizar biomarcadores que se encontra em niveis mais
baixos de organizagdo bioldgica e sendo também de baixa relevancia ecoldgica mas
que possam apresentar uma resposta rapida, possibilitando uma interpretacéo dos efeitos
também em niveis de complexidade biol6gica mais dtos (OOSt et al.,2003).

A bioacumulagéo e biomagnificag&o dos contaminantes sdo importantes eventos
que precisam ser considerados nos estudos que envolvem o biomonitoramento quando o

diagnostico ambiental € o foco do estudo. Vérios contaminantes, principa mente alguns
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tipos de metais, POPs e PAHs sdo absorvidos pelos organismos e passam para 0s
consumidores seguintes da teia trofica, concentrando-se nos organismos topo de cadeia
e atingindo a populagdo humana. Fisk et al. (2005) relata a acumulagdo de OCs e PCBS,
que S0 poderiam ser adquiridos pela via trofica e ndo por contato direto, em aves e
mamiferos terrestres e aquéticos no hemisfério norte. Na Europa, as concentractes de
OCs encontradas no tecido de peixes foram superiores aos limites estabelecidos pelo
governo, mesmo se considerado os pesticidas banidos em 1970 (OLIVEIRA RIBEIRO

et al., 2005).

1.5 A histopatologia como um biomar cador

A histopatologia permite a identificacéo eficiente dos efeitos subletais e cronicos
dos contaminantes de modo relativamente rgpido e de baixo custo. As ateracdes
histopatologicas respondem a baixas concentracfes de agentes toxicos, indicando
contaminagbes ou Situagdes de estresse precocemente (BERNET et al., 1999). Os
Orgdos-dvo dependem do tipo de exposi¢do do composto em questdo. Considerando-se
tanto a exposicao hidrica quanto atrofica, os 6rgdos mais utilizados sdo as brénquias, o
figado e o rim posterior. Neste trabaho foram analisados as brénquias e o figado das
espécies de peixes consideradas.

As brénquias sd0 6rgdos de grande relevancia ecotoxicologica pelo contato
direto com a &gua e suas fungdes (CENGIZ E UNLU, 2006). Além da respiragéo,
participam da osmorregulacéo, excregdo e, em algumas espécies, possuem células
quimiorreceptoras (botbes gustativos). A presenca das células de muco, tanto nas

brénquias quanto na pele, confere uma protecdo fisica do organismo contra
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contaminantes e parasitas. Devido a sua estrutura, as branquias facilitam a absorgéo de
contaminantes, principalmente em situagdes de estresse (BONGA E LOCK, 2008).

O figado € fundamenta para o metabolismo, armazenando compostos
energéticos (lipideos e glicogénio), produzindo vitelogenina e agindo na
biotransformacdo de xenotiGticos. A destoxificagdo por este processo consiste na
transformacdo de contaminantes em compostos facilmente elimindvels via sisema
renal. Por outro lado, a biotransformagdo pode gerar moléculas mais toxicas que o
composto de origem (OOST et al., 2003). Estes metabdlitos podem interagir com
congtituintes bésicos celulares, como DNA e proteinas, comprometendo o
funcionamento do figado pela alteracdo do metabolismo celular neste 6rgdo, gerando
respostas agudas e cronicas, como a carcinogénese e a formagéo de tumores (HINTON
et al., 2008). Devido a plasticidade funcional do figado, a deterioragdo da estrutura e

func@o hepédtica pode afetar a homeostase e levar & morte do organismo.

1.6 Detecgéo de PAHs pela bile
A degradacdo biologica dos PAHs depende de fatores que influenciam no

metabolismo dos microorganismos envolvidos, como o nimero de anéis que formam os
PAHs, quanto menor o nimero de anéis (menor massa molecular), maior a taxa de
degradacéo. A biodisponibilidade dos PAHs no ambiente tende a aumentar com o
decréscimo da massa molar, pois quanto maior a massa molar, menor a solubilidade,
ocorrendo a bioacumulagdo de compostos com menor massa molar. A absorgdo dos
PAHs por organismos aquéticos pode ocorrer através da via alimentar ou através da pele
ou branquias, e a acumulagdo nos tecidos depende das taxas de metabolizagdo dos

PAHs. Consta-se que nos peixes de maior nivel tréfico ocorre o acimulo preferencial



13

por PAHs de baixa massa molar, pois estes organismos biotransformam com maior
facilidade os PAHs de maior massa (MENICONI, 2007). Outro fator a ser considerado
s80 0s hébitos de vida do organismo, animais bentdnicos s80 mais suscetiveis aos PAHs
por ingerirem parte do sedimento que contém estes compostos depositados
(ERICKSON et al., 2008).

Portanto, a quantificacdo de PAHs nos tecidos é usualmente baixa, sendo mais
adequada a deteccdo destes compostos na bile por métodos ja bem estabelecidos
(ARIESE et al., 1997; AAS et al., 2000; OOST et al., 2003, MENICONI, 2007).

A bile é uma mistura de &gua, eletrdlitos, sais biliares, bilirrubina (resultante da
quebra de células sanguineas, e pigmentos biliares como a biliverdina), xenobioticos
destoxificados, residuos de hormonios esteréides e proteinas biliares (JOBLING, 1995).
Os PAHSs e seus metabdlitos sdo fluorescentes, o que permite sua quantificagdo por
espectrofluorimetria. A principa rota de excrecdo de PAHs é pela bile, onde sfo
armazenados apos serem biotransformados no figado e posteriormente liberados através
do sistema digestério (AAS et al., 2000). A vesicula biliar é esvaziada a cada periodo
aimentar, aumentando o seu volume nos periodos intermediérios e, apds acancar seu
volume méaximo, a bile torna-se mais concentrada pela reabsor¢do de &gua (HURK,
2006). O volume da vesicula biliar varia de acordo com estado alimentar, alterando
assim a concentragéo de seus componentes, podendo gerar interpretagdes equivocadas.
Assim, um dos méodos mais confiavels € a expressio da concentragdo de PAHs em
relagdo a concentrag@o de proteinas (ARIESE et al., 1997).

Os estudos de biomonitoramento utilizam alguns biomarcadores que
possibilitam detectar e avaliar efeitos toxicos em representantes da biota aquatica, com

0 objetivo de esclarecer as vias de contaminagéo de poluentes e seus mecanismos



14

toxicos. Neste estudo ser@o considerados os dois oOrgdos-alvo mencionados
anteriormente, para trés diferentes espécies pertencentes a diferentes niveis tréficos e
que co-habitam um mesmo ecossi stema altamente impactado pela atividade antrépica, o
rio Iguacu. Avaliagdes morfologicas, indices sométicos e andlise quimica de PAHs na
bile das espécies bioindicadoras serdo consideradas na avaliagdo da qualidade da égua
Considerando a Regido Metropolitana de Curitiba como a maior fonte de
contaminantes, principalmente por possuir um grande pélo industrial proximo ao rio,
esperava-se encontrar maiores concentragdes de PAHs na bile dos animais coletados em

Porto Amazonas, assim como maiores indices de lesdes histopatol 6gicas.
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2 Objetivo geral
Avaliar o impacto antropico no rio Iguagu utilizando biomarcadores em espécies

de teledsteos pertencentes aos géneros Astyanax, Corydoras e Hoplias.

2.1 Obj etivos especificos

- Coletar representantes dos géneros Astyanax, Corydoras e Hoplias, em dois pontos
no rio Iguagu com diferencas em relagdo a interferéncia antropica;

- Avdiar as alteragbes histopatologicas no figado e brénquias de espécimes
pertencentes aos géneros de teledsteos Astyanax, Corydoras e Hoplias;

- Quantificar hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHS) na bile dos espécimes
dos trés géneros considerados;

- Comparar os dados dos indices sométicos, histopatolégicos de figado e branquias e
a presenca de PAHs nos espécimes estudados entre as duas &reas de estudo ao longo
do Rio lguagu;

- Relacionar os dados histopatolégicos em figado e brénquias e a presenca de PAHs
nos espécimes estudados entre as estagfes seca e chuvosa nas duas areas de estudo
ao longo do Rio Iguacguy;

- Relacionar os dados histopatoldgicos e a biodisponibilidade de PAHs com os
diferentes niveis troficos nos trés géneros considerados,

- Gerar dados que contribuam para a avaliagdo e construcdo de politicas publicas

referentes a0 monitoramento, recuperagdo e uso raciona do Rio Iguagu.
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3. Material e métodos

3.1 Local

Os pontos de coleta localizam-se nas cidades de Porto Amazonas (PA)
(25%32'41”S e 49°53' 25" W) - Parana e Irinedpolis (IR) (26°14'01”S e 50°47'59" W) —
Santa Catarina , a 75,3 km e 228 km respectivamente de Curitiba (Fig.1). Seguindo o
percurso do rio Iguagu, apds a Regid Metropolitana de Curitiba, Porto Amazonas é a
primeira localidade onde h& maior ocorréncia e diversidade de peixes, pois a montante o
rio possui oxigenacdo extremamente reduzida, sendo praticamente invidvel a captura
dos mesmos. Este trecho entre suas nascentes até o inicio de suas corredeiras em Porto
Amazonas € denominada informalmente de “Alto Iguagu” (INGENITO et al., 2004). O
segundo ponto de coleta localiza-se préximo a captacdo de agua de Irinedpolis e
precede duas outras cidades que também s8o abastecidas pelo rio, Porto Unido (PR) e
Unido da Vitoria (SC), ambas com mais de 50 mil habitantes. A bacia do rio Iguagu
caracteriza-se por gpresentar uma vaz&o que tende a aumentar no sentido montante -
jusante (AZEVEDO et al., 2006), fator que pode contribuir, através de processos
hidrogeol6gicos, com adescontaminagdo do rio conforme ele se afasta da sua nascente e
da RMC. Assim, Irinedpolis seria o ponto menos impactado, justificando os pontos de

captagdo de &gua para o abastecimento das cidades mencionadas.

