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RESUMO

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos pode provocar a perda da biodiversidade.
Dessa forma, estudos de monitoramento sdo fundamentais, pois a saude dos peixes
reflete a qualidade e a sustentabilidade destes ecossistemas, bem como dos individuos
que deles fazem uso. Foram utilizados os biomarcadores de genotoxicidade: teste de
micronucleo pisceo, ensaio cometa com sangue, células do figado e células do rim em
Astyanax sp B e A. altiparanae. Os objetivos deste trabalho foram: analisar o grau de
contaminagao ambiental na Fazenda Canguiri através de biomonitoramento e verificar
diferencas de respostas entre as espécies do género. Também foi conduzido bioensaio
com sulfato de cobre para verificar o efeito desse composto no material genético das
espécies e comparar as respostas destas frente ao quimico. A Fazenda Canguiri
apresentou maior grau de contaminacao do que o Parque Ecoldgico Costa quando as
espécies de Astyanax foram utilizadas conjuntamente. A espécie A. sp B se mostrou
mais sensivel, indicando diferentes graus de contaminagdo entre as localidades
amostradas. Quanto a sensibilidade dos biomarcadores, o0 ensaio cometa apresentou-
se mais sensivel que o teste do micronucleo pisceo. No bioensaio foi utilizado sulfato
de cobre (0,25 mg/L, 72 horas) para ambas as espécies. Astyanax sp B mostrou
diferenga significativa entre os grupos controle e contaminado nos testes do
micronucleo pisceo e ensaio cometa com sangue, 0 que nao ocorreu no ensaio cometa
com as células do figado e do rim. O curto tempo de exposicao ao xenobionte ao qual
os individuos ficaram expostos pode ter originado essa diferenca. Ao utilizar a espécie
Astyanax altiparanae nenhum dos biomarcadores detectou diferenca entre os grupos
controle e contaminado. Esses resultados sugerem que Astyanax altiparanae é
resistente ao agente xenobionte na concentracdo analisada. Ao compararmos as
respostas para as duas espécies, no ensaio cometa com sangue e com tecido renal
observou-se diferenca de resposta entre as duas espécies sendo a espécie Astyanax
sp B mais sensivel, confirmando os resultados observados no biomonitoramento.
Devido a melhores respostas, tanto em campo como em bioensaio, € também devido a
sua abundancia e maior facilidade de manutencao em laboratério, sugere-se que A. sp
B seja um melhor biomonitor que A. altiparanae.
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ABSTRACT

The pollution of aquatic environments may cause biodiversity loss. Thus, monitoring
studies are crucial since the health of fishes reflects the quality and sustainability of
these environments and other surrounding individuals. These genotoxicity biomarkers
were used in the present report: Piscine Micronucleus Test, Comet Assay with blood,
liver and kidney cells in Astyanax sp B and A. altiparanae. Analyze the environmental
contamination degree on the Canguiri Farm through biomonitoring and verify response
differences among the species of the genus were the objectives of this study. A
bioassay with copper sulfate to verify the effect of this component on the genetic
material of the species and compare fish responses was performed. The Canguiri Farm
presented a higher contamination degree than the Costa Ecologic Park when the
species of Astyanax were used together. The specie A. sp B was more sensitive,
indicating different contamination degrees among the studied places. Concerning the
biomarkers’ sensibility, Comet Assay was more sensitive than the Piscine Micronucleus
Test. Since the fishes from the Farm are used for human consumption, these results
cause serious concerns. Copper sulfate (0,25 mg/L, 72 hours) was used in the bioassay
for both species. Astyanax sp B showed a significant difference between control and
contaminated group in the Piscine Micronucleus Test and Comet Assay with blood, but
the same was not observed in the Comet Assay with liver and kidney cells. The short
exposure time to the xenobiont may have caused this discrepancy. For Astyanax
altiparanae none of the biomarkers detected differences between control and
contaminated groups. These results suggest Astyanax altiparanae is resistant to the
xenobiont in the analyzed concentration. Comparing the responses for both species, in
the Comet Assay with blood and with kidney tissue there was a difference between the
two fishes. Astyanax sp B was more sensitive, confirming the results observed in the
biomonitoring. Due to better responses, both in field and in the bioassay, and also due
to abundance and facility in laboratory handling, we suggest that A. sp B is a better
biomonitor than A. altiparanae.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui extensas redes fluviais, por onde fluem cerca de 257.790 m°s™
de agua passiveis de utilizacao, correspondendo a aproximadamente 18% do potencial
hidrico superficial utilizavel do planeta (SETTI, 1998), além de possuir amplos aquiferos
subterraneos, com cerca de 112.000 km® de volume de agua (MOTTA, 1997). Os
mananciais para abastecimento publico no Brasil ttm apresentado uma crescente e
progressiva deterioragdo quanto a qualidade de suas aguas. Estudos realizados em
diferentes regides do pais (ANDREOLI et al., 1999; REBOUGCAS, 1999) dao conta de
que a demanda do consumo de agua tem aumentado significativamente e a
disponibilidade hidrica em condigdo de utilizacdo para fornecimento a populagcdo nao
tem crescido na mesma propor¢cdo (ANDREOLI; CARNEIRO, 2005).

Segundo BARROS, SILVA e SOSA (2005) as principais causas da deterioracao
das bacias hidrogréficas e, conseqlientemente, dos mananciais, sao: desmatamentos,
falta de conservacédo dos solos nas pastagens, lavouras e estradas, assoreamento,
introdugdo de descargas de agrotoxicos, poluicao por esgotos e lixos domésticos e
hospitalares, esgotos industriais e da agricultura (por agrotéxicos e suas embalagens) e
a expansao urbana, com a ocupacdo desordenada do solo, sem planejamento
ambiental ou urbano adequado. O crescimento fisico das cidades em direcdo aos
mananciais tem causado sérios transtornos, muitas vezes exigindo seu deslocamento
para outras areas. InUmeros mananciais vém sofrendo grande pressao e outros tantos
estdo sendo degradados a ponto de serem extintos, principalmente nas proximidades
das grandes cidades ou metropoles.

Estes fatores e seus efeitos ndo ocorrem de forma isolada, havendo uma inter-
relacdo dos fatores urbanos, industriais e rurais na degradagdo dos mananciais e
consequentemente na qualidade da agua (BARROS; SILVA; SOSA, 2005).

Grande parte dos centros urbanos utiliza represas de forma direta ou indireta
para captacao da agua bruta. Esses reservatérios sdo ambientes lacustres resultantes
do barramento artificial de cursos d’agua, criados normalmente com o objetivo de
armazenamento de agua e contencao de cheias, regularizando a vazédo e a

disponibilidade de agua nos rios proximos aos centros urbanos (VON SPERLING,
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1999). Normalmente localizam-se em areas que vém sendo pressionadas de forma
crescente pela expansao urbana irregular, falta de infra-estrutura basica (saneamento e
lixo) e degradacdo do solo em suas bacias hidrograficas (ANDREOLI; CARNEIRO,
2005).

Esses fatores associados as caracteristicas intrinsecas destes novos ambientes
tém induzido problemas crescentes na qualidade da agua para abastecimento publico,
com acumulo de poluentes e desenvolvimento de organismos como algas, que sao
potencialmente produtores de toxinas (ANDREOLI; CARNEIRO, 2005).

Durante as trés ultimas décadas tém aumentado o interesse da comunidade
cientifica e das agéncias regulatérias em relagdo a detecgado, conhecimento e controle
sobre 0s agentes ambientais responsaveis por danos a saude humana e a
sustentabilidade dos ecossistemas (DA SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003). Este
interesse foi intensificado em razdo do constante crescimento populacional e o
consequente aumento da industrializacdo, bem como a utilizagcdo inadequada de
recursos naturais.

Dentre as diferentes substancias quimicas produzidas pela humanidade, apenas
uma pequena parcela tem sido testada quanto aos seus efeitos nos seres vivos.
Estudos tém sido efetuados nos ultimos anos para melhor se compreender o papel de
muitas destas substancias nos ecossistemas, por exemplo como e onde ocorrem suas
entradas no ambiente, suas interacdes com 0s seres vivos, seus efeitos sobre estes e
seu prazo de permanéncia (FERRARO, 2003).

Estudos sobre a toxicidade de substancias e elementos quimicos se revestem,
dessa forma, de grande importancia, pois permitem determinar as respostas de um
dado organismo a esta contaminagéo, permitindo avaliar o impacto e o efeito sobre
células, tecidos e érgados bem como inferir sobre possiveis perturbacdes metabdlicas
(PANDRANGI et al., 1995). Os padrdes de acumulacao de xenobibticos sao diferentes
para distintos organismos e dependem do balanco entre a taxa de assimilagdo e as
taxas de metabolizacao e eliminagdo dos compostos quimicos.

O ambiente aquatico € um meio invariavelmente atingido pelos poluentes
ambientais. Isto pode ocorrer pela evaporagcdo e posterior precipitagdo, ou pelo

escoamento superficial ou despejo direto de efluentes nos corpos d’agua. Este
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ambiente esta, dessa forma, exposto a processos de poluicdo causados pela grande
variedade e quantidade de substancias quimicas que nele ingressam. Estas
substancias, que podem ser produzidas pelo homem ou de origem natural, sdo
chamadas de “xenobidticos” e sua quantidade e variedade estao em continuo aumento
(LIVINGSTONE, 1993; 1998).

Poluicao ambiental aquatica € um sério e crescente problema (SASAKI et al.,
1997a), visto que o elevado numero de quimicos industriais, agricolas e comerciais
leva a varios efeitos deletérios nos organismos (McGLASHAN; HUGHIES, 2001),
colocando em risco a sobrevivéncia e fisiologia dos organismos (HANDY, 1994) e
podendo também induzir alteragdes genéticas (FABACHER et al., 1991), que pode
resultar em mutacdes (DE FLORA; BAGNASCO; ZANACCHI, 1991) e/ou
carcinogénese (FOLMAR et al., 1993).

Muitas das substancias quimicas lancadas ao ambiente sdo agentes causadores
de mutagdes génicas e de alteracées cromossémicas. Algumas destas substancias sao
chamadas de aneugénicas, pois atuam provocando alteracées na distribuicdo dos
cromossomos durante o processo de divisdo celular dando origem as aneuploidias.
Outras sdo chamadas de clastogénicas e induzem quebras e alteragbes na estrutura
dos cromossomos. Em qualquer dos casos € possivel, através de testes citogenéticos,
avaliar os efeitos mutagénicos de um determinado composto, o0 que torna estes tipos
de testes imprescindiveis nestas avaliagbes (RABELLO-GAY; RODRIGUES;
MONTELEONE-NETO, 1991).

A ciéncia busca entender a interagdo dos xenobibticos com a vida aquatica.
Dentro deste contexto, surgiu a ecotoxicologia, ciéncia que identifica e avalia os efeitos
causados pela presenca de xenobidticos no ecossistema. A partir dos resultados de
pesquisa nesta area passou-se a indicar se a concentracdo de um determinado
poluente seria capaz de exercer ou nao efeitos deletérios sobre uma comunidade
especifica (HUGGETT et al., 1992).

A introducdo de substancias tdxicas no ambiente aquatico além de causar
efeitos locais e imediatos, pode levar a alteracdes sistémicas como a contaminagao de
bacias hidrograficas e o comprometimento de reservatérios subterrdneos através da

infiltrag@o pelo solo. Assim, a comunidade aquatica, bem como as comunidades que
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fazem uso dos recursos hidricos podem ser expostas e sofrer efeitos de contaminacao
cronica (THOMPSON; LANGTON; HART, 1995).

Genotoxicidade € um termo geral que se refere a alteracées na estrutura geral
ou na disposicdo dos cromossomos (clastogenicidade) ou seqUéncias de pares de
bases do DNA (mutagenicidade) por exposicdo a agentes téxicos (AL-SABTI;
METCALFE, 1995).

Muitas substancias téxicas como metais pesados e compostos organicos podem
ser transferidos dos tecidos dos organismos para 0s seus predadores e chegar a
concentracoes de maiores magnitudes em niveis tréficos superiores (DE LEMOS;
TERRA, 2003).

Avaliar a quantidade de poluentes presentes no ambiente e nos animais por si
s6 nao é suficiente, havendo a necessidade de se detectar e avaliar o impacto destes
poluentes nos organismos expostos, devido ao fato de existirem diferencas na forma de
metabolizar os xenobidticos. Para se poder detectar e avaliar os efeitos bioldgicos,
utiliza-se o estudo e o desenvolvimento de biomarcadores.

LIVINGSTONE (1993) considera como biomarcadores os fluidos corpéreos, as
células ou os tecidos que indicam, em termos bioquimicos ou celulares, a presenga de
contaminantes. Também considera como biomarcadores as respostas fisiolégicas,
comportamentais ou energéticas dos organismos expostos. Existem assim,
biomarcadores moleculares, celulares ou sistémicos, sendo alguns deles especificos
para determinados poluentes.

Dentre os diversos biomarcadores, podemos examinar a biotransformagao de
enzimas (fase | e Il), parametros de estresse oxidativo, produtos de biotransformacao,
metalotioneinas, proteinas MXR (proteinas de resisténcia multixenobidtica), parametros
imunoldgicos, reprodutivos ou enddcrinos, parametros genotdxicos, neuromusculares,
fisioldgicos, histologicos e morfologicos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003).

Os biomarcadores podem ser de susceptibilidade, de exposicao ou de efeito. Os
biomarcadores de susceptibilidade indicam a habilidade inerente ou adquirida de um
organismo em responder ao desafio da exposicdo a uma substéncia xenobidtica

especifica, incluindo fatores genéticos e mudangas nos receptores que alteram a
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susceptibilidade de um organismo a essa exposicdo (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003). Os biomarcadores de exposicao podem ser definidos como
algum xenobidtico, seus metabdlitos ou produtos da interacdo entre o xenobibtico e
uma molécula ou célula que é medida nos organismos ou nas subunidades destes
(DEPELDGE; AAGAARD; GYORKOS, 1995; LOPEZ-BAREA; PUEYO, 1998).
Biomarcadores de efeito representam alguma alteracdo quimica, fisiologica,
comportamental ou outra que pode modificar 0 bem-estar de um organismo. Diversos
componentes moleculares e celulares em diferentes espécies de peixes tém sido
usados como biomarcadores de exposicao e efeito, incluindo parametros bioquimicos,
imunoldgicos e genéticos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), sendo que
dentre os marcadores genéticos podemos incluir a andlise da freqiéncia de
micronucleos e anormalidades nucleares, quebras cromossOmicas e quebras e
alteracdes na fita de DNA.

