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RESUMO

A contaminacdo de ambientes aquaticos torna-se um problema cada vez maior a
medida que o crescimento populacional humano se amplia. Assim, é necessario
conhecer os diferentes tipos de contaminantes — agricolas, industriais e urbanos —,
além da fonte e da forma como esses residuos agem no ambiente natural e nos
organismos nado alvos. Estressores naturais e antropogénicos sao recorrentes em
ambientes aquaticos e podem afetar a saude da biota residente, assim como a
saude humana. Fontes difusas de contaminagcdo exigem abordagens mais
abrangentes, que considerem a complexidade e variabilidade de respostas
biolégicas frente a exposicdo a misturas complexas de poluentes. O
biomonitoramento ativo (BMA) é uma ferramenta util na detec¢ao e quantificacéo de
impactos ambientais e consiste em utilizar organismos coletados em ambientes nao
poluidos e transloca-los para ambientes contaminados, quantificando suas
respostas, sejam elas bioquimicas, fisiolégicas e/ou organismicas. No presente
estudo, multiplos biomarcadores foram aplicados para avaliar os efeitos de um
presumido gradiente de possiveis contaminantes nos reservatorios de Salto Caxias
(SC), Salto Osorio (SO), Salto Santiago (SS), Segredo (SG), localizados no Rio
Iguacgu, utilizando a espécie Oreochromis niloticus como organismo bioindicador.
Variagbes significativas dos bioquimicos, morfolégicos e genéticos foram
observadas. Os individuos apresentaram alteragbes do tecido hepatico, como
necrose e processos inflamatorios, entretanto o indice de lesdo n&o indicou
diferencas significativas entre reservatorios. Foi observada uma inibicdo da
superoxido dismutase (SOD), bem como uma indugédo da catalase (CAT) em SO.
Apenas em SG houve uma reducédo significativa dos niveis de glutationa reduzida
(GSH). A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi induzida em todos
reservatorios, sendo apenas significativamente menor em SC. Niveis de peroxidagao
lipidica (LPO) foram maiores em SS, entretanto alteracées morfoldgicas nucleares
(AMN) foram menos frequentes no mesmo reservatério. Ainda em SS foram
observadas grandes concentragdes de metabdlitos de HPAs na bile dos individuos.
Por fim, a atividade colinesterasica do musculo foi inibida em todos os reservatorios,
em relacdo a SS. Os resultados sugerem que ndo ha um gradiente de
contaminagdo, uma vez que o reservatorio de SS, localizado entre os demais,
apresentou respostas indicativas de maior impacto. Neste sentido, o
biomonitoramento demonstra ser uma ferramenta viavel no estudo dos efeitos
prejudiciais de misturas complexas de poluentes para a saude dos rios, para
biodiversidade bem como para saude humana. Com isso, € necessario que estudos
futuros sejam realizados no Rio Iguagu, principalmente nas areas utilizadas como
fontes de captacéo para o abastecimento urbano com o intuito de contribuir com as
agéncias de controle ambiental para o estabelecimento de politicas publicas.

Palavras-chave: biomonitoramento ativo, Rio Iguagu, sul do Brasil, qualidade da

agua, ecotoxicologia, misturas complexas, biomarcadores.



ABSTRACT

Contamination in aquatic environments has become a major problem due to
population and urban expansion. Therefore, it is important to acknowledge the
different classes of contaminants — agricultural, industrial and urban — as well as their
sources and mode of action of these residues on natural environment and live
organisms. Natural and anthropogenic stressors are recurrent in aquatic environment
and can affect resident biota and human health. Diffuse sources of contamination
require broader approaches that take into consideration the complexity and variability
of biological responses after exposure to complex mixtures of contaminants. Active
biomonitoring is a useful tool to detect and quantify environmental impact and
consists of translocating organisms from a non-polluted site to a contaminated one in
order to quantify their biochemical, physiological and/or organismic response. The
present study used multiple biomarkers to assess the effects of a putative
contamination gradient at Salto Caxias (SC), Salto Osorio (SO), Salto Santiago (SS)
and Segredo (SG) reservoirs, located in Iguagu River, using Oreochromis niloticus
species as a bioindicator organism. Significant variations of morphological,
biochemical and genetic biomarkers were observed. Fish individuals showed hepatic
tissue alterations, such as necrosis and inflammatory processes, however the lesion
index did not indicate significant differences among reservoirs. Superoxide dismutase
(SOD) inhibition, as well as catalase (CAT) induction was observed at SO. Only at
SG there was a significant depletion of glutathione (GSH) levels. Glutathione S-
transferase (GST) activity was induced at all reservoirs, with the exception of SC
where it was significantly inhibited. Lipid peroxidation levels (LPO) were higher at SS,
however nuclear morphological alterations (NMA) were less frequent at the same
reservoir. Also at SS high concentrations of PAHs biliary metabolites were observed.
Finally, muscle acetylcholinesterase activity was significantly reduced at all reservoirs
when compared to SS. Results suggest that there is not a contamination gradient,
since SS reservoir showed responses indicative of higher impact. Thus, active
biomonitoring has proven to be a viable tool to assess deleterious effect of complex
contaminant mixtures to river health status, to biodiversity as well as to human
health. Additionally, further studies should be conducted in Iguagu River, especially
at areas primarily used for water supply, in order to contribute to environmental
control agencies to establish public policies.

Keywords: active biomonitoring, Iguagu River, southern Brazil, water quality,
ecotoxicology, complex mixtures, biomarkers.
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1 INTRODUGAO

Ambientes aquaticos estédo sujeitos a uma variedade de agentes estressores,
tanto naturais como antropogénicos, que podem afetar a saude da biota residente e
potencialmente a do homem. Devido a intensificagdo das atividades agropecuarias,
industriais e do processo de urbanizagdo, corpos d'‘agua recebem misturas
complexas de poluentes, como bifenilos policlorados (PCBs), dibenzodioxinas
policloradas (PCDDs), dibenzofuranos policlorados (PCDFs), hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), pesticidas organoclorados (DDTs) e metais pesados
(LIVINGSTONE, 2001; RICCIARDI et al., 2010; HE et al., 2011; BESSE et al., 2012).
Muitos desses poluentes, além de apresentarem uma alta toxicidade, persistem no
ambiente, podendo ser bioacumulados na cadeia alimentar. Além disso, a redugao
nas concentragdes de oxigénio dissolvido na agua, o aumento da turbidez e
alteragdes de habitats e regimes hidrolégicos, podem afetar a biota através de
processos pontuais, cumulativos ou sinergéticos (ADAMS, 2005).

Poluentes chegam aos corpos d’agua através de fontes pontuais e/ou fontes
difusas de contaminacdo. Fontes pontuais referem-se a residuos concentrados em
uma area limitada ou langados por uma fonte identificavel, como por exemplo um
emissario. Residuos de fontes difusas estédo distribuidos ao longo de grandes areas,
decorrentes da aplicacdo de fertilizantes ou gases emitidos por industrias ou
transportados pluvialmente de areas agricolas (PETERS & MEYBECK, 2000). Tais
formas de poluicdo acarretam na degradagdo do ecossistema aquatico, com
prejuizos muitas vezes irreversiveis a qualidade da agua, tornando-a impropria para
0 consumo humano.

Fontes difusas de contaminacao s&o particularmente preocupantes em rios de
grande extensdo, uma vez que diversas atividades presumidamente impactantes
ocorrem ao longo de suas margens. A intensidade dos disturbios varia ao longo da
extensdo do corpo d’agua e dependera da densidade populacional e do tipo de
atividade desenvolvida (e.g. agropecuaria ou industrial). Assim, diferentes regides de
um mesmo corpo d’agua podem apresentar cenarios particulares de degradagao.

Como exemplo, podemos citar o Rio Iguagu, importante ao desenvolvimento
do Estado do Parana, com suas aguas servindo a fins diversos, como abastecimento
urbano, irrigacéo e geragao de energia hidrelétrica. Esse rio tem sido intensamente
afetado por intervengdes antropicas, como descarga de esgoto domeéstico, residuos



industriais e aporte de agrotoxicos, que ocorrem em intensidades diferentes entre as
regides do alto, baixo e médio Iguagu (JULIO JR. et al., 1997).

O baixo e meédio Iguagu, regido de ocupacdo predominantemente
agropecuaria, sdo marcados pela presencga de cinco grandes reservatorios voltados
a geracgao de energia elétrica (Foz do Areia, Segredo, Salto Osorio, Salto Santiago e
Salto Caxias). Esses reservatorios sdo o destino final de misturas complexas de
contaminantes, sendo classificados como pouco ou moderadamente degradados
(IAP, 2009). A ocupacgao agropecuaria pode contribuir para entrada, por exemplo de
organofosforados ou metais pesados, nesses corpos d’agua. Além disso, a
intensificagdo da urbanizagdo a montante do baixo Iguagu, é responsavel pela
entrada constante de dejetos industriais e domésticos, que podem exercer efeitos a
quildbmetros do ponto de entrada. Este conjunto de fatores faz do Rio Iguagu o
segundo rio urbano mais poluido do pais, atras apenas do Tieté em S&o Paulo
(IBGE, 2008).

Portanto, o aporte de poluentes em larga-escala — em decorréncia de fontes
difusas de contaminagédo — exige abordagens mais abrangentes, que considerem a
complexidade e variabilidade de respostas biologicas a misturas complexas de
poluentes, visto que exposi¢des cronicas afetam processos bioldgicos em diferentes
niveis de organizagdo (WEPENER et al., 2005). Sendo assim, técnicas como as de
biomonitoramento ativo s&o ferramentas uteis na deteccdo e quantificacdo de
impactos ambientais.

No biomonitoramento ativo (BMA) os organismos sdo coletados em
ambientes nao-poluidos e translocados para ambientes contaminados selecionados,
quantificando suas respostas bioquimicas, fisiologicas e/ou organismicas
(WEPENER et al., 2005; BIRUNGI et al., 2007). Essa técnica foi desenvolvida
recentemente como uma alternativa aos programas correntes de biomonitoramento
passivo, no qual o impacto & estimado a partir de organismos coletados em seu
habitat natural (BESSE et al., 2012). Como vantagens do BMA, podemos citar: (i)
tempo de exposicdo determinado; (ii) utilizacdo das mesmas espécies-alvo em
diferentes pontos, possibilitando comparag¢des validas entre locais de exposigao; (iii)
organismos com parametros, como tamanho e peso, similares facilitando a
comparacao entre locais (SMOLDERS et al.,, 2003). Adicionalmente, organismos
translocados respondem a condigcbes ambientais mais rapidamente e intensamente

quando comparadas aos organismos residentes. Espécies nativas tornaram-se



‘geneticamente protegidas” através de mudancgas adaptativas, portanto a aplicagao
de organismos translocados aumenta a sensibilidade do método, podendo indicar
quao adaptadas as espécies nativas estdo aos locais contaminados (WEPENER,
2008).

