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When ignorance reigns, life is lost.

Rage Against the Machine
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RESUMO

O rio Iguagu, afluente do rio Parana, € o maior rio de nosso Estado. Seu curso
segue o sentido geral leste oeste e seu ponto de origem localiza-se na regido
metropolitana de Curitiba, a partir da confluéncia dos rios Atuba e Irai. Sua bacia é
caracterizada por um elevado grau de endemismo, provavelmente ocasionado pelo
isolamento geografico decorrente da formacédo das cataratas. Apesar de sua grande
extensdo e importancia, a qualidade de suas aguas superficiais apresenta-se afetada
principalmente pela falta de coleta e tratamento de esgotos domésticos, por efluentes
industriais e pela atividade agricola ao longo do trajeto do rio. Para avaliar estas
condicbes, o uso de biomarcadores de contaminacdo ambiental revela-se uma
ferramenta importante de monitoramento, pois mostra os efeitos de contaminantes
sobre os organismos vivos. O objetivo deste trabalho foi realizar o biomonitoramento de
duas localidades do rio Iguagu (Porto Amazonas e Irinedpolis) através da avaliagdo de
biomarcadores bioquimicos de contaminagdo ambiental em peixes do género Astyanax.
Para isto foram realizadas duas coletas, a primeira em abril/08, referente a época de
seca, e a segunda em outubro/08, referente a época de chuva. Foram coletadas e
congeladas em nitrogénio liquido amostras de musculo e cérebro para a analise da
atividade enzimatica da Acetilcolinesterase (AChE), e figado para a analise das
atividades enzimaticas da Catalase (CAT), Glutationa S-transferase (GST) e a
Lipoperoxidagdo (LPO). As analises referentes aos processos de estresse oxidativo
indicaram que no ponto de Porto Amazonas (abr/08) pode-se observar um aumento na
atividade enzimatica da CAT e da GST e uma diminui¢do da LPO. Ja a coleta de Porto
Amazonas (out/08) apresentou baixa atividade especifica da CAT e da GST bem como
baixas medidas da LPO. Em Irinedpolis (abr/08) a atividade enzimatica da CAT estava
aumentada, a GST n&o apresentou diferengas significativas e a LPO estava em baixas
concentragdes. Finalmente, para Irinedpolis (out/08) houve uma elevada medida da
LPO seguido por uma baixa atividade da CAT sem altera¢des significativas da GST.
Referente as analises de neurotoxicidade péde-se observar que a atividade especifica
da AChE cerebral e muscular apresentou-se diminuida nos peixes de Porto Amazonas
quando comparados aos de Irinedpolis para as duas coletas, sugerindo uma possivel
exposicdo a compostos organofosforados e carmabatos. As respostas obtidas pelos
biomarcadores poderdo contribuir para gerar um conjunto de dados que possa vir a
auxiliar no monitoramento da qualidade da agua do rio Iguagu.



ABSTRACT

The Iguacgu River, tributary of the Parana River, is the largest river in our state. Its
course follows the general direction east - west and its point of origin is located in the
Metropolitan Region of Curitiba, from the confluence of rivers Atuba and Irai. Its basin is
characterized by a high degree of endemism, probably caused by the geographic
isolation during the formation of the falls. Despite its large size and importance, the
quality of its surface water appears to be mainly affected by the lack of collection and
treatment of domestic sewage, industrial effluents and by the agricultural activity along
the path of the river. To assess these conditions, the use of biomarkers of environmental
contamination proves to be important tools, as they show the effects of contaminants on
living organisms. The purpose of this study was to realize the biomonitoring of two
districts close to the Iguagu River (Porto Amazonas and Irinedpolis) through the
evaluation of biochemical biomarkers of environmental contamination in fish of the
genus Astyanax. For this two collects have been done, the first in april/08, referring to
the season of drought, and the second in october/08, referring to the rainy season. Were
collected and frozen in liquid nitrogen for later analysis in laboratory samples of muscle
and brain to analyze the activity of the enzyme Acetylcholinesterase (AChE), and liver
for the analysis of enzymatic activities of Catalase (CAT), Glutathione S-transferase
(GST) and the lipidic peroxidation (LPO). The analysis concerning the processes of
oxidative stress indicated that the point of Porto Amazonas (apr/08) had an increase in
the enzymatic activity of CAT and GST and a reduction of LPO. For the collect of Porto
Amazonas (oct/08) has been showed a low specific activity of CAT and GST and low
measures of LPO. In Irinedpolis (apr/08) enzymatic activities of CAT and GST have
been induced and, at the same point, low concentrations of LPO have been obtained.
For Irinedpolis (out/08) there has been a high measure of LPO followed by low activity of
CAT without significant changes of the GST. As to the analysis of neurotoxicity, it has
been observed that the specific activity of AChE in brain and muscle has been inhibited
in fish from Porto Amazon when compared to Irinedpolis for both samples, suggesting a
possible exposure to organophosphorus compounds and carbamates. The responses
obtained by biomarkers could help to generate a set of data that might assist in the
monitoring of the water quality in the Ilguacgu River.
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1 INTRODUGAO

Atualmente é inegavel a relagcado dualista que a sociedade possui com o recurso
agua ja que é necessario universalizar seu acesso e a0 mesmo tempo promover a
sustentabilidade dos recursos hidricos. Além disso, ndo bastando a grande parcela da
populacdo brasileira que ndo tem acesso a agua potavel, nota-se a exaustdao dos
recursos hidricos naturais, seja pelo crescente consumo de agua ou pela crescente
deterioragdo de sua qualidade (SANTOS e MALINOWSKI, 2005).

Até meados de 1920, ndo considerando as secas do Nordeste, o Brasil ndo
apresentava problemas e limitagcdes relativas aos seus recursos hidricos, tendo sido
este periodo o principal repercursor da cultura da abundéncia. Contudo, nas décadas
de 70 e 80 a sociedade brasileira comecou a despertar para as possiveis
consequéncias que estaria sujeita caso esta mentalidade de uso indiscriminado da
agua permanecesse. Durante este periodo, diversas comissdes interministeriais foram
instituidas a fim de buscar meios de aprimorar o sistema de uso dos recursos hidricos,
tentando minimizar o comprometimento de sua qualidade visto que sua vulnerabilidade
ja se fazia ser vista (RODRIGUEZ, 1998).

Isto se da ao fato do homem n&o ser capaz de criar fontes de fora do sistema
ecologico que satisfagam suas necessidades, 0 que gera uma pressado cada vez maior
sobre o ambiente resultando em impactos de principalmente dois tipos: o consumo de
recursos naturais em ritmo maior do que os sistemas ecolégicos podem renovar e a
geracdo de produtos residuais em quantidades superiores das que podem ser
integradas aos ciclos naturais (GRUPO DE TRABALHO. iNDICES DE AVALIACAO DE
PROJETOS HIDRICOS (GTZ), 1995).

Dentre as principais formas de impactos que atingem os corpos hidricos pode-se
notar a extensa producédo de efluentes domésticos e industriais, a agropecuaria nas
areas de entorno, o desmatamento das matas ciliares seguido de eroséo, a alteragéo
de canais de rios e margens de lagos por meio de diques, a canalizagédo, drenagem e
inundacédo de areas alagaveis, a dragagem para navegagdo, dentre diversas outras
formas impactantes principalmente relacionadas com o adensamento populacional das
regides (KARR, 1997).



Segundo o IAP (2005), & possivel obter-se um aprofundamento do estudo das
consequéncias da urbanizagdo sobre os rios quando se analisa a influéncia da
densidade populacional bruta sobre variaveis da qualidade das aguas superficiais em
bacias hidrograficas urbanas. Assim, estudos sobre o papel do adensamento
populacional sobre a qualidade dos recursos hidricos e sua variabilidade em razao dos
varios padrdes de uso e ocupacido do solo sdo importantes, uma vez que relacionam
diretamente as fontes impactantes aos locais impactados.