Biomarcadores podem ser identificados nos niveis bioquimico, celular, individual,
populacional, de comunidade ou de ecossistema. Porém, € nos niveis organizacionais
mais basicos, nas respostas bioquimicas e moleculares, que os efeitos iniciais dos
poluentes sdo observados. Nestas situacbes as alteragbes dos poluentes podem ser
reversiveis, de forma que medidas preventivas possam ser tomadas evitando o
comprometimento mais severo do ambiente. Esses marcadores bioquimicos,
fisiologicos e histolégicos devem ser capazes de indicar diferentes respostas a
presenca de estressores distintos (HUGGETT et al., 1992).

A utilizagdo de biomarcadores para deteccao de contaminagdo ambiental iniciou-
se no Brasil no final dos anos 90 (BAINY; WOODIN; STEGEMAN, 1999). Varios
autores vém explorando o assunto, colaborando para a padronizagdo de diversos
biomarcadores em espécies nativas (LEITAO et al., 2000).

Uma questao que pode ser respondida por biomarcadores € se ha contaminacao
ambiental em grau suficiente para causar efeitos fisiolégicos. Se a resposta for positiva,
investigacdes adicionais podem ser justificadas para determinar a natureza e o grau de
contaminagdo. Por esta razdo biomarcadores devem ser considerados como
indicadores precoces de contaminacao (WALKER et al., 1996).
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Atualmente ambientes aquaticos como rios, estuarios, lagoas e oceanos
proximos a grandes cidades recebem seus esgotos e efluentes industriais. Estes
efluentes tém sido agrupados de acordo com sua origem industrial, sendo a maioria
composta por quimicos e derivados, efluentes das industrias de papel e munigdes,
refinarias de petréleo, industrias de metais primarios e outros (HOUK, 1992). Outros
tipos de poluentes recebidos em ambientes aquaticos sdo originados na agricultura e
na extracao de recursos minerais.

Dentre os principais organismos utilizados como biomonitores estdo espécies
de moluscos, peixes, anfibios, mamiferos (COTELLE; FERARD, 1999) e algas
(AOYAMA; IWAHORI; MIYATA, 2003). O amplo uso de peixes é explicado pela
resposta a toxicos de maneira similar aos grandes vertebrados, podendo assim, serem
utilizados para analisar potenciais carcinogénicos e teratogénicos em humanos. Peixes
indicam o potencial de exposicao de populagdes humanas a genotoxicos quimicos e
também estdo entre os maiores veiculos de transferéncia de contaminantes para
humanos (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Os peixes, assim como os mamiferos, sofrem bioacumulagédo, sdo capazes de
responder a agentes mutagénicos em baixas concentragdes e sdo capazes de ativar o
sistema enzimatico do citocromo P450, um sistema de enzimas monooxigenases com
o grupo heme e com diferentes especificidades por substrato. Estas enzimas
desempenham um papel fundamental no metabolismo de substancias xenobibticas e
de compostos enddgenos (GOKSOYR et al., 1991).

Organismos aquaticos acumulam poluicdo diretamente através da agua
contaminada ou indiretamente pela alimentacdo (SASAKI et al., 1997a) e,
sabidamente, existe uma grande quantidade de quimicos mutagénicos com elevada
probabilidade de induzir efeitos carcinogénicos em varias espécies de peixes (MINISSI;
CICCOTINI; RIZZONI, 1996).

Poluentes genotéxicos afetam ndo somente 0s organismos aquaticos mas
também todo o ecossistema e, no final, humanos através da contaminacado de
alimentos (RAJAGURU et al.,, 2002). Alimentos sdo o modo mais comum para
exposicao de populagdes humanas a téxicos quimicos, sendo que peixes e crustaceos

sdo reconhecidamente os maiores veiculos nessa transferéncia de contaminantes aos
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humanos. Dessa forma, peixes também sdo Uteis podendo agir como organismos
sentinela para indicar o potencial para exposicdo de populacbes humanas a
substancias genotbxicas presentes na agua. Peixes marinhos e crustaceos, que
constituem importante fonte de proteinas em muitos paises, se apresentaram
contaminados com altas concentragdes de metilmercurio em estudos realizados por
WHO (1990). Também foi verificada a indugédo de danos cromossdémicos em linfocitos
de pessoas expostas ao metilmercurio através do consumo de peixes contaminados
(SKERFVING et al., 1974).

As espécies marinhas que se alimentam de detritos sédo especialmente
importantes em estudos de poluigédo, tendo em vista que os sedimentos se apresentam
impregnados por contaminantes antropogénicos e podem agir como importante fonte
de poluicédo para organismos habitantes de fundo (KAMMANN et al., 2000). O potencial
de efeitos genotdxicos em organismos aquaticos expostos a poluicao é ainda pouco
conhecido, embora a contaminacdo de sedimento com elevadas concentragcbes de
PHA (hidrocarbonetos policiclicos arométicos) ja tenha sido associada com elevadas
prevaléncias de tumores em peixes habitantes de fundo (AL-SABTI; METCALFE,
1995).

A interacdao de compostos genotdxicos, como PHA e metais pesados, com o
DNA inicialmente provoca trocas estruturais na molécula de DNA, isto €, ligacdo
covalente do composto a bases e fosfatos do DNA, alteracdo de bases, e formacao de
quebras da fita de DNA (FLAMMARION et al., 2002). Os efeitos dos poluentes na
integridade do DNA tém sido reportados em animais aquaticos e, particularmente, em
peixes (MALINS et al., 1985; VARANASI et al., 1989).

Deve-se destacar, entretanto, a existéncia de sensibilidade diferenciada entre
diferentes espécies de peixes, 0 que pode impossibilitar comparagdes entre diferentes
dados e futuras generalizagdes. SANCHEZ-GALAN; LINDE e GARCIA-VAZQUEZ
(1999) verificaram a sensibilidade de Salmo ftrutta ao cadmio e ao mercurio com a
inducdo de aumento significativo da freqléncia de micronlcleos apds injecao
peritoneal, enquanto que a espécie Phoxinus phoxinus apresentou-se sensivel
somente ao cadmio. Em outro trabalho similar, AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ (2000)

verificaram que a espécie Poecilia latipinna apresentou-se sensivel ao cadmio e ao
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mercurio, enquanto que Phoxinus phoxinus ndo foi sensivel ao mercurio. Esse
resultado sugere que P. latipinna pode ser usado em testes de genotoxicidade de
metais pesados, ao contrario do P. phoxinus, menos sensivel aos metais pesados,
especialmente aos sais de mercurio.

LEMOS et al. (2005), verificaram a adequacao da espécie Tilapia rendalli como
bioindicadora de genotoxicidade. Através do ensaio cometa, essa espécie foi capaz de
indicar a toxicidade de um lago, comprovando, assim, os resultados obtidos no teste do
micronucleo pisceo por GRISOLIA e CORDEIRO (2000). Estes autores, ao trabalharem
em bioensaios com ciclofosfamida e mitomicina, verificaram maior sensibilidade de T.
rendalli do que Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio. A espécie T. rendalli é
encontrada freqlentemente no ambiente natural, porém é oriunda de introdugbes
acidentais (SEVERI; CORDEIRO, 1994) e intencionais a partir de atividades de
“peixamento” de lagos artificiais. Esta espécie esta presente no Brasil desde a década
de 50 (AGOSTINHO; JULIO JUNIOR, 1996).

Deve-se destacar também que a posicdo de determinada espécie na cadeia
alimentar pode influenciar na sua sensibilidade aos poluentes. Um estudo realizado por
PORTO, ARAUJO e FELDBERG (2005) em rios da Amazdbnia contaminados com
mercurio demonstrou essa diferenca, com as espécies Prochilodus nigricans
(detritivora), Mylossoma duriventris (onivora) e Hoplias malabaricus (piscivora). A
freqUéncia de micronucleo na espécie piscivora foi cerca de cinco vezes maior que nas
espécies detritivora e/ou onivora. Segundo estes autores, a maior freqiéncia de
micronucleos detectada na espécie piscivora pode ser em decorréncia de trés fatores:
Hoplias malabaricus, sendo uma espécie carnivora, estd em um elevado nivel tréfico,
estando sujeito a eventos de biomagnificagdo; a espécie habita normalmente pequenos
riachos onde os baixos valores de pH e de condutividade favorecem a producgéo e
bioacumulagcédo de metilmercurio (forma mais toxica que o metal mercurio na sua forma
inorganica) e também o fato de a espécie apresentar um comportamento sedentario
pode contribuir para que ela fique continuamente em contato com o mercurio presente
no ambiente.

Dessa forma, tornam-se necessarios mais estudos visando a verificagdo de

quais espécies podem ser usadas nas analises de biomonitoramento. Algumas como
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Phoxinus phoxinus e Genyonemus lincatus apresentam falta de sensibilidade a
diversos poluentes, como destacaram RODRIGUEZ-CEA; AYLLON e GARCIA-
VAZQUEZ, 2003.

Algumas das consequiéncias destes tdéxicos em organismos aquaticos incluem
defeitos de hereditariedade devido a mutacbes e efeitos teratogénicos em células
germinativas; declinio populacional; efeitos carcinogénicos (MITCHELMORE;
CHIPMAN, 1998); reducao de crescimento; desenvolvimento anormal e redug¢do da
sobrevivéncia de embrides, larvas e adultos (LEE; STEINERT, 2003). Em humanos sao
citados, além da toxicidade que pode originar cancer, doengcas como aterosclerose,
doencas cardiovasculares e velhice prematura (GROVER; KAUR, 1999).

Devido as implicagbes ecoldgicas associadas com genotoxicidade, a detecgéo
e a quantificacdo de danos genéticos sdo de interesse em estudos ambientais.
Compostos genotdxicos produzem adutos de DNA (presenca de substancias ligantes
ao DNA) ou quebras na fita de DNA, modificagdes quimicas e fisicas, respectivamente
(NACCI; CAYULA; JACKIM, 1996).

A fungdo primaria dos testes de toxicologia genética € investigar, usando
células ou organismos, o potencial de agentes quimicos induzirem mutagbes nas
células somaticas ou que possam ser transmitidas as futuras geragbes (DA SILVA;
HEUSER; ANDRADE, 2003).

O impacto de materiais téxicos na integridade e no funcionamento do DNA da
célula pode ser investigado em muitos organismos sob diferentes condicdes
(McCARTHY; SHUGART, 1990). Quimicos genotéxicos, em razdo da sua alta
reatividade, podem contribuir tanto no processo de carcinogénese como em outras
respostas toxicas, incluindo defeitos hereditarios através de mutagcbes na linhagem
germinativa e efeitos teratogénicos. Interferéncias na reprodugcdo apresentam maior
impacto em nivel populacional do que efeitos carcin6genos nos organismos
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998).
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1.1 Bioensaios e Biomonitoramento

Para melhor se entender sobre a acdo tdxica de contaminantes, pode-se
trabalhar com experimentos laboratoriais, chamados bioensaios, ou através de estudos
no campo, os biomonitoramentos. Os experimentos laboratoriais sdo utilizados para a
obtencdo de dados e padronizacdo de metodologias e permitem prever e/ou avaliar
efeitos de um dado xenobionte, em determinada concentragdo ou dosagem, em
determinada espécie. Em contrapartida, estudos no campo possibilitam o
acompanhamento dos efeitos obtidos diretamente do local que esta sendo analisado.
Apesar de serem gerados dados complementares, deve-se atentar para o fato de que
nem sempre 0s dados gerados sob condi¢cdes experimentais podem ser intimamente
relacionados com o ambiente natural.

O biomonitoramento permite observar a real situacdo do ambiente e dos
organismos impactados, assim como as relagées dos xenobiontes entre si e os fatores
fisicos aos quais os organismos estao sujeitos. Apesar do grande numero de variaveis
encontradas no ambiente dificultar a interpretacédo e o conhecimento isolado dos efeitos
causados pelos contaminantes, o monitoramento realizado em campo permite uma
avaliacdo mais ampla das condicdes naturais as quais 0s organismos estao sujeitos.

A avaliacdo das espécies expostas aos genotoxicos no ambiente aquatico é
complexa. Os multiplos quimicos que apresentam potencial carcinogénico normalmente
se apresentam sob misturas complexas. Além disso, variagdes sazonais também
podem influenciar as condicées ambientais, a dieta e os niveis hormonais e atualmente
ja se tem conhecimento de que esses fatores tém influéncia nos sistemas enzimaticos
que ativam e detoxificam os genotoxicos (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000).

Uma consideravel variagdo inter-individual em resposta a uma injuria ambiental
foi verificada no ensaio cometa por LEE e STEINERT (2003). Essa variabilidade pode
interferir na avaliacdo de genotoxicidade, indicando a necessidade de um elevado
namero de individuos na amostra, para promover uma melhor avaliacdo de risco
ambiental (LEMOS et al., 2005).

O uso de bioensaios permite estudar os efeitos tdxicos de determinados

contaminantes de forma isolada ou associados, minimizando a influéncia de diferentes
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variaveis ambientais. Os resultados obtidos através de bioensaios ndo podem ser
extrapolados diretamente para o ambiente, mas podem cooperar no fornecimento de
uma base de dados que venha a ajudar a entender os fatores que estao interferindo na
saude dos organismos e/ou alterando as condicdes do préprio ambiente.

Dessa forma, tanto estudos de campo como a utilizagdo de bioensaios
contribuem com importantes informacdes para os estudos em toxicologia ambiental,

sendo ferramentas interessantes nos diagnosticos de areas impactadas.

1.1.1 Biomonitoramento

Existem trés principais situagcbes que indicam a necessidade de um
biomonitoramento: (i) quando ha razdées para se acreditar que espécies nativas se
encontram ameacadas; (ii) quando existem implicacdes para a saude humana quanto
ao consumo de organismos potencialmente afetados e (iii) quando ha o interesse em
se conhecer a qualidade ambiental de um determinado local (DA SILVA; HEUSER;
ANDRADE, 2003).

O monitoramento da presenca de xenobibticos em ambientes aquaticos pode, a
partir de estudos com espécies residentes, beneficiar a qualidade do ambiente,
juntamente com a saude humana. A localizacédo e a determinacéo da concentragdo dos
poluentes podem assegurar a vida destas espécies e também um ambiente saudavel,
garantindo ao homem sua utilizacdo para alimentacdo, abastecimento e lazer
(NICARETA, 2004).