Varios sdo os parametros biolégicos que podem estar alterados como
consequéncia da interacdo entre o agente quimico e o organismo; entretanto, a
determinagdo quantitativa destes parametros usados como biomarcadores s6 é
possivel se existir correlagdo com a intensidade da exposi¢cao e/ou o efeito bioldgico
da substancia. Desta forma, um biomarcador pode ser definido como respostas
quantitativas em nivel celular, bioquimico, molecular ou fisiolégico, que podem ser
medidos em células, fluidos corporais, tecidos ou 6rgdos de um individuo, indicando
uma possivel exposicdo a xenobidticos e/ou seus efeitos (LAM & GRAY, 2003;
VIDAL-LINAN & BELLAS, 2013).

Biomarcadores tém sido crescentemente utilizados em programas de
biomonitoramento, por serem ferramentas sensiveis a distintos estressores
ambientais (SMOLDERS et al., 2003; VIDAL-LINAN et al., 2013). S&o sinalizagbes
precoces dos efeitos de contaminagado, podendo subsidiar tomadas de decisbes em
tempo habil, no intuito de remediar situagdes de risco, antes que estas se
manifestem em niveis de organizagdo bioldgica superiores, como populagdes e
ecossistemas (VIDAL-LINAN et al., 2010).

A aplicagcédo de biomarcadores surgiu da necessidade de atualizar as praticas
de monitoramento ambiental, tradicionalmente realizadas através da medicao de
variaveis quimicas (e.g. concentragdes de PCBs, HPAs, metais pesados, etc) na
coluna d’agua e no sedimento. Além disso, a poluicdo ambiental por misturas
complexas é especialmente dificil de ser avaliada, pois os eventos de contaminagao
obedecem a uma dindmica espacialmente difusa e temporalmente variavel. O
resultado € um quadro de contaminagdo baixa e continua, que nem sempre é
captado pelos métodos de screening quimicos, pois esses registram apenas o
instante exato em que foram coletadas as amostras e ndo acompanham a variagao
temporal e espacial da contaminagdo. Assim, o uso de biomarcadores permite
avaliar respostas bioldégicas a exposi¢cdes intermitentes, frequentemente nao
detectadas por medigdes quimicas (HANDY et al., 2003).

A eficacia das praticas de monitoramento depende da selegcdo de

bioindicadores e biomarcadores relevantes, que fornegcam um panorama integrador
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de como a exposicdo a contaminantes afeta a saude da biota. Especialmente em
casos de misturas complexas de poluentes, a abordagem de multiplos
biomarcadores (bioquimicos, morfologicos e genéticos) € indispensavel, uma vez
que cada medida pode caracterizar relacbes de classes de contaminantes
especificos a efeitos bioldgicos deletérios. Dentre os biomarcadores, as analises
selecionadas para este trabalho tém sido intensamente aplicadas em
monitoramentos de areas poluidas, fornecendo evidéncias dos efeitos adversos
sofridos pelos individuos expostos a contaminagao, e dessa forma tornando-se util
na avaliagéo de estresse ambiental (RABITTO et al., 2005; DE ANDRADE BRITO et
al., 2012; LIEBEL et al., 2013; OSORIO et al., 2013).

1.1 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Entre os biomarcadores bioquimicos, destacam-se aqueles que representam
o sistema antioxidante das células. Inumeros compostos quimicos e organicos
possuem um potencial oxidativo, ampliando o dano causado por espécies reativas
de oxigénio. Desta forma, as quantificagbes destes danos celulares e defesas
antioxidantes podem ser usadas como biomarcadores de contaminacédo aquatica. A
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ocorre naturalmente dentro das
células, em menor escala, durante processos fisiologicos, como transferéncia de
elétrons pela cadeia transportadora nas mitocdndrias e processos oxidativos
mediados por citocromo P450 (CYP). As EROs geradas a partir do oxigénio
molecular sdo radical anion superéxido (O2"~), peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxila (HO").

A aumento da producdo de ERO pode ser dramaticamente induzido apos
exposicao a xenobiodticos, caso ocorra interagdo desses com um ou varios
complexos da cadeia transportadora de elétrons dentro da mitocdndria; ou através
de interagcées com CYP (BOELSTERLI, 2007).

Xenobiodticos podem atuar como aceptores de elétrons, recebendo o elétron
do NADPH através de reagdes catalisadas por reductase. Uma vez reduzido, o
composto, radical xenobiético, pode entrar em um ciclo redox: caso o potencial
redox permita, o xenobidtico pode reduzir oxigénio molecular, gerando anion
superoxido. Assim, estara disponivel para ser novamente reduzido. O ciclo
continuara até que ocorra a deplegao de redutores (WINSTON & DI GIULIO, 1991).
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Portanto, uma unica molécula de um composto téxico pode gerar varias moléculas
de superdxido, amplificando a geracédo de EROs.

Paralelamente a producdo de EROs, ha mecanismos protetivos
(antioxidantes) que agem para minimizar os potenciais danos. Organismos mantém
um balango entre a geragdo de pro-oxidantes e antioxidantes, garantindo dessa
maneira a integridade celular. Quando ha um desequilibrio nesses niveis, em
resposta a xenobidticos por exemplo, caracteriza-se um estresse oxidativo (HELLOU
et al., 2012).

Dependendo do nivel de estresse ao qual o organismo possa estar
submetido, as defesas antioxidantes podem induzir a atividade de enzimas ou
aumentar os niveis de proteinas antioxidantes.

O tripeptideo Glutationa (GSH) € um dos antioxidantes mais importantes de
um organismo. Encontra-se em altas concentragdes nas células, existindo pools
citosolicos, mitocondriais e nucleares. Portanto, uma das suas principais funcdes é
manter as células em um estado reduzido e regenerar proteinas oxidadas. Atua
sequestrando radicais nao-enzimaticamente e €& co-substrato para degradagao
enzimatica de H,O, (catalisada pela glutationa peroxidase - GPx) (BOELSTERLI,
2007). A diminuigdo dos niveis de GSH pode levar a processos patofisiologicos de
natureza oxidativa (ZHU et al., 2013)

Enzimas como superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) também
compdem o sistema antioxidante das células. A SOD é uma metaloenzima que
possui Cu e Zn, Mn ou Fe como metal ativo. Ocorre no citosol (SOD1), na
mitocondria (SOD2) e no meio extracelular (SOD3). Catalisa a dismutagcédo do &nion
superoxido, ou seja, catalisa a reagdo de moléculas de mesma espécie, gerando
H.O2 e O, (Equacédo 1) (ZHU et al., 2013).

_ . SOD
2 02. + 2H _— H202 + 02 (Equagéo 1)

Portanto, durante a remogéo do superoxido, a atividade da SOD gera outra
ERO, capaz de atravessar membranas e levar a formacao de espécies reativas mais
téxicas. Visto que H,O, é constantemente produzido em diferentes compartimentos
celulares, um sistema enzimatico antioxidante eficaz € necessario para prevenir
eventuais danos (BOELSTERLI, 2007). A catalase (CAT) é uma enzima encontrada
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essencialmente no peroxissomos e muito abundante no figado, responsavel pela
decomposicéo de H,O, formando H20 e O, (Equacgao 2) (ZHU et al., 2013).

CAT
2 H,0, _— HO + O (Equagéo 2)

A atividade das enzimas de biotransformag&o, como glutationa S-transferase
(GST), também é um marcador importante de contaminacdo. A GST esta envolvida
na conjugacéo de xenobidticos, ou seus metabdlitos, a ligantes enddégenos, como
GSH, durante a fase Il da biotransformacé&o (Equacédo 3) (van der OOST et al.,
2003). Portanto, possuem um papel importante na eliminagcdo de compostos
xenobidticos e alteragdes em sua atividade podem ser melhor interpretadas quando

associadas aos niveis de GSH.
GST
Xenobiético + GSH _— Xenobidtico — GS (Equagéo 3)

Quando o estresse oxidativo é excessivo e n&o mais compensado pelo
sistema antioxidante de defesa, as EROs podem interagir com acidos nucléicos,
proteinas e lipidios, comprometendo a integridade celular. A quantificacdo de
alteragdes especificas em lipidios e proteinas - como peroxidagao lipidica (LPO) e
carbonilagdo de proteinas (PCO) - sdo importantes biomarcadores de exposi¢céo a
contaminantes (van der OOST et al., 2003). A LPO surge da geragcdo de EROs em
compartimentos hidrofébicos das células, levando a peroxidagdo e subsequente
dano a biomembranas. O dano pode ocorrer em um ponto especifico da membrana,
mas é rapidamente amplificado e propagado, comprometendo-a por inteiro. Além
disso, os produtos da peroxidagdo (e.g. aldeidos téxicos) podem ser tdo reativos
quanto as EROs iniciais, prejudicando ainda mais a célula (BOELSTERLI, 2007).

Danos oxidativos a proteinas acarretam na perda de funcido catalitica de
enzimas e perda de fungéo de proteinas estruturais. A PCO consiste na modificagao
de proteinas, através de grupamentos como aldeidos e cetonas em cadeias laterais
de aminoacidos. Podem levar a perda das fungdes de algumas enzimas sensiveis a
esse tipo de alteragdo, como a SOD (ROSSI, 2013).

A enzima acetilcolinasterase (AChE) €& responsavel pela hidrolise de
acetilcolina, neurotransmissor envolvido na transmissdo de impulsos nervosos para
células efetoras em jungdes sinapticas, colinérgicas e neuromusculares. Agrotoxicos

organofosforados e carbamatos, assim como muitos metais, sdo capazes de inibir a
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atividade dessa enzima levando a estimulo continuo de fibras nervosas e
musculares (FUKUTO, 1990). Sendo assim, a inibicdo da atividade da AChE tem
sido amplamente utilizada como um indicador de exposigdo a pesticidas e
inseticidas em diversas espécies de peixes (FULTON et al., 2001; YADAV et al.,
2008; AL-GHAIS, 2013; OSORIO et al., 2013).

1.2 METABOLITOS BILIARES

Metabdlitos biliares sdo biomarcadores amplamente utilizados como medidas
indiretas dos efeitos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, compostos
reconhecidos como potentes carcinogénicos (BEYER et al., 2010). Vertebrados
aquaticos geram metabdlitos reativos durante a biotransformacéo de HPAs, que
podem ligar-se a macromoléculas celulares como DNA, RNA e proteinas, exercendo
assim sua toxicidade. Os produtos da biotransformacao de fase | e fase Il de HPAs,
que ocorre no figado, sdo armazenados na vesicula biliar, e por isso, a quantificagao
da concentracao desses compostos em tecidos € limitada e pode nao refletir os
niveis no ambiente (HEINRICH, 2006). A detecgao e quantificagcdo de metabdlitos de
HPAs em fluidos corporais, como a bile, sdo ferramentas recomendadas para
avaliacao de impactos por HPAs de fonte pirogénica, aquela associada a combustao
incompleta de materiais organicos e combustiveis; e de fonte petrogénica, associada
ao langamento de dleo cru ou produtos do petréleo no ambiente (AAS et al., 2000a;
BEYER et al., 2010; ALMEIDA et al., 2012). A identificagdo da fonte dos HPAs é

uma ferramenta importante para mitigar ou prevenir eventos de contaminagao.