Devido a intensificagcdo das ag¢des antrdpicas consideradas impactantes e de
modo a compreender estas acgdes, diversos estudos de diagndstico e de
biomonitoramento capazes de fornecer novas abordagens e informagbes sobre a
situagdo atual de nossas aguas tém sido desenvolvidos, dentre eles grande parte
enfocam as nossas bacias hidrograficas, uma vez que os corpos hidricos sao os
receptores finais dessas atividades, seja pelo escoamento superficial, pela lixiviagdo ou

mesmo pelo aporte direto de poluentes (Figura 1).
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FIGURA 1 — Movimento de poluentes em ambientes aquaticos.
Fonte: TOMITA, 2002. O Biélogo, Séo Paulo, v.64, n.2, p.135-142



1.1 ABACIA DO IGUACU

Entende-se por bacia hidrografica uma area na qual a precipitagdo é coletada e
conduzida para um sistema inter-relacionado de drenagem natural onde o movimento
da agua superficial relaciona todos os usos dela e do solo existentes na localidade
(MAGALHAES, 1989).

A bacia do rio Iguagu (Figura 2) por sua vez, € a maior do estado do Parana,
pertencendo ao seu sistema hidrografico, do qual é isolada pelas Cataratas do Iguagu.
A bacia situa-se na regido sudeste da Ameérica do Sul e se estende por cerca de 72.000
km?, abrangendo areas do sul do Brasil e nordeste da Argentina. A maior parte de sua
bacia esta em territério paranaense, com algo em torno de 57.330 km? (MAACK, 1981).
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FIGURA 2 — Localizagao da bacia hidrografica do Iguagu e os pontos de coleta.
Fonte: Piancini (2008).

O Rio Iguagu possui um sentido geral leste - oeste e sua nascente situa-se na
Regido Metropolitana de Curitiba (RMC) a partir da confluéncia dos rios Atuba e Irai.
Sua extensao total alcanga cerca de 1.302 km com um desnivel de 830m a partir de
suas cabeceiras que estdo localizadas na Serra do Mar, e que possuem altitudes
superiores a 1.000m. Com o surgimento das Cataratas do Iguagu, que possuem um
desnivel de 70 metros, ocorrido a aproximadamente 22 milhdées de anos durante o
periodo Oligo-Mioceno, acredita-se que as populagdes ali viventes foram isoladas das
populagdes do rio Parana acarretando em um processo de especiacdo que seria

responsavel pelo elevado grau de endemismo apresentado por sua ictiofauna
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(KANTEK, 2005). E possivel que processos de vicariancia (a ictiofauna da atual bacia
descende de peixes de uma linhagem atual que foi isolada do resto da bacia do Parana
apos a formacgéo das cataratas) ou dispersao (a ictiofauna atual descende de espécies
ancestrais de outras bacias que se dispersaram para o rio apos a formacdo das
cataratas) tenham tido papel importante na atual diversidade da fauna da bacia
(NELSON e PLATINICK, 1981).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 81 espécies de teledsteos na bacia do
Iguacu, sendo esta ictiofauna composta por espécies de pequeno (<20cm), médio
(entre 20 e 40cm) e grande porte (>40cm). A participagédo das diferentes ordens reflete
a situagao descrita para rios neotropicais, com a maior parte dos peixes pertencentes
as ordens Characiformes e Siluriformes (INGENITO et al., 2004).

Pode-se dizer ainda que o Iguagu € sem duvida alguma o principal rio do Estado
do Parana, sempre servindo como importante agente no progresso do estado. Ao longo
da histdria nota-se que as terras interioranas do estado foram colonizadas com maior
intensidade devido a navegacao a vapor em seu leito. lronicamente, tal colonizagao era
movida pelo desmatamento das margens promovendo a erosdo do entorno, e
consequentemente o assoreamento do rio. Devido a grande voracidade dos
colonizadores, em aproximadamente 71 anos (1882-1953) o trecho entre Porto
Amazonas e Unido da Vitéria deixou de ser navegavel. Na década seguinte, toda a
regido do alto Iguagu foi retificada a fim de evitar que a capital do estado sofresse com
os transbordes naturais, repassando os problemas a jusante. Apesar de tudo, o rio
continuava a dar sua contribuicdo para o desenvolvimento do estado, principalmente
devido ao grande potencial hidrelétrico o qual passou a ser mais bem explorado nas
décadas posteriores (BARDDAL, 2006).

A regido de Curitiba por sua vez, sempre foi abundante no quesito recurso
hidrico, caracteristica bastante marcante devido ao regime de chuvas do primeiro
planalto paranaense que possui um regime com distribuicdo espacial bem caracterizada
e média de precipitacdo de 1354mm anuais. Devido a essa abundancia, houve um
crescimento da cidade em larga escala baseado no abastecimento local, entretanto no
final da década de 1950 eram observados déficits no suprimento da agua de Curitiba, e

em 1958 estudos indicaram que as nascentes do rio Iguagu seriam o unico manancial



economicamente viavel capaz de resolver o problema de abastecimento de Curitiba e
regido, contudo em 1964 ja se observava o esgotamento dos mananciais locais e a
pressao causada pelo crescimento populacional de Curitiba. Foi entdo criado o Sistema
Iguacgu para captagcdo de agua, inaugurado em 1969 e com expectativa de atender a
demanda de agua até o ano de 2000. Porém o grande crescimento populacional
ocorrido na década de 1970 fez com que esse sistema ja estivesse com sua
capacidade esgotada no inicio dos anos de 1980, assim com a crescente limitagdo da
disponibilidade hidrica na regido metropolitana de Curitiba, o planejamento da
expansao do sistema de recursos hidricos integrado passa a ser sobre a bacia do Alto
Iguacu, determinando areas reservadas para o abastecimento de agua e reorientando
esses recursos para a sua utilizagéo principalmente por Curitiba (HASSLER, 2006).

Em 1992 um levantamento das ocupagbes na regido realizado pela
Coordenagdo da Regidao Metropolitana de Curitiba (COMEC) constatou que
aproximadamente 5% da populagdo se encontravam em situagéo irregular. Em 1997
estes resultados aumentaram para 12% do percentual da populacao, tendo em torno de
um ter¢co dessas ocupacgdes em areas de protegcdo de mananciais. Na passagem pela
RMC, o rio Iguagu recebe uma significativa quantidade de substancias poluidoras de
origens domeésticas, industriais e de escoamento difuso, sendo a maioria sem
tratamento. A carga de poluicdo da regido metropolitana tem grande influéncia na
qualidade da agua do rio Iguagu, que € indicada através das altas concentragcbes de
material organico e de nutrientes quando este passa pela RMC (MENDONCA, 2004).

A bacia do rio lguagu caracteriza-se por apresentar uma vazdo que tende a
aumentar no sentido montante - jusante (AZEVEDO et al., 2006), fator que contribui,
através de processos hidrogeologicos, com a descontaminag&o do rio conforme ele se
afasta da sua nascente e da RMC. Portanto embora seja grande a quantidade de
dejetos langados em seu leito, sobretudo na regido de Curitiba, conforme se afasta de
sua nascente e recebe seus afluentes menos afetados pelas atividades antrépicas, o rio
Iguagu se renova chegando ao seu final em territorio protegido no Parque Nacional do
Iguacu onde desagua nas Cataratas do Iguacu (BARDDAL, 2006).

Assim, a fim de obter uma ampla visdo sobre as reais condi¢des do rio o

presente estudo analisou quatro biomarcadores bioquimicos em lambaris do género



Astyanax. Para isto foram realizadas duas coletas em duas cidades logo apés a RMC,
Porto Amazonas (localizado a 72km de Curitiba) e Irinedpolis (localizado a 219km de
Curitiba).