O monitoramento ambiental, principalmente no que diz respeito a organismos
expostos a poluentes, utilizando testes em sistemas biologicos (biomarcadores),
propicia promissoras ferramentas para a identificacdo de poluentes capazes de causar
dano a saude humana e ao ambiente (DA SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003).

Varios trabalhos tém sido realizados nos ultimos anos, utilizando diversos
biomarcadores, visando determinar a qualidade ambiental de diferentes localidades.
HOSE et al. (1987) verificaram elevada freqliéncia de micronucleos em peixes de locais
contaminados na Califérnia; também avaliando a freqiéncia de micronucleos, podemos

citar DE FLORA et al. (1993) que trabalharam nos rios Lambro e Po, na ltalia;
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PANDRANGI et al. (1995) que realizaram o ensaio cometa para avaliar animais
coletados em sete diferentes localidades na Regido dos Grandes Lagos, no Canada;
MINISSI, CICCOTTI e RIZZONI (1996) nos rios Tiber e Mignone. Na China, também
podemos citar o trabalho de ZENG, LI e LIN (1999), que, ao empregarem o teste do
micronucleo em Tradescantia, verificaram a adequacao deste teste, inclusive, para
determinacdo de diferentes niveis de poluicdo em aguas de trés rios. Na Escécia,
BOMBAIL, GORDON e BATTY (2001) avaliaram a freqiiéncia de micronucleos e as
quebras no DNA pelo ensaio cometa de Pholis gunnellus; na Frangca FLAMMARION et
al. (2002), trabalhando com quantificagcao de atividade enzimatica e quebras no DNA
detectadas pelo ensaio cometa em Leuciscus cephalus em cinco localidades no Rio
Moselle; WINTER et al. (2004) coletando essa mesma espécie em rios da Inglaterra,
avaliaram quebras e adutos no DNA e RUSSO et al. (2004) nos rios Sarno e Astroni,
também trabalharando com o ensaio cometa.

No Brasil, poucos trabalhos estdo sendo realizados, porém esse numero vem
aumentando nos ultimos anos. Destacam-se, nesse sentido, os trabalhos de AMADO et
al. (2006a) que utilizaram biomarcadores genéticos e imunoldgicos para determinacao
da contaminacédo de areas na Lagoa dos Patos (RS); ANDRADE, FREITAS e SILVA
(2004) que, trabalhando com tainhas (Mugil sp) e bagres (Netuma sp), verificaram a
toxicidade no lago Armazém, Rio Grande do Sul e LEMOS et al. (2005), analisando
quebras no DNA de tilapias (T. rendalli) coletadas no Lago Igapé Il em Londrina, no
Parana. A Tabela 01 apresenta alguns trabalhos de biomonitoramento publicados, com
énfase nos biomarcadores genéticos, indicando as espécies utilizadas e as localidades

monitoradas.
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TABELA 01 - RELACAO DE TRABALHOS PUBLICADOS NA AREA DE BIOMONITORAMENTO, DANDO ENFASE AOS
ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

continua
LOCAL | PAIs ENSAIOS E ESPECIES REFERENCIA
Lago Igap6 — Brasil Ensaio cometa em eritrécitos de Tilapia rendalli LEMOS et al. (2005)
Londrina
Rios Po e Lambro Espanha  Micronucleo, mutagenicidade na bile, inducdo enzimatica e De FLORA etal.
metabolismo no figado de Oncorhynchus mykiss (1993)
Ecossistemas de Espanha  Micronucleos e assimetria flutuante em Salmo trutta SANCHEZ-GALAN et
agua doce al. (1998)
Lagoa dos Patos Brasil Ensaio cometa, micronucleo, atividade enzimatica e peroxidagdo AMADO et al.
lipidica em Micropogonias furnieri (2006a)
Rios River e ltalia Ensaio cometa e teste do microntcleo em Gambusia holbrooki RUSSO et al. (2004)
Astroni
Escocia Reino Ensaio cometa e teste do micronucleo em Pholis gunnellus BOMBAIL, GORDON
Unido e BATTY (2001)
Rio Rhone Franca Ensaio cometa e citocromo P450 1A em Leuciscus cephalus DEVAUX et al.
(1998)
Rio Tomio Japéo Micronlcleo e aberracoes cromossémicas em Carassius sp e Zacco HAYASHI et al.
platypus (1998)
Rios Antai, Baima  Rep. Pop. Micronucleo em Tradescantia ZENG, LIN e LI
e Jinan da China (1999)
Rio Moselle Franca Inducdo citocromo P450, atividade enzimatica e ensaio cometa em FLAMMARION et al.
Leuciscus cephalus (2002)
Birmingham Reino Ensaio cometa e adutos de DNA em Leuciscus cephalus WINTER et al. (2004)
Unido
Amazébnia Brasil Teste do micronucleo em Prochilodus nigricans, Mylossoma duriventris PORTO, ARAUJO e
e Hoplias malabaricus FELDBERG (2005)
Diversas Espanha  Micronucleos em Salmo trutta, Phoxinus phoxinus e Anguilla anguilla RODRIGUEZ-CEA,
localidades AYLLON e GARCIA-
VAZQUEZ (2003)
Rios Mignone e ltalia Teste de micronucleo em Barbus plebejus MINISSI, CICCOTTI

Tiber

e RIZZONI (1996)
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TABELA 01 - RELACAO DE TRABALHOS PUBLICADOS NA AREA DE BIOMONITORAMENTO, DANDO ENFASE AOS

ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

concluséo
LOCAL | PAIS | ENSAIOS E ESPECIES REFERENCIA
Califérnia EUA Diversidade genética em Mytilus galloprovincialis e Balanus glandula MA, COWLES e
CARTER (2000)
Nevada EUA Micronucleo, citometria de fluxo e diversidade genética em Dipodomis THEODORAKIS,
merriami BICKHAM e LAMB
(2001)
Piraqué, Itamaraca Brasil Estresse oxidativo e atividade enzimatica em Crassostrea rhizophorae ~ ZANETTE,
e Baia de MONSERRAT e
Paranagua BIANCHINI (2006)
Lagoa dos Patos Brasil Micronlcleo, ensaio cometa e estresse oxidativo em Paralichthys AMADO et al. (2006b)
orbignyanus
Canal Inglés Franca Adutos de DNA no figado e avaliacdo de quebras no sangue pelo AKCHA, HUBERT e

ensaio cometa em Limanda limanda

PFHOL-LESZKOWICZ
(2003)
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1.1.2. Bioensaios

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse sobre a genotoxicidade em
aguas e sedimentos sendo que estes podem ter sua genotoxicidade testada em
condigOes laboratoriais, usando sistemas biol6gicos como bactérias, leveduras e
plantas. Interesses também tém sido focados em testes de laboratério usando
organismos aquaticos, como anfibios, moluscos e peixes (MINISSI; CICCOTINI;
RIZZONI, 1996).

Os métodos de exposicdo de peixes aos agentes genotdxicos sao
geralmente por imerséo (quando os poluentes se encontram dissolvidos na agua),
através de injecdo intraperitoneal com o quimico que esta tendo sua
genotoxicidade avaliada ou por via tréfica, na qual os animais pesquisados sao
alimentados com algum contaminante. AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ (2001)
analisaram a freqiiéncia de micronucleos e alteracdes nucleares na truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) decorrentes de injegao intraperitoneal de seis compostos
genotéxicos diferentes: ciclofosfamida, N-etil-N-nitrosuéra, mitomicina, colchicina,
acrilamida e metilmetanosulfonato e alguns importantes experimentos com
exposicdes por imersao tém sido descritos para diferentes espécies, por exemplo,
Cyprinus carpio ao mercurio (NEPOMUCENO et al., 1997), Carassius auratus
gibelio ao cromo (AL-SABTI et al., 1994), Rhodeus ocellatus ao tricloroetileno
(HAYASHI et al., 1998), Cheirodon interruptus a piretréides (CAMPANA et al.,
1999) e Salmo trutta, Anguilla anguilla e Phoxinus phoxinus aos mutagénicos
ciclosfosfamida, colchicina e céddmio (RODRIGUEZ-CEA, AYLLON; GARCIA-
VAZQUEZ, 2003).
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TABELA 02 — RELACAO DE TRABALHOS PUBLICADOS COM BIOENSAIOS, COM ENFASE AOS TESTES DE
GENOTOXICIDADE USANDO DIFERENTES ORGANISMOS-TESTE

continua
AGENTES GENOTOXICOS | EXPOSICAO | ENSAIOS, TECIDOS E ESPECIES REFERENCIA
ENU (etilnitrosouria) e p- 3e24h Cometa de figado, pulmao, bacgo, rim, e medula éssea de SASAKI et al. (1997b)
dimetilamino- benzeno (DAB) camundongos
EMS (etilmetanossulfonato) 3 e 7 dias Cometa de sangue, figado, branquias e rim de Psetta BELPAEME, COOREMAN
maximus E KIRSCH-VOLDERS
(1998)
MMS (metilmetanossulfonato) e 3e24h Cometa de figado, rim, pulméo, baco e medula éssea de MIYAMAE et al. (1998)
DEN (dietilnitrosanima) ratos
Ciclofosfamida Ensaio cometa de tecidos e eritrécitos de Ameiurus PANDRANGI et al. (1995)
nebulosus e Cyprinus carpio
MMS 8h Ensaio cometa em células de figado e branquias de DEVENTER (1996)
Brachydanio rerio
Mitomicina C, Ciclofosfamida, 5- 2,7,14 e 30 Micronucleo de Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus e GRISOLIA E CORDEIRO
fluoroucil e bleomicina dias Cyprinus carpio (2000)
Mitomicina C e radiacéo Y 0 a 60 dias Micronucleos de Clarias gariepinus BAHARI, NOOR E DAUD
(1994)
Colchicina, ciclofosfamida, 24 h Micronucleos em Phoxinus phoxinus e Poecilia latipinna AYLLON e GARCIA-
mitomicina C, cadmio e mercurio VAZQUEZ (2000)
Pentaclorofenol e 2,4-acido 48,72 e 96h  Micronucleos em Channa punctatus FARAH et al. (2003)
diclorofenoxiacético
Mitomicina C e efluente de fabrica Micronacleos em sangue de Heteropneustes fossilis DAS E NANDA (1986)
de papel
Cloreto de cadmio e raios X Micronucleos de branquia e figado de Oreochromis MANNA e SADHUKHAN
mossambicus (1986)
EMS (etil metano sulfonato) Micronucleos em eritrécitos de Umbra pygmaea HOOFMAM e de RAAT
(1982)
TBT e chumbo inorganico 2 meses Ensaio cometa em sangue, micronucleos e aberracoes FERRARO et al. (2004)

cromossOmicas em Hoplias malabaricus
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TABELA 02 — RELACAO DE TRABALHOS PUBLICADOS COM BIOENSAIOS, COM ENFASE AOS TESTES DE
GENOTOXICIDADE USANDO DIFERENTES ORGANISMOS-TESTE

concluséo
AGENTES GENOTOXICOS | EXPOSICAO | ENSAIOS, TECIDOS E ESPECIES | REFERENCIA
Cobre, cadmio e cloro 2-5 dias Biomarcador nucleolar e micronlcleos em células da ARKHIPCHUK e GARANKO
cauda de Cyprinus carpio, Carassius auratus gibelio e (2005)
Tilapia (Sautherodon) mossambica
Selénio, mercurio e metilmercurio 10 h Células binucleadas de Carassius auratus gibelio AL-SABTI et al. (1994)
Colchicina, mitomicina C, 24 h Micronucleos e alteragbes nucleares de Oncorhynchus AYLLON e GARCIA-
ciclofosfamida, MMS e acrilamida mykKiss VAZQUEZ (2000)
Cadmio e mercurio 24 h Micronucleos em Anguilla anguilla SANCHEZ-GALAN et al.
(2001)
Endossulfano 24,48,72 e Ensaio cometa em Channa punctatus PANDEY et al. (2006)
96 h
Cobre 24,48 e 72h  Ensaio cometa de leucécitos de camundongos BANU et al. (2004)
Cobre 6,24e48h Aberragbes cromossdémicas e micronlcleos em Gallus BHUNYA e JENA (1996)
domesticus
Cromo, cadmio e cobre 21 dias Micronucleos e células binucleadas e sangue, branquias e CAVAS, GARANKO e
figado de Cyprinus caripio ARKHIPCHUK (2005)
TBT 19 e 37 dias Aberracbes cromossdmicas em Astyanax sp. CIPRIANO et al. (2004)
Chumbo 18,41 e 64 Ensaio cometa de sangue e aberragbes cromossdmicas CESTARI et al. (2004)
dias em Hoplias malabaricus
Peroxido de hidrogénio 30 min Ensaio cometa de Pholis gunnellus BOMBAIL, GORDON e
BATTY (2001)
MMS 1,26e24h Ensaio cometa em Mugil sp e Netuma sp ANDRADE, FREITAS e SILVA
(2004)
Ciclofosfamida, colchicina e Micronacleos em Salmo trutta, Phoxinus phoxinus e RODRIGUEZ-CEA, AYLLON
cloreto de cadmio Anguilla anguilla e GARCIA-VAZQUEZ (2003)
MMS, benzoapireno, 16 h Cometa e micronucleo em ratos VRZOC, PETRAS (1997)
ciclofosfamida e mitomicina
Peroxido de hidrogénio 120 min Cometa em hepatdécitos de Onchorynchus mykiss DEVAUX, PESONEN e
MONOD (1997)
Benzoapireno 12 dias Ensaio cometa e micronlcleo em Perna viridis SIU et al. (2004)
Cobre 48 h Alteragdes morfoldgicas e histolégicas em L. acuta GERACITANO et al. (2004)




29
1.2 Testes para o monitoramento de Genotoxicidade Ambiental

Por volta dos anos 50 e 60 a ecologia e a genética se uniram e, a partir dai,
foram desenvolvidos os primeiros testes rapidos e eficientes que sdo empregados
em estudos de genotoxicidade (VILLELA et al., 2003). Dentre os principais testes,
podemos citar os de avaliagdo da freqiiéncia de aberragcdes cromossbémicas, troca
de cromatides irmas, formagao de adutos de DNA, ensaio cometa (que avalia
quebras no DNA) e medicdo da freqiéncia de micronucleo e outras anomalias
nucleares (BOMBAIL; GORDON; BATTY, 2001).