1.3 BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

A histopatologia é um importante biomarcador, envolvido na verificagao
microscopica de células e tecidos de um organismo para determinagcdo de
anormalidades histolégicas (RABITTO et al., 2005; MADUREIRA et al., 2012).
Representa impactos endogenos ou exdgenos, resultantes de alteragbes em niveis
menores de organizacdo. Fornece assim, uma melhor avaliagdo da saude de
organismos quando comparada apenas a utilizagdo de parametros bioquimicos
(TEH et al., 1997), uma vez que esta em uma posi¢ao intermediaria entre os niveis
de organizagéo bioldgica (entre os niveis molecular e do individuo). Assim, quando
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associados a outros métodos de analises, estudos histologicos podem auxiliar na
compreensao ampla de determinadas situagdes.

Sua principal vantagem € a possibilidade de analisar altera¢gées morfologicas
em diferentes tecidos alvo de toxicidade, permitindo relaciona-las a fungdes
fisiologicas (SMOLDERS et al., 2003). Tecidos ou o¢rgaos-alvo sdo aqueles que
favorecem a maior concentracdo de contaminantes e por isso, os efeitos do impacto,
seja ele crbnico ou agudo, sdo mais facilmente detectados (OLIVEIRA RIBEIRO &
NARCISO, 2013).

As branquias — 6rgdos multifuncionais que executam fung¢des vitais como
respiragdo, osmorregulacao e excregao de residuos nitrogenados em peixes — sédo
frequentemente utilizadas na avaliagdo de impactos ambientais. E o primeiro 6rgéo a
entrar em contato com poluentes e, devido a sua grande superficie de contato e um
sistema detoxificante pouco robusto, a branquia € muito vulneravel a presenca de
contaminantes (PANDEY et al., 2008). Diversos trabalhos demonstram as analises
histopatolégicas das branquias como biomarcador de exposicdo a diversos
poluentes e, portanto, sua importancia na avaliacdo de impactos ambientais
(ALAZEMI et al., 1996; MONTEIRO et al., 2005; ABDEL-MONEIM et al., 2012;
MELA et al., 2013a)

O figado é o primeiro 6rgado a entrar em contato com xenobidticos apds a
incorporagao, portanto, sua avaliagdo histopatologica € de particular interesse em
praticas de monitoramento (OLIVEIRA RIBEIRO & NARCISO, 2013). As lesdes
encontradas no figado podem refletir efeitos de exposigdo continua, diferentemente
dos biomarcadores bioquimicos, que podem refletir apenas respostas pontuais a
impactos e por isso também sdo vastamente utilizados em programas de
biomonitoramento (MOHAMED, 2008; EL-NAGGAR et al., 2009; AMEUR et al.,
2012; DWIVEDI et al., 2015)

Adicionalmente, muitos contaminantes podem atuar como desreguladores
endocrinos e assim, influenciar a saude reprodutiva de organismos aquaticos.
Portanto, as alteragbes morfolégicas das gbnadas, como intersexo, necrose,
neoplasia e eventos inflamatorios, podem indicar como contaminantes estédo
afetando o desenvolvimento reprodutivo e sdo utilizadas como Biomarcadores de
contaminagdo (BLAZER, 2002; MOHAMED, 2008; CHAKRABARTI & BANERJEE,
2015). Sendo assim, a utilizagdo da histopatologia de diferentes tecidos associada
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as respostas bioquimicas, oferece um panorama integrador das condigbes

ambientais.

1.4 BIOMARCADORES GENETICOS

A deteccdo de danos ao DNA pode ser empregada como biomarcadores de
genotoxicidade. Diversos biomarcadores sdo utilizados para avaliar a exposi¢cao a
contaminantes genotoxicos e seus efeitos: adutos de DNA, aberracdes
cromossomais, mensuragao de micronucleos e a frequéncia de outras anomalias
nucleares (BOMBAIL et al., 2001).

A formacdo de micronucleos representa perda da integridade do DNA,
consequéncia da fragmentagéo ou perda de cromossomos durante a mitose (DELLA
TORRES et al., 2012). Testes de micronucleos s&o aplicados para avaliar o
potencial mutagénico ou carcinogénico de poluentes no ambiente (MOORE et al.,
2004).

S&o considerados micronucleos estruturas nucleares presentes no citoplasma
de eritrocitos, com delineamento arredondado ou ovéide, apresentando de 1/5 a
1/20 do didmetro da célula (especificamente de 1/10 a 1/30 no caso de peixes) e
coloragao consistente com o nucleo principal (CARRASCO et al., 1990). Juntamente
a outras alteragdes morfologicas nucleares, sao importantes ferramentas para
avaliacdo da qualidade da agua. As alteragbes podem ser classificadas de acordo
com Carrasco et al. (1990) em:

* Blebbed: nucleos com evaginagcdo do envelope nuclear que parece
conter eucromatina ou heterocromatina. Remete ao micronucleo,
porém essas evaginag¢des permanecem ligadas ao nucleo principal.

* Notched: nucleos com um corte pronunciado e bem definido,
delimitado pelo envelope nuclear, que aparenta ndo possuir nenhum
material nuclear.

* Lobed: nucleos com evaginagbes maiores que aquelas observadas em
nucleo blebbed, sem uma estrutura bem detalhada.

* Vacuolizado: nucleos com espacos vazios em seu interior, sem

material nuclear, lembrando vacuolos.
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1.5 BIOINDICADOR OREOCHROMIS NILOTICUS (TILAPIA-DO-NILO)

Praticas de monitoramento exigem espécies que contribuam para o
desenvolvimento pratico de experimentos e que apresentem relagdo com o objeto de
estudo. Peixes sdo um componente comum e familiar nos ecossistemas aquaticos,
sendo vistos como excelentes indicadores das condigdes ambientais, uma vez que
podem refletir os disturbios em diversas escalas, devido as suas caracteristicas de
mobilidade, estilo de vida e por sua posicdo préxima do topo da cadeia alimentar
(van der OOST et al., 2003). Além disso, apresentam distribuicdo ampla em
ambientes aquaticos e papel ecoldgico de grande importéncia, uma vez que atuam
transferindo energia de niveis tréficos mais baixos para niveis superiores (van der
OOST et al., 2003).

Adicionalmente, espécies bioindicadoras devem ser espécies facilmente
adaptaveis, razoavelmente resilientes e tolerantes a diversas condi¢bes ambientais,
com taxas de crescimento e reproducdo altas. Espécies raras e com pouca
tolerancia, sdo muito sensiveis a variacbes ambientais e, portanto, suas respostas a
contaminagao nao podem representar a resposta biolégica geral. Do mesmo modo,
espécies ubiquas com tolerancias muito elevadas podem ser muito pouco sensiveis
a variagdes e por isso, pouco representativas (HOLT & MILLER, 2010).

A tilapia (Oreochromis sp.) € o segundo grupo de espécies mais cultivados
mundialmente, sendo produzido em mais de 100 paises (FAO, 2005; TURRA et al.,
2010). A espécie Oreochromis niloticus (FIGURA 1) esta amplamente distribuida em
ecossistemas tropicais e possui uma grande importancia socioecondmica. Apresenta
caracteristicas que favorecem sua utilizagdo, tais como: alta tolerancia a variagdes
de salinidade, temperatura e sistemas de producgao; rapido crescimento e boa
aceitacdo no mercado consumidor (BIRUNGI et al., 2007; PATHIRATNE et al., 2010;
TURRA et al., 2010).
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FIGURA 1 - Imagem de um exemplar de Tilapia-do-nilo — Oreochromis niloticus. (Fonte: FAO

Fisheries and Aquaculture Department, 2005)

A espécie O. nicotiuis foi introduzida no Brasil por volta de 1971, quando
exemplares foram trazidos da Africa com o intuito de incrementar a producdo
aquicola nacional (BOSCOLO et al., 2001). E uma espécie amplamente estudada,
com registros de diferentes niveis biologicos disponiveis (BENTSEN et al., 2012;
TAO et al., 2013; GUZMAN-GUILLEN, 2014). Trabalhos pretéritos demonstram que
essa espécie pode ser utilizada em estudos ecotoxicoldgicos tanto em experimentos
em laboratério (COIMBRA et al., 2007; FIRAT et al., 2011; GUZMAN-GUILLEN et
al., 2014) como em experimentos de campo (BIRUNGI et al., 2007; ABDEL-
MONEIM et al.,, 2012; OMAR et al., 2012; DWIVEDI et al.,, 2015). Portanto,
Oreochromis niloticus foi selecionada para este estudo como bioindicador para

avaliagao de qualidade das aguas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar biomarcadores bioquimicos, morfoldgicos e genéticos para verificagao
de um presumido gradiente de contaminagao, utilizando exemplares Oreochromis

niloticus translocados para reservatérios do Rio Iguagu.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar e quantificar, através de analises quimicas, a presenga de metais
nas aguas dos reservatorios do Baixo Rio lguacu;

Avaliar a bioacumulagdo de contaminantes em figado e musculo;

Avaliar o sistema antioxidante através da atividade da glutationa S-
transferase (GST) e catalase (CAT), carbonilagdo de proteinas (PCO), peroxidagao
lipidica (LPO), a quantificacdo de glutationa reduzida (GSH), em figado;

Avaliar a neurotoxicidade dos poluentes em musculo através da determinacao
da atividade da acetilcolinesterase;

Avaliar o efeito dos poluentes em figado, gbnadas e branquias através de
analises histopatologicas utilizando técnicas de microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura;

Detectar e quantificar metabdlitos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em bile;

Avaliar a genotoxicidade dos poluentes presentes na agua, através da

avaliacao de alteragdes morfologicas nucleares em eritrocitos;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

A bacia do rio Ilguagu ocupa, dentro do estado do Parana, uma area de
54.820,4 km?, cerca de 28% da area total do estado. Com uma extenséo total de
910 km, o Rio Iguagu abastece as cidades de Porto Unido - SC e Unido da Vitéria —
PR, através de aproximadamente 25.000 pontos de ligacdo administradas pela
Companhia de Saneamento do Parana — Sanepar. E dividida em trés unidades
hidrograficas: Baixo Iguacu, Médio Iguacgu e Alto Iguagu (ANA, 2010).

No Alto Iguagu ha uma grande concentragdo populacional e as atividades
industriais, comerciais e de servicos sdo as mais importantes. No Médio e Baixo
Iguagu, predomina a agropecuaria, com destaque para as culturas de soja e trigo,
além das pastagens (JULIO JR et al., 1997; ANA, 2010). Por ser um nucleo com alto
volume de agrotoxicos comercializados, existe um grande potencial de
contaminagao por run-off agricola no Médio e Baixo Iguagu. Além disso, ha um
déficit na infraestrutura de esgotos e drenagem, o que pode contribuir para
degradacgéao das aguas na regido (ANA, 2010).