1.2 PORTO AMAZONAS

O municipio de Porto Amazonas localiza-se na regidao metropolitana de Curitiba,
Latitude 25° 32' 41 S e Longitude 49° 53' 25" W a uma altitude de 793 metros. O clima,
conforme classificagdo climatica de Koepen € do tipo Cfb — Clima temperado com
temperatura média do més mais frio abaixo de 18° C (mesotérmico), com verdes
frescos, temperatura média no més mais quente abaixo de 22° C e sem estagao seca
definida (FUNDACAO INSTITUTO AGRONOMICO DO PARANA, 1984). Porto
Amazonas se formou em funcédo do florescente comércio que era proporcionado pela
navegabilidade do Rio Iguagu. Sua populagdo é de aproximadamente 4648 habitantes,
sendo 1707 na area rural e 2941 na area urbana. A taxa de crescimento anual da
populacéo foi de 3,57% no ano de 2006. A area total do municipio é de 190.613 km? e
fica a 72 quildbmetros da capital Curitiba. O setor primario da economia & constituido
pelas atividades de agricultura, pecuaria e extracdo de madeira. A agricultura apresenta
como principais cultivos: milho, arroz, feijao, soja e fruticultura. A mag¢a é o principal
produto da economia e absorve grande parte da mao-de-obra disponivel. Porto
Amazonas € hoje conhecida como “Terra da mag¢d”, um dos maiores produtores do
Parana. Na pecuaria os bovinos e suinos formam os principais rebanhos. No setor
secundario as atividades desenvolvidas sdo metalurgia, fabricas de papeléo, plasticos e
embalagens, além de olarias e curtumes de pequeno porte. Ja o setor terciario é
composto por um comércio essencial e pouco expressivo: supermercados, confeccoes,
farmacias, papelarias, materiais de constru¢cdo (PROGRAMA LUZ PARA TODOS,
2007).

O ponto de coleta de Porto Amazonas compreende a regido do rio conhecida por
“Alto Iguacu”. Esta denominag&o nao se refere a uma definigao formal dos limites do rio,

no entanto € conhecida como a regidao que compreende o trecho desde suas nascentes



até a divisa entre o primeiro e o segundo planalto paranaense, local onde o rio Iguagu

corta a escarpa devoniana em um longo trecho de corredeiras (MAACK, 1981).

1.3 IRINEOPOLIS

O municipio de Irinedpolis esta localizado no Planalto Norte catarinense, latitude
26° 14’ 01” e longitude 50° 47’ 59” a uma altitude de 762 metros acima do nivel do mar
e a 219km de Curitiba. O clima predominante € o mesotérmico umido, com verdes
amenos (Cfb de Koppen). A temperatura média anual gira em torno de 17 a 18 °C e a
precipitagdo média anual em torno de 1500 a 1700 mm, sendo que a umidade relativa
média gira em torno de 80 a 82% (PANDOLFO, 2002). O municipio possui uma area
aproximada de 581,27km? e sua populacéo estimada em 2004 era de 9720 habitantes.
O municipio tem sua economia baseada na agricultura, representando cerca de 85%
desta. As poucas industrias existentes s&o de ceramica. A maior producdo agricola € de
milho, mas cultiva-se também soja, feijao, fumo e trigo (SCHAFASCHEK, 2005).

O ponto de coleta da cidade de Irinedpolis compreende a regido do rio conhecida
por “Médio Iguagu”, que também n&o possui definicdo formal. Aceita-se que ela
compreende o trecho desde suas corredeiras em Engenheiro Bley até onde se
localizava o Salto Grande, em Porto Vitoria (PR). Tal regido esta compreendida no
segundo planalto paranaense e limitada por duas escarpas, a Devoniana iniciada em
uma queda conhecida como Salto Caiacanga, e a Mesozébica limitada pelo Salto
Grande (MAACK, 1981).

Este ponto localiza-se em um local de captagédo de agua para a cidade de Porto
Unido e regido e, portanto, € de se esperar um local onde a qualidade da agua seja
relativamente melhor. Os efluentes domésticos e industriais ndo sao tao evidentes, no
entanto a area é circundada por fazendas onde existem diversas culturas o que pode

contribuir para um expressivo influxo de agrotéxicos no rio.



1.4 CONTAMINANTES AMBIENTAIS

A agua desempenha um papel fundamental na producao de bens indispensaveis
a vida e ao bem estar da populagdo mundial que, em grande ritmo de crescimento
demografico, mais que quadruplicou ao longo dos ultimos seéculos. A explosao
demografica aliada a falta de planejamento urbano e ao desenvolvimento econémico
traz problemas como fome, miséria, doencgas, violéncia, crimes, falta de saneamento
basico e a degradagdo do meio ambiente, sendo de particular importancia, o
comprometimento das bacias hidrograficas que sao os primeiros ambientes a sofrerem
as consequéncias do aumento populacional, principalmente as situadas nos perimetros
urbanos. Estas bacias foram transformadas em receptoras e diluidoras de poluentes
oriundos das atividades humanas desenvolvidas em suas areas de drenagem. Grande
parte dessas cargas poluidoras tem sido langadas sem nenhum tipo de tratamento
prévio, representando riscos potenciais a saude humana e animal, deteriorando a
qualidade de vida dos organismos e desequilibrando os ecossistemas (LIMA e LIBOS,
2002).

Dentre as fontes impactantes dos corpos hidricos podemos citar os efluentes
domeésticos, os efluentes industriais, a agropecuaria e também acidentes pontuais,
todos contribuindo para o influxo de poluentes. Oliveira Ribeiro (2006) classifica esses
poluentes em trés classes distintas: os poluentes organopersistentes (POPs); os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs); e os metais pesados.

Poluentes organopersistentes (POPs) sdo compostos persistentes no meio
ambiente sendo acumulados nos solos, sedimentos, ar, agua ou biota e que possuem
longas meias-vidas que chegam de anos a décadas. Os POPs s&o tipicamente
lipofilicos e em sistemas aquaticos e solos eles se acumulam junto a matéria orgéanica.
Em relagcdo aos organismos, os POPs interagem com os lipidios de modo a evitar o
meio aquoso das células, permanecendo principalmente no tecido adiposo (JONES e
VOOGT, 1999). Desta forma podem se acumular tanto nos organismos Vivos
(bioacumulag&o) quanto ao longo da cadeia alimentar (biomagnificagédo) (SANDANGER
et al., 2006). Ainda, devido a caracteristicas fisico-quimicas como a volatilizagdo em
temperaturas ambientes e a baixa taxa de biodegradagdo, os POPs possuem a
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capacidade de percorrer grandes distancias e assim atingir locais afastados de onde
foram originalmente emitidos, chegando aos corpos hidricos por aporte direto ou
indireto (GOERKE et al., 2003; WEBER e GOERKE, 2003). Apresentam efeitos toxicos
mesmo em pequenas quantidades e, portanto, apesar de concentracdo elevadas
desses compostos serem pouco frequentes no meio natural, suas retengdes nos
sedimentos podem causar uma contaminagdo em longo prazo podendo trazer
consequéncias diretas e indiretas aos organismos encontrados nestes ecossistemas
(KIM et al., 2007; HOLMQVIST et al., 2007). Dentre os POPs podem-se citar os bifenis
policlorados (PCBs), os pesticidas organoclorados, os hexaclorobenzenos (HCB), o
diclorodifeniltricloroetano (DDT), dentre outros compostos conhecidos por causar danos
a organismos aquaticos.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) por sua vez, sdo compostos
organicos que se caracterizam por apresentarem dois ou mais anéis carbdnicos
condensados. Eles s&do formados durante a combustdo incompleta de materiais
contendo carbono e hidrogénio, podendo ser originados por atividades antropogénicas
(queima de florestas, atividades industriais e residenciais) ou naturais (vulcdes,
biosintese) (VASCONCELLOS et al., 1998). Os HPAs sdo emitidos principalmente na
forma gasosa, entretanto uma porgcao significante esta associada as particulas finas
carbonadas. Havia, até o comego do século XX, um equilibrio natural entre a produgcao
e a degradacdo de HPAs de modo a manter sua concentragdo no ambiente baixa e
constante (NICOLAS, 1999). No entanto, com o aumento do desenvolvimento industrial,
esse balanco natural foi perturbado, aumentando constantemente a razdo entre a
producédo e a degradagdo de HPAs. Estes compostos podem atingir os ambientes
aquaticos tanto por aporte direto quanto indireto e sua presencga pode ser detectada nos
componentes bidticos ou abidticos dos sistemas (DOMINGOS, 2006). E sabido que os
HPAs possuem diversos efeitos toxicos que vao desde efeitos carcinogénicos a efeitos
neurotoxicos, sendo portanto, de grande importancia ecotoxicolégica (AL-HASSAN et
al., 2000; JOHNSON-RESTREPOA et al., 2008)

Por fim, os metais pesados sido elementos quimicos que possuem peso
especifico maior que 5 g/cm3 ou numero atdémico maior do que 20, correspondendo ao

grupo de elementos quimicos com massa atdbmica variando de 63,54 a 200,59.