1.2.1 Teste do Micronucleo Pisceo

Ainda que nossos conhecimentos da estrutura dos cromossomos sejam
incompletos, evidéncias sugerem que anormalidades cromossémicas sejam uma
consequéncia direta e uma manifestagdo do dano ao nivel de DNA, por exemplo,
quebras cromossdémicas podem resultar do ndo pareamento das fitas de DNA e
rearranjos cromossOmicos podem resultar de mal pareamento na fita de DNA
(SAVAGE, 1993). E também sabido que a perda de cromossomos e a mal-
segregacao (ndo disjuncdo) sao importantes eventos no cancer e no
envelhecimento e que sao provavelmente causados por defeitos no fuso,
centrdbmero ou uma conseqUéncia da baixa condensacdo da estrutura
cromossémica antes da metafase (EVANS, 1990).

Nas técnicas de citogenética classica, cromossomos sao estudados
diretamente, sendo feita a observagdo e a contagem de aberracbes nas
metafases. Apesar de essas técnicas fornecerem uma analise bastante detalhada,
a complexidade e o trabalho laboratorial em classificar essas aberracbes e 0s
problemas de artefatos ocasionados pela preparacdo das metafases tém
estimulado o desenvolvimento de sistemas mais simples de medir danos
cromossémicos (FENECH, 2000).
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O teste do micronucleo foi originalmente desenvolvido por SCHMID (1975)
para células da medula 6ssea de camundongos e foi adaptado por HOOFTMAN e
de RAAT (1982) para o estudo de células sanguineas de peixes mantidos em
laboratérios. Esse teste € um método citogenético amplamente utilizado, sendo
aplicado em pesquisas com populacdes de células em proliferacao, especialmente
células eritropoiéticas de roedores, para avaliar dano cromossémico in vivo
(HAYASHI et al., 1998).

A andlise de micronucleos foi proposta independentemente por HEDDLE
(1973) e SCHMID (1975) como uma alternativa simples para se avaliar danos
cromossOmicos in vivo com populagdées de células em divisdo, tal como as da
medula éssea. O ensaio do micronucleo em medula éssea e sangue periférico é
agora um dos mais estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da
genética toxicoldgica, entretanto, ndo € uma técnica que é aplicada para outras
populacdes de células in vivo e in vitro (FENECH, 2000). E evidente que
micronucleos podem somente ser expressos em células eucaridticas em diviséo,
ou seja, 0 ensaio nao pode ser usado eficientemente ou quantitativamente em
populacdes de células que ndo estejam em divisdo ou em populacdes de células
em divisdo nas quais a cinética da divisdo celular ndo seja bem conhecida ou
controlada (FENECH, 2000).

O ensaio de micronucleo em ratos é amplamente usado devido a sua
simplicidade e ampla base de dados, mas é aplicavel primariamente em células do
sistema hematopoiético. Porém, como alguns carcinégenos nao tém como alvo o
sistema hematopoiético € ndo induzem resposta positiva no teste do micronucleo
em ratos, ensaios in vivo devem ser aplicados usando um numero maior de
orgaos (MIYAMAE et al., 1998).

O Teste do Micronucleo Pisceo é bastante utilizado em analises ambientais
tendo em vista que estudos de genotoxicidade usando andlises citogenéticas em
peixes demonstram a sensibilidade destes organismos (AL-SABTI; METCALFE,
1995). Como o teste do micronicleo é capaz de detectar tanto efeitos
aneugénicos como clastogénicos, a genotoxicidade de uma grande variedade de

compostos pode ser testada através dessa técnica (HEDDLE et al., 1991).
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Uma das vantagens é que pode ser aplicado em qualquer populagéo de
células em proliferacdo sem depender do cariétipo envolvido. Devido aos peixes
terem um grande numero de cromossomos, e muitas vezes de pequeno tamanho,
as anadlises das metafases para avaliacdo de aberracbes cromossémicas sao
dificultadas, enquanto que o estudo de microndcleos é facil e possivel de ser
realizada em eritrécitos, devido ao fato destes serem nucleados (HAYASHI et al.,
1998).

O teste do micronucleo pisceo vem sendo usado para estimar o nivel de
exposi¢cao a contaminantes em muitas pesquisas desde os anos 80. Esse teste,
medindo dano cromossémico estrutural ou numérico, tem sido usado para avaliar
genotoxicidade, sendo, dessa forma, um indicador recomendado para estudos
ambientais, tanto em condigbes laboratoriais como no campo (BELPAEME;
COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998). O consenso geral é que a contagem de
micronucleos durante a intérfase é tecnicamente facil e mais rapida quando
comparada a contagem de aberragdes cromossémicas durante a metafase (AL-
SABTI; METCALFE, 1995).

Micronucleos sao cromossomos inteiros ou parciais que nao foram
incorporados dentro do nucleo da célula filha durante a divisdo celular e que
aparecem como uma pequena estrutura arredondada e escura, idéntico em
aparéncia ao nucleo celular. A avaliagdo da freqiéncia de anomalias nucleares e
de micronucleos sao ensaios muito utilizados, ja ha algum tempo, para
investigacao de efeitos genotéxicos de poluentes ambientais em peixes (AL-
SABTI, 1986). Exposicao de peixes a conhecidos agentes mutagénicos como
benzopireno e mitomicina C induzem formacédo de microndcleos. Do mesmo
modo, podem ocorrer anomalias celulares associadas, formadas quando
determinada quantidade de material fica levemente atrasada na mitose fazendo
com que o nucleo resultante ndo seja oval, mas apresente uma saliéncia de
cromatina (BOMBAIL; GORDON; BATTY, 2001).
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Em peixes, diversos tipos de lesbes nucleares ainda ndo apresentam sua
origem completamente compreendida. CARRASCO, TYLBURY e MYERS (1990)
descreveram e fotografaram as alteragdes morfolégicas encontradas em nucleos
de eritrécitos de peixes. Essas lesdes foram basicamente classificadas em:

a) Blebbed: nicleos com uma pequena evaginacao da membrana nuclear,
parecendo conter eucromatina ou heterocromatina (mais escuro). O tamanho
destas evaginacdoes varia desde pequenas protuberancias a estruturas
completamente circunscritas, semelhantes aos micronucleos, mas ainda ligadas
ao nucleo principal.

b) Lobed: nucleos com evaginagdes mais largas do que as descritas para os
blebbed. Sua estrutura ndo é tdo definida como a anterior. Alguns nudcleos
apresentam varias destas estruturas.

c) Vacuolated: nucleos que apresentam uma regido que lembra os vacuolos no
seu interior. Estes “vacuolos” apresentam-se destituidos de qualquer material
visivel no seu interior.

d) Notched: nacleos que apresentam um corte bem definido em sua forma.
Geralmente com uma profundidade apreciavel no nucleo. Esses cortes parecem
nao possuir nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana
nuclear.

Essas anormalidades tém sido utilizadas por alguns autores como um
indicativo do dano citogenético em espécies de peixes, porém, CARRASCO,
TYLBURY e MYERS (1990), que descreveram essas alteragdes, ndo observaram
uma associacao significativa entre variagdes na morfologia do nucleo (incluindo
micronucleos) e os niveis de poluicdo quimica em sedimentos ou em tecidos de
peixes, indicando uma fragilidade do uso do teste do micronucleo em peixes. Sua
possivel falta de sensibilidade € devido a baixa e também variavel freqiéncia de
micronucleos em peixes silvestres.

AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ (2001) sugerem que as anomalias
nucleares devem ser incluidas nas analises de genotoxicidade em peixes
baseadas na contagem de micronucleo, por apresentar resultados mais confiaveis

e mais completos. Segundo este trabalho, a espécie Oncorhynchus mykiss
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apresentou resultados diferentes frente aos diversos compostos testados em
situacdes de bioensaio. Segundo eles, a ciclofosfamida induziu aumento na
freqiéncia de microndcleos e de alteracbes morfolégicas, a mitomicina induziu
somente aumento na freqléncia de alteragdes nucleares, o metilmetanossulfonato
nao induziu mudancas nas freqiéncias de alteracdes e nem de micronucleos e 0s
compostos N-etil-N-nitrosurea, acrilamida e colchicina ocasionaram aumento na
freqUiéncia de micronucleos, mas nao de alteragées morfolégicas nucleares.

Para AL-SABTI e METCALFE (1995), o teste de micronucleo em peixes
também apresenta potencial para detectar a presenca de substancias genotoxicas
no meio aquoso, uma vez que oS peixes teledsteos apresentam eritrdcitos
nucleados. Para eles, a presenca de micronucleos nestas células pode ser
averiguada e usada como medida da atividade genotdxica de substéncias no
ambiente aquatico.

AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ (2000), trabalhando com as espécies
Phoxinus phoxinus e Poecilia latipinna, verificaram que agentes reconhecidamente
genotoxicos, com forte agdo clastogénica tanto in vivo como in vitro, podem agir
de maneiras diferentes. Enquanto a colchicina e a mitomicina C induziram
aumento na freqléncia de micronucleos e de anormalidades nucleares, a
ciclofosfamida induziu apenas aumento de anormalidades, ndo levando a
formacao de micronucleos. Esses resultados sugerem que alguns compostos
podem agir formando anormalidades nucleares, porém sem a formagado de
micronucleos. Dessa forma, torna-se evidente que mais estudos sdo necessarios
para se conhecer melhor o mecanismo de formacao das anormalidades nucleares,
para que possa ser determinada mais precisamente a origem genotdxica dos
contaminantes.

Da mesma forma, GRISOLIA e CORDEIRO (2000) testaram diferencas de
respostas entre trés espécies de peixes (Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus e
Cyprinus carpio) a quatro compostos clastogénicos: bleomicina, ciclofosfamida, 5-
fluorouracil e mitomicina C e verificaram que, em geral, a ciclofosfamida
apresentou maior potencial clastogénico que os demais compostos; a espécie T.

rendalli foi a mais sensivel e C. carpio a mais resistente.
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HEDDLE et al. (1991) destacam que micronucleos sdo respostas a curto
prazo a uma substancia genotéxica, de modo que a sua expressdo depende da
intensidade da exposi¢ao a poluicdo e provavelmente independe da duracao de tal
exposicao. MINISSI, CICCOTTI e RIZZONI (1996) também concluiram que o teste
do micronucleo em eritrécitos de peixes é indicativo de dano citogenético de curto
prazo, uma vez que conseguiram demonstrar a capacidade de recuperacao em
organismos que foram removidos do ambiente natural e mantidos em condigbes
laboratoriais controladas.

Segundo AL-SABTI e METCALFE (1995) a maxima inducdo de
micronucleos normalmente ocorre de um a cinco dias de exposi¢ao, concordando
com os resultados de GRISOLIA e CORDEIRO (2000), que observaram a maior
inducdo de micronucleos ocorreu entre dois e sete dias pds-tratamento. Segundo
os resultados observados por GRISOLIA e CORDEIRO (2000) foi observada
tendéncia a diminuicdo da freqUéncia de micronucleos a partir do décimo quarto
dia de exposicao.

A freqléncia de micronucleos dentro de uma populacdo de células é
altamente dependente da cinética da proliferagdo celular. Essa cinética pode
variar de acordo com a espécie de peixe, com o tecido estudado e com as
alteragbes ambientais, entre outros fatores. Dessa forma, ndo é possivel
estabelecer um tempo 6timo para formacao de microndcleos ap6s a exposicao a
agentes genotéxicos sem consideravel trabalho para padronizar os procedimentos
para os ensaios (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Nem todos os agentes que induzem micronulcleos sao clastogénicos,
micronucleos podem ser formados por uma nao disjuncdo como resultado de
exposicdo a um “veneno de fuso” (HEDDLE et al., 1991). No entanto, os
mecanismos pelos quais os poluentes induzem os micronucleos em células de
peixes nao sao totalmente conhecidos (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Ensaios de micronlcleos em peixes sao geralmente realizados com
eritrocitos do sangue periférico devido a facilidade do seu uso. Além de eritrocitos,
outros tipos de células, como de branquias e de figado, também foram usados por
diversos autores como uma alternativa (MANNA; SADHUKHAN, 1986). Como o
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figado € o centro do metabolismo de xenobidticos, ele pode ser considerado como
um tecido adequado para o teste do micronucleo, entretanto, o seu uso apresenta
limitagdo devido ao seu baixo indice mitdtico. De modo contrario, células de
branquias apresentam vantagens sobre os eritrécitos, pois se encontram em
continua divisao e diretamente expostas aos contaminantes (AL-SABTI;
METCALFE, 1995). Segundo HAYASHI et al. (1998), o ensaio do micronucleo
realizado com células de branquias mostrou-se mais sensivel que os eritrécitos,
concordando com CAVAS, GARANKO e ARKHIPCHUK (2005) que também
relatam sensibilidade maior de células de branquias e de figado frente as do
sistema eritrocitério.

O teste do micronucleo pisceo tem sido usado também como indicador
biolégico in situ em peixes no seu ambiente selvagem por diversos autores, como
HOSE et al., 1987; CARRASCO; TILBURY; MYERS, 1990; MINISSI; CICCOTTI;
RIZZONI, 1996; SANCHEZ-GALAN et al., 2001; RODRIGUEZ-CEA, AYLLON;
GARCIA-VAZQUEZ, 2003. Entretanto, no Brasil ainda sdo poucos os relatos do
uso do teste do micronucleo para avaliar efeitos dos contaminantes em peixes
(GRISOLIA; CORDEIRO, 2000). PORTO, ARAUJO e FELDBERG (2005)
verificaram o efeito da poluicdo por mercurio através do teste do micronucleo
pisceo em diferentes espécies de peixes. Eles observaram diferencas ao
compararem animais do Rio Solimées e do Rio Madeira, sendo o Rio Solimbes
tido como referéncia por estar afastado da regido da mineracdo e sem
recebimento de residuos municipais e o Rio Madeira, préximo as areas de
mineragdo, apresentando animais com maior numero de micronucleos e de
alteracdes nucleares.

Como em qualquer técnica laboratorial, alguns fatores devem ser
considerados na aplicacdo do ensaio com micronucleos. Este ensaio ndo é capaz
de detectar as nao disjuncdes mitéticas se estas nao levarem a perda de
cromossomos na anafase, bem como também nao é possivel detectar aberragdes
cromossOmicas causadas por rearranjos, tais como translocacdes ou inversoes,
se estas nao originarem fragmentos acéntricos. Desta forma, o teste nestes casos

apresenta-se subestimativo e com baixa sensibilidade (METCALFE, 1989).



36

1.2.2 Ensaio Cometa

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse cientifico no ensaio cometa para
demonstrar danos no DNA induzidos por contaminantes (BELPAEME;
COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998). O ensaio investiga danos no DNA ao
nivel celular individual através da medicao da migracao em gel do DNA de células
depois de uma corrida eletroforética (SINGH et al., 1988). O nome cometa refere-
se a formacao de uma longa cauda com os fragmentos de DNA deixados apos a
passagem da corrente elétrica (BOMBAIL; GORDON; BATTY, 2001).