——

Y Curitiba
@ Porto Amazonas
B Irinedpolis

Figura 1: Baciado Rio Iguacu com alocalizacdo dos dois pontos de coleta, Irinedpalis e Porto
Amazonas, em relacdo ao maior centro urbano, Curitiba.
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3.2 Coleta

Para verificar a possivel diferenca na disponibilidade de PAHs devido a
dteracdo de volume de &gua durante os periodos de seca e chuva, as coletas foram
realizadas nos meses de abril (estagdo seca) e outubro (estagdo chuvosa) de 2008.

As coletas de abril foram realizadas no periodo da tarde (IR) e da manha (PA),
enquanto que as coletas de outubro foram realizadas no fim datarde e noite. Asredes de
espera simples de 20 m de comprimento e variadas malhas (1,5; 2,5; 4; 6; 8; 10; 12; 14
e 16 cm), assim como as armadilhas do tipo covo, foram armadas proximas as margens
e as revisdes foram redlizadas em intervalos de aproximadamente duas horas. Os
arremessos de tarrafa e o arrasto (rede de maha 0,5 cm, com 20 m de comprimento)
ocorreram entre esses intervalos.

Apbs a coleta, os animais foram anestesiados com benzocaina 10% diluido em
&gua e sacrificados por seccd medular no local de captura Em seguida, os dados
morfométricos (massa total, comprimento total e comprimento padréo) foram obtidos,
assim como a massa do figado e das génadas. A retirada dos 6rgdos e tecidos de
interesse foi realizada com o auxilio de material cirdrgico e as amostras foram
armazenadas em gelo seco ou fixadas em solugdo quimica a temperatura ambiente, de

acordo com o tipo de andlise posterior.

3.3 Organismos bioindicador es
3.3.1. Astyanax spp.
O género Astyanax, com 86 espécies, anteriormente era nominado entre a

subfamilia Tetragonopterinae e atualmente encontra-se entre outros géneros incertae
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sedis' da familia Characidae (REIS et al., 2003). E amplamente distribuido pelo Brasil
(GODQY, 1975) sendo o género mais comum e diversificado de Characidae na érea de
abrangéncia da regido neotropical. S&o conhecidos vulgarmente como lambaris ou
piabas e habitam diversos ambientes, inclusive as &guas de cabeceiras de rios e riachos.
Na regido do Alto Iguacu € conhecida a ocorréncia das espécies Astyanax altiparanae,
A 99.B. A 5. C A . DeA sp. E(INGENITO et al., 2004) (Fig. 2). No gerd, as
espécies do género Astyanax tém sido consideradas como zooplanctivoras, insetivoras e
principalmente onivoras, tendo papd essenciad no equilibrio dos ecossstemas
(SANTOS, 1981), desempenhando uma importante funcdo na cadeia alimentar, pois
constituem a fonte alimentar para peixes carnivoros e gpresentam grande flexibilidade

dimentar (GOMIERO E SOUZA BRAGA, 2003).

(Foto: Pilchowski, 2003)
Figura 2: Exemplares dos géneros A- Astyanax e B- Corydoras. Barra= 1cm.

3.3.2 Corydoras sp.
O género Corydoras é composto por 143 espécies (REIS et al., 2003), da Ordem
Siluriforme, familia Callichthyidae (Fig.2). A distribuicdo geogréfica compreende a

bacia do rio Parana e rios costeiros do Brasil e Urugual (REIS et al., 2003). As espécies

! Posico taxondmica incerta (Reis, et al., 2003).
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Corydoras paleatus e Corydoras ehrhardti podem ser encontradas no Alto Iguagu
(INGENITO et al., 2004). S&o onivoros e nadam preferencialmente junto ao substrato e
em peguenos cardumes (ROSA E LIMA, 2008) e, diferente da maioria dos bagres que é

noturna, os Corydoras sdo de habito diurno (AXENROT E KULLANDER, 2003).

3.3.3 Hoplias sp.

Na Bacia do rio Iguagu, a espécie Hoplias malabaricus, popularmente conhecida
como traira, € a Unica representante deste género (INGENITO et al.,2004), pertence a
ordem Characiformes e a familia Erythrinidae (Fig. 3). E uma espécie de teledsteo
predador de dgua doce com ampla distribuicdo geografica que abrange todas as bacias
hidrogréficas da América do Sul, com exce¢do da é&rea transandina e dos rios da
Patagonia. Habita preferencialmente ambientes |énticos, embora possa ser encontrada
em rios (FOWLER, 1950). A traira é um modelo bioldgico que vem sendo bastante
utilizado pelo nosso grupo nos estudos de ecotoxicol ogia nos Ultimos 12 anos. O que faz
desta espécie um bom modelo de estudos é sua distribuicdo geogréfica na América do
Sul, facil adaptabilidade em cativeiro e disponibilizacdo de material bioldgico suficiente
para diversas andlises laboratoriais conjuntas. Outra caracteristica importante € sua
posi¢ao na cadeia trofica, um animal piscivoro voraz que ocupa um nivel alto na cadeia
adimentar, sendo um bom modelo para avaliar os efeitos de bioacumulagdo e

biomagnificacdo, além de fazer parte da dieta humana em diversas regides brasileiras.

Fate Paulz E.Fants oo fizhbase arg

Figura 3: Exemplar de Hoplias malabaricus.
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3.4 Par&metr os morfométricos

Todos os individuos foram pesados e medidos (comprimento tota e
comprimento padréo) para determinar o Fator de Condigéo (K), sendo estimado pela
formula K = MT/CT®, onde MT representa a massa total em gramas e CT o
comprimento total do exemplar em centimetros, e b é o coeficiente angular da relacdo
massa-comprimento, obtido a partir da regresséo linear entre os valores logaritmizados
da massa total (MT) e do comprimento total (CT) (LE CREN, 1951) considerando
todos os individuos, de ambos 0s pontos e meses.

Apos anestesia, sacrificio e disseccdo, os figados e as gbnadas dos exemplares
foram coletados e pesados, fornecendo os dados para o céculo do indice
Hepatossomético (IHS) e do indice Gonadossomético (IGS). O indice Hepatossomético
(IHS) é calculado pela formulalHS = MF/MT x 100, onde M F representa a massa do
figado em gramas e MT representa a massa total do animal em gramas. Ja o indice
Gonadossomético (IGS) é estimado pela formula IGS = MG/MTx100, onde MG
representa massa da gbnada em gramas e MT representa a massa total do animal em

gramas.

3.5 Histopatologia

A extremidade do I6bulo maior do figado e 0 segundo arco branquid direito
foram removidos dos espécimes e preparados para histologia de acordo com o protocolo
padréo para microscopia de luz do laboratério de Toxicologia Celular. As amostras
foram fixadas em ALFAC por 16 h (etanol 69%, formaldeido 4% e &cido acético glacia
5%) e posteriormente lavadas e armazenadas em alcool 70% a 4 °C até a desidratagio
em série crescente de dcool, seguido pela diafanizacdo em xilol, a inclusdo em

Paraplast Plus® e emblocados de acordo com Akaishi et al. (2004). Ap6s atrimagem os
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blocos foram congelados a -20 °C e seccionados em cortes de 5 pm de espessura
(Micrétomo LEICA RM 2145), corados com hematoxilina de Harris e eosina/floxina e
analisados em microscépio de luz Leica DME (Anexo 1).

O segundo arco branquial esguerdo foi fixado em glutaradeido 3% em tampéo
cacodilato (0,1 M, pH 7,2-7,4) e mantido a 4 °C até analise. Para andlise o material foi
desidratado em série crescente de etanol (Merck®) (maiores detalhes no anexo 2),
submetido ao ponto critico (CO, liquido) e metalizado com ouro. As imagens foram
capturadas no microscopio eetrénico de varredura JEOL JSM-6360LV no Centro de
Microscopia Eletronica da UFPR.

As alteracOes hepéticas e branquiais foram avaliadas de acordo com Bernet et al.
(1999), com adaptacdes. Para cada alteracdo foi atribuido um fator de importancia (w)
de acordo com o grau de reversibilidade, sendo (1) para ateragbes facilmente
reversiveis, (2) para ateracbes moderadas, potencialmente reversiveis com o fim da
exposicdo, e (3) para dteraches irreversiveis, que levem a perda parcial ou totd da
func@o do 6rgéo (tabela 1). Para a obtencdo do indice de alteragdes histopatoldgicas
(IH), o fator de importancia é multiplicado por um segundo valor numérico (a) de
acordo com a extensdio ou frequéncia da lesio (de 0 — ausente - a 6 —
abundante/extenso). Para determinar o indice de alteragcdes histopatol dgicas por 6rgéo, é
realizado o somatorio de todos os indices por alteragdo para o 6rgéo em questéo: indice

orgdo ZZdteragéo (Wa)
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Tabda 1: Fator de importancia de acordo com o tipo de alteracdo e o 6rgdo para a andlise das
alteragdes histopatol 6gicas de acordo com Bernet et al. (1999).

Orgéo Tipo de ateracdo Fator de importancia (w)

Figado Necrose
Infiltracdo leucocitéaria
Presenca de parasitas
Neoplasia
Centro de melanomacréfagos
Meanomacréfagos livres
Diferenciacdo celular
Vacuadlizagdo
Inclusdes citoplasmaticas

branquia Aneurisma
Fuséo lamelar
Presenca de parasitas
Hiperplasia
Neoplasia

N N NN PP P P FPDNMNDNDDNDDNDDNDN®

3.6 Bile

A extracdo da bile ocorreu pela pungdo da vesicula biliar. Devido ab pegueno
volume de bile encontrada por individuo, utilizou-se uma mistura da bile (pools) de um
a cinco individuos para a quantificac@o de hidrocarbonetos policiclicos arométicos pelo
método de comprimento de onda fluorescente fixa (AAS et al., 2000). Os pools foram
armazenados em recipientes de vidro &mbar a-80 °C até o0 momento da andlise. Apos a
determinacdo da curva-padréo da bile e do padréo de PAHSs para estabelecer a diluicdo
das amostras, aiquotas de 10 pl de cada pool foram diluidas na propor¢do 1:300 em
metanol 48% (Merck®) e lidas no espectrofluorimetro (UV-1650PC, SHIMADZU) nos
comprimentos de onda 288/330 nm, 267/309 nm, 334/376 nm, 364/406 nm e 380/422
nm (excitagdo/emissao) que correspondem respectivamente aos hidrocarbonetos de dois
anéis (i.e.naftaleno), trés anéis (i.e. fenantreno), quatro anéis (i.e. pireno), cinco anéis

(i.e. benzo[a]pireno) e seis anéis (i.e. benzo[ghi]perileno). Os dados foram expressos em
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unidade de PAHs por miligrama de proteina A quantificacdo de proteinas foi

determinada pelo método de Bradford et al. (1976).