Cinco empreendimentos hidrelétricos foram construidos, em cascatas, no
Médio e Baixo Iguagu e operam de forma integrada: (montante a jusante) Foz do
Areia, Segredo (SG), Salto Santiago (SS), Salto Osoério (SO) e Salto Caxias (SC). O
uso do solo nessas regides €& muito similar e os municipios lindeiros aos
reservatorios estdo voltados para primariamente para agropecuaria, com a produgao
de milho, soja, trigo, arroz, feijao e mandioca e e extragcdo vegetal de erva mate e
madeira (ANA, 2010). Segundo o IAP (2009), os reservatérios de Foz de Areia e
Segredo, localizados no Meédio Iguagu, sdo classificados (por meio de analises
fisico-quimicas da agua) como Classe Ill, ie., moderadamente degradados;
enquanto os reservatorios Salto Santiago, Salto Osério e Salto Caxias, localizados
no Baixo Iguacgu, sdo considerados Classe ll, i.e., pouco degradados.

Os procedimentos experimentais do biomonitoramento ativo foram
conduzidos nos quatro principais reservatorios do Médio e Baixo Iguagu: SG, SS,
SO e SC (FIGURA 2). Foi considerado como referéncia o reservatério Salto Caxias,
dada a sua classificagado segundo o IAP e a menor influéncia, devido a disténcia, das
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aguas provenientes de Curitiba e regido Metropolitana. Enquanto o reservatério de

Segredo foi considerado como reservatério com maior potencial de contaminacéo.

54° W 49° W

23° S

Rio Iguagu Curitiba

Curitib
sC SO N\ .

Rio Iguagu

FIGURA 2 - Bacia do Rio Iguagu. Reservatérios localizados no Baixo Iguagu, onde o experimento foi
conduzido, aparecem destacados: Segredo (SG), Salto Santiago (SS), Salto Osério (SO) e Salto Caxias
(SC).

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Peixes adultos da espécie Oreochromis niloticus, com aproximadamente
16cm e com 60g, foram adquiridos na piscicultura do Instituto de Pesquisa e
Producdo em Aquicultura Avangada (INPAA), localizado no municipio de Toledo -
PR. Em cada um dos 4 reservatorios, foram instalados tanque-redes de 8m?®
aleatoriamente dispostos ao longo dos lagos. Cerca de 60 individuos foram
transportados, sob oxigenagdo constante, para cada um dos reservatérios e
alocados nos tanques-rede onde permaneceram de outubro a dezembro de 2014.
Durante esse periodo, os peixes foram alimentados com racdo a cada dois dias.

Este numero relativamente elevado de individuos em cada unidade experimental, foi
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determinado para garantir um numero suficiente de animais no momento da coleta,
ja que eventuais perdas devido a mortalidade era esperada.

Apos 60 dias de exposicdo, cada exemplar foi anestesiado com MS222
200mg/L (metanosulfonato de tricaina) e dissecados para retirada do material
biolégico utilizado nas analises. Foram coletadas amostras de sangue — através de
puncgdo caudal — e imediatamente separados para analise genética. Para as analises
bioquimicas, amostras de figado e musculo foram armazenados em microtubos e
mantidas em nitrogénio liquido e posteriormente congeladas em freezer -80°C até o
momento das analises. Amostras de figado e gbnadas foram fixadas em ALFAC por
16 horas para analise histopatolégica através de microscopia de luz. As branquias
foram fixadas em Fixador Karnovsky para posterior analise em microscopia
eletronica de varredura (MEV).

Adicionalmente, a bile foi coletada e igualmente armazenada a -80°C para
deteccdo e quantificagdo de metabdlitos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). Para as analises de bioacumulagc&o, amostras de figado e musculo foram
armazendas a -80°C.

3.3 ANALISES QUIMICAS DE METAIS

Agua foi coletada para determinagdo da concentragdo de metais de transicéo
(Co, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn) no mesmo local dos tanques-redes e no mesmo
periodo de coleta dos peixes. A agua foi coletada a 30 cm abaixo da superficie com
adicdo de 5 ml de H2SO4/L de agua para diminuicdo do pH. As amostras foram
armazenadas em garrafas novas envolvidas com papel aluminio e mantidas a 4°C.

Estas determinagdes foram realizadas pelo grupo de quimica analitica
ambiental e sanitaria (QAAS) da UEPG de acordo com a metodologia proposta por
Cotta et al. (2006). As amostras de figado e musculo foram submetidas a digestao
acida e a deteccao foi feita em espectrémetro de absorcdo atdbmica por chama
(FAAS). As concentracdes dos metais detectadas na agua foram comparadas com
os niveis estabelecidos pela Resolugcdo CONAMA n° 357/2005.
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3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras de figado e musculo foram homogeneizadas em tampéo Tris HCI
20mM, EDTA 0,1M, PMSF 1mM pH 7,4 (volume final de 2 ml) e tampao fosfato de
potassio 0,1M pH 7,5, respectivamente. Em seguida, foram centrifugadas a 12.000
g, a 4°C durante 20 minutos. O sobrenadante foi aliquotado em diferentes tubos
(eppendorfs), com volumes conhecidos, para evitar o recongelamento das amostras.
Antes de realizar cada analise, as amostras foram diluidas de acordo com o método
a ser utilizado, a fim de alcangar uma faixa de concentragcéo de proteinas desejada
(1mg de proteinas/ml) para a atividade das enzimas).

* Concentragéo proteica

A concentracdo de proteinas totais foi mensurada, em espectrofotdbmetro a
595 nm, pelo método de BRADFORD (1976) com modificagdes. Em microplaca,
aliquotas (10 pL) de amostras diluida (1:40) em tampao de homogeneizacéo (Tris-
HCI 20 mM, EDTA 1,0 mM, pH 7,6, PMSF 1 mM para figado e fosfato de potassio
0,1 M, pH 7,5 para musculo) foram pipetadas. Em seguida, 250 yL de reagente de
Bradford diluido (Bio Rad®) foi adicionado. Os valores finais da quantificagdo
colorimétrica foram obtidos em miligramas de proteina por mililitros de amostra,
utilizando-se uma curva padrdo pré-estabelecida com diferentes concentragcdes

conhecidas de soro de albumina bovina (BSA).

* Peroxidagéo de lipidios (LPO)

Os danos causados nos lipidios foram avaliados de acordo com o Método
FOX (JIANG et al., 1991, 1992). O principio do método se baseia na rapida oxidagao
do Fe™ mediada por peroxidos sob condicdes acidas e posterior formagdo do
complexo Fe*® - laranja de xilenol na presenca do estabilizador hidroxitolueno
butilado, que absorve luz a um comprimento de onda de 550-570 nm.

Em um microtubo de 2 mL foram pipetados 200 pL da amostra centrifugada
concentrada acrescida de 1800 pL do meio de reacdo. Este preparado na hora,
utilizando metanol 100%, Xilenol Laranja 100 yM, H>SO4 25 mM, hidroxitolueno
butilado 4mM e FeSO4.NH4 25 uM. Apds 20 minutos de reacdo a temperatura



23

ambiente, as amostras foram centrifugadas a 9.000g. Para a leitura, 300 pL do
sobrenadante foram pipetados em microplacas e a absorbancia medida a 550-570

nm em um espectrofotdmetro de microplaca.

* Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da enzima GST foi mensurada de acordo com a formagao de um
tioéter a partir da reagcdo do substrato CDNB com o GSH, catalizada pela GST
(KEEN et al., 1976 com modificagdes).

Na microplaca foram adicionados 10 yL de amostra, acrescidos de 200 pL do
meio de reacao com uma pipeta multicanal. O meio de reacgao foi preparado a partir
de tampao fosfato a 0,1M pH 6,5; solugdo de GSH a 3mM (Sigma Aldrich) e solugao
de CDNB a 3mM (Sigma Aldrich). A absorbancia foi medida em um comprimento de
onda de 340 nm durante 2 min em intervalos de 12 segundos. A atividade
enzimatica foi determinada de acordo com o delta absorbéancia no intervalo de 1

minuto.

* Glutationa reduzida (GSH)

A concentragdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada a partir da
reacdo com o DTNB 2,5 mM (acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico). Para precipitar
proteinas das amostras foi adicionado TCA (acido tricloroacético) para chegar a uma
concentragcédo final 10%. A mistura foi centrifugada e 50 pl do sobrenadante foi
pipetado na microplaca seguido de 230 pl de tampao tris-base a 0,4M, pH8,9 e 20
uL de DTNB 2,5mM. A leitura foi realizada a 415 nm (SEDLAK E LINDSAY, 1968)

* Carbonilagéo de proteinas (PCO)

A concentracdo de proteinas oxidadas/carboniladas foi determinada de
acordo com sua reagao com a 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) formando dinitrofenil
hidrazonas detectadas a um comprimento de onda de 358-370 nm (LEVINE et al.,
1994).

A cada 200 pl de amostra foram adicionados 500 ul de reagente (DNPH a 10
mM, HCI 2M) e mantidos a 30-37°C por 90 minutos. Para precipitagado das proteinas
foi adicionado TCA a 28% e centrifugados a 9.000g por 10 minutos. O pellet foi
lavado trés vezes por ressuspensdo (em etanol/acetato de etila) e centrifugagcéo. As
proteinas foram solubilizadas com cloreto de guanidina a 6M e posteriormente



24

centrifugadas para eliminar residuos n&o soluveis. As carbonilas foram determinadas

espectrofotometricamente a 360 nm.

* Catalase (CAT)
Para medir a atividade da CAT hepatica foi utilizado o método de AEBI (1984)
com modificagdes, que se baseia no consumo de peroxido de hidrogénio (H,O,)

exdégeno pela CAT, gerando agua e oxigénio, podendo ser mensurado por
espectrofotometria a 240 nm. As amostras foram normalizadas para 0,2 mg/ml e
como substrato foi utilizada uma solugéo de H,O, a 30 mM. Em microplaca foram

adicionados 10 pL da amostra e 200 pL da solugdo de H,O,. A leitura da

absorbancia foi realizada a cada 12 segundos durante 1 minuto e a atividade foi

expressa em pmol.min"'.mg de proteina™.

* Acetilcolinesterase (AChE)

Para avaliar a atividade da AChE foi utilizado o método descrito por ELLMAN
et al. (1961) que tem como principio a hidrdlise do substrato acetiltiocolina pela
AChE, em tiocolina e acetato. A tiocolina resultante reage com o DTNB gerando o
anion 5-Tio-2-nitrobenzoato responsavel pelo aparecimento de coloragdo amarela
gue pode ser monitorado pelo aumento de absorbancia a 405 nm.

Em uma microplaca foram adicionados 50 pyL da amostra e com uma pipeta
multicanal, 200 yL de DTNB 0,75mM. A leitura foi realizada a 405 nm durante 4

minutos em intervalos de 30 segundos.
3.5 METABOLITOS BILIARES DE HPAS

A deteccao e quantificacdo de metabdlitos de HPAs na bile foi realizada de
acordo com o método proposto por AAS et al. (2000b), com modificagdes. A bile foi
coletada em pools de 3 individuos e armazenadas em frascos ambar a -80° C. As
amostras serdo diluidas em Etanol 48% (1:1000) e plaqueadas (200 pl) em placas
pretas. A leitura da fluorescéncia foi realizada em comprimentos de onda fixo (fixed
wavelength fluorescence - FF) 288/330, 334/376, 364/406 e 380/422nm para
detecgdo de das seguintes classes de HPAs: metabdlitos de naftaleno (2 anéis);
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metabolitos de pireno (4 anéis); metabodlitos de benzo(a)pireno (5 anéis) e
metabalitos de benzo(ghi)perileno (6 anéis) (AAS et al. 2000b).