Entretanto, o termo “metais pesados” € utilizado para elementos quimicos que
contaminam o meio ambiente, provocando diferentes danos a biota, podendo ser
metais, semi-metais e mesmo ndo metais como o selénio. Os principais elementos
quimicos enquadrados neste conceito sdo: aluminio, antiménio, arsénio, cadmio,
chumbo, cobre, cobalto, cromo, ferro, manganés, mercurio, molibdénio, niquel, selénio
e zinco (TSUTIYA, 2000). Esses elementos s&o encontrados naturalmente no solo em
concentragbes inferiores aquelas consideradas como toxicas para diferentes
organismos vivos. Em pequenas quantidades alguns destes elementos sdo essenciais
para a manutencido da vida, no entanto podem ser téxicos quando apresentados em
concentragbes elevadas (BURGERA e GOCHFELDB, 2005, SALAMI et al., 2008).
Estes compostos atingem os ambientes aquaticos principalmente através de efluentes
industriais e domeésticos, gerando desequilibrios nos ecossistemas uma vez que se
acumulam nos organismos e incorporam-se as cadeias troéficas dos sistemas
(KHANSARIA et al., 2005; WANGA et al., 2005).

1.5 BIOMONITORAMENTO

Buscando compreender os ecossistemas e de modo a dar suporte as politicas
ambientais, o monitoramento ambiental € uma importante ferramenta, uma vez que
gera dados e informagdes basicas sobre a presenga de contaminantes no meio. Em
estudos de monitoramento é importante associar fatores abidticos com bidticos, pois
assim os estudos de avaliagdo de impacto fornecem dados mais precisos sobre o
ambiente monitorado (VAN DER OOST et al., 2003).

De modo que ambos os fatores sejam correlacionados, se faz necessario a
utilizacdo de organismos vivos, ou bioindicadores, ja que s&o eles os principais
afetados por desequilibrios nos ambientes.

Bioindicadores podem ser organismos, populagdes ou comunidades, cujas
fungdes vitais se correlacionam tao estreitamente com determinados fatores ambientais

que podem ser empregados como indicadores na avaliacdo de dada area.
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Portanto, de modo a identificar possiveis problemas sobre o ambiente
monitorado € importante que os bioindicadores possuam certas caracteristicas uma vez
gue serao eles os responsaveis a nos mostrar as condi¢cdes locais.

Segundo Zamoner (2007) é necessario que o organismo utilizado apresente
limites de tolerancia estreitos (seja sensivel a pequenas mudangas ambientais), tenha
boa abundancia no local e pouca mobilidade, seja de facil identificagdo e possua sua
ecologia bem conhecida.

Assim, quando utilizamos organismos vivos em estudos de monitoramento

ambiental podemos denomina-los biomonitoramento.

1.6 BIOMARCADORES

Biomarcadores séo respostas moleculares, celulares ou sistémicas utilizadas
para indicar a exposi¢ao ou efeito de alguma substéncia sobre o organismo estudado.
Eles podem ser definidos como as alteragbes bioldgicas que expressam a exposigao
elou efeito tdéxicos de poluentes presentes no ambiente (WALKER et al., 1996; ROSSI,
2008), refletindo o status saudavel de organismos nos niveis mais baixos de
organizagdo e apresentando rapida resposta ao estresse e alta importancia
ecotoxicolégica. Por este motivo podem ser usados como indicadores precoces de
alteragcdes ambientais, antes da ocorréncia de danos irreversiveis nos ecossistemas
(SILVA DE ASSIS, 1998).

E importante que um biomarcador seja capaz de relacionar uma mudanca
ambiental antes que haja uma consequéncia adversa significativa sobre o organismo de
modo que prejudique o funcionamento do ecossistema, portanto é ideal que um
biomarcador seja especifico para um composto ou classe de compostos e que possa
ser utilizado em diferentes espécies. Os biomarcadores podem ser divididos em (VAN
DER OOST et al., 2003):

a) Biomarcadores de exposicao: referentes a quaisquer alteragbes bioldgicas que
detectam e quantificam a substancia exdgena, seus metabdlitos e os produtos da

interagao do xenobidtico com o organismo;
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b) Biomarcadores de efeito: sdo aqueles que mostram o efeito téxico associado a
exposi¢cao do organismo ao poluente;

c) Biomarcadores de suscetibilidade: aqueles que indicam uma habilidade adquirida
ou inerente do organismo em responder a exposi¢ao a determinado xenobidtico
de modo que altere a suscetibilidade do organismo a uma dada exposigéo.

Desta maneira, os biomarcadores utilizados neste estudo foram biomarcadores
bioquimicos de exposicdo e efeito, sendo eles a atividade especifica das enzimas
acetilcolinesterase (AChE), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e a

lipoperoxidagéo (LPO).

1.6.1 Biomarcadores Bioquimicos
Lipoperoxidacao

A peroxidagao lipidica ou lipoperoxidagdo (LPO) € um dos danos mais
importantes causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo as membranas

celulares os locais mais susceptiveis a essas reagcdes de oxidacdo. Atraves da retirada

de protons H do grupo metileno dos fosfolipidios pelos radicais livres, sao produzidos
dienos conjugados e formam-se hidroperéxidos lipidicos que continuardo a reagdo em
cascata (SILVA, 2007) representado na Figura 3. Na presenca de metais cataliticos

como o ferro e o cobre, pode ocorrer decomposi¢ao dos hidroperéxidos e formagao de
outras espécies reativas ainda mais deletérias a célula, como os radicais alcoxil (RO') e
peroxil (ROO') (OLIVEIRA, 1999).

Tutkckn LH + OH' — L'+ H,0

Propaga¢io 1+, o, — L0O"

Propagagio 4 , 100" — L® + LOOH

FIGURA 3 - Mecanismo de inicio e propagagao da lipoperoxidagéo (LH: acido graxo insaturado; OHe:
radical livre; Le : radical lipidico, LOOe : Radical peroxila e LOOH: hidroperéxido lipidicq.
FONTE: GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007.
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Em consequéncia da lipoperoxidagdo, pode haver perda de integridade da

membrana com aumento de sua permeabilidade, alteracdo no fluxo de ions

transmembrana, disfungdo no transporte de Na /K, influxo excessivo de calcio e
ativagdo de enzimas como as proteases, fosfolipases e nucleases (OLIVEIRA, 1999;
MEAGHER e FITZGERALD, 2000; BARREIROS et al., 2006).

Catalase

A catalase (CAT) é uma enzima tetramérica encontrada em todos os organismos
vivos. Devido a sua ampla distribuicdo e capacidade de degradar rapidamente o

peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio e agua, a CAT desempenha um papel

fundamental nos organismos que vivem em condigdes aerdbicas, sendo a unica entre

as enzimas degradantes de H202, gue ndo consome equivalentes redutores celulares e

que possui um mecanismo muito eficiente em remover o peroxido de hidrogénio
formado nas células sob condigdes de estresse (MALLICK e RAI, 1999; SILVA, 2007).

A atividade da catalase esta associada com o0s peroxissomos ou pequenos
corpos que estdo associados ao metabolismo de acidos graxos. O H2O2 produzido
durante a oxidagao do acido graxo peroxissomal € degradado pela CAT a fim de evitar
a formacédo de OH+ que pode vir a causar danos as membranas (HUGGETT et al.,
1992).