3.7 Andlises estatisticas

Os indices sométicos e os indices de dteraces histopatoldgicas foram
analisados pelos testes de Mann Whitney, considerando 0,05 o grau de significancia. Os
dados foram analisados pelo programa estatistico Graphpad Prism. O baixo nimero de

individuos de Hoplias sp. inviabilizou os testes estatisticos para essa espécie.
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4 Resultados

Foram capturados 47 individuos durante a primeira coleta (estagdo secalabril) e
63 na segunda coleta (estagdo chuvosa/outubro) (tabela 2) de ambos os sexos. Durante a
coleta em Porto Amazonas, em abril, foram capturados somente exemplares do género
Astyanax. Em toda fase de campo, apenas nove Hoplias sp. foram capturados e se
restringiram a Irinedpolis. Sabe-se da presenca deste género em Porto Amazonas pelo
relato de pescadores locais, mas provavelmente as condigdes da coleta (coleta durante o

diaem abril e cheiado rio em outubro) dificultaram sua ceptura.

Tabela2: Género, massa, comprimento e nimero de individuos total e por sexo col etados em abril e em
outubro de 2008 nas cidades de Irinedpalis (IR) e Porto Amazonas (PA).

massa total comprimento
Més Local Género N (9) total (cm)

Astyanax spp. 16 (3M,12 F, 1 NI) 18,21+12,82 10,36+2,42
IR Corydoras spp. 16 (3M,12 F, 1 NI) 4,924+0,85 6,740+0,53

< Hoplias p. 7(5M.2F) 125041258  19,90+7,75
PA Astyanax spp. 13(6M,7F) 12,08+2,14 9,721+0,85

Astyanax spp. 13(7M,6F, 1 NI) 17,05+8,38 10,62+1,82

g IR Corydoras spp. 15 (6 M,8F, 1 NI) 4,04+1,01 6,367+0,52
2 Hoplias sp. 2 (2M) 1125+107,9  21,70+10,76
(@] PA Astyanax spp. 20 (7M,13F) 25,54+10,83 11,87+1,80
Corydoras spp. 13 (8 M,4F, 1 NI) 4,344+1,38 6,271+0,56

M — machos; F- fémeas; NI — sexo ndo identificado

Entre os Astyanax foram identificadas as espécies Astyanax sp. B, A. 9. C, A
sp. D, A. 9. E e A. altiparanae, sem distingdo de local ou més, sendo a espécie A. . B
a mais frequente. Foram identificadas as espécies Corydoras paleatus e Corydoras
ehrhardti, sendo a primeira a mais abundante desse género. O terceiro género restringiu-
se aespécie de traira Hoplias malabaricus.

Optou-se pelo tratamento de género ao invés de espécie pela dificuldade na
identificagdo principamente das espécies que compdem o género Astyanax, além da

dificuldade em coletar um nimero suficiente de individuos da mesma espécie.
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4.1 Indices Somaéticos

O numero reduzido de exemplares capturados de Hoplias 5. inviabilizou a
andlise estatistica dos indices sométicos desta espécie, assim como para Corydoras spp.
e Astyanax spp. em algumas anélises.

Para o célculo do fator de condicdo (K) foi considerada a massa total.
Previamente foram testados os valores de K a partir da massa tota e desconsiderada a
massa das gonadas. N&o foi encontrada diferenca significativa, optando-se entéo para a
utilizacdo da massa total.

Os fatores de condicdo, indices gonadossomético (IGS) e hepatossomatico (IHS)
apresentaram  diferenca entre 0s sexos (machos e fémeas) devido a producgéo
diferenciada de gametas. Os individuos do género Astyanax spp. apresentaram 0O
coeficiente angular darelagdo massa-comprimento (b, ver material e métodos) diferente
entre machos e fémeas, sendo o K comparado separadamente entre os sexos. Este
mesmo coeficiente foi igual entre machos e fémeas de Corydoras sp., possibilitando a
comparagdo do fator de condi¢do considerando todos os individuos sem a distingdo de
sexo. Em ambos os géneros o fator de condi¢éo ndo apresentou diferenga significativa
entre os locais e meses, mantendo-se constante entre as coletas (Fig.4A e5A).

Os machos e fémeas de Astyanax spp. coletados em PA/outubro apresentaram
IGS maior do que os coletados em abril no mesmo local, ndo apresentando diferenca
entre os pontos no mesmo més. Em relagéo a variacéo temporal do IHS, nas fémeas este
indice foi maior em PA/outubro em relacdo a abril neste mesmo ponto e igud em IR
entre 0s meses, enquanto que nos machos este indice manteve-se constante nos pontos

em ambos 0s meses. Em &bril, as fémeas de PA apresentaram o IHS menor do que em
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IR e entre os machos este indice foi igual entre os pontos. Em outubro, os machos de
PA apresentaram o menor IHS e entre as fémeas edte indice foi igua entre os pontos
(Fig.4).

N& houve a captura de Corydoras em PA/abril e os dados para a andlise
estatistica do IGS em abril (macho e fémea) e IHS em abril (macho) sdo insuficientes.
Em outubro, o IGS foi igual entre os pontos para ambos os sexos. Entretanto, em
rddacdo ao IHS, os pontos neste mesmo més apresentaram diferengca em machos e
fémeas, ambos apresentando maior IHS em PA. As fémeas coletadas em IR/abril

apresentaram menor |HS em relagdo a outubro no mesmo ponto (Fig.5).
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Figura 4: Indices sométicos de Astyanax spp. nos meses de abril e outubro nos locais de coleta
em Irinedpolis (IR) e Porto Amazonas (PA): A- Fator de condicdo (K), B- indice
gonadossomético (IGS) e C - indice hepatossomético (IHS). Meses/locais sem dados: ndo houve
namero sufid ente de individuos para as andlises estatisticas. Machos e fémeas foram analisados
separadamente. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 5: indice somético em Corydoras spp. nos meses de abril e outubro nos locais de coleta
em Irinedpalis (IR) e Porto Amazonas (PA): A- Fator de condicdo (K), com os dados de machos
e fémeas agrupados. B- indice gonadossomético (IGS) e C- indice hepatossomatico (IHS), com
machos e fémeas analisados separadamente. Meses/locais sem dados: ndo houve nimero
suficiente de individuos para as andlises estatisticas. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (p<0,05).
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4.2 Higtopatologia
Macroscopicamente foi possivel distinguir em alguns exemplares, coletados

tanto em IR quanto em PA, principamente em &bril, o figado com a morfologia
bastante comprometida, de dificil distincdo entre os I6bulos. Neste 6rgéo ndo foram
visuaizados parasitas a olho nu, mas foram observados no trato digestivo e na vesicula
biliar.

O padréo de organizagdo do tecido hepético de Corydoras spp. difere dos outros
géneros considerados e, pela diferenca observada na histologia dos espécimes
analisados, h& diferenca interespecifica (Fig.8). O tecido hepético é mais denso, de
cardter mais basofilo, ocorrendo pouco tecido pancredtico difuso no parénquima
hepético (Fig.8A). Em Astyanax spp. e Hoplias malabaricus os hepatdcitos sdo
claramente organizados em cordbes e o tecido pancredtico estd distribuido
homogeneamente pelo tecido, sendo mais abundante em Astyanax spp. (Fig.7A). As
células do tecido pancre&tico distinguem-se dos hepatdcitos pela maior afinidade a
hematoxilina e a presenca de granulos de secre¢céo no citoplasma. Em Astyanax spp.,
havia parastas do género Calyptospora entre o tecido pancre&ico e o parénquima
hepético (Fig.7B). Outros parastas ndo identificados foram encontrados
esporadicamente no tecido hepético dos trés géneros.

As &reas de necrose (Fig. 8B, 9A) e as infiltragdes leucocitarias (Fig. 7C) foram
as ateracbes mais frequentes encontradas no figado de todos os géneros, locas e
periodos de coletas (Tab.3 e Fig.6). As outras ateraces hepaticas menos frequentes
foram a vacuolizagdo citoplasmética (Fig. 7F e 9B) e a presenca de melanomacrofagos
livres (MML) e agregados ou centro de melanomacro6fagos (CMM)(Fig. 8C). Os CMMs
foram caracterizados pelo agrupamento de cinco ou mais melanomacréfagos

(RABITTO et al., 2005). Houve particularidades, como a acidofilia dos hepatocitos em
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Astyanax spp. coletados em |R/abril (Fig. 7 D) e hipertrofia nos individuos de IR/out.
(Fig.7E); a presenca de parasitas junto ao tecido pancre&ico de Astyanax spp. como
suprecitado; neoplasias (Fig. 8D), pré-neoplasias (Fig. 8E) e inclusdes citoplasmaticas
(Fig. 8F) em Corydoras spp. Alguns exemplares de Hoplias sp. apresentaram areas
hemorrégicas (Fig. 9B) que,neste individuo, acompanham hepatdcitos vacuolizados e
tecido aciddfilo. Individuos de Hoplias sp. e Astyanax spp. apresentaram melanina ao
redor de vasos sanguineos (Fig. 9A) e um exemplar de Astyanax spp. apresentou uma
&readefibrose.