3.6 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Gobnadas, dos individuos machos, e figados coletados para histopatologia
foram fixados em ALFAC por 16 h e depois transferidos para Alcool 70%, onde
permaneceram até o procedimento de inclusdo. Para esta etapa, os 6rgaos foram
desidratados em série crescente de etanol, transferidos para o xilol e paraplast plus
(Sigma Aldrich) a 58°C e em seguida emblocados. Cortes de 5um de espessura
foram obtidos através de Microtomo Leica e distendidos nas laminas com solucéo de
albumina 20%. Para a coloracao, os cortes foram desparafinizados, hidratados e
corados com Hematoxilina/Eosina. ApoOs desidratagdo e diafanizagdo, laminas
permanentes foram montadas com laminula em Entellan (Merck®) para posterior
analise e registro de imagens em cémera digital acoplada ao microscépio de luz e
scanner de laminas.

As gbnadas foram avaliadas, bem como o figado, através de microscopia de
luz, para determinagcdo de irregularidades do tecido, como necrose, intersexo
(presenca de tecido feminino e masculino no mesmo corte), células inflamatodrias,
parasitas e neoplasia. O estagio de desenvolvimento foi determinado segundo
Blazer (2002), baseado nas proporgdes relativas de espermatécitos, espermatides e
espermatozoides.

As alteragdes encontradas, nos cortes de figado, foram analisadas segundo o
indice de Leséo, proposto por Bernet et al. (1999). Brevemente, o indice baseia-se
no grau de ocorréncia da lesdo (0 — auséncia; 2 — ocorréncia ocasional; 4 —
ocorréncia moderada; 6 — alta ocorréncia) e seu respectivo fator de importancia que
determina a relevancia da lesdo, dependendo da importancia patoldgica, sendo: 1 —
importancia minima, a lesdo é facilmente reversivel; 2 — importédncia moderada, a
lesao é reversivel se a perturbagao for removida; 3 — importancia pronunciada, lesao

irreversivel, comprometendo as fung¢des do 6rgdo. O indice é calculado a partir da

IL = ZZ(aXW)

pr alt

equacao:
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Onde: pr = padrado de reagéo; alt = alteragdo; a = grau de ocorréncia da
alteracao; w = fator de importancia da alteracao.

As branquias foram fixadas em Fixador Karnovsky e desidratadas em série
crescente de etanol (Merck®). Em seguida, foram submetidas ao ponto critico (CO5)
e metalizadas. Posteriormente, foram analisadas em microscopio eletrénico de
varredura (Scanninig Electron Microscope) JEOL JSM — 6360LV.

3.7 ANALISES DE GENOTOXICIDADE

As analises de genotoxicidade foram realizadas em parceria com o laboratorio
de Mutagénese Ambiental (departamento de Genética — UFPR).

» Alteragbes morfolégica nucleares (AMN)

O sangue coletado da veia caudal foi utilizado para avaliagdo de micronucleos
e outras alteragdes morfoldgicas nucleares. Uma gota de sangue, de cada amostra
coletada, foi colocada em Iamina de microscopia e foi realizado um esfregaco. Essas
ldaminas foram secas em temperatura ambiente por 24 horas e em seguida fixadas
em etanol absoluto por 30 minutos. Por fim, foram coradas com laranja de acridina.

As alteragdes nucleares foram categorizadas, baseado nos critérios propostos
por Carrasco et al. (1990), da seguinte forma: micronucleos, nucleos “lobed”,
nucleos “blebbed”, nucleos “notched” e nucleos vacuolizados. Foram analisados
2000 eritrocitos por peixe em um aumento de 1000x em um microscopio de
epifluorescéncia e o resultado é o valor médio da soma de todas as alteragdes

encontradas.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis bioquimicas, hepatossomaticas e de genotoxicidade foram
separadamente analisadas por uma ANOVA unifatorial (=0,05), seguido do teste de
comparagdes a posteriori Scott-Knott (SCOTT & KNOTT, 1974). A normalidade dos
dados e a homogeneidade das varidncias foram verificadas pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Cochran, respectivamente. Para atender a ambos

pressupostos da analise de varidncia, os dados foram transformados, quando
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necessario, para raiz quadrada. Como o indice de lesao (Bernet et al., 1999) possui
um conjunto reduzido de valores possiveis, ndo se enquadrando como uma variavel
aleatdria com distribuigdo normal, diferencgas entre os reservatorios foram verificadas
pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Adicionalmente, foi realizada uma analise de componentes principais (PCA)
para investigar a relagdo entre as variaveis bioquimicas (SOD, CAT, GSH, GST,
LPO e PCO) e os reservatorios avaliados. As variaveis foram checadas quanto a
normalidade, existéncia de outliers e colinearidade e padronizadas para a realizacao
da analise.

As analises estatisticas e graficos foram gerados no ambiente R (R Core
Team, 2014), utilizando os pacotes “outliers” (KOMSTA, 2011), “ScottKnott”
(JELIHOVSCHI et al., 2014) e “sciplot” (MORALES, 2012), “vegan” (OKSANEN et
al., 2012)
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES QUIMICAS

Apenas os metais cobalto, zinco e manganés foram detectados em
concentragdes acima do limite de deteccédo do aparelho (TABELA 1). Entretanto, as
concentracdes encontradas estido abaixo daquelas estipuladas pelo CONAMA n°
357 (2005) para manutencdo da qualidade da agua. Portanto, ndo foi observado
concentragdes que oferecessem risco a biota e a saude, segundo a legislagao.

Entretanto, altas concentragdes foram detectadas nos tecidos — figado e
musculo — dos individuos analisados (TABELA 2). No figado, foi observada a
acumulagdo de metais na seguinte ordem: Zinco (Zn) > Cobre (Cu) > Manganés
(Mn) > Chumbo (Pb) > Cobalto (Co), e as maiores concentra¢des de todos os metais
ocorreram em SG.

No musculo, a acumulagdo de Zn foi maior, seguida de Mn e Pb. Os metais
ocorreram em concentragdes similares, variando minimamente em todos os

reservatorios, ndo sendo possivel determinar onde houve maior bioacumulagao.

TABELA 1 — Concentragbes de metais (mg/L) detectadas nos reservatérios do Rio
Iguagu (SC=Salto Caxias; SO=Salto Osoério; SS=Salto Santiago; SG=Segredo). Cobalto
(Co), Chumbo (Pb), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Niquel (Ni),
Cadmio (Cd). LD = Limite de detecg&o do aparelho.

Co Pb Zn Mn Cu Cr Ni Cd
CONAMA 0,05 0,01 0,18 0,1 0,009 0,05 0,025 0,001
sc <LD <LD 0.038 0.12 <LD <LD <LD <LD
SO <LD <LD 0.039 0.10 <LlD <LD <LD <LD
SS 0.024 <LD 0.067 0.09 <LlD <LD <LD <LD

SG <LD <LD 0.060 0.12 <LD <LD <LD <LD
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TABELA 2 — Concentragdes de metais (mg/kg) detectadas nos tecidos (Mus = musculo; Fig=
figado) de Oreochromis niloticus alocados nos reservatorios de Rio Iguagu (SC=Salto Caxias;
SO=Salto Osorio; SS=Salto Santiago; SG=Segredo). Cobalto (Co), Chumbo (Pb), Zinco (Zn),
Manganés (Mn), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Niguel (Ni), Cadmio (Cd). LD = Limite de detecgao.

Co Pb Zn Mn Cu
Mus Fig Mus Fig Mus Fig Mus Fig Mus Fig
SC <LD <LD 2,44 513 31,00 436,33 523 12,26 <LD 26,98
SO <LD 0,08 1,94 5,35 31,29 322,82 5,70 12,09 <LD 40,12
SS <LD 0,14 1,36 3,73 29,14 269,15 5,76 8,85 <LD 78,31
SG <LD 1,28 3,37 7,46 28,48 554,82 4,87 20,13 <LD 94,39
Cr Ni Cd
Mus Fig Mus Fig Mus Fig
SC <LD <LD <LD <LD <LD <LD
SO <LD <LD <LD <LD <LD <LD
SS <LD <LD <LD <LD <LD <LD
SG <LD <LD <LD <LD <LD <LD

4.2 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

No presente estudo, a atividade hepatica da superdxido dismutase (SOD) nao
diferiu entre os grupos SC, SS e SG, contudo houve um decréscimo significativo no
reservatorio de SO (ANOVA, g/=3:92; F=4,352; p<0,007) (FIGURA 3a). Por outro
lado, a atividade da catalase (CAT) foi significativamente induzida em SO
comparativamente aos demais reservatérios, que nao diferiram entre si (ANOVA,
gl=3:97; F=16,85; p<0,0001) (FIGURA 3b).

As concentragbes meédias de tidis nao protéicos (GSH e outros tidis)
apresentaram diferengas extremamente significativas entre o0s reservatorios
(ANOVA, g/=3:101; F=9,142; p<0,0001) (FIGURA 3c). O grupo transferido para SG
apresentou as menores concentragdes observadas, diferindo de todos os grupos.

A atividade da glutationa S-transferase (GST) apresentou diferengas
significativas entre os reservatorios. O grupo de SC apresentou uma inibicdo da
atividade dessa enzima, diferindo dos demais reservatorios (ANOVA, g/=3:100;
F=5,708; p<0,001) (FIGURA 3d).

Os niveis médios de peroxidacéo lipidica (LPO) diferiram significativamente
entre os reservatorios (ANOVA, g/=3:97; F=3,018; p<0,05) (FIGURA 3e). O grupo
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alocado no reservatério de SS apresentou concentragdes significativamente maiores
de hidroperéxidos em relacdo aos demais reservatérios, que nao variaram entre si.
Enquanto que os niveis de carbonilagcdo de proteinas (PCO) (ANOVA, g/=3:88;
F=2,188; p>0,05) (FIGURA 3f) ndo apresentaram diferengas significativas entre os
reservatorios avaliados.

Finalmente, a atividade da AChE, no musculo, foi significativamente inibida

em SC, SO e SG quando comparado aos individuos de SS (ANOVA, g/=3:101;
F=4,287; p<0,007) (FIGURA 4)
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FIGURA 3 - Atividade da (a) superdxido dismutase (SOD); (b) catalase (CAT); niveis de (c)
glutationa reduzida (GSH); atividade da (d) glutationa S-tranferase (GST); e niveis de (e)
peroxidacéo lipidica (LPO); (f) carbonilagdo de proteinas (PCO) (média + erro padrdo) em figado
de Oreochromis niloticus translocados para reservatorios do Baixo Rio Iguagu (SC=Salto Caxias;
SO=8Salto Osodrio; SS=Salto Santiago; SG=Segredo). Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste a posteriori de Scott-Knott.
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FIGURA 4 - Atividade de acetilcolinasterase (AChE) (média + erro padrdo) em mdusculo de
Oreochromis niloticus alocados em reservatérios do Rio Iguagu (SC=Salto Caxias; SO=Salto
Osorio; SS=Salto Santiago; SG=Segredo). Letras diferentes indicam diferenga significativa
(p<0,05) pelo teste a posteriori de Scott-Knott.