O peroxido de hidrogénio é um exemplo de espécies reativas de oxigénio que,
da mesma forma que os radicais livres, sdo formados durante o metabolismo oxidativo
de xenobiontes. Uma molécula que possua um elétron impar na sua orbita externa
responsavel por favorecer a recepgdo de outras moléculas, inclusive organicas é
considerada um radical livre (WANG et al., 2008). Estas moléculas possuem vida média
de milésimos de segundos, no entanto quando reagem com biomoléculas podem se
tornar estaveis por um periodo de tempo maior. Espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo tdo reativas quanto os radicais livres,
contudo diferem por ndo apresentarem elétrons desemparelhados na orbita externa,
nao sendo classificados como radicais livres e, portanto, recebendo esta nomenclatura
mais ampla (LESSER, 2006). Em organismos vivos, estas espécies reativas s&o
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produzidas normalmente pelas células durante processos metabdlicos, entretanto sob
condigdes normais O organismo possui enzimas protetoras, ou antioxidantes, que
reparam 99% dos danos causados pela oxidagédo (ROSSI, 2008).

Quando ha um desequilibrio entre a producdo de ERO/ERN e remocao pelos
sistemas de defesa antioxidantes, denominamos que o organismo esta submetido a um
estresse oxidativo. Esta condigéo celular ou fisiologica se caracteriza por uma elevada
concentracdo dessas espécies reativas que sdo responsaveis por causar danos as
estruturas celulares, podendo levar a inativagdo enzimatica, peroxidagéao lipidica (LPO),
danos de DNA e mesmo morte celular. Muitos contaminantes ambientais e/ou seus
metabdlitos sdo relatados por induzirem o estresse oxidativo, como hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (VAN DER OOST et al., 2002; ROSSI, 2008).

Os sistemas de defesa antioxidantes incluem as enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), e
antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular como a GSH, [3-caroteno, acido
ascorbico, a-tocoferol, dentre outras enzimas e substancias (VAN DER OOST et al.,
2002).

Glutationa S-transferase

Nos organismos, a transformacéo metabdlica de compostos é fundamental para
que a atividade biolégica do composto seja alterada de modo a cessar a interag&o entre
o elemento quimico e a célula. Este metabolismo, ou biotransformacao possui diversos
sistemas enzimaticos que atuam em inumeros tipos de substratos, grande parte destas
enzimas tém em comum a fungédo de converter substancias toxicas em menos toxicas e
converter quimicos lipofilicos em hidrofilicos de modo a facilitar sua excrecdo (ROSSI,
2008).

O processo de biotransformacgao é dividido em duas partes, as reacdes de fase |
e Il, que frequentemente ocorrem sequencialmente. As primeiras sao reagdes
catabolicas (oxidagéo, redugéo, hidrélise) que podem tornar os compostos originais
ainda mais toxicos, nesta fase pode ser inserido um grupo hidroxila que servira como

ponto de ataque para a reacado de conjugacao da fase Il. A fase Il consiste em reagdes
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anabdlicas que envolvem a conjugacgéo de alguns grupos de moléculas resultando em
compostos inativos na maioria dos casos (RANG et al., 2004).

A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima essencial na protegdo contra
danos de compostos potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente
serem eliminados do organismo pertencente a fase || do metabolismo (MARIONNET et
al., 2006).

A GST é responsavel pela conjugacgao da glutationa em uma gama de substratos
hidrofobicos eletrofilicos durante a fase Il da biotransformacéo. Além de participarem
em processos de desintoxicagdo por formacdo de conjugados com a glutationa
reduzida (GSH), as GSTs possuem papel no metabolismo de produtos secundarios
como na estabilizacdo de flavondides e atuando com peroxidases na reducido de
hidroperoxidos a monohidréxi-alcool no processo de estresse oxidativo (DIXON e
LAPTHORN, 2002).

A familia das enzimas GST caracteriza-se por sua ampla especificidade a
substratos com pouca afinidade. E por esta baixa eficiéncia catalitica, as GST possuem
papel importante como agente desintoxicante de amplo espectro de compostos tanto
enddégenos quanto exdégenos (TEW e RONAI, 1999). A atividade desta enzima possui
relagédo direta com o estresse oxidativo ja que utiliza a GSH como cofator e que também
participa da degradagdo do H,O, através da enzima GPx, sendo um importante
biomarcador (ROSSI, 2008).

Acetilcolinesterase

O termo colinesterase (ChE) refere-se a atividade das “pseudocolinesterases” ou
butirilcolinesterase (BChE), e da acetilcolinesterase (AChE) ou “colinesterase
verdadeira”. Estas enzimas diferem na afinidade e na velocidade de degradacédo do
substrato bem como em sua localizagdo e concentragdo nas espécies (NICARETA,
2004). Em peixes a acetilcolinesterase é encontrada em musculo, cérebro e eritrocitos e
€ responsavel por hidrolisar a acetilcolina, um dos principais neurotransmissores do

sistema nervoso auténomo (KLEMZ, 2002).
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A inibicdo da AChE por poluentes € amplamente estudada, sendo um
biomarcador especifico para carbamatos e organofosforados, porém sabe-se que
substancias como metais pesados, organoclorados e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) também podem vir a inibi-la (PAYNE et al., 1996; MARTINEZ-
TABCHE et al., 1997; AKAISHI et al., 2004). Esta inibicdo pode ser reversivel ou

irreversivel. No caso dos organofosforados ocorre uma ligagdo muito estavel e que

dificiimente sofre dissociagdo espontanea, deixando a enzima permanentemente
fosforilada e incapaz de realizar sua atividade metabdlica (ADAMS, 1992).

A AChE é muito importante na manutencédo e no equilibrio da transmissao dos
estimulos nervosos por catalisar a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. A
acetilcolina é transformada em colina e acetato que por sua vez reage com uma
molécula de agua produzindo acido aceético (ADAMS, 1992; KLEMZ, 2002). Com a
inibicdo da atividade da AChE pode-se ocorrer um bloqueio na transmissao dos
impulsos nervosos, paralisando algumas fungdes vitais do organismo afetado
(STENESH, 1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o biomonitoramento de duas localidades do Rio Iguagu através de
biomarcadores bioquimicos de contaminagdo ambiental em Astyanax sp.

2.2 Objetivos Especificos

— Avaliar a possibilidade do uso de peixes do género Astyanax como
bioindicadores de contaminagdo ambiental.

— Avaliar os niveis de estresse oxidativo em Astyanax sp. em dois pontos do rio
Iguagu através das analises da lipoperoxidacdo (LPO) e das atividades
especificas das enzimas glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT).

— Avaliar a neurotoxicidade em Astyanax sp. em dois pontos distintos do rio Iguagu
através da atividade especifica da acetilcolinesterase (AChE) cerebral e
muscular.

— Gerar dados que possam auxiliar nas tomadas de decisbes no sentido de
proteger a qualidade da agua para os organismos aquaticos e para a utilizagédo

humana e animal.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Os animais coletados foram peixes do género Astyanax, pertencentes a familia
Characidae e subfamilia Tetragonopterinae (NOMURA, 1975). Eles sao peixes
estritamente de agua doce, de pequeno porte e com coloragdo bastante variavel
(SILVA, 2008). Forrageiam em todos os niveis tréficos e exibem ampla habilidade em
mudar de presa como resposta a mudangas ambientais (LOBON-CERVIA e
BENNEMANN, 2000). O género se distribui pelas bacias Amazobnicas, Araguaia-
Tocantis, Sao Francisco, Prata e Atlantico Sul.

3.2 COLETA DOS PEIXES

Duas coletas (abril/08 e outubro/08) ao longo de 12 meses de projeto foram
realizadas em dois pontos ao longo do Rio Iguagu, obtendo-se os exemplares de
Astyanax sp. Os pontos de coleta localizam-se em Porto Amazonas, e Irinedpolis.
Obteve-se 30 peixes na primeira coleta sendo 14 em Porto Amazonas e 16 em
Irinedpolis, na segunda coleta obteve-se um total de 31 peixes sendo 20 em Porto
Amazonas e 11 em lIrinedpolis. As amostragens foram realizadas pelos seguintes

métodos:

3.2.1 Armadilha

A armadilha utilizada foi a do tipo covo, com construgcédo de linha e de madeira.