Para verificar qual foi o ponto mais impactado, comparou-se cada género entre
os dois pontos em abril e em outubro. Tanto Astyanax spp. quanto Corydoras spp. néo
apresentaram diferenca significativa entre os pontos, ou sga, pelo IH os pontos podem
sar considerados iguamente impactados. No entanto, em relagdo a influéncia das
chuvas, os Astyanax spp. apresentaram IH maior durante a estagdo seca (abril) em IR
(p<0,05, t=2,2, df=25), ndo ocorrendo diferenca significativas entre os meses em PA.
Em Corydoras spp. ndo houve distingdo entre os meses em ambos 0s pontos. Ao
comparar 0s géneros coletados em IR/abril, os individuos de Astyanax spp.
apresentaram maior comprometimento do tecido que Corydoras spp.(p<0,05; t=2,6;
df=23). Nas demais coletas, ndo houve diferenca estatistica entre os géneros.
Considerando os trés géneros, os espécimes capturados em Porto Amazonas

apresentaram maior diversidade de alteracOes (Tab. 3).
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Tabela 3: Porcentagem de ocorréncia de ateracBes histopatolégicas no figado, nimero de
individuos analisados (n) e indice de ateracbes histopatol dgicas dos trés géneros capturados no
rio lguacu em abril e outubro de 2008 nas locdidades de Irinedpalis (IR) e Porto Amazonas
(PA). Letras diferentes indicam diferenca signifi cativa (p<0,05).

v

o g 8 §

'] \% ] g x © ﬁ o ] §

8 S5 % 5% 2 35 3L

S =28 8 g3 2 2 =© 3z 8¢

Més Loca Género n 2 4 5 58 2 5 8 & g7
Astyanax spp. 16 875% 625% 87,5% 00% 00% 00% 00% 00% 1838+7,78a

_ IR Corydorasspp. 9 889% 00% 00% 00% 333% 11,1% 222% 0,0% 9,67+548
é Hopliassp. 7 733% 857% 143% 00% 00% 143% 00% 143% 17,43+541
PA  Astyanax spp. 14 857% 786% 429% 7,1% 7,0% 71% 00% 7,1% 1379922
Astyanax spp. 9 81,8% 91% 727% 00% 00% 00% 00% 00% 11,82+7,36b

© IR Corydorasspp. 11 923% 333% 00% 133% 133% 13,3% 13,3% 00% 8,00+524
El Hopliassp. 2 100,0% 1000% 0,0% 00% 00% 00% 00% 00% 13,00+4,24
3 Astyanax spp. 20 750% 30,0% 450% 10,0% 0,0% 50% 0,0% 50% 11,35+7,16
Corydorasspp. 13 100,0% 385% 7,7% 385% 7,7% 154% 7,7% 00% 11,77+6,18

MML* - melanomacréfago livre; CMM** - centro de melanomacréfago.
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Figura 6: Porcentagem deindividuos com alteragdes histopatol 6gicas no figado dos trés géneros
capturados em abril e outubro de 2008 nas locdidades de Irinedpalis (IR) e Porto Amazonas
(PA). *MML — meanomacroéfago livre, ** CMM — centro de melanomacréfago.
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Figura 7: Histologia de figado de Astyanax spp. A - tecido hepético inaterado, tecido
pancredtico (seta), a- detdhe do tecido pancredtico (seta), vaso sanguineo (sg). B - infestacdo
de parasitas (seta) entre parénquima hepatico e teddo pancredtico (tp). C — infiltracdo
leucocitaria (seta). D - tecido hepético com aspecto acidéfilo e tecido pancredti co (setas). E—no
detalhe (e) observe hipertrofia celular (setas). F — observe a vacuolizacdo em detalhe (f).
Coloragdo: hematoxilina/eosina. Barras = 50 pum.
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Figura 8: Histologia de figado de Corydoras spp.. A - tecido hepético inaterado mas altamente
bastfilo. B - area de necrose (nc) e infiltragdo leucocitaria (seta). C - centro de
melanomacréfagos (setas) e D - neoplasia (setd). E - foco pré-neoplasico; e - detalhe F -
indusdes dtoplasméticas (seta) mehor evidenciadas em detdhe (f). Coloragdo:
hematoxilina/eosina. Barras = 50 um. Observar diferenca de coloragdo entre A e D e as demais.
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Figura 9: Histologia de figado Hoplias sp.. A - &eas de necrose (nc) e depdsito de melanina em
torno dos vasos (seta). B - tecido aciddfilo com hepatdcitos vacuolizados (detalhe) e éreas
hemorrégi cas (seta). Coloragdo: hematoxilina/eosina. Barras = 50 um.
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As brénquias dos espécimes considerados neste estudo apresentaram-se como 0
descrito parateledsteos, organizadas em quatro arcos branquiais nos quais se encontram
duas fileiras de lamelas priméarias que por sua vez sustentam as lamelas secundérias ou
respiratorias. O epitdio branquia na lamela priméia é um mosaico de células
pavimentosas, células secretoras de muco e células de cloreto?, estas geralmente
localizadas na base da lamela secundaria (SARDET et al., 1979; WILSON E
LAURANT, 2002). As células de cloreto e de muco foram pouco evidentes nas imagens
de ML (microscopia de luz) devido a coloragdo utilizada, sendo observadas em MEV
(microsopia detronica de varredura). A lamela secundéria possui 0 epitélio formado por
uma camada Unica de céulas pavimentosas, apoiada ha membrana basal que revestem
as células pilares, cujos prolongamentos delimitam o espaco por onde circula o sangue
(WILSON E LAURANT, 2002). Tendo esta descricdo como a morfologia norma do
epitélio branquial e considerando trabalhos anteriores realizados com o0s espécimes
utilizados neste estudo (AKAISHI et al., 2004, SILVA et al.2008; FANTA et al., 2003;
MORON et al, 2009), modificagdes nesta organizacdo foram consideradas como
ateragdes branquiais, abrangendo as lesdes, como hiperplasia, aneurisma, hipertrofia e
neoplasia, e a presenca de parasitas. Os aneurismas sdo caracterizados como o acimulo
de células sanguineas numa determinada regido devido a agum tipo de distarbio
circulatério, enquanto que a hipertrofia € o aumento do volume celular e a hiperplasia é
0 aumento do nimero de células. Nas neoplasias ocorrem a alteracdo celular com o
aumento do nimero de células alteradas num tecido, podendo ocorrer a formacdo de

uma cdpsula ao redor das células alteradas (neoplasia encapsulada) ou ndo (neoplasia

% Naliteratura, as céulas de cloreto podem ser referidas como células ricas em mitocondrias (do inglés,
mitochondria-rich cells, MRCs) (Wilson e Laurant, 2002).
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ndo encapsulada), sendo que o segundo tipo pode ter carédter invasivo (BERNET et al.,
1999). Apesar de encontrados, os edemas e descolamentos de epitélio ndo foram
quantificados por serem facilmente confundidos com artefatos histol dgicos.

Para os trés géneros analisados foram observadas hiperplasia, aneurisma,
neoplasia, fusdo lamelar e presenca de parasitas (Tab. 4 e Fig. 10). Apesar da maior
ocorréncia de lesdes em Irinedpolis em ambos 0s meses, os indices de lesdo de
branquias sfo edtatisticamente iguais, tanto entre géneros quanto entre as estagdes e
entre os locais de coleta (p> 0,05).

Constatou-se a presenca de parasitas diversos, principalmente ectoparasitas
(Fig.12E e 12F), e a fragilidade do epitélio das lamelas primérias, observada em MEV
principalmente em Astyanax spp. (Fig.12B). Também em Astyanax spp., coletados em
PA/out., foi possivel observar a ocorréncia de neoplasias e a possivel excluséo de
células dalamela secundéria (Fig.11F).

Destacaram-se os aneurismas (Fig.11C, 11D e 11E) e as hiperplasias (Fig. 12C e
12D) observadas em ML (microscopia de luz) e MEV em todos os géneros. As
hiperplasias frequentemente resultam em fusdo lamelar (Fig. 12C). Embora as analises
estatisticas ndo mostrem diferenca entre os géneros analisados, Corydoras spp.
apresentou graves fusdes lamelares que se prolongavam por quase toda a lamela
priméria (Fig. 13C e 13D) e fusdes na extremidade das lamelas secundarias, decorrente
de neoplasia (Fig. 13E e 13F).

Em Corydoras spp., a hiperplasia na lamela secundéria conferiu ao tecido um
aspecto enrugado (Fig.13A) e a presenga concomitante de muco e lesdes lamelares, fato
néo encontrado nos demais géneros (Fig. 13). Outra particularidade foi a presenca de

botGes gustativos, observados em imagens de ML e MEV (Fig. 13B). O pequeno
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tamanho das bréanquias de Corydoras spp. dificultou seu processamento, limitando o
nimero de amostras analisadas, consequentemente reduzindo a observag@o de lesdes
neste grupo, principalmente em IR/ abril.

As microdigitagBes ou microcristas® so estruturas encontradas na membrana das
células pavimentosas da lamela primaria, dispostas em anéis concéntricos,
provavelmente responsaveis pela didribuicdo do muco sobre o epitdio. As
microdigitacbes foram observadas em Hoplias sp. e Astyanax spp. com 0 aspecto
inalterado (Fig. 14A) e dterado (Fig. 14B, 14D). Em agumas imagens fica evidente o
comprometimento das microdigitagdes pelo inchago da membrana celular (Fig. 14C).
Em Corydoras spp. houve dificuldade em observar tais estruturas pelo depdsito

excessivo de muco e elevado grau de alteractes no epitélio.