4.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

N&o foi possivel distinguir claramente os reservatérios a partir das respostas
dos biomarcadores (FIGURA 5). De maneira geral, houve uma diferenga no padrao
de respostas encontradas nos reservatorios de Salto Osoério e Salto Santiago.
Observa-se que o reservatorio de SO foi caracterizado por maiores atividades da
CAT e altas concentragdes de GSH. Enquanto o reservatorio de SS apresentou
maiores niveis de LPO e maior atividade da SOD. Além disso, a alta atividade da
CAT esta inversamente relacionada a atividade da SOD e aos niveis de LPO, i.e., o
aumento da atividade da CAT esta associado a uma diminuigdo da LPO. Os demais
biomarcadores e reservatérios ndo mostraram um padrao especifico. Contudo, vale
destacar que a apenas 44% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo
primeiro (PC1) e segundo componente (PC2).
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FIGURA 5 — Diagrama da analise de PCA exibindo a relagdo os biomarcadores bioquimicos:
superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT); niveis de glutationa reduzida (GSH); glutationa S-
tranferase (GST); peroxidacgéo lipidica (LPO); carbonilacdo de proteinas (PCO) e os reservatérios
avaliados: Salto Caxias(<); Salto Osorio ([I); Salto Santiago(®) e Segredo (A).

4.4 METABOLITOS BILIARES DE HPAS

Independentemente do comprimento de onda empregado, foram detectadas
diferengas significativas entre os grupos (FIGURA 6). Nos reservatorios de Salto
Osorio (SO) e Salto Santiago (SS), foram detectadas elevadas concentragbes de
compostos com 2 aneéis aromaticos (metabdlitos de naftaleno) (g/=3:16; F=4,23;
p<0,05) (FIGURA 6a). Os compostos com 4 (g/=3:16; F=7,805; p<0,001), 5 (g/=3:16;
F=5,942; p<0,007) e 6 (g/=3:16; F=3,201; p<0,05) anéis aromaticos, caracteristicas
de metabdlitos de pireno, benzo(a)pireno e benzo(ghi)perileno, respectivamente,

apresentaram altas concentracdes apenas no reservatorio de SS.
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FIGURA 6 - METABOLITOS BILIARES DE HPAs. Fluorescéncia em comprimento de onda fixo (=
ep) da bile, refletindo niveis de metabdlitos de HPAs dos peixes alocados em reservatérios do Rio
Iguacu (SC=Salto Caxias; SO=Salto Osoério; SS=Salto Santiago; SG=Segredo) (a) FF 288/330 (2
anéis - metabdlitos de naftaleno); (b) FF 334/376 (4 anéis - metabdlitos de pireno); (¢) FF 364/406

(5 anéis - metabdlitos de benzo(a)pireno);

(d) FF 380/422 (6 anéis - metabdlitos de

benzo(ghi)perileno). Niveis expressos como intensidade de fluorescéncia. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste a posteriori de Scott-Knott.

4.4 ANALISES MORFOLOGICAS

4.4 .1 Histopatologia do figado de Oreochromis niloticus

33

O figado é uma glandula digestiva composta por parénquima celular

(hepatdcitos) e por fibras que promovem sua sustentagéo. A estrutura do figado da

espéecie Oreochromis niloticus é similar aquela descrita para outras espécies de

agua doce, como Hoplias malabaricus e Pimelodus maculatus (DE ANDRADE
BRITO et al., 2012; SILVA et al., 2009; LIEBEL et al., 2013). No figado de teledsteos

nao € possivel distinguir subdivisdes hexagonais do parénquima (I6bulos hepaticos).
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As triades portais, constituidas pela ramificacdo da veia porta, a artéria hepatica e
ducto biliar, sdo indistintos, se ndo ausentes, em quase todos os teledsteos. Os
hepatocitos apresentam-se como células grandes e poliédricas, com nucleos
arredondados, formando corddes ao redor de sinusdides capilares que irradiam de
uma veia central (FIGURA 7A).

Os individuos apresentaram diversos danos, tais como areas de necrose
(FIGURA 7B), eventos pré-necroticos, como a infiltracdo de células inflamatorias
(FIGURA 7C e 7D) e inflamagdo ao redor de vasos e ductos, i.e. granulomatose
perivascular e peritubular, respectivamente (FIGURA 7E e 7F). A ocorréncia dos
principais danos consta na TABELA 3. Destaca-se a maior ocorréncia de
granulomatose em SS, em relacdo aos outros reservatorios. Contudo, o indice de
lesbes hepaticas ndo diferiu significativamente entre os reservatérios (teste de
Kruskal-Wallis, p>0,4) (FIGURA 8). Melanomacrofagos livres e centros de
melanomacroéfagos também foram observados em alguns exemplares, embora n&o

tenha sido realizada uma analise quantitativa.

TABELA 3 - Ocorréncia dos danos histopatolégicos (%) encontrados em Oreochromis niloticus
alocadas nos reservatorios do Rio Iguagu.

Lesao Salto Caxias Salto Osoério Salto Santiago Segredo
Necrose 100 92.3 100 100
Infiltragcéo 78,6 69,2 67 72,2
leucocitaria

Granulomatose 28,6 23,1 66,7 27,3
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FIGURA 7 - Organizacdo estrutural do figado de Oreochromis niloticus e principais lesdes
encontradas. (A) Parénquima hepatico normal, com hepatdcitos em formato poliédrico, veia centro
lobular com eritrécitos (v) e vaso (—). (B) Extensa area de necrose (=) préxima ao tecido pancreatico
(>»). (C) Presencga de diferentes tipos de leucécitos (L) e (») e melanomacréfagos (m) ao redor de
uma veia centro lobular (v). (D) Veia centro lobular com leucécitos (L),centro de melanomacréfagos
(>»). Citoplasma apresenta depdsitos granulares, consistentes com colestase (-). (E) Granulomatose
peritubular (=) e perivascular (»), area de necrose (%). Observe o espessamento do tecido ao redor
da veia e do ducto, devido & inflamagao. (F) Area com amplo processo inflamatério, apresentando
granulomatose peritubular (=), infiltragcao leucocitaria (»). Note que em (B), (C) e (E) os hepatdcitos
apresentam citoplasma altamente basofilo. Escalas (A) — (C) e (E) = 100 um; (D) e (F) = 50 um.
Coloragao HE.
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FIGURA 8 - indice de lesdo (calculado segundo Bernet et al., 1999) do figado de Oreochromis
niloticus, alocados em reservatérios do Rio Iguagu. (SC=Salto Caxias; SO=Salto Osério; SS=Salto
Santiago; SG=Segredo).

4.4 .2 Histopatologia de gbnadas masculinas de Oreochromis niloticus

Todos os individuos avaliados eram sexualmente maduros e os cortes
histolégicos apresentaram tecido testicular normal e bem preservado. O estagio
espermatogénico intermediario, que apresenta proporgdes iguais de espermatdcitos,
espermatides e espermatozoides, foi predominante, ocorrendo em 91% dos cortes
analisados (FIGURA 9B). O estagio pré-espermatogénico ou testiculos regredidos,
que contém apenas espermatogbnia com a presenga eventual de espermatozoides,
foi menos frequente, sendo observado apenas em alguns individuos (8,5%)
(FIGURA 9A).

Foi observada a presenga de leucocitos (FIGURA 9C) e melanomacrofagos
(FIGURA 9D) em alguns dos cortes analisados, sendo estes o unico tipo de
alteracao observada.
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FIGURA 9 - Gonadas de machos de Oreochromis niloticus em diferentes estagios de
espermatogénese: (A) pré-espermatogénico ou regredido, contendo um predominio de
espermatoglOnia (%), apesar de apresentar alguns espermatozoides no lumen lobular ( » ). (B)
espermatogénico intermediario, apresentando propor¢bes iguais de espermatécitos ( > ),
espermatides (%) e espermatozoides (). (C) Presenca de leucécitos entre os tubulos seminiferos ( »
), individuo em estagio espermatogénico intermediario. (D) Presenca de centro de melanomacréfagos
(=), individuo em estagio pré-espermatogénico. Escalas (A) = 25um; (B) - (D) = 50um. Coloragao
HE.

4.4.3 Ultraestrutura de branquias de Oreochromis niloticus:

As brénquias apresentaram estruturas ja descritas para teledsteos. Lamelas
secundarias estao lateralmente dispostas nas lamelas primarias e constituem area
responsavel pelas trocas gasosas (FIGURA 10A). Apresentam células de cloreto,
que possuem papel importante na osmorregulagdo, e microdigitacdes das células
pavimentosas, que sao estruturas responsaveis pela distribuicdo de muco sobre a
superficie do epitélio (EVANS et al., 2005). Alteragdes na estrutura e organizagao
das branquias dos individuos alocados para o Rio Iguagu foram observadas em
todos os reservatérios avaliados. Aumento das células de cloreto (Figura 10B),
perda das microdigitagbes (FIGURA 10B), hipertrofia das lamelas secundarias
(FIGURA 10C) bem como hiperplasia da lamela primaria, com principio de fusao
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parcial das lamelas secundarias (FIGURA 10D), foram observadas em todos os

grupos.

FIGURA 10 - Ultraestrutura das branquias de Oreochromis niloticus alocadas nos reservatérios do
Rio Iguagu. (A) Branquias normais, sem alteragdes nas lamelas primarias (LP) ou secundarias (LS);
(B) Perda das microdigitacdes (») das calulas pavimentosas (CPV) e aumento das células de cloreto

(CC); (C) Hipertrofia das lamelas secundarias (= ); (D) Hiperplasia da lamela primaria e inicio de
fuséo de lamelas secundarias ().

4.6 ANALISE DE GENOTOXICIDADE

Os eritrocitos dos peixes transferidos para os reservatérios apresentaram
anormalidades morfolégicas nucleares, como micronucleos, nucleos blebbed, lobed,
notched e vacuolados. As ocorréncias de cada tipo de anormalidade morfologica
nuclear constam na TABELA 4, com os nucleos tipo “blebbed” e tipo “notched” foram
os mais predominantes. Essas anormalidades foram significativamente induzidas

nos reservatoérios de SC, SO e SG, comparativamente ao reservatério de SS, que
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apresentou médias menores (g/=3:57; F=3,586; p<0,05) (FIGURA 11). nos eritrécitos

dos peixes alocados nos reservatorios do Rio lguagu.

TABELA 4 — Ocorréncia das alteragdes morfolégicas nucleares observadas em eritrécitos de
Oreochromis niloticus alocados para reservatérios do Rio Iguagu.

Micronucleo “Blebbed” “Lobed” “Notched” “Vacuolizado”
Salto Caxias 2 127 5 387 70
Salto Osoério 4 148 4 318 20
Salto Santiago 2 41 0 173 34
Segredo 6 93 2 288 72
50 1
a a
§ 40 T T a
i i
= 307 l
()
o
Q b
© 201
= T
=
<C 104
0 T T T

SC SO SS SG

FIGURA 11 - Alteragbes morfologicas nucleares (AMN) (média + erro padrdo) encontradas em
Oreochromis niloticus alocados em reservatorios do Rio Iguagu. (SC=Salto Caxias; SO=Salto
Osorio; SS=Salto Santiago; SG=Segredo). Letras diferentes indicam diferenga significativa
(p<0,05) pelo teste a posteriori de Scott-Knott.