O consenso geral atual € que este ensaio é simples, rapido e sensivel,
capaz de detectar uma quebra em 1x10'® Da. Também apresenta a vantagem de
utilizar qualquer célula nucleada eucaridtica, inclusive células vegetais
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998). Contudo, uma das maiores criticas da
técnica € que a ocorréncia de quebras no DNA ndo pode ser atribuida a uma
exposigcao especifica (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

As quebras no material genético podem ocorrer através de um grande
namero de mecanismos como radiacdo ionizante nos locais alcali-labeis, entre
outros. Dessa forma, é importante reconhecer que as quebras podem ocorrer por
vias nao relacionadas diretamente com a genotoxicidade de um quimico. A
ativacdo de enzimas como as endonucleases e as topoisomerases podem resultar
em um elevado numero de quebras bem como elevados niveis de compostos
reativos enddgenos, como radicais super-6xidos e 6xido nitrico. Assim, quebras
podem refletir efeitos diretos de substancias xenobibticas bem como variagcdes nos
niveis de compostos celulares normais. Entretanto, a natureza ndo especifica
desse ensaio em se determinar quebras no DNA causadas por agentes quimicos
€ compensada pela alta sensibilidade e aplicabilidade a diversos tipos de células,
0 que o torna um teste ideal para monitoramento ambiental, segundo
MITCHELMORE e CHIPMAN (1998).
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Outra limitacdo relacionada com a detecgdo das quebras diz respeito a
acao dos mecanismos de reparo que possam agir antes das analises das quebras.
Comparado as células de mamiferos, entretanto, o reparo do DNA em organismos
aquaticos € mais lento (ESPINA; WEISS, 1995), o que pode ser vantajoso nas
andlises de quebras induzidas diretamente, mas que podem diminuir a
sensibilidade do ensaio. Também nao pode ser esquecido que o tipo de dano
observado pelo ensaio € possivelmente reversivel, o que ja foi observado por
varios autores em estudos de monitoramento ambiental, como NACCI et al. (1992)
e PANDRANGI et al. (1995). Os resultados obtidos por esses autores demonstram
que animais contaminados apresentam grande numero de quebras no DNA ao
serem coletados e menos quebras apds um periodo de recuperagdo em condi¢des
nao poluidas, em laboratério, refletindo a reversibilidade e ndo persisténcia de tal
dano. Da mesma forma, LEMOS et al. (2005) verificaram diminuicdo no indice de
quebras em T. rendalli mantidos em laboraté6rio por dois meses.

Um outro ponto que também deve ser considerado na analise diz respeito a
deteccao das quebras que podem ocorrer como resultado da digestdo de DNA
durante o processo de apoptose, segundo observaram MITCHELMORE e
CHIPMAN (1998).

O ensaio cometa tem sido utilizado como uma ferramenta interessante para
monitoramentos, na demonstragcdo da genotoxicidade de substancias e para
investigar impactos na integridade do DNA, reparo e recuperacao em espécies de
interesse ambiental. Nesse sentido, trés principais vantagens foram identificadas:
(i) qualquer tipo de tecido com células nucleadas pode ser usado, (i) sao
necessarias pequenas quantidades de amostras e (iii) 0 ensaio é rapido, sensivel
e barato (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

O principio desta técnica baseia-se no fato de que o DNA da célula que néo
apresentar dano migrara de forma homogénea formando um circulo. Caso o DNA
pesquisado apresente dano, serdo formados fragmentos de diversos tamanhos,
de modo que, na eletroforese, os fragmentos menores migrem mais rapidamente
em relacdo aos fragmentos maiores. Ocorrendo um dano intenso no material

celular, muitos fragmentos de diversos tamanhos serdo formados e migrarao em



38

velocidades diferentes, originando a figura tipica de um cometa (OLIVE; BANATH;
DURAND, 1990).

Ao contrario de outros tipos de ensaio como os testes de micronucleo, de
aberracdes cromossémicas ou de trocas de cromatides irmas, que necessitam de
células em proliferacao para sua viabilidade, o ensaio cometa ndao necessita desta
condicao, podendo ser utilizado em, virtualmente, qualquer tipo de célula
(PANDRANGI et al., 1995).

Diversas publicacdes provam que 0 ensaio cometa é realmente capaz de
detectar danos no DNA causados por diferentes classes de mutagénicos em
peixes. PANDRANGI et al. (1995) demonstraram, utilizando o ensaio cometa,
aumento no dano no DNA em eritrocitos de Ameiurus nebulosus e de Cyprinus
carpio depois da exposicdo a ciclofosfamida; DEVAUX, PESONEN e MONOD
(1997) também mostraram o aumento no comprimento da cauda do nucledide
apds a exposicao de hepatocitos de Onchorynchus mykiss ao benzopireno e ao
peroxido de hidrogénio. Deve-se destacar, entretanto, que a resposta depende
das condi¢des experimentais, das espécies, do tipo de célula, do mutagénico e da
duracgéo da exposicao (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Segundo BELPAEME; COOREMAN e KIRSCH-VOLDERS (1998), apesar
das inumeras vantagens do ensaio, algumas desvantagens importantes
permanecem, como a inabilidade de detectar dano genético assim como mutacao
génica; lesées produzidas no DNA nao sdo estaveis e podem ser reparadas,
assim como a estimativa a longo prazo dos efeitos em organismos é dificil;
elevadas variabilidades inter e intra individuais podem impedir a clara
interpretacdo dos resultados e a quantificagdo do numero de quebras nédo é
possivel.

Basicamente, o ensaio consiste das etapas de preparacdo da suspensao
celular, incubacdo em uma solugao de lise, etapa de desespiralizacao do DNA e
uma corrida eletroforética. O papel da lise no ensaio cometa é o de remover os
conteudos celulares, com excecdao do material nuclear. O DNA permanece bem
condensado devido a presenca de uma pequena quantidade de proteinas nao

histonicas. Porém, quando colocado na solucao de eletroforese, com pH maior
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que 13, a espiralizagdo do DNA comeca a relaxar a partir dos pontos de quebra da
fita, permitindo, dessa maneira, que os mesmos sejam revelados pela eletroforese
na sequéncia do teste (YENDLE et al., 1997).

As condi¢cdes de pH da solucao de lise e do pH do tampao de eletroforese
que proporcionam o relaxamento da molécula de DNA influenciam no tipo de dano
a ser visualizado, bem como nas caracteristicas do cometa obtido. Sob condicoes
neutras (pH 7,5) os cometas apresentam caudas mais densas enquanto que sob
condic¢des alcalinas (pH>10) estas sdo mais dispersas (KLAUDE et al., 1996).

O ensaio cometa realizado sob condi¢gdes alcalinas permite a deteccao de
quebras em fita simples do DNA (OLIVE et al., 1992). Estima-se que com cerca de
mais ou menos 200 quebras na fita de DNA de uma célula o teste mostre sua
sensibilidade. Este numero de quebras é menor do que os detectados por outros
métodos existentes (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999).

Os resultados de biomonitoramento usando o ensaio cometa e o teste do
micronucleo para detectar efeitos de genotoxicidade em sangue, figado, branquia
e rim de peixes estdo sendo avaliados (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-
VOLDERS, 1998), porém com cada vez maior aceitagdo por parte da comunidade
cientifica.

O ensaio cometa € habitualmente realizado com eritrécitos pois estes sédo
facilmente obtidos por métodos nao destrutivos € nao necessitam do passo
adicional de isolamento, porém outros tecidos também tém sido testados, pois os
efeitos de genotoxicidade de contaminantes podem ser muitas vezes tecido-
especificos (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998). O sangue
também apresenta a vantagem de apresentar em sua composi¢cao
aproximadamente 97% de eritrocitos nucleados e apenas cerca de 3% de
leucécitos, o que confere alta homogeneidade ao tecido (MITCHELMORE;
CHIPMAN, 1998).

Os tecidos mais pesquisados, além do sanguineo, sao do figado, por se
tratar do principal érgao do metabolismo, das branquias, devido ao seu continuo
contato com a fase aquosa e do rim, tecido produtor de sangue em peixes
(BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).
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De acordo com HINTON e LAUREN (1990) existem muitas razdes para
selecionar o figado como um importante érgdo em estudos de toxicologia. O
figado dos teledsteos é o tecido que apresenta maior atividade de EROD e
citocromo P450 1A1, importantes na inativacao de hidrocarbonetos de petréleo, na
estocagem de nutrientes, na reacdo de catabolismo de produtos oriundos de
outros tecidos e também na producao da bile, com o duplo papel de favorecer a
digestao de acidos graxos e carregar metabolitos toxicos para a excrecao.

Ensaios realizados com o mutagénico EMS (etiimetanossulfonato)
mostraram resultados estatisticamente significantes para diferentes tecidos com o
ensaio cometa, mostrando que os tecidos pesquisados (sangue, figado, branquias
e rim) sdo sensiveis a esse mutagénico. Os diferentes tecidos mostraram um
padrdo de resposta similar nos experimentos realizados, porém com as seguintes
ressalvas ou distincdes: maior sensibilidade em células de branquias, as respostas
das células do figado foram sempre as menores e nao foi observada tendéncia
clara em células do rim (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Como o ensaio cometa analisa as células individualmente, ha uma certa
limitacdo na desagregacao do tecido. O ensaio cometa apresenta o potencial de
ser usado em uma grande variedade de érgaos, porém uma metodologia de
dissociagao celular ndo se encontra padronizada. As células devem ser separadas
por processos de fragmentacao (processos mecanicos) ou através da aplicacao
de enzimas. Porém, o uso do ensaio cometa para o proposito de
biomonitoramento requer técnicas de dissociacao rapidas, simples e baratas,
tendo em vista que muitas amostras precisam ser processadas em avaliacdes de
contaminagcao ambiental (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).
As células devem ser convenientemente separadas por meios que nao as
danifiquem, mas que permitam sua individualizagdo. No caso de células
sanguineas, estas podem ser diluidas em soro bovino fetal ou em solucao
fisiol6égica. Qualquer que seja o meio utilizado, todo o processamento das células
deve obrigatoriamente ser executado sem que danos adicionais ao DNA possam
ocorrer (FERRARO, 2003).
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BELPAEME, COOREMAN e KIRSCH-VOLDERS (1998) analisaram
diferentes métodos para o isolamento de células de figado, branquias e rim de
peixes, e verificaram que a técnica de desagregacdao com homogeneizador de
tecidos foi a que forneceu melhores resultados, além de apresentar vantagens
como simplicidade, rapidez e baixo custo para sua realizacdo. SASAKI et al.
(1997b), também verificaram a aplicabilidade da desagregacdo mecanica em
homogeneizador de tecidos tendo ainda observado que a dissociacao pelo método
enzimatico provocou danos adicionais ao DNA.

MIYAMAE et al. (1998) constataram a viabilidade dos nudcleos de células
isoladas a partir das técnicas da homogeneizacao de rim, figado, pulméo, baco e
medula 6ssea em ratos. Esses autores, ao trabalharem com os agentes MMS
(metilmetanossulfonato) e o DEN (dietilnitrosamina), verificaram que estes agem
de maneira diferente nos diferentes tecidos; enquanto o MMS agiu em todos os
6rgaos, o DEN induziu dano genético somente no figado, rim e pulmao. Essas
diferengas podem refletir diferentes mecanismos de danos ao DNA. Enquanto o
MMS reage diretamente com DNA, o DEN reage secundariamente via seus
metabdlitos intermediarios. Outro fato importante observado nesse trabalho foi que
0s danos genéticos diminuiram 24 horas apos o tratamento com MMS em todos
0s oOrgaos, provavelmente em decorréncia do reparo e/ou morte das células
danificadas, o que nao foi observado no tratamento com DEN. Essas diferengas
podem, dessa forma, influenciar sobre o potencial carcinogénico de cada um
destes quimicos.

SASAKI et al. (1997b), trabalhando com figado, pulméo, baco, rim e medula
Ossea de ratos, observaram acgao diferenciada de compostos genotoxicos em
diferentes 6rgdos. A genotoxicidade do ENU (etilnitrosouréia) foi observada,
através do ensaio cometa, em todos o0s 6rgaos testados, enquanto que o DAB (p-
dimetilaminoazobenzeno) induziu lesbées somente no figado, indicando que esse

quimico tem uma agao especifica sobre esse 6rgao.
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De acordo com NACCI, CAYULA e JACKIM (1996) as condi¢des 6timas do
ensaio cometa podem ser diferentes para diferentes 6rgaos, sendo que nestes
trabalhos a especificidade para tecidos na eletroforese foi demonstrada.

Uma vez que substancias genotdxicas sao frequentemente tecido-
especificas, a vantagem do ensaio cometa torna-se evidente, pois permite avaliar
os danos do contaminante sobre um tecido especifico. Porém, conforme ja citado,

o0 tecido pesquisado deve ser antes adequadamente desagregado.
1.3 Caracterizacao das areas de estudo
1.3.1 Fazenda Experimental Cangiiiri — Universidade Federal do Parana

Situada a Rua Ivone Pimentel, s/n, Pinhais (PR), a Fazenda Experimental
Canguiiri (Figura 01) est4 localizada a 20 km de Curitiba. Na regido, destacam-se
atividades ligadas a agricultura (feijao, milho, trigo, mandioca, etc.), fruticultura
(frutas de clima temperado), olericultura, bovinocultura de leite, suinocultura,
ovinocultura e exploracéo florestal. A Fazenda do Canguiri ocupa uma area de 220
hectares dentro da Area de Protegcdo Ambiental (APA) do Rio Irai (UFPR, 2006). A
APA do Irai € uma unidade territorial criada em 1996 para proteger os mananciais
da Grande Curitiba. Nessas éareas nao sao permitidas a implantacdo de
loteamentos convencionais nem a utilizacao de agrotoxicos.