*> Eminglés sdo denominadas de microfolders, microridge ou microvilli (WILSON E LAURANT, 2002).
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Tabela 4: Porcentagem de ocorréncia de alteragbes histopatol 6gicas na branquia, nimero de
individuos analisados (n) e indice de ateracbes histopatol dgicas dos trés géneros capturados no
rio lguacu em abril e outubro de 2008 nas locdidades de Irinedpalis (IR) e Porto Amazonas

(PA).
g
S8
&=
.g © © _g
© o 9
= b g2 8 iz
) 3 B 8 g 5 8 L2
Més Local Género n £ 5 2 3 § = 22
Astyanaxspp. 15 6,7% 267% 20,0% 133% 6,7% 0,0% 2,31+293
_ IR Corydoras spp. 6 100,0% 0% 0,0% 00% 0,0% 0,0% 2,67+1,03
5 Hoplias sp. 5 40,0% 40,00 40,0% 20,0% 20,00 0,0% 3,83+3,56
<
PA  Astyanaxspp. 11 0,00% 36,36% 36,36% 0,00% 27,27% 9,09% 2,45+2,52
Astyanaxspp. 10 50,0% 00% 200% 100% 0,0% 00% 1,60+1,26
o IR Corydorasspp. 11 27,3% 182% 273% 91% 91% 00% 2,73+3.58
g Hoplias sp. 2 100,0% 7,7% 00% 00% 00% 0,0% 4,00+1,41
3 on  Adyanaxspp. 19 526% 53% 00% 53 00% 00% 247170
Corydorasspp. 13 100,0% 30,8% 0,0% 00% 00% 00% 215+0,55
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Figura 10: Porcentagem de individuos com ateracBes histopatoldgicas na branquia dos trés
géneros capturados em abril e outubro de 2008 nas localidades de Irinedpalis (IR) e Porto

Amazonas (PA).
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Figura 11: Histopatologia de branquias de Astyanax spp.. A e B - brénquia inaterada, lamea
primé&ia (=) e lamea secundaia (™). C, D e E - aneurisma (seta). F - cdulas sendo
descartadas do tecido (seta). Coloracéo: hematoxilina/eosina. Barra= 50um.
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Figura 12: AlteracGes branquiais. A- necrose (nc); em Corydoras spp. B - fragilidade do epitélio
da lamela priméria em Astyanax spp. (seta). C - fusdo entre lamelas secundarias decorrente de
hiperplasia (seta) em Hoplias malabaricus.. D — hiperplasa (seta) em Astyanax spp.. E —
presenca de ectoparasita (seta) em Corydoras spp. F — ectoparasita em Astyanax spp. (seta).
Coloragdo: hematoxilina/eosina. Barra = 50um.
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100gm

Figura 13: Alteracdes branquiais em Corydoras spp.. A - hipertrofia nas lamelas secundérias
(seta). B - presenca de botbes gustativos nas lamdas primérias (seta). C e D - fusdo lamear
decorrente de hiperplasia; ¢ e d detalhe das fusdes. E e F- fusdo das extremidades das lamelas
secundérias. Observar a presenca de muco () nas imagens de MEV. Coloracdo:
hematoxilina/eosina. Barra= 50 pm.



42

20pum

Figura 14:. Digitagdes nas lamelas priméarias. A - digitagdes inalteradas em Hoplias
malabaricus. B - cdulas pavimentosas ateradas, ndo foi possivel identificar as digitagdes, em
Astyanax spp.. C - cdlulas pavimentosas alteradas em Corydoras spp.. D - ateragcdes no padréo
das digitactes (=) e abertura das células mucosas (P ), em Astyanax spp.
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4.3 Hidrocar bonetos Policiclicos Aromaticos
A média da concentracéo dos PAHs mensurados (Fig.15) mostra concentragcdes

mais elevadas em Porto Amazonas, tanto em abril quanto em outubro nos pools de bile

de Astyanax spp. e Corydoras spp.. A concentraggo de PAHSs cresce na ordem Astyanax

spp. < Corydoras spp. < Hoplias $p. em IR/abril, ndo ocorrendo esta mesma relacdo em

outubro. A concentragdo dos metabdlitos de PAHs na bile de acordo com o nimero de

anéis aromaticos esta representada na figura 16, determinada apds a padronizacdo da

diluicdo da bile em metanol em 1:300 para todos os individuos considerados.
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Figura 15: Concentracdo média do
somatério dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHSs) de 2 a6 anéis nabile de
Astyanax spp., Corydoras spp. e Hoplias
sp. coletados em Irinedpalis (IR) e Porto
Amazonas (PA) em abril e outubro de 2008.
(nimero de individuos/nimero de pools).
Barras indicam desvio padréo.
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Figura 16: Concentracdo de
hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(PAHSs) de 2 a 6 ané's por mg de proteina
de bile de Astyanax spp., Corydoras spp. e
Hoplias sp. coletados em Irinedpalis (IR) e
Porto Amazonas (PA) em abril e outubro de
2008.
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5 Discussao

Os dados morfométricos de Astyanax spp., Corydoras spp. e Hoplias sp. estéo
de acordo com o descrito para estes grupos (AXENROT E KULLANDER, 2003;
ALBERTO et al., 2005; SHIBATTA E HOFFMANN, 2005; FANTA et al., 2006;
NAVARRO, et al., 2006; ALMEIDA, 2007; BERTOLUCCI, et al., 2008; MIRANDA
et al., 2008; PESCE et al., 2008). Alguns fatores contribuiram para o elevado desvio
padréo nas médias de massa total encontrado em Astyanax spp., como a utilizagdo de
todos os individuos coletados sem a digtingdo de sexo ou de espécie, sendo assim
incorporados a0 desvio padrdo as diferengas sexuais, como a massa total devido ao
tamanho diferencial das gbnadas, e interespecificas, como a variagdo de tamanho entre

as especies deste género.

Os indices sométicos indicam o estado de salide geral dos peixes (SUTTON et
al., 2000; KLEINKAUF et al., 2004), possiveis distirbios na alimentagdo, aocacéo de
energia no figado e produgdo de gametas. Segundo 0s mesmos autores, as ateracdes
nestes indices podem ser atribuidas & interferéncia dos poluentes no metabolismo e
reproducdo em peixes. O fator de condigdo (K) descreve o estado de salde geral do
animal, indicando distirbios no metabolismo decorrente do acimulo diferencial de
gordura por algum estresse ambiental ou pelo periodo reprodutivo (BARBIERI E
VERANI, 1994). E utilizado na determinacio de aspectos ecoldgicos de espécies de
teledsteos (AGOSTINHO et al,.1990; WOLFF, 2007) e para avaliar métodos de manejo
em pisciculturas (NAVARRO et al., 2006; ALMEIDA, 2007), geralmente comparando
populagoes. Nestes casos, o maior fator de condigdo indica as melhores condigdes para

0 desenvolvimento do individuo, geralmente atribuida a alimentacdo por se tratar da
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relagdo entre massa e comprimento. Em biomonitoramento, a variagdo do K é atribuida
a qualidade do ambiente, ndo sO pela disponibilidade de alimento, mas também pela
interferéncia dos possiveis contaminantes no metabolismo. A principio a reducdo do K
seria esperado em locais contaminados pela modificagéo do ambiente e do estresse nos
animais, (WOLF E WOLFE, 2005), mas ha relatos da estabilidade e do aumento deste
valor. O aumento do valor do K e do IGS foi atribuido a &rea mais impactada por
efluente domeéstico numa populacdo de Astyanax fasciatus (ALBERTO et al., 2005) e
esta mesma relagdo foi observada em um reservatério que recebe efluente de uma
indistria de agclcar no México, nas espécies de peixes Ameca splendens e Goodea
atripinnis (TEJEDA-VERA et al., 2007). Esta relacdo foi explicada pela grande oferta
de alimento e, como estratégia para superar o estresse ambiental, a populagéo “optou”
por investir em crescimento, reproducéo e longevidade (OOST et al., 2003). As
comunidades estabelecidas em Irinedpolis e Porto Amazonas est@ relativamente
adaptadas a sazonalidade das chuvas e a exposi¢do dos poluentes, pois o indice K ndo
mostrou alteragdes significativas entre os meses considerados. No entanto 0 mesmo néo
se pode dizer quanto aos outros biomarcadores utilizados, como as dteracdes
higtoldgicas, e as demais andlises paralelas realizadas a este estudo, como estresse

oxidativo (TINCANI, 2008) e disturbios citogenéticos (PIANCINI, 2008).

O aumento concomitante do 1GS e do IHS das fémeas em outubro de Corydoras
Spp. e Astyanax spp. caracteriza o inicio da época reprodutiva, 0 aumento do volume
gonadal pela producdo de gametas e a variacdo do volume hepético pela produgéo de
vitelogenina. Apesar do numero insuficiente de coletas para determinar a época
reprodutiva de Astyanax spp., 0s dados presentes concordam com os dados apresentados

por Wolff (2007) que identifica a época reprodutiva de Astyanax aff. fasciatus entre os
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meses de setembro a fevereiro, em um rio desta mesma bacia. O valor constante de K
expressaria 0 equilibrio entre a producgéo de vitelogenina, o acimulo de energia devido a
oferta de alimento e a utilizac8o desta para a reproducdo. Durante o periodo reprodutivo
0 crescimento do individuo pode ser reduzido ou interrompido para favorecer a
reproducdo. Provavelmente nos meses seguintes houve areducéo do K e do IGS devido

areproducdo e desova.

A vaiagdo do IHS entre os géneros foi diferente em relagdo aos locais.
Enquanto o IHS de Corydoras spp. € maior em PA, no mesmo local Astyanax spp. tem
o indice menor em relacdo a lrinedpolis. Entende-se que esta variacdo reflita a diferenca
entre os dois grupos em relacdo aos seus hébitos, ambiente e fisiologia A ocorréncia da
diferenciacdo celular (hipertrofia) em hepatdcitos de alguns individuos de Corydoras
spp. pode ter contribuido com o aumento do IHS em PA/out. A presenca de poluentes
pode causar hiperplasa e hipertrofia em hepatécitos, ambos aumentando o IHS. O
tamanho do organismo influencia na ocorréncia de algumas alteragfes. A hiperplasia
seria a resposta de individuos mais jovens, pela capacidade de resposta mais rapida a
presenca de contaminantes, devido a intensa atividade do tecido jovem (OOST et al.,
2003). Por outro lado, a presenca de neoplasias tende a aumentar com a idade pelo
acumulo de erros durante a divisdo celular e pela exposicao prolongada a poluentes

carcinogénicos.