Os covos permaneceram na agua por algumas horas, com revisdes periodicas.
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3.2.2 Arremessos de tarrafa

Foram realizados varios arremessos em cada base e por fase de campo.

3.2.3 Redes de espera

Foram montadas baterias de redes de espera simples de 20 m de comprimento,
e variadas malhas, permanecendo por algumas horas no local e com revisdes

periddicas.

3.2.3 Vara de pesca

Foram realizadas diversas capturas com vara de pesca utilizando-se isca de

miolo de pao.

3.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Os animais foram coletados e anestesiados com benzocaina no local e amostras

de musculo, cérebro e figado foram retiradas e mantidas em nitrogénio liquido.

3.3.1 Extrac&do enzimatica

No laboratério as amostras foram descongeladas e homogeneizadas em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,5 para o cérebro e musculo e pH 6,5 para o figado, com auxilio do
homogeneizador automatico Potter-Elvejhem e em seguida centrifugadas a 10000 x g
por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes do musculo e cérebro foram utilizados para a
analise da AChE, enquanto que o sobrenadante do figado foi utilizado para as analises
da CAT, GST e LPO.
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3.3.2 Lipoperoxidagao

O sobrenadante das amostras de figado foi ressuspendido em metanol PA na
propor¢ao 1:10 (volume/volume), centrifugado por 30 minutos a 9000 x g em
temperatura de 4°C. A analise da lipoperoxidagédo (LPO) foi feita através da avaliagéao
da concentracao de hidroperoxidos do ensaio FOX (JIANG et al., 1992). Em microplaca
foram pipetadas em quadruplicata sendo 30ul da amostra seguido de 270ul da solugéo
reacdo composta de xilenol orange, acido sulfurico, hidroxitolueno butilado (BHT) e
sulfato ferroso amoniacal, e metanol 90%. Apdés 30 minutos de incubagao na propria
microplaca, as amostras foram lidas a 560 nm em espectrofotometro Sunrise-TECAN.

Os resultados foram expressos mmol por minuto™ mg™' de proteina.

3.3.3 Catalase

O sobrenadante das amostras de figado foram diluidas (1:5 ou 5% V/V) em
tampéo fosfato 0,1M, pH 6,5. Apds a diluigdo, 990ul de solugéo reacdo 20mM (Tampéo
Tris 1M / EDTA 5mM pH8,0, peroxido de hidrogénio 30% e agua MiliQ em
concentragéo especificas e mantidas em banho-maria 25°C) foi pipetado em cubeta de
quartzo seguido por 10yl de amostra, 4 réplicas foram realizadas. O principio do
método € o consumo de perdéxido de hidrogénio exdgeno através da atividade da
Catalase que gera oxigénio e agua e é mensurado por espectrofotometria (AEBI, 1984).
A absorbéancia foi monitorada em espectrofotdmetro Shimadzu UV - Visible 1650PC a
240 nm e a 25°C, por 40 segundos. A atividade enzimatica foi expressa em pmol por

minuto™ mg™ de proteina.

3.3.4 Glutationa S-transferase

O sobrenadante das amostras de figado foram diluidas na propor¢do 1:10
(volume/volume) em tampéao fosfato 0,1M pH 6,5. 100l das amostras foram pipetados
em 4 réplicas em microplaca seguidos pela adigdo da solugéo reagdo composta por 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 2,5 mM e glutationa reduzida (GSH) 2 mM em tamp&o
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fosfato 0,1M ph 6,5. O método baseia-se no trabalho de Keen et al. (1976). As GSTs
catalisam a reagao de conjugagao do CDNB com a GSH, formando um tioéter que pode
ser monitorado pelo aumento de absorbancia através da leitura em espectrofotémetro
(Sunrise-TECAN utilizado para nossas analises). O aumento linear da absorbancia a
340nm foi monitorado e a atividade expressa em nmoles de conjugado GSH-CDNB

produzido por minuto” mg™ de proteina.

3.3.5 Acetilcolinesterase

O sobrenadante das amostras de cérebro e musculo foram diluidas (1:10 ou 10%
V/V) em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,5. Apos a diluicdo cada amostra foi pipetada em 4
réplicas de 50ul na microplaca, seguido de 200yl de DTNB (5,5-Ditio-bis-2nitro-
benzoato) e 50ul de ATC (iodeto de acetiltiocolina). O principio do meétodo € o
desenvolvimento da reagao colorida que ocorre entre o ATC e o DTNB na presenca da
AChE. A leitura foi feita em espectrofotbmetro de microplaca Sunrise-TECAN em
comprimento de onda de 415nm, seguindo o método de Ellman et al. (1961) modificado
para microplaca por Silva de Assis (1998). Os resultados foram expressos em nmol por

minuto™ mg™ de proteina.

3.3.6 Concentragao Protéica

A concentragcdo de proteina foi medida de acordo com o método de Bradford
(1976), utilizando soro de albumina bovina (BSA) como padrgo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados através de teste t com nivel de significAncia de
0,05 comparando-se os dois pontos diferentes de coleta (caracteres latinos) e entre os
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mesmo pontos de coleta (caracteres gregos) através do programa estatistico GraphPad
Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

De acordo com as metodologias anteriormente descritas foram medidas as
atividades enzimaticas da AChE Cerebral e Muscular, GST, CAT e a LPO para as duas
coletas realizadas (abril/2008 e outubro/2008) nos dois pontos do rio (Porto Amazonas
e Irineopolis)

4.1.5 Lipoperoxidagao

A analise da LPO apresentou-se aumentada nos peixes de Irinedpolis em
relagdo aos de Porto Amazonas para a segunda coleta (Figura 11). A comparagéao entre
0s mesmos pontos para as diferentes coletas nos mostrou também que os peixes de
Irinedpolis da coleta de outubro estdo com a quantificacdo da LPO aumentada em
relacdo aos peixes de Irinedpolis de abril (Figura 12).
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FIGURA 4 — LPO em Astyanax sp. comparando-se os dois locais de coleta para as mesmas coletas e os
mesmos locais de coleta para as duas coletas. Os resultados expressam média + erro padrdo. OBS:
caracteres latinos referem-se a comparagéo dos pontos para a primeira coleta e caracteres gregos sao
referentes a comparagdo dos pontos para a segunda coleta; letras iguais indicam grupos estatisticamente
iguais. (p < 0,05, utilizando teste t).
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4 1.3 Catalase

Em relacdo a medida da atividade especifica da CAT nao foi possivel observar
diferencas significativas entre os pontos para as duas coletas (Figura 7). No entanto,
gquando comparadas as coletas entre os mesmos pontos podemos ver que em ambas
as localidades para a coleta de outubro esta enzima aparece com menor atividade
(Figura 8).
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FIGURA 5 — Atividades especificas da CAT em Astyanax sp. comparando-se os dois locais de coleta para
as mesmas coletas e os mesmos locais de coleta para as duas coletas. Os resultados expressam média
+ erro padrdo. OBS: caracteres latinos referem-se a comparacédo dos pontos para a primeira coleta e
caracteres gregos sao referentes a comparagao dos pontos para a segunda coleta; letras iguais indicam
grupos estatisticamente iguais. (p < 0,05, utilizando teste t).
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4 1.4 Glutationa S-transferase

A atividade especifica da GST ndo mostrou diferengas significativas para as
atividades especificas quando comparados os pontos para as duas coletas. (Figura 9).
Contudo, comparando-se os mesmos pontos para as diferentes coletas foi possivel
observar que a atividade desta enzima aparece diminuida nos peixes de Porto