A APA do Irai, localizada na porcao nordeste da Regidao Metropolitana de
Curitiba, possui area aproximada de 11.536 hectares e esta situada entre os
paralelos 25%25’ e 25°15’ Sul e os meridianos 49°10’ e 48°50’ Oeste de Greenwich.
Ela abrange parte dos municipios de Colombo, Pinhais, Piraquara, Quatro Barras
e Campina Grande do Sul (Figura 02) tendo sido criada em 1996 para "protecéo e
conservacao da qualidade ambiental dos sistemas naturais ali existentes, em
especial a qualidade e quantidade de agua para fins de abastecimento publico”
conforme consta no artigo 2° do Decreto Estadual n® 1.753/96. A APA do Irai a
montante da barragem do Rio Irai, abrange quatro rios principais: Cangiiri, Timbu,

Cercado e Curralinho e tem como caracteristica "uma grande diversidade
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paisagistica e ambiental, destacando-se a Serra do Mar e os campos de varzea
pela sua biodiversidade" (RELATORIO FINAL DO ZONEAMENTO ECOLOGICO
ECONOMICO, 2000).

FIGURA 01 - FAZENDA EXPERIMENTAL DO CANGUIRI — NOV/05

FONTE: A autora
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FIGURA 02 — REGIAO DE ABRANGENCIA DA APA DO IRAI

LIMITE MUNICIPAL £+
<0 APA DO IRAI
' amm LAGO DOIRAI

FONTE: MATER NATURA, 2006

A bacia do rio Irai necessita de constantes medidas de protecdo ao seu
ambiente por contemplar cinco municipios e conter grandes &reas urbanizadas ou
em processo de ocupagdo acelerada. Com a formacdo do reservatério da
Barragem do Irai, que cobre uma extens&o de 14,5 km?, estabeleceu-se uma nova
realidade ambiental na area, gerando a necessidade de novos instrumentos de
gestdao ambiental para a APA do Irai, de modo geral e, em particular, para as
areas proximas ao lago (ANDREOLI; CARNEIRO, 2005).

Segundo o RELATORIO FINAL DO ZEE (2000), alguns pontos criticos
relativos aos usos antrépicos no entorno da barragem que podem comprometer a
qualidade da agua séao:
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- Atividades industriais de risco: algumas industrias instaladas no territério
da APA possuem elevado potencial poluidor que, mesmo havendo tratamento dos
efluentes e medidas de protecéo, oferecem risco a qualidade do manancial;

- Centro AgronOmico: as atividades realizadas na Fazenda da UFPR e no
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) oferecem risco ao manancial hidrico por
utilizarem produtos quimicos em suas pesquisas;

- Hospitais: oferecem risco de contaminacdo do manancial por agentes
patogénicos e remédios;

- Cemitérios: efluentes organicos provenientes dos cemitérios podem vir a
comprometer a qualidade da agua;

- Pocilgas: os efluentes liquidos e sélidos ndo devidamente manejados
comprometem a qualidade da agua, solo e subsolo.

A Figura 03 apresenta as sub-bacias da APA do Irai com as fontes de
contaminacdo. No mapa merece destaque a regido da sub-bacia Cangtiiri com a
contaminagao por efluente agroquimico. A APA do Irai tem 15% da sua area
destinada a atividade agricola, o que pode oferecer risco a qualidade da agua do
manancial, uma vez que é muito comum em areas de cultivo a larga utilizagao de
agroquimicos, o que pode caracterizar forte impacto sobre a qualidade dos corpos
de agua da regiao pelo assoreamento e carreamento de fertilizantes e poluentes.
No entorno do reservatério existem diversas instalacbes potencialmente
impactantes para a qualidade da agua, como a Fazenda Experimental da UFPR, o
Complexo Penitenciario que abriga a Coldnia Penal Agricola, o Hospital Adauto
Botelho e o IAPAR (RELATORIO FINAL DO ZEE, 2000).

Tendo em vista a importancia dessa &rea para o provimento de agua para
abastecimento publico e do risco ao qual a APA do Irai esta exposta, esse
trabalho se fez necessario. Aléem destes fatores, a ocorréncia de uma denuncia,
em janeiro de 2001, de que a Fazenda Experimental da Universidade estaria
utilizando, indevidamente, agrotéxicos proibidos pela legislacao, justamente numa
area de Protecdo Ambiental também foi decisiva para a escolha do local desse
trabalho.
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FIGURA 03 - MAPA DA REGIAO DA APA DO IRAI COM SUAS SUBBACIAS.
DESTAQUE PARA A REGIAO DA FAZENDA CANGUIRI
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FONTE: Modificado de ZEE (2000)

O Jornal Folha do Parana de 26 de janeiro de 2001 em uma reportagem
relata que a Camara Técnica da Area de Protecdo Ambiental (APA) da bacia do
Rio Irai, formalizou uma denuncia junto ao Instituto Ambiental do Parana (IAP) de
que as fazendas Estagao Experimental Fazenda Escola Canguiri, da Universidade
Federal do Parana (UFPR) e a Estacao Experimental do Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR), continuariam usando agrotéxicos na regido. Na época, tanto o
diretor da fazenda da UFPR quanto o da IAPAR, questionaram as denuncias
(CERVI, 2001).
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A Camara Técnica, que formalizou a denuncia, temia que o uso de
agrotoxicos contaminasse o lencol freatico ou as dguas do reservatério do lIrai,
usadas para captacdo de agua. Como a utilizagdo dos clorados era comum em
todas as areas agricolas do pais é possivel que ainda hoje existam vestigios de
produtos clorados no subsolo da APA do Irai.

O uso agricola do hexaclorobenzeno (BHC) foi proibido no Brasil no final
dos anos 70, mas até entdo era largamente utilizado como inseticida nas lavouras
comerciais, em especial na cafeicultura. Estes produtos clorados chegam a
permanecer no solo por até 50 anos (NAKAGAWA, 2003), ja tendo sido relatados
em diversos trabalhos alguns problemas decorrentes da contaminacédo e sendo
também considerado um carcin6geno em potencial. A principal fonte de
contaminagdo € através de alimentos contaminados. O BHC acumula-se nos
peixes, mamiferos marinhos, aves, liquens, vegetais e em todos os animais que
destes se alimentam, incluindo os seres humanos. A contaminagdo de seres
humanos ainda pode ocorrer através da inalagdo de vapores de BHC (QUENTAL
e MORAIS, 2006).

O BHC, um agrotéxico clorado conhecido como pé de broca, teve seu uso
proibido devido a longa permanéncia de seus residuos no solo. Ao entrar em
contato com o organismo humano, o BHC atua sobre o sistema nervoso central,
bloqueando a producao de acetilcolina e fazendo com que a pessoa intoxicada
perca o controle muscular. Quando os musculos de alguns 6rgaos vitais sao
atingidos, a intoxicacao pode inclusive levar a morte (NAKAGAWA, 2003).

O Instituto Ambiental do Parana (IAP) doou uma area para a UFPR instalar
suas atividades de ensino agropecuario que necessitem do uso de agrotoxicos. A
nova fazenda escola esta localizada em Castro (PR), colocando um fim ao

impasse que perdurou entre os anos de 1996 e 2001 (CERVI, 2001).
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1.3.2 Parque Ecolégico Costa — Curitiba (PR)

Situado a Rua Nicola Pelanda, s/N, no bairro Umbara em Curitiba (PR), o
Parque Ecolégico Costa foi criado em um local onde anteriormente ocorria
extracdo de areia e atualmente existe um pesque-pague (Figura 04). Nao ha
nenhum relato de contaminacado no local, o que possibilita 0 uso das espécies

encontradas como controle negativo para o experimento.

FIGURA 04 - VISTA AEREA DAS LAGOAS DO PARQUE ECOLOGICO COSTA

Fonte: AREAL COSTA, 2006

O Areal Costa foi pioneiro no projeto de recuperagdo de uma antiga area
degradada com extensdo de mais de 1 milhdo e 500 mil m? de onde foram
retirados materiais durante 40 anos, surgindo, dessa forma, o Parque Ecoldgico
Costa (AREAL COSTA, 2006).
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O Parque Ecologico Costa é considerado pelo Instituto Ambiental do
Parand como parte integrante do Parque Metropolitano do Iguacu. O Parque
Metropolitano € um projeto do IAP para recuperacdo das areas degradadas da
varzea do Rio Iguacu. Esse projeto tem uma extensdo de 100 quilébmetros e
comeca na nascente em Sao José dos Pinhais e engloba o Parque Nautico do
Clube Atlético Paranaense, o Zooldgico e o Parque Costa (AREAL COSTA, 2006).

O Parque Costa conta com uma equipe especializada para a conservagao,
preservagao e readaptagao da flora e fauna nativas em sua grande area destinada

ao lazer, diversdo e educagao ambiental do publico.

1.4 Quimico utilizado no bioensaio — Sulfato de cobre (CuSO,)

Entre os poluentes mais prejudiciais ao ecossistema estdo os metais
pesados, que podem ser definidos como elementos quimicos que apresentam
numero atébmico superior a 22 (NRIAGU, 1973). Entretanto, a definicdo mais
difundida é aquela relacionada a saude publica: “metais pesados sao aqueles que
apresentam efeitos adversos a saude humana” (GAUTO, 2006). Estes elementos
existem naturalmente no ambiente e a maioria deles sao necessarios, em
concentragcées minimas, na manutencdo da saude dos seres vivos (XIMENES,
2006). No entanto, quando ocorre o aumento destas concentracoes, efeitos
deletérios comegcam a surgir.

A toxicidade de cada metal varia de acordo com a espécie, porém, segundo
XIMENES (2006), existe uma toxicidade relativa dos metais mais comuns no meio
ambiente, em ordem decrescente de periculosidade: mercurio, prata, cobre, zinco,
niquel, chumbo, cadmio, arsénio, cromo, estanho, ferro, manganés, aluminio,
berilio e litio.

Quando se avalia genotoxicidade em peixes, metais sdo um grupo de
elementos bastante interessantes em se trabalhar, devido ao seu forte impacto na
estabilidade de ecossistemas aquaticos e sua bioacumulacdo em organismos
vivos (TARIFENO-SILVA et al., 1982).
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O acumulo de metais pesados e outros poluentes por organismos, pode ter
efeito bastante abrangente, ja que possibilita o transporte dos contaminantes via
teia alimentar para diversos niveis troficos da cadeia alimentar de tal forma que os
predadores apresentam as maiores concentracdes, ou seja, este efeito culmina
com a ocorréncia das maiores taxas de contaminacdo nos niveis mais altos da
cadeia trofica (consumidores secundarios e terciarios) (BROWN, 1975).

O cobre, também sendo um metal pesado, em quantidade traco é essencial
para a vida enquanto que em excesso é téxico. Sua importédncia na saude e na
doenca é bem documentada (BHUNYA; JENA, 1996), sendo um elemento
essencial para a atividade de diversas enzimas biologicas. Também é
predominantemente encontrado no ndcleo e nas mitocondrias de células vivas.
Encontra-se estabelecido na literatura que o chumbo e o cobre chegam a agua de
consumo como resultado de corrosdo dos materiais de encanamento. Contatos
com o cobre podem ocorrer na agricultura em decorréncia do uso de fungicidas e
algicidas e nas industrias de producao de cobre, de fabricagdo de fungicidas e na
fundicdo de metais (BANU et al., 2004). Um numero de metais presentes no
ambiente ocupacional tem sido reportado na carcinogénese humana, entretanto
nao foi verificada correlacao positiva entre exposicdo ao cobre e cancer (LINDER,
1983).

E reportado que depois da absorcao o cobre liga-se & albumina do plasma
e aos aminoacidos do sangue periférico e transportado para o figado. Os sintomas
que ocorrem imediatamente apds a ingestdo sdo gosto metdlico na boca, dores
abdominais, diarréias e vomitos. Ingestdo de grandes quantidades de cobre pode
causar toxicidade sistémica incluindo hemodlise, necrose hepatica, sangramento
gastro-intestinal, proteinuria, hematuria, taquicardia, convulsdes, coma e morte
(BANU et al., 2004).

No Brasil, a agroindustria é uma atividade que representa uma importante
parcela da balanca comercial. Desse modo, para garantir a eficiéncia dessa
atividade, empresarios e produtores utilizam-se de produtos quimicos, ha varios
anos, com o intuito de garantir e maximizar suas producdes (AZEVEDO-NETO e

HESS, 1970). A administracdo desses produtos pode trazer consequiéncias graves
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ao meio ambiente, j& que, sob a forma de contaminantes, mostram-se
biodisponiveis a serem acumulados nos organismos. Como nem sempre essa
administracdo ocorre de maneira controlada, seu uso indiscriminado prejudica as
condicbes ambientais e os seres vivos participantes do ecossistema (BROWN,
1975).

Associado ao uso indiscriminado de pesticidas organicos sintéticos, um
elevado numero de pesticidas inorganicos também é amplamente usado na
agricultura. Sulfato de cobre, sendo um pesticida inorganico de largo espectro, tem
muitos usos na agricultura no combate a fungos, moluscos e pragas (BHUNYA;
JENA, 1996). Também ¢é freqientemente usado na aquicultura para reduzir a
quantidade de fitoplancton e controlar a floragdo de algas responsaveis por
alteracdes no sabor da agua, pois quando aplicada em dosagens até 0,5 mg/L &
um poderoso algicida (CHEN; LIN, 2001).

A clastogenicidade do sulfato de cobre in vivo esta sendo investigada ha
bastante tempo em diferentes sistemas teste, porém, os resultados tém se
mostrado inconsistentes (BHUNYA; JENA, 1996). Segundo MATSUI (1980), nao
provocou danos ao DNA de procariotos; DE FLORA et al. (1984) reportaram sua
propriedade ndo-mutagénica em diversas linhagens de Salmonella typhimurium e
0 seu resultado negativo nos testes de reparo do DNA com diversas linhagens de
Escherichia coli deficientes em reparo. Segundo OLIVER e MARZIN (1987), o
resultado também foi negativo com o ensaio colorimétrico bacteriol6gico, o SOS
cromosteste. Os efeitos clastogénicos in vivo foram reportados por BHUNYA e
PATI (1987) e AGARWAL, SHARMA e TALUKDER (1990) em ratos, enquanto que
TINWELL e ASHBY (1990) reportaram o efeito negativo na medula éssea de ratos
pelo teste do micronucleo. O forte potencial clastogénico do cobre foi reportado
em plantas (ROSEN, 1964), entretanto, ele ndo induziu aumento na freqiéncia de
troca de cromatides irmas pelo teste com Allium cepa (HAZEN et al., 1988).
SANCHEZ-GALAN et al. (2001) ndao observaram aumento na frequéncia de

micronucleos em lingulas, Anguilla anguilla, contaminadas com sulfato de cobre.
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Entretanto, SINA et al. (1983) verificaram a inducao de aberracoes
cromossOmicas em hepatécitos de ratos tratados com sulfato de cobre e BHUNYA
e JENA (1996) verificaram seu efeito clastogénico em filhotes de Gallus
domesticus através dos ensaios de aberragcdes cromossdmicas € do micronucleo
em células da medula 6ssea. Poucos trabalhos testando a genotoxicidade desse
composto foram realizados em peixes, porém, em um recente trabalho, CAVAS,
GARANKO e ARKHIPCHUK (2005) verificaram em Cyprinus carpio e Carassius
gibelio, que a dose 0,25 mg/L induziu aumento na frequéncia de micronicleos em
sangue periférico, células de branquias e de figado, e ainda destacou maior
sensibilidade destes tecidos frente ao sangue periférico. Através dessa série de
trabalhos, verifica-se uma contradicdo dos resultados observados ao longo dos
anos, destacando assim a necessidade de realizar mais trabalhos que visem
testar a genotoxicidade desse composto.