Pelas atividades & margens do rio Iguagu, sabe-se que a fauna deste rio
encontra-se exposta a pesticidas, PCBs, dioxinas, metais e PAHs, mesmo que em
concentragdes ndo detectdveis pelo monitoramento de rotina. Estes compostos estéo
associados com 0 aumento da concentragdo de radicais livres no citosol, o que leva a

peroxidagdo lipidica, lesionando as membranas celulares e deixando a céula mais
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susceptivel & morte celular programada ou perda de homeostase e necrose (OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2005; HINTON et al., 2008). A necrose hepética tem sido foco de
atencdo no biomonitoramento, pois tende representar danos estruturais e funcionais que
propiciam a perda da integridade e faléncia do 6rgdo, interferindo na salde dos
individuos e no equilibrio populacional (RABITTO et al., 2005; VELMERUGAN et al.,
2007). Portanto, a grande ocorréncia de necrose nos animais analisados pode ser um
dertapara a integridade destas populagdes. A posicéo trofica e tamanho dos individuos
de Hoplias malabaricus podem ter contribuido com a grande ocorréncia destas lesdes,
devido aos processos de biomagnificagdo e bioacumulagéo. Akaishi et.al. (2004)
também encontrou em Astyanax spp. a ata ocorréncia de necrose concomitante a outras
ateracOes hepéticas ao aumentar a concentrag@o e tempo de exposi¢do a fragdo sollvel
do petréleo. Em contrapartida, estudos mostraram auséncia ou baixa ocorréncia de
necrose em Astyanax spp. coletados em ambientes impactados pela industria
petroquimica (PILCHOWSKI, 2003; FLORES-LOPES E MALABARBA, 2007) e
expostos a &gua coletada neste ambiente (SILVA et al., 2008), sendo notificadas outras
dteracOes hepaticas mais freguentes, como infiltragdes leucocité&rias e presenca de
melanomacrofagos. JA em Corydoras spp., neste mesmo estudo realizado por
Pilchowski (2003), apresentou altos indices de necrose hepética, também observado por

Fanta et al. (2003) apos exposi¢do hidrica a organofosforado.

A dta ocorréncia de infiltragdes leucocitérias nos trés géneros analisados pode
estar relacionada ao elevado indice de necrose e, em Astyanax spp., a presenca de
parasitas. Levando em consideragdo que a ocorréncia de necroses estd associada ao
comprometimento das membranas celulares, que constituem barreiras fisicas, a lesdo

destas estruturas pode implicar no aumento da presenca de antigenos, consequentemente
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ativando o recrutamento de leucdcitos. Assm como as infiltragdes leucocitérias, os
melanomacrofagos sdo relacionados com a primeira linha de defesa do organismo
(RABITTO et al., 2005; WOLF E WOLFE, 2005). Os melanomacrofagos possuem
pigmentos como melanina e lipofucsina, compostos que agem contra radicais livres,
cations e compostos toxicos e atuam contra infestacbes parasitérias (CAMPOS E
MORAES, 2008). Somente dois exemplares de Astyanax spp. coletados em Porto
Amazonas apresentaram melanomacrofagos, também verificado em outros estudos em
lagos com grande despgio de esgoto doméstico (LIEBEL, 2007) e em lagoas de
estabilizagdo de efluente de industria petroquimica (FLORESLOPES E
MALABARBA, 2007). Aparentemente este género é mais suscetivel ao recrutamento e
aglomeracdo de melanomacréfagos em bioensaios do que no ambiente, como
encontrado por Akaishi et al. (2004) e Silva et al.(2008) que sugerem 0 Seu USO COMO
biomarcadores para exposi¢do a hidrocarbonetos. Ao contrério, Hoplias malabaricus
apresenta estas células tanto no ambiente (MIRANDA et al,. 2008) quanto em
bioensaios (RABITTO et al., 2005; SILVA et al., 2008). Em Corydoras spp. os MML
facilmente se confundem com inclusdes citoplasméticas em hepatécitos, presentes
principalmente nos individuos capturados em Porto Amazonas. Esta ateracdo foi
encontrada em C. paleatus ap0s exposicdo a organofosforado e interpretada como
estagnacéo de bile (Fanta et al., 2003) e em estudo com Hoplias malabaricus sugeriu-se
outros produtos celulares como lipofucsina e esterdides (RABITTO et al., 2005), ambos
demonstrando debilidade no processo de exocitose, provavelmente relacionado com a
interacd0 destes poluentes com o citoegueleto. A maior ocorréncia de

melanomacrofagos em Corydoras spp. do que nos outros géneros pode ser uma
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caracteristica da espécie ou um indicio da contaminac&o pelo sedimento devido o habito

bentonico deste género, como sugerem alguns autores (WOLF E WOLFE, 2005).

Durante a necropsia foram encontrados parasitas no tubo digestivo e vesicula
biliar, assim como na andlise histopatoldgica das branquias e do figado. Nas branquias
houve uma grande quantidade e variedade de endo e ectoparasitas e, no tecido hepético
de Astyanax spp., foi encontrada uma grande quantidade de parasitas do género
Calyptospora semelhantes ao estudo realizado em lagos em Guarapuava, PR (LIEBEL,
2007). Além de relacionada a baixa resisténcia imunologica, a presenca de parasitas
induz & perda do equilibrio oxidativo uma vez que estes acionam a atividade fagocitéria
resultando no aumento do consumo de oxigénio e na producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (BELLO et al., 2000; MONSERRAT et al., 2006). Por outro lado,
Marcogliese et al. (2005) sugere que peixes parasitados sGo mais suscetivels ao estresse
oxidativo causado pelo ambiente contaminado. Este processo, seja causado ou agravado
pelo parasitismo, associado as infiltragBes leucocitérias € pertinente com a eevada

atividade da catalase nas coletas de dbril em Astyanax spp. (TINCANI, 2008).

Outras dteracbes menos frequentes foram a vacuolizaggo e a hipertrofia dos
hepatdcitos, respostas inespecificas a contaminantes. O aspecto vacuolizado ocorre pela
eliminagdo das vesiculas contendo lipidios durante a preparagdo das amostras para a
andlise histolégica. O acimulo de lipidio hepético pode ser vinculado a caracteristica da
espécie, ao periodo reprodutivo, a preparacéo para periodos de inani¢do, dietas ricas em
gorduras ou intoxicagdo (WOLF E WOLFE, 2005). Acredita-se que a vacuolizagdo
encontrada nos animais capturados em PA esteja relacionado com a presenca de
contaminantes, visto que em grupos controle de estudos anteriores com a utilizagéo

destes mesmos géneros ndo relatam a ocorréncia de vacuolizagdo. O acumulo de
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lipidios permite a imobilizacdo de compostos lipofilicos como agrotoxicos e PAHS
(FANTA e al,. 2003; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; FLORES-LOPES E
MALABARBA, 2007; MATOS et al., 2007). A hipertrofia dos hepatécitos também
pode ser observada em fémeas reprodutivamente ativas e em machos expostos a
compostos estrogénicos, pelainducéo da producgéo de vitelogenina (WOLF E WOLFE,
2005), o que condiz com as fémeas de Astyanax spp. e os machos de Corydoras spp.

gue apresentaram alteragdes em outubro.

Um dos primeiros efeitos da exposicdo a xenobidticos é o estresse fisioldgico,
promovendo a liberagdo de adrenadina que leva a0 aumento da pressdo sanguinea e
consequentemente aumenta o fluxo de sangue lamelar e a superficie de difusio para
&gua, ions e até grandes moléculas organicas. Isto pode desencadear um conjunto de
mecanismos levando ao desequilibrio iénico seguido por ateracbes morfologicas nas
branquias (BONGA E LOCK, 2008). Devido a fragilidade e relativa simplicidade
estrutura das lamelas, as branquias respondem rapidamente aos contaminantes
adequando-se fisiologicamente e morfologicamente como forma de defesa,
apresentando alteragbes como aneurismas, hiperplasias, fusdes lamelares e producéo
excessiva de muco, que consequentemente acarretam no aumento da distancia de
difusdo entre o contaminante e 0 vaso sanguineo, mas principamente reduzindo a
eficiéncia respiratoria e as demais funcBes branquias, interferindo por fim no
comportamento do animal (FANTA et al., 2003; CENGIZ E UNLU, 2006). Apesar de
serem consideradas reversivels (ORTIZ et al., 2001; MACHADO E FANTA, 2003), a
ocorréncia destas ateragbes nos individuos capturados em ambas as estagbes implica

na constante presenca de agentes estressores.
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As microdigitagdes das células pavimentosas sd0 estruturas responsaveis pela
distribuicdo de muco sobre a superficie do epitélio branquial. Disturbios morfoldgicos
nestas estruturas tem sido relacionadas a presenca de contaminantes, como amonia,
organofosforados e cadmio (CARDOSO et al., 1996; WONG E WONG, 2000;
MACHADO E FANTA, 2003). Desta forma, as alteracbes encontradas nas
microdigitacbes, como visto em Astyanax spp. € em Hoplias malabaricus e mesmo a
ndo visuaizacdo de microdigitagdes em Corydoras spp., sdo fortes indicios da presenca
de compostos nocivos a salde destes animais. A auséncia destas estruturas em
Corydoras spp. pode estar relacionada com danos mais severos ou pelainexisténcia das
mesmas, 0 que € pouco provavel, uma vez que constituem a morfologia das brénquias
de teledsteos. No entanto, a ndo observacdo de digitagdes em conjunto com a acentuada
ocorréncia de hiperplasia e fusdo lamelar sdo indicios de que as branquias de Corydoras
spp. encontram-se mais afetadas pela exposicdo a poluentes dissolvidos na &gua ou
adsorvidas no sedimento do rio Iguagu. Pesce et al. (2008), a0 expor peixes ao pesticida
lindano, também aponta Corydoras paleatus como uma espécie cujas branquias
possuem grande sensibilidade a poluentes. Como previamente citado, os poluentes
podem interferir na estrutura do citoesqueleto, levando a perda da integridade estrutura
das bréanquias, resultando na desorganizacdo das digitagdes e no descolamento das
células do epitélio pdo comprometimento das juncdes celulares. H& evidéncias que
metais, principalmente Cd, Cu e Zn, afetem o citoesqueleto das células de cloreto

(LAWRENCE E HEMINGWAY, 2003).

A presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) na bile indica a
contaminagdo do corpo d’' &gua por derivados de petroleo e a exposicdo aguda da biota a

estes poluentes. As relagbes entre compostos isdmeros de mesmo nimero de anéis



53

arométicos tais como fenantreno/antraceno (compostos triciclicos), pireno/fluorantreno
(compogtos tetraciclicos), e benzo[€]pireno/benzo[a]pireno (compostos pentaciclicos),
podem gudar aidentificar a fonte de contaminac&o se de origem petrogénica (petréleo e
derivados) ou pirolitica (combusté do petréleo ou derivados) (IKENAKA et al., 2005).
Apesar das baixas concentragdes em relacéo a outros estudos (OLIVEIRA RIBEIRO et
al., 2005; YANG E BAUMANN, 2006), constatou-se a presenca de PAHs na bile de

todos os espécimes considerados no presente estudo.

A variagdo na concentragdo de PAHSs sugere a interferéncia das chuvas e dos
hébitos aimentares nos animais analisados. Uma série de fatores interfere na
biodisponibilidade e biotransformagdo/acumulac@o dos PAHS: as caracteristicas destes
compogos, as caracteristicas da &gua, da microbiota e do préprio organismo. O peso
molecular dos PAHs determina o tempo de degradagéo e deposicao na coluna d’ agua e
no sedimento. Os hidrocarbonetos leves, de dois a quatro anéis, permanecem menos
tempo no ambiente devido a répida degradacdo e depositam-se nas camadas mais
profundas do sedimento. Ja os hidrocarbonetos pesados, de cinco e seis anéis, que
incluem o0s compostos mais carcinogénicos como benzopireno (BaP) e
dimetilbenzoantraceno (DMBA), demoram para serem degradados e sdo depositados
nas camadas mais superficiais do sedimento (KODO, 2006). Visto que os PAHs sio
lipofilicos, adsorvem em particulas em suspensdo e se depositam no sedimento, a
aimentacdo é uma importante via de contaminagdo, tanto para os animais da coluna
d'4gua quanto para os bentbnicos, que ingerem parte do sedimento durante a
aimentacdo e tendem a absorver mais PAHs que 0s demais organismos, mesmo com a
baixa concentragdo desses compostos (ERICKSON et al., 2008). Assim, durante a

época de seca (abril), Astyanax spp. mostrou menor concentragdo de PAHSs devido a
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pouca disponibilidade de aimento, pois este alimenta-se principalmente de material
adctone na coluna d’&gua. Por outro lado, o hébito bentdnico de Corydoras spp.
aumenta a concentragéo dos PAHSs na bile destes animais pelo contato com o sedimento
e por ser favorecido pelo deposito de alimento sobre 0 substrato mesmo com o baixo
aporte de nutrientes durante o periodo de seca. O pequeno nimero de Hoplias .
capturados ndo permitiu maiores conclusdes sobre esta espécie neste estudo. Portanto,
Astyanax spp. gpresentou-se menos suscetivel aos PAHs por estar longe do substrato,
Corydoras spp. encontra-se junto ao substrato podendo estar mais exposto assim como
Hoplias malabaricus que,embora esteja bastante associado ao substrato, alimenta-se na

coluna de &gua.

Outro fator a ser considerado em futuras investigagdes, é ainfluénciado sexo na
atividade do citocromo P450. Sabendo que O citocromo P450 participa do metabolismo
dos PAHs, entdo fatores que influenciam na atividade do CYP1A, como hormdnios
sexuais, aparentemente contribuem com a variagdo dos niveis de metabdlitos de PAHs
na bile, sendo menor nas fémeas (VUORINEN et al., 2006). Uma limitag&o no presente
trabalho foi 0 uso pools sem a distingdo de sexo devido ao pequeno volume de bile

encontrado nos individuos, sendo inviavel a verificacdo de tal interacdo.

A combinacdo do aporte de matéria organica com a contaminacéo por derivados
de petrdleo aumenta o potencial téxico dos PAHs no rio Iguagu. A liberacdo de nitrito
(NO,), composto altamente reativo principalmente no ambiente dulcicola, faz parte do
processo da degradacdo da matéria orgénica e de alguns agrotoxicos (EDDY et al.,
1983). Estudos mostram que a presenca de NO'; atera o metabolismo dos PAHS,
potencializando seus efeitos toxicos, como descrito por Shailgja et al. (2006), levando a

deteriorag@o fisiologica apds exposicdo subletal de sete dias de Oreochromis
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mossambicus. Os focos neoplasicos e pré-neoplascos podem ser efeito dessa
combinacdo pela qual individuos que ocorrem em Porto Amazonas estdo sujeitos. As
maiores concentragdes do somatorio de PAHs foram encontradas em Porto Amazonas,
0 que condiz com a proximidade da zona industrial de Curitiba e a prépria regi&o

metropolitana.

A Sanepar (Companhia de Saneamento e Abastecimento de Agua do Parand)
capta &ua para abastecimento publico somente em Unido da Vitéria, cidade que
precede Irinedpolis; em Porto Amazonas o abastecimento € redizado por pocos
artesianos. O relatério de qualidade da &guade Unido da Vitoria, coletada em agosto de
2008 pela Sanepar (comunicag@o pessoa, anexo 3), apresentou o fosfato total e o
sulfeto de hidrogénio (&cido sulfidrico) acima dos limites recomendados, que sdo
indicios da sobrecarga orgénica no rio e do possivel resquicio dos efluentes industriais
ainda nesse trecho. Apesar dos demais parametros estarem de acordo com a resolugéo
CONAMA 357/2005, os animais capturados em ambos o0s pontos refletem o estresse
quimico pelo qual a biota esta sujeita, mostrando através dos biomarcadores, a presenca
de agentes neurotdxicos, genotédxicos e hepatotoxicos (PIANCINI, 2008; TINCANI,
2008) e consequentemente o comprometimento da salide desses individuos bem como

do ecossistema como um todo. .

Astyanax € considerado um grupo oportunista, com grande investimento na
reproducdo e plasticidade aimentar. Por serem mais ativos, os lambaris, quando
comparados aos demais géneros estudados, podem aumentar seu contato com poluentes
pela ampla érea de natagdo. Por outro lado, os animais bentonicos, como Corydoras
spp. e Hoplias sp., estdo mais suscetiveis aos compostos lipofilicos depositados sob o

subgtrato. As branquias de Corydoras spp. apresentaram maior sensibilidade aos
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poluentes, resultando na répida resposta morfoldgica e aparentemente sendo eficaz ao
impedir a acdo de compostos hepatotoxicos, uma vez que h&4 menos alteragbes
histolégicas no figado em relacdo aos outros animais analisados. Assm, acredita-se que
este género sgla mais resistente que Astyanax spp., pois € uma das poucas espécies de
peixes que podem ser encontradas mais préximo a Regido Metropolitana de Curitiba
As alteracOes histoldgicas de Hoplias sp. foram atribuidas & sua posicdo na cadeia
tréfica e tamanho dos animais, a severidade das lesdes seria resultado da exposicao
cronica aos poluentes pela 4gua e alimentos. A captura de mais exemplares de Hoplias
sp. e andlises de genotoxicidade e das enzimas de estresse oxidativo de Corydoras spp.
elucidariam melhor arelacdo entre os niveis troficos e os mecanismos de toxicidade no

ambiente.

O uso de organismos nativos é essencial para 0 monitoramento ambienta pois
reflete as reais ameagas a fauna local. O rio Iguagu, assim como toda a bacia na qua
esta inserida, possui espécies endémicas e passa por unidades de conservag&o. E, tendo
em vista a caréncia de informagdes quanto ao impacto sobre a biota principamente a
peixes nativos, estudos deste porte s importantes para a adequacdo das politicas

ambientais e planos de monitoramento e gerenciamento dos corpos hidricos.
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6 Conclusdes

- O grande esforgo amostral realizado neste trabaho e o baixo nimero de individuos
bem como a baixa diversidade de espécies coletados j& € um forte indicio de que estes

ambientes encontram-se sob forte impacto da atividade antropica;

- Os indices sométicos, apesar de constituirem ferramentas importantes no
biomonitoramento ambiental, neste estudo ndo foram efetivos e determinantes no

diagndstico final;

- As alteragBes histopatoldgicas de figado e branquia apontam o comprometimento da

qualidade da &gua em ambos os pontos de coleta e periodos avdiados,

- A presenga de PAHs na bile demonstra que estes ambientes encontram-se
contaminados por fontes pirogénicas e petrogénicas, observado de forma mais

expressiva em Porto Amazonas devido a proximidade com a RMC;

- A influéncia da sazonalidade na concentrag@o de metabdlitos de PAHSs totais na bile é
mais evidente em Irinedpolis nos exemplares de Astyanax spp. 0 que deve estar

relacionado com o habito dimentar da espécie;

- Apesar do pegueno porte dos organismos do género Astyanax e Corydoras dificultar a
utilizacdo de diversos biomarcadores em um mesmo individuo, estes se mostraram

eficientes bioindicadores no biomonitoramento ambiental.
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ANEXOS
ANEXO 1- MICROSCOPIA DE LUZ
Fixacéo

- As porgdes de figado e branquia foram fixadas em:
ALFAC (para cada 100ml de solugéo fixadora):

85 ml Alcool 80%

10 ml Formaldeido 40%

5 ml &cido acético glacial (momentos antes de fixar).
Tempo: minimo de 16 horas, maximo de 20horas.