Amazonas da segunda coleta em relagédo aos da primeira (Figura 10).
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FIGURA 6 — Atividades especificas da GST em Astyanax sp. comparando-se os dois locais de coleta
para as mesmas coletas e os mesmos locais de coleta para as duas coletas. Os resultados expressam
média + erro padrdo. OBS: caracteres latinos referem-se a comparacao dos pontos para a primeira coleta
e caracteres gregos sao referentes a comparagdo dos pontos para a segunda coleta; letras iguais
indicam grupos estatisticamente iguais. (p < 0,05, utilizando teste t).
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4.1.1 Acetilcolinesterase Cerebral

As analises da atividade enzimatica da AChE Cerebral indicaram que a atividade
apresentou-se diminuida nos peixes de Porto Amazonas em relagdo os de Irinedpolis
nas duas coletas (Figura 3). Ainda quando comparamos as coletas entre os mesmos
pontos, a atividade desta enzima apresenta-se diminuida tanto nos peixes de Porto
Amazonas e de Irinedpolis da primeira coleta em relagdo aos da segunda coleta (Figura
4).
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FIGURA 7 — Atividades especificas da AChE Cerebral em Astyanax sp. comparando-se os dois locais de
coleta para as mesmas coletas € os mesmos locais de coleta para as duas coletas. Os resultados
expressam média + erro padrdao. OBS: caracteres latinos referem-se a comparagédo dos pontos para a
primeira coleta e caracteres gregos sao referentes a comparagdo dos pontos para a segunda coleta;
letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. (p < 0,05, utilizando teste t).
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4 1.2 Acetilcolinesterase Muscular

Quanto as analises da atividade enzimatica da AChE Muscular, podemos
observar que esta apresenta-se com menor atividade nos peixes de Porto Amazonas
em relacdo os de Irinedpolis tanto na primeira quanto na segunda coleta (Figura 5).
Ainda quando comparamos as coletas entre os mesmos pontos, esta enzima
apresenta-se com menor atividade nos peixes de Porto Amazonas e Irinedpolis da

primeira coleta em relagdo aos da segunda coleta (Figura 6).
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FIGURA 8 — Atividades especificas da AChE Muscular em Astyanax sp. comparando-se os dois locais de
coleta para as mesmas coletas € os mesmos locais de coleta para as duas coletas. Os resultados
expressam média + erro padrdao. OBS: caracteres latinos referem-se a comparagido dos pontos para a
primeira coleta e caracteres gregos sao referentes a comparagdo dos pontos para a segunda coleta;
letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. (p < 0,05, utilizando teste t).
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5 DISCUSSAO

As questbdes ligadas ao meio ambiente no Brasil vém sendo polarizadas em duas
vertentes principais: os problemas das grandes cidades, advindos da crescente
concentracdo populacional, da falta de saneamento basico, da poluigdo industrial, da
circulagao de veiculos, da disposicao de lixo e do uso desordenado do solo urbano e os
problemas tipicos do interior, relacionados com a exaustao e degradacéo dos recursos
naturais através da expansao do extrativismo mineral e vegetal e da fronteira agricola
(MENDES, 1994).

Observa-se um crescente numero de estudos ao longo dos ultimos 20 anos com
relagdo aos danos causados por efluentes nos ecossistemas aquaticos (WESTER e
VETHAAK, 1994), inclusive devido a intensificacdo das agdes antropicas consideradas
impactantes. Para compreender estas acgdes, estudos de biomonitoramento capazes de
fornecer novas abordagens e informagdes sobre a situagdo atual de nossas aguas tém
sido desenvolvidos (SILVA et al., 2004).

Dentre estas abordagens estdo o uso dos biomarcadores (bioquimicos,
genéticos, fisiologicos e morfologicos) que vém sendo empregados com maior
freqUéncia, utilizando-se peixes como bioindicadores (SILVA et al., 2004) e visando
encontrar biomarcadores e bioindicadores sensiveis e especificos para as mais
diversas classes de contaminantes. Isto decorre do fato de que em areas
contaminadas, a exposi¢cdo de organismos a xenobiontes resulta em interagdes entre
essas substancias e os sistemas bioldgicos que podem acarretar em disturbios ou
respostas adaptativas dos organismos (MASFARAUD, 1992).

No entanto, quando falamos do Rio Iguagu, apesar da grande quantidade de
trabalhos que mostram a qualidade das aguas através de analises fisico-quimicas e
bacterioldgicas (SANTOS e MALINOWSKI, 2005; HASSLER, 2006; MENDONCA, 2004,
IAP 2005), ainda é pequeno o numero que as correlaciona com biomarcadores de
toxicidade a fim de obter uma ampla visdo sobre suas reais condi¢cbes. Para isto, o
presente estudo analisou quatro biomarcadores bioquimicos em lambaris do género

Astyanax em dois pontos de coleta ao longo do Rio Iguagu.
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Na passagem pela RMC, o rio Iguagu recebe uma significativa quantidade de
substancias poluidoras de origens domesticas, industriais e de escoamento difuso,
sendo a maioria sem tratamento. A carga de poluicdo da regido metropolitana tem
grande influéncia na qualidade da agua do rio Iguagu, que € indicada através das altas
concentragbes de material organico e de nutrientes, quando este passa pela RMC
(MENDONCGCA, 2004).

O rio lguagu caracteriza-se por apresentar uma vazao que tende a aumentar no
sentido montante - jusante (AZEVEDO et al., 2006). A relagdo entre a vaz&o da fonte
contaminante e do rio define qual a porcentagem de tratamento necessaria para que o
efluente se adeque a exigéncias de qualidade no trecho de jusante do ponto de aporte
da fonte impactante. Desta forma sabe-se que, além das suas propriedades
hidrogeologicas, a vazao dos rios se relaciona diretamente com a capacidade de
autodepuracao e de diluicdo desses corpos d’agua, ou seja, quanto maior a vazéo
maior sera esta capacidade (GONTIJO JUNIOR e KOIDE, 2007).

Portanto, seria de se esperar que o rio apresentasse certo nivel de
descontaminagédo conforme se afastasse da RMC. Contudo, devido a aportes pontuais
de efluentes domésticos, industriais e da agricultura das varias cidades e fazendas ao
longo do trajeto do rio, € possivel que tal gradiente ndo seja observado, mesmo em
locais mais afastados da RMC.

Desta forma, no municipio de Porto Amazonas, provavelmente devido a sua
proximidade com a RMC, o rio apresenta-se com uma coloragdo escura e um forte
odor, decorrente do aporte de esgoto dos efluentes domésticos e industriais da cidade
de Porto Amazonas e da RMC. Ainda com a atividade agricola da cidade, é de se
esperar algum influxo de agrotoxicos no rio através do escoamento superficial e da
lixiviagdo. E importante ressaltar que, para este ponto, durante a primeira coleta
(abril/08) o nivel do rio estava mais baixo (aproximadamente 3 metros) quando
comparado a segunda coleta (outubro/08).

Ja no ponto de coleta de Irinedpolis o Iguagu se apresenta menos turvo e sem o
forte odor. O ponto localiza-se em um local de captagédo de agua para a cidade de Porto
Unido e regido e, portanto, seria de se esperar um local onde a qualidade da agua seja

relativamente melhor. No entanto a area € circundada por fazendas onde existem
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culturas de milho, soja, feijdo, dentre outras que utilizam diversos tipos de agrotoxicos.
Neste ponto, para a primeira coleta o rio apresentava-se com um nivel mais baixo
(aproximadamente 5 metros) em relagdo a segunda coleta.

Os processos metabdlicos de biotransformacdo de fase | e |l em animais
aquaticos sdo de fundamental importancia para a detoxificacdo e excrecdo de
xenobiontes desses organismos (GOKSOYR e FOURLIN, 1992). Em alguns casos
estes processos de biotransformacdo podem resultar na formacao de espécies reativas
de oxigénio dependendo do tipo e da concetracdo dos compostos metabolizados
(KARUZINA e ARCHAKOV, 1994). Estas espécies reativas podem reagir com acidos
nucléicos, lipidios, carboidratos e proteinas danificando as células. A fim de combater
estes efeitos, sistemas de defesa antioxidantes como o complexo enzimatico glutationa
S-transferase s&o ativados, apresentando padrées enzimaticos que podem ser
utilizados como biomarcadores de exposigéo a poluentes (SILVA et al., 2004).