1.5 O Género Astyanax

A ictiofauna neotropical apresenta a maior diversidade e riqueza de peixes
de agua doce conhecida (LOWE-McCONNELL, 1999; NAKATANI et al., 2001),
sendo que, segundo REIS; KULLANDER e FERRARIS JR (2003) atualmente
existem mais de 4.000 espécies descritas e ha estimativas de que possam existir
cerca de 6.000.

A ordem Characiformes é o grupo dominante dentre os peixes de agua
doce da América do Sul, sendo a familia Characidae a maior e a mais complexa
desta ordem (FOWLER, 1948; GODOY, 1975; NELSON, 1984; BRITSKI;
SILIMON; LOPEZ, 1999).
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A posicao taxondmica da familia Characidae, segundo FINK e FINK (1981),
€ a seguinte:
CLASSE - Osteichthyes

SUBCLASSE - Actinopterigii

INFRACLASSE - Teleostei
SUPERORDEM - Osthariophysi
SERIE - Otophysi
SUBSERIE - Characiphysi
ORDEM - Characiformes
FAMILIA — Characidae

A ordem Characiformes apresenta 10 familias com cerca de 237 géneros e
pelo menos 1343 espécies. Destas, cerca de 208 sdo africanas e o restante do
Sudoeste dos Estados Unidos, do México e das Américas Central e do Sul
(NELSON, 1994). Dentro desta ordem, encontra-se a familia Characidae, a maior
e mais complexa dentre as demais, compreendendo cerca de 30 subfamilias e
aproximadamente 250 géneros. Nesta familia estédo peixes de habitos alimentares
muito diversificados (herbivoros, onivoros, carnivoros) e que exploram uma
grande variedade de habitats (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988). Espécies
pertencentes a esta familia ocorrem em praticamente todos os ambientes de agua
doce e distribuem-se nos continentes americanos, desde a fronteira México -
Estados Unidos até o Sul da Argentina, e africano (LUCENA, 1993). Segundo
FROESE e PAULY (2004), esta familia possui 1406 espécies.

Os peixes da familia Characidae, geralmente apresentam uma nadadeira
caudal adiposa, sdo bons nadadores e incluem a maioria dos peixes de escamas
conhecidos no Brasil, como lambaris, piracanjubas, piranhas, pacus, peixe-
cachorro, dourado, entre outros. Variam de tamanho desde 2 cm, como 0s
pequiras, até mais de um metro, como o dourado (BRITSKI, 1972). Segundo
WEITZMAN e FINK (1983), essa familia é um vasto grupo de peixes
completamente heterogéneo e aparentemente polifilético.
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Dentro da familia Characidae, a subfamilia Tetragonopterinae, € um grupo
bastante diversificado, com muitos géneros e espécies, podendo ser encontrada
ao longo da América do Sul e da América Central. Estes tetragonopterineos sao
conhecidos popularmente como lambaris na regidao Sul e como piabas na regiao
Central (BRITSKI, 1972), com a maioria das espécies onivora e habitos de
forrageamento muito ativos (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988).

Os tetragonopterineos mais freqlientes nos riachos do sudeste do Brasil
sao espécies dos géneros Astyanax, Bryconamericus, Deuterodon,
Hollandichthys, Moenkhausia, Piabina, Hemigrammus e Hyphessobrycon
(GODQY, 1975; BUCKUP, 1999).

O género Astyanax foi inicialmente proposto por Baird & Girard (1854) e a
primeira revisdo mais completa deste género foi realizada por EIGENMANN
(1921) e EIGENMANN (1927), que validou 74 espécies e subespécies.
Posteriormente, GERY (1977) enumerou uma lista de 62 espécies e subespécies
em agua doce do Brasil. A revisdo mais recente, realizada por LIMA et al., (2003),
cita 86 espécies e as poucas subespécies existentes foram elevadas a espécies.

Esses lambaris sdo altamente utilizados para consumo humano, porém
apresentam médio valor comercial devido ao seu pequeno tamanho. Por outro
lado, possuem grande valor ecoldégico como espécie forrageira (GODQY, 1975).
Além disso, sao considerados transformadores de particulas organicas em
proteina, que por sua vez devera alimentar aves e peixes pertencentes a niveis
tréficos superiores, como 0s piscivoros.

Estudos taxondmicos feitos por SAMPAIO (1988), mostram que existem
pelo menos sete espécies do género Astyanax no rio lguacu, das quais apenas
uma estad nominada (Astyanax gymnogenys = sp A) sendo as demais
denominadas de Astyanax sp B, C, D, E e F. Segundo AGOSTINHO e GOMES
(1997) existe mais uma espécie, denominada Astyanax sp G. Muitas espécies do
género Astyanax sao morfologicamente similares e sua separacao tem sido
historicamente dificil (MELO, 2001), formando um complexo do ponto de vista
taxondmico (FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004). Dessa forma, e também

devido as suas caracteristicas biol6gicas e citogenéticas, esse género tem
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recebido, atencdo especial por parte de alguns pesquisadores (MORELLI et al.,
1983; MOREIRA-FILHO, 1989).

Espécies do género Astyanax tém sido consideradas, em grande parte dos
estudos ja realizados, como zooplanctivoras, insetivoras e onivoras, tendo papel
essencial no equilibrio dos ecossistemas (SANTOS, 1981).

A espécie Astyanax sp B (Figura 05), endémica no rio Iguacu, no entanto,
apresenta um comportamento tréfico distinto, alimentando-se basicamente de
vegetais (representados principalmente por gramineas), o que permite classifica-la
como herbivora. No entanto, essa classificacdo, como referido anteriormente,
deve ser considerada temporéria, tendo em vista alguns aspectos que evidenciam
seu comportamento alimentar oportunista. A despeito do alto consumo de matéria
vegetal, essa espécie ndo apresenta caracteristicas morfolégicas de um herbivoro
tipico (intestino longo, estbmago bem delimitado, dentes faringeos, etc). Assim, a
presenca marcante de vegetais nos conteudos estomacais leva a crer que essa
espécie esteja se comportando como oportunista, explorando um novo recurso
abundante e disponivel, em fungdo do alagamento das margens dominadas por
gramineas (AGOSTINHO; GOMES, 1997). A dieta de Astyanax sp B apresenta
um espectro alimentar relativamente amplo, representado por material de origem
vegetal e animal. A proporcéo, entretanto, € muito discrepante, com os vegetais
compreendendo cerca de 91,8% da dieta (AGOSTINHO; GOMES, 1997).

A espécie Astyanax altiparanae (Figura 06) distribui-se pela bacia do alto rio
Tibagi (SHIBATTA et al., 2002) e bacia do alto rio Iguacu (GRACA; PAVANELLI,
2002). Caracteriza-se por apresentar o corpo prateado, com a regido ventral
esbranquicada e a regidao dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvicas
sao amareladas enquanto as demais sdo hialinas ou levemente amareladas. Na
caudal, ainda, hd uma faixa mediana negra estendida a extremidade dos raios
medianos, separando os lobos superior e inferior. Acima da pupila, ha uma
mancha amarelo-ferrugem (GARUTTI; BRITSKI, 2000) sendo esta espécie
conhecida popularmente por lambari rel6gio ou lambari-de-rabo-amarelo. Contudo,
como esta espécie ocorre numa grande diversidade de microambientes, as

populacdes desse lambari ndo sao homogéneas quanto a morfologia.
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Essa espécie apresenta grande capacidade adaptativa exploratoria,
utilizando estratégias diferenciadas na estrutura da populacdo (ORSI; SHIBATA;
SILVA-SOUZA, 2002). Portanto, a elevada plasticidade alimentar de Astyanax
altiparanae, bem como sua capacidade de se reproduzir em todos os ambientes,
explicam o sucesso desta espécie no processo de colonizacao de novos habitats.
Entretanto, observa-se uma preferéncia pela permanéncia em aguas mais

|énticas.

FIGURA 05 - EXEMPLAR DE Astyanax sp B. Barra=2 cm

FIGURA 06 - EXEMPLAR DE Astyanax altiparanae. Barra=3 cm




57

2. JUSTIFICATIVA

Diante da ampla distribuicdo e relativa abundancia do género Astyanax,
neste trabalho foram utilizadas duas espécies (Astyanax sp B e A. altiparanae)
para verificar se existe diferenga significativa de respostas aos xenobiontes a que
ambas estdo expostas tanto em situacdo natural (Fazenda Cangliri e Parque
Costa) como em bioensaio com sulfato de cobre. Além disso, frente a escassez de
dados de genotoxicidade de espécies nativas, esse trabalho se fez necessario na

tentativa de gerar bancos de dados mais consistentes.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar se o0 género Astyanax pode representar um bom biomonitor
independente da espécie e avaliar se existe diferenca significativa entre duas
espécies de Astyanax quando utilizadas como biomonitores de genotoxicidade

ambiental.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar se existe diferenca entre a contaminacdo da Fazenda
Experimental Canguiri (UFPR) e o Parque Ecolégico Costa utilizando os testes de
genotoxicidade: Micronucleo Pisceo, Ensaio Cometa com sangue, figado e rim;

- Verificar se existe diferenca significativa de respostas entre as duas
espécies do género Astyanax;

- Através da realizagdo de um bioensaio com sulfato de cobre verificar o
efeito desse composto no material genético das espécies e comparar as respostas

entre as espécies do género frente a esse quimico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

O género Astyanax foi escolhido por ser amplamente distribuido e de
relativa abundancia. Astyanax sp B é uma espécie nativa enquanto A. altiparanae
é considerada introduzida. Esses animais também foram selecionados baseando-
se no fato de que eles sobrevivem bem em laboratério, 0 que possibilitou sua
utilizacdo na realizag&o do bioensaio.

Para o biomonitoramento, os 114 exemplares utilizados foram coletados
com rede de arrasto com malha de 0,8 cm entre nos. Apds a coleta foram
mantidos em recipientes com agua, devidamente aerados, para transporte. Os
peixes foram levados ao Laboratério de Citogenética Animal, no Departamento de
Genética da Universidade Federal do Parana, onde foram anestesiados e
posteriormente sacrificados.

Os animais utilizados no bioensaio, num total de 75 exemplares, foram
adquiridos em uma piscicultura e mantidos no Laboratério de Citogenética Animal
da Universidade Federal do Parana em tanques de 250 litros por duas semanas
para aclimatacdo, tendo algumas condicbes controladas como temperatura,
mantida entre 20 e 22°C e o fotoperiodo de 12 h/claro e 12 h/escuro. Durante a
aclimatacdo foram alimentados com ragdo comercial com freqlente limpeza dos
tanques e aeracao constante.

Apobs o sacrificio, os peixes foram fixados em formaldeido 10% por 24 horas
e em seguida mantidos em alcool 70% para posterior classificacdo das espécies.
Essa classificacdo foi realizada pelo Dr. Vinicius Abilhoa, curador da colecédo de

peixes do Museu de Histéria Natural do Capao da Imbuia.
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4.2 Biomonitoramento

Foram coletados ao total, 114 exemplares de lambari, pertencentes as
espécies Astyanax sp B e A. altiparanae em dois locais distintos: a Fazenda
Experimental do Canguiri e o Parque Ecolégico Costa. Foram realizadas trés
coletas em cada um dos locais, durante o periodo de um ano, respectivamente em
abril e novembro de 2005 (abr/05, nov/05) e abril de 2006 (abr/06) na Fazenda
Canguiiri (Figura 07) e em fevereiro e outubro de 2005 (fev/05, out/05) e fevereiro
de 2006 (fev/06) no Parque Costa.

FIGURA 07 — COLETA REALIZADA NA FAZENDA CANGUIRI COM REDE DE
ARRASTO MALHA 0,8 CM ENTRE NOS. NOV/05

FONTE: A autora
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Os animais coletados foram transportados até ao laboratério de
Citogenética Animal e Mutagénese Ambiental do Setor de Ciéncias Biolégicas e
sacrificados em seguida. Nao houve periodo de aclimatagao, para evitar possivel
reversdao dos danos. Cada animal foi analisado verificando a frequéncia de
micronucleos e de alteracbes morfolégicas nucleares e quebras no DNA
detectadas pelos ensaios cometa em eritrécitos e em células dos tecidos hepatico

e renal.

4.3 Bioensaio

Para o bioensaio, os peixes foram adquiridos em piscicultura e mantidos em
namero de quatro exemplares para cada aquario de 18 litros por um periodo de
duas semanas para aclimatacao.

Para cada uma das espécies foram montados cinco aquarios para o grupo
controle, totalizando vinte peixes. O mesmo foi realizado para os Astyanax
contaminados in vivo com sulfato de cobre, cinco aquarios com quatro animais em
cada um (Figura 08). A dose do sulfato de cobre utilizada no bioensaio foi de 0,25
mg/L, sendo esta baseada em dados da literatura (CAVAS, GARANKO;
ARKHIPCHUK, 2005). Os lambaris ficaram expostos ao contaminante dissolvido
na agua por um periodo de 72 horas. Decorrido o tempo de exposicao, 0os peixes
foram sacrificados e os tecidos submetidos aos testes de micronucleo pisceo e
ensaios cometa com células de sangue e dos tecidos hepatico e renal.
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FIGURA 08 — BIOENSAIO COM SULFATO DE COBRE, REALIZADO COM A
ESPECIE Astyanax sp B — SISTEMA DE AQUARIOS DO
LABORATORIO DE CITOGENETICA ANIMAL E MUTAGENESE

AMBIENTAL — UFPR

FONTE: A autora

4.4 Biomarcadores

Os testes de genotoxicidade utilizados nos peixes coletados no ambiente
para o proposito de biomonitoramento e naqueles submetidos ao bioensaio, foram:
teste de micronucleo pisceo, para avaliacdo da freqUéncia de micronucleos e
outras anormalidades morfologicas nucleares; ensaio cometa de sangue e ensaio
cometa em células dos tecidos hepatico e renal, para analises de quebras no

material genético.
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4.4.1 Teste do Microntcleo Pisceo

A fim de se verificar a freqiéncia de micronucleos em hemacias periféricas,
foi empregada a técnica descrita por HEDDLE (1973) e SCHMID (1975), com
algumas modificagdes.