Desdratacdo tempo minimo de per manéncia nos banhos
Alcool 70% minimo de 1h, podendo o material ser armazenado neste.
Alcool 80% 1h
Alcool 90% 1h
Alcool 95% 1h
Alcool 100% 30min
Alcool 100% 30 min

Diafanizacéo
Xilol 1 (100%) 5min
Xilol 11 (100%) 5mim
Inclusdo

Pargplast (58°C)  2h

COLORACAO HEMATOXILINA-EOSINA

Desparafinizacdo

Xilol | 5min

Xilol Il 5min
Hidratacdo

Alcool 100% 5min
Alcool 90% 5min
Alcool 80% 5min
Alcool 70% 5min
Alcool 50% 5min
Agua destilada 5min

Coloracéo



Hematoxilina

Imin

Agua corrente até sair limpo

Eosna

30 =g

Agua corrente até sair limpo
Enxéague rgpido em agua destilada

Desidratacdo

Alcool 70%
Alcool 80%
Alcool 90%
Alcool 95%
Alcool 100% |
Alcool 100% |

Montagem

Xilol I
Xilol Il

5min
5min

2min
2min
30seg
30seg
2min
2min

Resina Permount @ e laminula

ANEXO 2- Microscopia eletronica de varredura

Fixador

Glutaraldeido 3% em tamp&o cacodilato 0,1M, ph 7.2- 7.4 durante 24 h.

Desidratacdo (Utilizar alcool M erck ou equivalente)

Alcool 70%
Alcool 80%
Alcool 90%
Alcool 95%
Alcool 100%

10 min
10 min
10 min
10 min
10 min
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ANEXO 3 — Laudos de andlise de &gua de Unido da Vitéria de acordo com a Resolugéo

CONAMA 357, disponibilizado pela SANEPAR.

10:30 LAUDO DE ANALISE DE CROMATOGRAFIA 16/11/2008
UNIDADE: 560 - U R UNIAD DA VITORIA AMOSTRA: 34585 FREQ: SEMESTRAL
SISTEMA: 283 - UNIAD DA VITORIA DT COLETA: 05/08/2008
ENDERECO: RIO IGUACU MATRICULA :
LABORATORID: 191 E0D UT: ===

TIPO: INATURA MOTIVO: PRO PONTD COLETA: === COLETOR : SILVIO
PARAMETRO RESULTADO VMP
Aldrin + Dieldrin(ug/L) < 0,0050 0,005
Benzeno(ug/L) < 0,5000 5.0
Benzo-a-pireno(ug/L) < 0,0050 0,05
Clordano (total de isomeros)(ug/L) < 00,0010 0,04
Endrin{ug/L) < 0,0010 0,004
Heptacloro+Hept . Epoxido(ug/L) < 00,0050 0,01
Hexaclorobenzeno(ug/L) < 0,0010 0,0065
Lindano (Gama HCH)(ug/L) < 0,0010 0,02
Metoxicloro(ug/L) < 0,0010 0,03
Pentaclorofenol (ug/L) < 0,2000 9,0
Tetracloreto de Carbono(ug/L) < 1,0000 2.0
Tetracloroeteno(ug/L) < 1,0000 10,0
Toxafenol{ug/L) < 0,0100 0,01
Tricloroeteno(ug/L) < 1,0000 30,0
1,1 Dicloroeteno(ug/L) < 1,0000 3,0
1,2 Dicioroetano(ug/L) < 1,0000 10,0
2,4 D(ug/L) < 0,2000 4.0
2.4,6 Triclorofenol(ug/L) < 00,0500 10,0
2,4-Diclorofenol (ug/L) < 0,0500 0,3
2-Clorofenol (ug/L) < 00,0500 0,1
Benzidina(ug/L) < 0,0005 0,001
Benzo(a)antraceno(ug/L) < 0,0050 0,05
Trifluralina(ug/L) < 0,0050 ;2
Benzo(b)fluoranteno(ug/L) < 0,0050 0,05
Benzo(k)fluoranteno(ug/L) < 0,0050 0,05
Malathion(ug/L) < 00,0500 5
Criseno(ug/L) < 00,0050 0,05
p.p’ (DDE,DDD,DDT) (ug/L) < 0,0010 0,002
pParathion(ug/L) < 00,0050 0,04
Dibenzo(a,h)antraceno(ug/L) < 0,0050 0,05
Indeno(1,2,3-cd)pireno(ug/L) < 0,0050 0,05
Etilbenzeno(ug/1) v < 5,0000 90,0
Tolueno(ug/1) < 0,2000 2,0
Xileno(ug/1) < 10,0000 300,0
Endossulfan(I+II+Sulfato)(ug/1) < 0,0050 0,056
Diclorometano(ug/L) < 5,0000 20,0
Estireno(ug/L) < 5,0000 20,0
Triclorobenzenos(ug/L) < 5,0000 20,0
Alacloro(ug/L) < 0,0010 20,0
Atrazina(ug/L) < 0,0250 2.0
OBSERVACOES: 0(S) PARAMETRO(S) ANALISADO(S) ATENDE(M) AQ PF/LAB/0O013

NOTAS :

1) Os resultados apresentados referem-se a amostras entregues no laboratorio

2) (<) = Resultado menor Q (>) = Resultado maior Q

3) UG/L=Micrograma por Litro mg/1 = Miligrama por 1itro

4) VMP-PORTARIA: Refere-se a portaria 518 gue dispoe VMP para agua
produzida e distribuida

5) VMP-CONAMA: Refere-se a resolucao CONAMA que dispoe VMP para agua bruta

6) Resultado com valor zero correnponde a nao detectado

IA/LAB/0036-17



10:30 LAUDO DE ANALISE DE CROMATOGRAFIA 16/11/2009
UNIDADE: 560 - U R UNIAO DA VITORIA AMOSTRA: 34585 FREQ: SEMESTRAL
SISTEMA: 283 - UNIAO DA VITORIA DT COLETA: 05/08/2008
ENDERECO: RIO IGUACU MATRICULA:
LABORATORIO: 191 e O R e e

TIPO: INATURA MOTIVO: PRO PONTO COLETA: —~r====t= COLETOR: SILVIO
PARAMETRO RESULTADO VMP
Glifosato(ug/L) < 65,0000 65,0
Metolacloro(ug/L) < 5,0000 10
Simazina(ug/L) < 0,0250 0
2,4,5-T(ug/L) < 0,2000 2,0
2,4,5-TP(ug/L) < 0,2000 10,0
Tributilestanho(ug/L TBT) < 0,0100 0,063
Bifenilas Policloradas-PEBs(ug/L) < 0,0010 0,001
Carbaril(ug/L) < 0,0050 ,02
Demeton(0+S5) (ug/L) < 0,0050 0.1
Dodecacloropent. (Mirex)(ug/L) < 0,0010 0,001
Gution(ug/L) < 0,0050 0,005

DBSERVACOES: O(S) PARAMETRO(S) ANALISADO(S) ATENDE(M) AO PF/LAB/0013

NOTAS :

1) Os resultados apresentados referem-se a amostras entregues no laboratorio

2) (<) = Resultado menor Q (>) = Resultado maior Q

3) UG/L=Micrograma por Litro mg/1 = Miligrama por litro

4) VMP-PORTARIA: Refere-se a portaria 518 que dispoe VMP para agua
produzida e distribuida

5) VMP-CONAMA: Refere-se a resolucao CONAMA gue dispoe VMP para agua bruta

6) Resultado com valor zero correnponde a nao detectado

IA/LAB/0036-17
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10:29 LAUDO DE ANALISE FISICO-QUIMICA DE AGUA 16/11/2009
UNIDADE: 560 - U R UNIAO DA VITORIA AMOSTRA: 34585 FREQ: SEMESTRAL
SISTEMA: 283 - UNIAD DA VITORIA DT COLETA: 05/08/2008
ENDERECO: RIO IGUACU MATRICULA :
LABORATORIO: 191 COb U7 ; —===%

TIPO: INATURA MOTIVO: PRO PONTO COLETA: —======= COLETOR: SILVIO
PARAMETRO RESULTADO VMP
Cor Aparente(uH-Un.Cor) 50,0 75,0
Cianetos(mg/L CN) < 0,005 0,005
Fluoretos(mg/L F) < 0,2 1,4
Nitrato (como N)(mg/L N) 1,60 10,0
Turbidez(NTU) 17,10 100,0
Surfactantes (Ag.Tenso Ativo)(mg/L) 0,134 0,5
Cloretos(mg/L C1) 3.7 250,0
pH(Un. pH) 7.5 6,0 A 9,0
Solidos Totais Dissolvidos(mg/L) 79,0 500,0
Sulfatos(mg/L) < 10,0 250,0
Nitrito (como N)(mg/L N) 0,007 1,0
Sulfeto de Hidrogenio(mg/L) 0,009 0,002
DBO (5 dias 20 Graus)(mg/L 02) % Bl 5,0
Oxigenio Dissolvido(mg/L 02) : 6,82

Nitrogenio Amoniacal Total(mg/L N- NH4) < 0,10 3.7
DQO(mg/L 02) < . 50

Fosf. Total(ambiente intermed)(mg/L P) 0,090 0,050

OBSERVACOES: SULFETO E FOSFATO TOTAL NAO ATENDEM AO PF/LAB/0013.
OG VIRTUALMENTE AUSENTE. FENOL<1UG/L

NOTAS :

1) Os resultados apresentados referem-se a amostras entregues no laboratorio

2) (<)=Resultado menor Q (>)=Resultado maior Q mg/1=Miligrama por litro
3) NTU = Unidade Nefelometrica de Turbidez UH = Unidade de Hazen

4) uS/cm = micro Siemens por centimetro BQ/L=Bequerel/Litro

5) VMP-PORTARIA: Refere-se ao valor maximo permitido pela Portaria 518
6) VMP-CONAMA: Refere-se ao valor maximo permitido pela Resolucao CONAMA 357
7) Amostras tipo P (Produzida) o VMP de Turbidez = 1,0 NTU e amostras tipo
T(Tratada) o VMP de Turbidez = 5,0 NTU
8) Resultado com valor zero corresponde a nao detectado
9) Os valores minimo e maximo para o fluor referem-se a Portaria-635.
Para o fluor os valores utilizados sao: Minimo 0,6 mg/1 e Maximo 1,1 mg/]
10) Amostras tipo P(produzida) o valor minimo de cloro = 0,5 mg/l e amostras
tipo T(tratada) o valor minimo = 0,2 mg/1. O valor maximo VMP
residual para amostras tipo P(produz1da) e tipo T(tratada) = 5,0 mg/1
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