40

5 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi possivel observar que os sessenta dias de exposicdo as
aguas dos reservatorios do Rio Iguagu foram suficientes para provocar respostas em
Oreochromis niloticus nos distintos niveis de organizagao analisados, como a nivel
do individuo, celular e molecular. Baseados em levantamentos de qualidade da agua
(IAP, 2009), considerou-se um presumido gradiente de contaminag&o, no qual o
reservatorio de Segredo apresenta o maior nivel de degradacao e o reservatorio de
Salto Caxias, tomado como referéncia, apresenta o0os menores niveis de
contaminagao. Observou-se variagdes significativas dos indices morfométricos, bem
como dos biomarcadores bioquimicos e genéticos, entretanto ndo ha um padrao
claro nas respostas para definicdo deste gradiente.

As anadlises quimicas da agua mostraram que nao houve diferengas nas
concentragbes de metais, ja que ocorreram em todos os reservatorios abaixo do
nivel de contaminagdo permitido pelo CONAMA. Entretanto, porque os metais
tendem a acumular em tecidos em concentracdes até 2000 vezes maiores que as
encontradas nas aguas circundantes (MOHAMED, 2008), altas concentragdes de
Zn, Cu, Mn, Pb e Co foram detectadas no figado e musculo de O. niloticus alocados
para os reservatorios do Rio Iguagu. As maiores concentragdes de todos os metais
foram detectadas nos figados dos individuos alocados para o reservatorio de
Segredo, sendo este um padr&o recorrente na literatura (YAP et al., 2015) e sugere
uma maior biodisponibilidade desse metal no local que podem levar a respostas
deletérias dos peixes.

Trabalhos pretéritos observaram grande acumulagdo de metais — em niveis
similares aos observados neste estudo — nos tecidos de Oreochromis niloticus
expostos a efluentes domeésticos e/ou residuos industriais (MOHAMED, 2008; EL-
NAGGAR et al., 2009; YAP et al., 2015; DWIVEDI et al., 2015). Contudo, as
concentragbes de Zn observadas em todos os reservatorios excederam aquelas
descritas na literatura para o figado (até 100 mg/kg), sugerindo uma grande
ocorréncia de residuos domésticos, principalmente em Segredo, visto que a essa é
principal fonte do metal (EL-NAGGAR et al., 2009). O padrdo de acumulagéo
normalmente encontrado, descreve o figado como o 6rgdo com maiores niveis de
acumulagao, devido a atividade de enzimas que se ligam a metais para diminuir a

sua toxicidade (YAP et al., 2015). Sendo assim, altos niveis de bioacumulagao
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podem provocar diversas alteragdes bioquimicas e histologicas ou até alteragdes em
maiores niveis de organizagdo (MOHAMED, 2008).

A nivel celular, foram observadas alteragcdes no tecido hepatico avaliado
através da histopatologia. As principais lesbes encontradas neste trabalho foram
necrose e processos inflamatorios, como infiltragcdo de leucdcitos, centros de
melanomacrofagos e granulomatose. Os centros de melanomacrofagos séo
agrupamentos de mondcitos que possuem pigmentos como melanina e lipofucsina,
compostos que agem contra radicais livres, cations e compostos toxicos e atuam
contra infestagdes parasitarias (CAMPOS et al., 2008). Assim como as infiltragbes
leucocitarias, os melanomacrofagos séo relacionados com a primeira linha de defesa
do organismo (RABITTO et al., 2005). Necrose € a morte de uma célula ou parte de
um tecido em um organismo vivo, sendo considerada relativamente comum em
peixes (OLIVEIRA RIBEIRO e NARCISO, 2013). Entretanto, a alta incidéncia em
todos os reservatorios € indicativo de que ha uma redugdo da qualidade da agua
com comprometimento da saude dos peixes.

A alta ocorréncia de infiltragao leucocitaria pode estar relacionada a presenca
de necrose. Considerando que a necrose esta associada ao comprometimento da
membrana celular, que constitui uma barreira fisica, a lesdo desta estrutura pode
implicar no aumento da presengca de antigenos, consequentemente ativando o
recrutamento de leucdcitos. Além de estarem associadas a eventos de necrose,
respostas inflamatérias podem ser atribuidas também a presenca de parasitas ou
estresse nutricional. Respostas como granulomatose peritubular e perivascular, com
alta ocorréncia em SS, estdo normalmente associadas a presenca de parasitas,
bactérias ou fungos (BUCKE et al., 1996; OTTEM et al., 2009), apesar de nao ter
sido observada nas analises desse experimento. Granulomas caracterizam-se por
intensa reacao fibroblastica formando uma capsula espessa, tendo de permeio, nas
regides mais externas, macrofagos e linfocitos (CAMPOS et al., 2008).

Coimbra et al. (2007) observaram um aumento de células inflamatorias
(melanomacréfagos e eosindfilos) ao redor de vasos como uma resposta a
exposicao a pesticidas. Adicionalmente, van Dyk et al. (2012) observaram essas
respostas em bagres (Clarias gariepinus) expostos a misturas complexas de
contaminantes. Talvez em Salto Santiago a interagdo dos contaminantes que entram
no reservatorio contribua para predominancia de eventos inflamatérios como um

mecanismo de defesa para superar os impactos negativos dos contaminantes.
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Sendo assim, embora o indice de lesdo de Bernet (BERNET et al., 1999) n&o tenha
mostrado diferengas de exposigdo entre grupos, € sugestivo que as lesdes
histopatoldgicas encontradas sejam resultantes da contaminagdo ambiental, uma
vez que foram encontradas em todos os reservatérios

Contaminantes podem exercer sua toxicidade através do estresse oxidativo,
aumentando a producido de espécies reativas ou até mesmo inibindo o sistema
antioxidante das células (AMEUR et al, 2012). Os sistemas de defesa
(antioxidantes) que inibem a formacdo de espécies reativas incluem as enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Essas enzimas sao comumente
aplicadas como biomarcadores, porém apresentam alta variabilidade de respostas a
poluentes especificos e a misturas complexas de poluentes. Além disso, a atividade
enzimatica pode permanecer inalterada, aumentar ou diminuir dependendo da
espécie de peixe estudada (van der OOST et al., 2003).

A inibicdo da atividade da SOD, como o observado em SO, pode estar
relacionado a falhas nos mecanismos de defesa antioxidante (LENARTOVA et al.,
1997; VUTUKURU et al., 2006; SAGLAM et al., 2014). O aumento da geragéo de
radicais superoxido, apds exposicdo a metais ou a contaminantes organicos, pode
atuar inibindo a atividade da SOD. Entretanto, respostas enzimaticas a xenobiéticos
exibem um aumento inicial de atividade devido a indugédo, seguido de um
decréscimo devido a taxas catabdlicas e/ou inibigao direta pelo composto ao qual o
individuo foi exposto (VIARENGO et al., 2007).

A alta atividade da CAT, observada no reservatério SO, pode estar
contribuindo para a inibigdo da SOD no mesmo reservatorio. A taxa de degradagao
do H2O; pela CAT é muito maior que sua taxa de geracéo pela SOD e, por isso,
essa especie reativa €& prontamente convertida (BOELSTERLI, 2007).
Possivelmente, devido a elevada taxa de catabolismo exibida pela CAT, houve a
inibicdo da atividade da SOD. Adicionalmente, um xenobidtico pode induzir a
transcricdo de antioxidantes e o aumento de mRNAs pode n&o ser igualmente
representado no nivel proteico. Assim, o decréscimo da atividade de alguns
antioxidantes pode induzir um aumento da transcricdo, por vezes nao detectada
pontualmente (BOELSTERLI, 2007).

Além dos mecanismos de defesa enzimaticos, os niveis de GSH em células
hepaticas garantem respostas eficientes a potenciais injurias que xenobidticos

possam causar. GSH age nao-enzimaticamente ou como co-substrato em sistemas
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enzimaticos, como GST. A GSH esta envolvida em diversos processos bioquimicos
importantes a manutencgéo celular: sintese proteica, transporte de aminoacidos e
mais amplamente detoxificagdo celular (GATE et al., 1999). Age como um substrato
ou cofator para reagbdes enzimaticas, como conversao de H,O, em agua e redugao
de hidroperdxidos lipidicos (ELIA et al., 2006). Portanto, a quantificagdo da variagao
dos niveis de GSH é importante em estudos de biomonitoramento.

Trabalhos pretéritos desenvolvidos em laboratério e campo, observaram
aumento dos niveis de GSH apos exposi¢gao a metais (CHEN et al., 1998; EROGLU
et al., 2015), PCBs (STEIN et al., 1993), HPAs (OLIVEIRA et al., 2008), herbicidas
(STARA et al., 2012) e a misturas complexas de poluentes (ALMROTH et al., 2008).
Concentragdes significativamente altas de GSH no figado podem ser interpretadas
como um mecanismo adaptativo celular. Sob condigdes de estresse oxidativo
moderado ou baixo, pode ocorrer um aumento na sintese de GSH e na atividade de
enzimas detoxificantes. J& em condicbes severas de estresse, a célula pode
apresentar uma reducdo dos niveis de GSH e das atividades enzimaticas
antioxidantes (STARA et al., 2012). Assim, os altos niveis de GSH encontrados em
SC, SS e principalmente SO, podem representar uma resposta ao estresse oxidativo
baixo a moderado induzido nesses locais. Enquanto os baixos niveis observados em
SG podem refletir condicbes ambientais mais deletérias.

A atividade da GST depende dos niveis de GSH, uma vez que catalisa sua
conjugagao a uma variedade de xenobidticos (ZHU et al., 2013). A sua indugdo em
SO, SS e SG sugere que a presenga de xenobiodticos ativou o sistema de
biotransformacédo das células hepaticas, mas sem alteracdo nos niveis de GSH.
Apenas em SG, a alta atividade da GST levou a deplecdo de GSH. Possivelmente,
nesse reservatério, a presenga de xenobidticos exija mais do sistema de
biotransformacédo para levar a essa resposta. Trabalhos pretéritos reportaram a
indugdo dessa enzima apds exposicdo a metais (EROGLU et al., 2014), HPAs
(SHAIJALA et al., 2003) e misturas complexas de contaminantes (LENARTOVA et
al., 1997), com redugao significativa de GSH apenas em situagdes de agressao mais
pronunciada (OSORIO et al., 2013).

As defesas antioxidantes enzimaticas e n&o-enzimaticas s&o cruciais para
integridade celular. Decréscimos significativos podem resultar em danos a
macromoléculas, como DNA, proteinas e lipidios. O estresse oxidativo, ao qual as

células estao submetidas, deve ser demasiado para danificar essas moléculas, uma
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vez que a defesa antioxidante & robusta e altamente regulada transcricionalmente
(BOELSTERLI, 2007). Assim, a auséncia de diferengas significativas de danos
proteicos, indicados pelos niveis de PCO, e as baixos niveis de LPO encontrados
nos reservatorios de SC, SO e SG sugerem que o sistema antioxidante do figado
respondeu de maneira eficiente ao impacto nesses locais. Contrariamente, o alto
dano lipidico observado em SS pode refletir um sistema antioxidante
sobrecarregado, incapaz de proteger a células de eventuais injurias.