As repercussdes dos danos causados por essas espécies reativas de oxigénio
(EROs) ocorrem quando ha um desequilibrio entre a producdo de EROs e sua
eliminagcdo através dos sistemas antioxidantes, sendo estabelecido assim o estresse
oxidativo. Este pode ser mensurado atraveés da interferéncia sobre a fungao dos érgaos
dos animais, assim como pela determinagdo indireta de seus efeitos sobre as
membranas celulares avaliados através da lipoperoxidagéo (LPO).

Foi possivel observar que a LPO estava aumentada no ponto de Irinedpolis para
a coleta de out/08 em relacdo a todas as outras analises deste biomarcador. Desta
forma vemos que os peixes neste local podem ja ter sofrido os possiveis efeitos de um
processo de estresse oxidativo. Estas suposi¢cdes podem ser mais fortemente aceitas
gquando observamos as analises dos outros biomarcadores referentes ao metabolismo
(direto ou indireto) de EROS, como a atividade da CAT e da GST.

Neste mesmo ponto pudemos observar que a atividade da CAT apresenta-se
diminuida em relagdo a primeira coleta (abr/08). Em diversos estudos foi encontrada
diminuicdo da atividade desta enzima devido a agdo de metais pesados (Cd, Cu, Cr e
Zn) e de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (B-naftoflavona) seguido por um
aumento da LPO e da atividade especifica da GST (AHMAD et al., 2005; AHMAD et al.,
2000; TEISSEIRE e VERNET, 2000). Dados semelhantes também foram encontrados
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para peixes expostos a misturas de pesticidas (ROSSI, 2008; LUSHCHAK et al., 2007;
MONTEIRO et al., 2006). No entanto, a indug&o da atividade da GST néo foi observada
para este ponto.

Ainda no que se refere ao estresse oxidativo, aumento da atividade especifica da
CAT tem sido relatado como indicador de estresse oxidativo (VAN DER OOST et al.,
2003; STURVE et al., 2006). O estresse oxidativo resulta da tentativa da célula eliminar
radicais livres formados na metabolizacdo de diversos compostos quimicos através de
enzimas especificas como a catalase (GIULIO et al., 1989). A indugdo da CAT pode
sugerir uma defesa do organismo frente a agentes oxidantes, pois € uma enzima chave

para remover o peroxido de hidrogénio (H202) e evitar a formagao de radicais hidroxila

(OH.) que podem causar danos celulares (REGOLI et al., 2000; SILVA, 2007).

Seguindo esta linha de raciocinio, quando observarmos as coletas de abr/08, é
possivel perceber a inducdo da atividade da CAT e da GST em Porto Amazonas neste
periodo em relagao a coleta de out/08. Houve também uma maior atividade da CAT em
Irinedpolis em abr/08 em relagao a out/08 (neste ponto a GST n&o apresenta atividade
significativamente diferente quando comparada a coleta de out/08 para o mesmo ponto,
no entanto pode-se considerar relevante a medida da sua atividade visto que esta
também n&o difere em relagdo ao ponto de Porto Amazonas de abr/04).

Estes resultados podem sugerir que os peixes de ambos os pontos estédo
submetidos a algum nivel de estresse oxidativo. Contudo suas defesas antioxidantes
estao suficientemente contendo estes niveis de impacto, visto que a LPO encontra-se
em niveis relativamente baixos. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
peixes para tais padrbes enzimaticos, referindo-se a um possivel estresse oxidativo
(PANDEY et al., 2003; AHMAD et al., 2006, MONTEIRO et al., 2007).

Para a coleta de Porto Amazonas de out/08 foi possivel notar que a medida da
LPO encontrou-se baixa, bem como a atividade da CAT e da GST, quando comparadas
a coleta de Porto Amazonas de abr/08. Isto pode indicar que os peixes estao
submetidos a certo nivel de estresse oxidativo, no entanto as repercussdes dos danos
provenientes desse estresse ainda ndo se fizeram ser notadas, uma vez que os niveis

de LPO apresentam-se baixos e devido ao aumento das atividades da CAT e GST.
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A analise da enzima acetilcolinesterase tem sido utilizada como biomarcador de
efeito e exposicdo a compostos persistentes no meio ambiente, especialmente
organofosforados e carbamatos (STURM et al., 2000).

Ao ser observada uma diminui¢cao na atividade da AChE cerebral e muscular dos
peixes de Porto Amazonas em ambas as coletas quando comparados aos peixes de
Irinedpolis, podemos supor uma possivel contaminagcdo do local por compostos
organofosforados e/ou carbamatos, oriundos das diversas culturas do entorno,
principalmente da macgé, a qual o municipio destaca-se como grande produtor.

A atividade da acetilcolinesterase é conhecida por ser inibida por pesticidas
oragnofosforados e carbamatos (STURM et al, 2000). Outros estudos ainda
comprovam que esta enzima pode ser inibida por poluentes como metais pesados,
hidrocarbonetos e organoclorados, no entanto, sendo necessarias concentragdes altas
de tais poluentes (ZINKL et al., 1991; PAYNE et al., 1996).

Ainda a respeito da AChE cerebral e muscular notamos que a atividade dessa
enzima apresenta um aumento nesses mesmos peixes de Porto Amazonas para a
segunda coleta (out/08) em relagdo aos da primeira coleta (abr/08). Este padréo de
aumento da atividade das enzimas poderia estar relacionado com o periodo de chuvas,
intenso nos meses de setembro, outubro e novembro, e relacionado com a elevacgéo do
nivel do Iguagu. Mesmo de maneira a apresentar um aumento da lixiviagdo dos
poluentes para o rio, essas condicbes podem ser responsaveis pela diluicdo dos
compostos presentes no corpo hidrico.

Tais especulacdes podem ser feitas frente a esta leve elevagao da atividade da
AChE cerebral e muscular que, no entanto continua a apresentar-se com uma baixa
atividade quando comparada aos pontos de coleta de Irinedpolis (que da mesma forma
apresentam estes padroes de aumento frente as épocas de chuvas). Contudo,
afirmativas concretas sobre essas causas sao dificeis de serem feitas uma vez que
diversos fatores influenciam na dindmica dos poluentes nos corpos hidricos.

Portanto, observa-se que em ambos o0s municipios a agua do rio Iguagu
apresenta-se impactada, de tal forma que com o uso dos biomarcadores de
contaminagao ambiental foi possivel adicionar mais um dado as analises de qualidade
ja existentes (SANTOS e MALINOWSKI, 2005; HASSLER, 2006; MENDONCA, 2004,
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IAP 2005), gerando dados que contribuam no monitoramento do rio pelos 6rgaos

ambientais responsaveis.
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6 CONCLUSOES

Apesar das dificuldades de identificacdo no campo, os peixes do género Astyanax
demonstraram-se organismos capazes de indicar os efeitos de contaminagao
ambiental, podendo ser considerados bons bioindicadores.

As analises referentes aos processos de estresse oxidativo apresentaram-se
bastante diversificadas em cada coleta, no entanto pode-se considerar que em
todos os pontos os peixes estdo submetidos a algum nivel de estresse oxidativo.

As analises referentes a atividade da AChE cerebral e muscular nos indicaram que
esta apresenta-se baixa nos peixes de Porto Amazonas em relacdo aos de
Irinedpolis para ambas as coletas, confirmando uma possivel neurotoxicidade
nesses peixes. Ainda esta neurotoxicidade pode estar relacionada com a presenca
de compostos organofosforados e/ou carbamatos na agua, conhecidos por inibirem
esta enzima.

Com o uso dos biomarcadores de contaminagdo ambiental foi possivel adicionar
mais um dado as analises de qualidade ja existentes, gerando dados que

contribuam no monitoramento do rio pelos érgdos ambientais responsaveis.
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