Freire et al. (2015) observou, em lambaris (Astyanax spp.) do Alto Iguagu, que
a atividade da CAT tem uma relagédo indireta com os niveis de LPO (i.e. quando ha
uma menor atividade da CAT, observa-se maior dano lipidico). No presente trabalho,
a maior atividade da CAT ocorreu no reservatorio de SO, onde n&o foi observado
danos lipidicos. Entretanto, onde houve menor atividade da CAT e n&o ocorreu
aumento da LPO, a atividade da SOD foi alta, o que sugere que essa primeira linha
de defesa foi suficiente para impedir eventuais danos. Exceto em Salto Santiago, a
inducédo da SOD néao foi suficiente para conter a peroxidagao lipidica. O acumulo de
H,0, pode danificar a CAT e inibir sua atividade (GUZMAN-GUILLEN et al., 2014),
possibilitando que a acdo de EROs prejudique compartimentos especificos da
célula.

A analise de componentes principais (PCA) confirmou a relagdo inversa da
atividade da CAT com a LPO, bem como identificou a existéncia de uma relagédo dos
desta enzima com a atividade da SOD. Além disso, esses padrdes de respostas
estiveram associados especificamente aos reservatorios de SO e SS, que parecem
se diferenciar baseados nas respostas bioquimicas observadas. Essa analise de
ordenacdo mostrou-se uma ferramenta util para identificar padrées envolvendo
respostas multiplas, integrando eficientemente os resultados.

Tal como LPO e PCO, alteragdes morfologicas nucleares (AMN) séao
importantes biomarcadores de efeito, utilizados para avaliagdo da qualidade da agua
e o potencial risco de contaminagao para diferentes espécies (NWANI et al., 2015).
A inducdo dessas alteracbes ja foi extensamente descrita na literatura como
resposta a diferentes tipos de contaminantes em espécies distintas, como carpa
(Cyprinus carpio) e cascudo (Corydoras paleatus) expostas a metais pesados
(CAVAS et al., 2005a; KUMAR et al., 2013) e tilapia (Oreochromis niloticus) exposta
a efluentes de uma refinaria de petréleo (CAVAS et al., 2005b; SILVA SOUZA et al.,
2006). Contudo, o aumento do dano genético € recorrentemente associado a
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presenca de pesticidas (FREIRE et al., 2015; NWAN!I et al., 2015), que ocorrem em
maiores concentragées em areas sujeitas a run-off agricola. Logo, o aumento na
frequéncia de AMN nos reservatérios de SC, SO e SG podem estar associados a
entrada de pesticidas nessas aguas.

Altas concentragbes de metabolitos de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) foram detectados na bile dos individuos avaliados. A detecgao
dos metabdlitos na bile € um biomarcador bem estabelecido. Entre as técnicas
utilizadas, a fluorescéncia em comprimento de onda fixo (fixed wavelength
fluorescence) é a mais rapida e eficiente para trabalhos de monitoramento. Através
de pares de excitacdo/emissdo de comprimentos de onda fixos, é possivel
determinar a presenca de diferentes metabdlitos baseado na quantidade de anéis
aromaticos (AAS et al., 2000b; BEYER et al., 2010).

Compostos com 2 anéis sédo provenientes de fontes petrogénicas e aqueles
com 3 ou mais sdo de fontes pirogénicas (NEFF et al., 2004). A presenga de
metabdlitos de ambas as fontes, no reservatério de SS, pode ser resultante da
circulacdo de pequenos barcos na regido, langando diesel ou gasolina (fonte
petrogénica). Adicionalmente, HPAs pirogénicos sao produtos da queima de matéria
organica como madeira ou carvao, que podem ser transportados pluvialmente para o
reservatorio a partir de regides adjacentes onde possa ter ocorrido. Tanto em SO
como em SS, a industria madeireira tem um papel de destaque nas adjacéncias,
bem como a industria de papel e papeldao e a produgdo agricola de soja, milho,
feijdo, trigo e cevada (TRACTEBEL, 2002). Essas atividades podem contribuir
enormemente para constante entrada de HPAs pirogénicos nas aguas do
reservatorio de SS e, consequentemente, levar as respostas encontradas nos
diversos niveis de organizagao. Principalmente, quando consideramos a inibicao da
CAT e a presenca de danos lipidicos apresentados pelos individuos desse
reservatorio.

A inibicdo da acetilcolinasterase (AChE) em musculo € comumente utilizada
como biomarcador para avaliar a neurotoxicidade de compostos quimicos. Alguns
compostos sao capazes de interferir na neurotransmissdo normal do sistema
nervoso parassimpatico e simpatico de vertebrados e invertebrados (HOLTH et al.,
2012). Os resultados encontrados podem ser um reflexo da intensa ocupagao
agricola nas regides estudadas, uma vez que o transporte pluvial pode ser
responsavel pela introdugdo de pesticidas e herbicidas, comumente utilizados nas
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areas adjacentes aos reservatorios. A inibicdo da AChE ja foi observada em locais
onde ha intensa atividade agricola (LOPEZ-LOPEZ et al., 2006), em locais expostos
a descarga de esgoto (AL-GHAIS, 2013) como resposta a organofosforados, metais
e/ou produtos quimicos industriais presentes nos corpos d’agua avaliados.
Pathiratne et al. (2009) descreveu que Oreochromis niloticus expostos a fontes
difusas de contaminagdo apresentaram uma inibicdo significativa da AChE em
musculo, bem como observado nos individuos alocados nos reservatorios SC, SO e
SG, sugerindo que a mistura de contaminantes presentes nesses locais interfere na
atividade dessa enzima.

Complementarmente ao figado, as génadas de Oreochromis niloticus foram
avaliadas através das analises histolégicas, e as bréanquias foram visualizadas
através do microscopio de varredura para identificagdo de lesdes histopatoldgicas.
As analises do tecido podem fornecer informagdes importantes sobre o
desenvolvimento do individuo. Além disso, € possivel detectar lesbes capazes de
reduzir a capacidade de reprodu¢dao (MOHAMED, 2008). No presente trabalho, foi
possivel observar que os machos estavam no mesmo estagio de desenvolvimento,
com a ocorréncia eventual de eosindéfilos e melanomacréfagos em todos os grupos.
Logo, devido a uniformidade dos estagios de desenvolvimento entre grupos
observada histologicamente, pode-se inferir, entdo, que o tecido gonadal nado foi
afetado pela contaminacdo dos reservatorios avaliados durante o periodo do
experimento (i.e. 60 dias).

As anadlises das branquias mostraram que os peixes dos reservatérios
sofreram com a exposicao, visto que todos os individuos apresentaram alteragdes
consistentes com respostas a contaminantes. Perda das microdigitacbes, aumento
das células de cloreto, hiperplasia e fusdo lamelar ja foram observadas em peixes
expostos a herbicidas (MELA et al., 2013a), a metais (RABITTO et al., 2011; DA
SILVA et al., 2012; MELA et al., 2013b) e a misturas complexas de poluentes (DE
ANDRADE BRITO et al., 2012; FREIRE et al., 2015). S&o alteragbes comuns e nao-
especificas, mas que indicam a presenca de contaminantes. A pouca especificidade
deve-se ao constante contato desse 6rgdo com agua e consequentemente com
poluentes que podem estar presentes. Considerando as diversas respostas dos
demais biomarcadores, que refletem a ocorréncia de uma mistura complexa de
poluentes nos reservatérios do Rio Iguagu, € esperada a perda de organizagao
epitelial das branquias, como observada neste trabalho.
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As respostas variaveis dos diferentes biomarcadores utilizados evidencia a
complexidade da avaliagcdo de ambientes impactados por fontes difusas de misturas
de contaminantes. Alguns biomarcadores sdo mais sensiveis que outros, podem
responder diferentemente a classes distintas de contaminantes ou podem mostrar
respostas especificas a interagdes de contaminantes (FREIRE et al., 2015). A
utilizacdo de um vasto numero de biomarcadores forneceu um panorama integrador
para condigdo dos reservatorios do Rio lguagu. Através deles, conclui-se que o
gradiente inicialmente esperado nao ocorre, uma vez que em Salto Santiago os
biomarcadores a nivel individual, celular e molecular apresentaram respostas
indicativas de uma maior contaminacdo. Muitas dessas respostas podem estar
relacionadas as grandes concentragcdes de HPAs detectadas, porém n&o é possivel
atribuir todos os resultados apenas a esse contaminante. O grande nivel de
contaminagdo encontrado em Salto Santiago, indicado pelas diversas respostas
encontradas, vao de encontro com a classificagao proposta pelo Instituto Ambiental
do Parana, que determina a qualidade da agua dessa area como “pouco degradada”
(IAP, 2009).

Inicialmente, foi proposto que Segredo seria o reservatorio mais degradado e
Salto Caxias seria o reservatorio referéncia, considerado o menos degradado de
todos. As respostas dos biomarcadores bioquimicos, histolégico e genético
confirmaram que, de fato, em Segredo ha uma grande degradac&o da qualidade da
agua, com alteragdes perceptiveis em todos os niveis de organizag&o investigados.
Possivelmente devido a baixa infraestrutura de esgotos e drenagem (ANA, 2009), a
ocupacao agricola e a maior proximidade a Curitiba, a entrada de contaminantes e
acdao nos individuos seja mais intensa. Similarmente, as poucas alteragdes
observadas nos individuos de Salto Caxias confirmam um menor grau de impacto
dessas aguas, possivelmente resultante da menor ocupagdo nas adjacéncias e
maior distancia de Curitiba, entretanto ainda foi observada uma degradacgédo da

qualidade das aguas nesse local.
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6 CONSIDERAGOS FINAIS

Através deste estudo, pode-se concluir que o biomonitoramento ativo
associada a aplicacdo de multiplos marcadores foi essencial para avaliagdo da
qualidade das aguas.

O monitoramento de areas como as do Rio Iguagu, que recebem
constantemente misturas complexas de contaminantes através de fontes difusas,
exige que o maior numero possivel de biomarcadores seja utilizado, contemplando
diferentes niveis de organizagao.

Adicionalmente, a espécie Oreochomis niloticus mostrou-se um bioindicador
relevante, pois adaptou-se bem as condigcdes do procedimento experimental e
apresentou respostas relevantes para o estudo. Além disso, a selecao dos
biomarcadores neste trabalho foi adequada para avaliar a degradacao da qualidade
da agua nas areas estudadas.

Esses resultados refletem a necessidade de uma nova abordagem para
avaliacdo de impacto ambiental, baseado ndo somente nas caracteristicas fisico-
quimicas da agua, mas também nas respostas da biota residente em diferentes
niveis de organizagdo, como apresentado no presente estudo. Essas respostas
exigem uma interpretacdo integrada, dessa forma contribuindo para uma
conscientizagdo da sociedade e empresas, no tocante do cumprimento de leis

ambientais, bem como para o monitoramento e fiscalizagdo destes ecossistemas.
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