A técnica aplicada consistiu das etapas:

a) As laminas foram bem limpas e identificadas.

b) Ao se coletar o sangue do peixe, colocou-se uma gota na superficie da lamina.
c) Com o auxilio de uma laminula, foi feito um esfregaco, espalhando o sangue
sobre a superficie da lamina (técnica de extensbes sanguineas).

c) Foi confeccionada uma lamina por peixe.

e) As laminas, apd6s a secagem ao ar, foram fixadas em etanol 96% por 30
minutos em cubetas.

f) As laminas foram coradas com Giemsa 10% diluida em tampao fosfato (pH 8,6)
por 10 minutos e lavadas em agua corrente.

g) Foram analisadas 2000 células de cada peixe em teste cego, sendo que
somente foram consideradas na andlise hemacias nucleadas com membrana
nuclear e citoplasmatica intactas. Foram consideradas como micronucleos as
particulas que, em relacdo ao nucleo principal, ndo excederam 1/3 do seu
tamanho, apresentavam-se nitidamente separadas, com bordas distinguiveis e
com mesma cor e refringéncia do nucleo. As alteragdes na forma eliptica normal
dos nucleos das hemacias que ndo se enquadraram no conceito de micronucleo,
também foram analisadas, sendo descritas como alteragdes morfolégicas
nucleares (CARRASCO; TILBURY; MYERS, 1990).

4.4.2 Ensaio Cometa

A técnica utilizada foi a descrita por SPEIT e HARTMANN (1999), sendo
feitas algumas alteragcdes, conforme FERRARO, 2003. Antes da coleta do material
para analise, foram preparadas as laminas com cobertura de agarose e a agarose

de baixo ponto de fusdo (LMP) segundo as etapas descritas a seguir.



63

Preparacdo das ldminas com cobertura de agarose

a) Foram dissolvidos 1,5 g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer,
com agitacdo por duas horas. Essa mistura foi entdo levada ao forno de
microondas até sua fervura e completa dissolucao.

b) Apds fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. Apbs a
solidificacdo da agarose, esta foi picada e levada novamente ao forno de
microondas. Essa etapa foi repetida mais uma vez. Ao final desse processo, a
agarose foi mantida em banho-maria a 70°C.

c) As laminas, previamente limpas, foram entdo mergulhadas na agarose
aquecida, sendo o lado da lamina contendo a por¢cao ndo esmerilhada limpo com
um lenco de papel.

d) As laminas foram deixadas overnight em superficie plana e a temperatura
ambiente para solidificar a cobertura de agarose.

Preparacdo da agarose de baixo ponto de fusao (LMP)

a) Foram dissolvidos 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS.

b) Essa solugéo foi entdo levada para fervura em forno de microondas somente
uma vez.

c) A agarose foi mantida em geladeira até 0 momento do uso, quando foi entao
aquecida em banho-maria e mantida em 37°C.

Os animais sacrificados foram previamente anestesiados e o material
coletado (sangue e tecidos hepético e renal) foi armazenado em tubo de
microcentrifuga do tipo ependorf e mantido sob refrigeracdo e ao abrigo da luz até

a montagem das laminas.
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4.4.2.1 Ensaio Cometa com Sangue

Para o ensaio cometa com sangue, o procedimento para montagem das
laminas consistiu das seguintes etapas:
a) Foram coletados 10 pl de sangue de cada animal e misturados com 1 ml de
soro bovino fetal. Desta solucéo, foram coletados 10 pl e misturados com 120 ul
de agarose LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C).
b) Esta suspensao celular foi entdo depositada sobre uma lamina que ja estava
com a cobertura de agarose.
c) Apos a deposicao da mistura agarose LMP e suspenséao celular sobre a lamina,
esta foi entdo coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15 minutos.
d) Depois de decorrido o tempo de refrigeracdo, as laminulas foram gentilmente
retiradas.
e) As laminas foram acondicionadas em cubetas contendo a solugéo de lise por 24
horas.
f) Ap6s o tempo na solugéo de lise, as laminas foram transferidas para a cuba de
eletroforese. As laminas foram colocadas em uma cuba horizontal e, quando
necessario, os espacos existentes foram preenchidos com laminas limpas.
g) A cuba foi mantida sob refrigeracao e no escuro.
h) Na cuba de eletroforese, foi suavemente adicionada a solucédo de eletroforese
com pH maior que 13, de maneira a cobrir as laminas.
i) Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas ficaram na solugédo de
eletroforese por 30 minutos para a desespiralizagdo do DNA.
j) Em seguida, iniciou-se a corrida de eletroforese a 25V e 300 mA por 25 minutos.
l) Apés o tempo de corrida, as laminas foram retiradas da cuba e neutralizadas
com um tampao de neutralizacao (pH 7,5) por 5 minutos. Esse processo foi
realizado em trés secbes, com 5 minutos para cada sec¢do. A neutralizacao foi
realizada aplicando diretamente o tampao sobre as laminas com o auxilio de uma
pipeta sobre uma superficie plana.
m) As laminas secaram em temperatura ambiente.

n) Apds a secagem, as laminas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos.
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0) As laminas foram entao guardadas para posterior coloragcéo e visualizagao.

p) Para a coloracdo, foram adicionados 25 ul de brometo de etideo em cada
lamina. Cada lamina foi coberta com laminula e levada ao microscopio de
epifluorescéncia com aumento de 400x.

q) Foram analisados, em teste cego, 100 ndcleos em cada lamina.

r) Os nucleos foram classificados de acordo com o dano, conforme o comprimento
da cauda formada apds a corrida eletroforética. Os nucleos foram classificados
em: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano maximo) e
4 (nucleo destruido ou em apoptose).

s) Foi realizada a quantificagcdo dos tipos de danos e a atribuicdo de escores em
cada classe. Os escores foram obtidos através da multiplicagdo do numero de

cometas encontrados em cada classe pelo valor da classe.

4.4.2.2 Ensaio Cometa com células de Figado e de Rim

No dia da coleta do material, antes do sacrificio dos animais, foi preparado
o tampao Tris-HCI Sacarose, dissolvendo-se 17,11 g de sacarose e 0,24 g de Tris
em 100 ml de agua destilada e tendo o pH ajustado em 8,6 com HCI ¢onc. EsSSE
tampéao foi mantido sob refrigeracdo até o momento do uso para evitar possivel
contaminacao por fungos. O tampao de homogeneizacao e o procedimento para
montagem das laminas foram realizados segundo RAMSDORF (2005). O
procedimento para montagem das laminas com os tecidos consistiu das seguintes
etapas:
a) Apos cada animal ser anestesiado e ter seu sangue retirado para os testes de
micronucleo e ensaio cometa (células circulantes), foi feita uma incisdo ventral
longitudinal desde a abertura anal até a regido da cabecga para expor a cavidade
abdominal e os 6rgaos internos.
b) Foram retirados os tecidos hepatico e renal de cada animal.
c) Cada um destes tecidos foi acondicionado em frasco de microcentrifuga do tipo
ependorf contendo 1ml de tampdo de homogeneizagdo. Estes frascos foram

armazenados sob refrigeracao e na auséncia de luz.
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d) O tampéao com o tecido foi levado para desagregacdo em homogeneizador
Potter a 1500 rpm por cerca de 30 segundos.

e) Foram coletados 50 pl do homogeneizado obtido.

f) Estes 50 ul de homogeneizado foram misturados com 120 pl de agarose LMP,
previamente preparada e levemente aquecida (37°C).

g) A suspensao celular assim obtida foi utilizada para a montagem das laminas,
conforme os mesmos procedimentos utilizados para montagem das laminas com o

sangue.

4.4.3 Anadlise estatistica

Foram utilizados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis através do
programa BioEstat 2.0. O teste de Mann-Whitney foi empregado em todos os
biomarcadores (teste do micronucleo pisceo, ensaio cometa com células
sanguineas, hepatécitos e células renais) para comparar diferencas entre os locais
de coleta e comparar as respostas das duas espécies em cada um dos locais. O
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparacéo entre as coletas, em cada
um dos locais. Para a analise do bioensaio com sulfato de cobre o teste estatistico
usado foi o teste de Mann-Whitney. O nivel de significadncia considerado nas
andlises foi de 0,05. O programa Excell para Windows foi utilizado para o célculo
das medianas e para a elaboragao dos graficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biomonitoramento

O crescimento  populacional e industrial vem  contribuindo,
progressivamente, na ampliacdo dos impactos ambientais nos ambientes
aquaticos. A poluicdo dos ecossistemas aquaticos pode provocar a perda da
biodiversidade, implicando na diminuicdo ou desaparecimento de varias
populagdes. Assim, estudos de monitoramento nesses ecossistemas sao
fundamentais, pois a saude dos peixes reflete a qualidade e a sustentabilidade
destes ecossistemas. A contaminagado dos recursos aquaticos também é alvo das
preocupagdes humanas, tendo em vista que o consumo direto e indireto de aguas
contaminadas pode causar sérios danos ao organismo.

A utilizagdo de amostras complexas, como as que caracterizam as
ambientais, requer o uso de diversas abordagens para sua melhor avaliagao
toxicolégica. O uso de diferentes ensaios e sistemas bioldégicos garante uma
triagem mais acurada dos efeitos causados por amostras de ambientes poluidos.
Nesse sentido, varios biomarcadores estao sendo desenvolvidos e dentre eles, os
biomarcadores genéticos vém alcancando grande aceitacao.

O monitoramento de efeitos clastogénicos ocasionados pelos poluentes é
de grande importancia em ambientes aquaticos quando se pretende avaliar o
estresse ocasionado pela poluicdo em organismos vivos. Quimicos mutagénicos
possivelmente originam lesées no DNA de animais aquaticos, incluindo quebras
na fita, modificacdo de bases e ligacdes transversais, ocasionando efeitos
adversos na estabilidade dos ecossistemas (KURELEC, 1993). Neste trabalho,
buscamos, através de parametros genotoxicos, estabelecer algumas relacdes
entre os dois locais de coleta analisados: Fazenda Experimental Cangiri e
Parque Ecoldgico Costa, durante o periodo de um ano (2005-2006).
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5.1.1 Coletas realizadas

Foram realizadas trés coletas em cada um dos dois locais analisados. No
Parque Ecoldgico Costa, foram coletados 52 lambaris, sendo 34 Astyanax sp B
(12 em fev/05, 9 em out/05 e 13 em fev/06) e 18 A. altiparanae (nenhum em
fev/05, 8 em out/05 e 10 em fev/06). Na Fazenda Canguiri, foram coletados 62
lambaris, sendo 28 Astyanax sp B (16 em abr/05, 2 em nov/05 e 10 em abr/06) e
34 A. altiparanae (5 em abr/05, 21 em nov/05 e 8 em abr/06).

A literatura recomenda um numero maior de animais coletados em estudos
de biomonitoramento do que os indicados para bioensaios, visando reduzir os
efeitos das variagbes inter-individuais. BELPAEME, COOREMAN e KIRSCH-
VOLDERS (1998) recomendam para estes tipos de analises 25 peixes por local de
amostragem. Isso foi parcialmente conseguido, pois quando se analisa 0 numero
total de individuos coletados no presente trabalho, este parece suficiente para as
duas espécies, porém quando se pretende fazer uma andlise cronoldgica dos
dados, separando os animais obtidos nas diferentes coletas, esse numero se
mostrou reduzido, devido a dificuldade encontrada em se obter nUmeros elevados
de exemplares das duas espécies em cada coleta.

Na primeira coleta no Parque Costa (fev/05), o numero de individuos
coletados foi considerado muito baixo e desproporcional, pois obteve-se 12
Astyanax sp B e nenhum exemplar de A. altiparanae. Na segunda coleta (out/ 05),
apesar de terem sido coletados exemplares das duas espécies e em quantidade
proporcional (9 exemplares de Astyanax sp B e 8 de A. altiparanae), esse numero
foi considerado também reduzido. Na terceira coleta (fev/06) foram coletados 23
lambaris, sendo 12 Astyanax sp B e 11 A. altiparanae. Nesta Ultima coleta, o
namero de lambaris foi um pouco maior que na coleta anterior e também
apresentou proporgcao entre as duas espécies, o que possibilitou que essa fosse
considerada a mais apropriada para as andlises estatisticas quando o intuito foi
comparar as respostas das duas espécies nos diferentes testes. Porém, ressalta-
se aqui que esse numero foi também reduzido, j& que o ideal seria termos

coletado aproximadamente 25 animais de cada uma das espécies por coleta.
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Na Fazenda Experimental do Canguiri a mesma situacao foi verificada. Na
primeira coleta (abr/05) foram capturados 21 lambaris, sendo 16 Astyanax sp B e
somente 5 A. altiparanae. Na segunda coleta (nov/05) foram capturados 21
exemplares de A. altiparanae e somente 2 individuos de Astyanax sp B. Nestas
coletas, apesar de terem sido conseguidos numeros elevados de lambaris (21 na
primeira coleta e 23 na segunda) podemos observar uma propor¢ao bastante
desequilibrada entre os numeros de exemplares coletados de cada uma das
espécies. Na terceira coleta (abr/06) foram capturados 10 individuos da espécie
Astyanax sp B e 8 da espécie A. altiparanae. Nessa Ultima, o numero de
individuos de cada uma das espécies também foi considerado reduzido, porém o
mais indicado para anadlises estatisticas, devido a proporcédo mais equilibrada
entre o numero de individuos das duas espécies.

Os resultados estao apresentados em forma de tabelas na secao de
apéndices por ordem cronolégica dentro de cada local de coleta, sendo Parque
Ecologico Costa — Apéndices 01 (fev/05), 02 (out/05) e 03 (fev/06) e Fazenda
Experimental Canguiri — Apéndices 04 (abr/05), 05 (nov/05) e 06 (abr/06). Nas
referidas tabelas estdo dispostos por espécie os resultados de micronucleo pisceo
e alteragdes morfoldgicas nucleares e os escores do ensaio cometa do sangue,
das células do figado e das células do rim.

Os dados obtidos nas coletas 1 e 2 nos dois locais foram utilizados para
analisar diferencas entre os locais e possiveis diferencas entre os periodos de
coletas. Na terceira coleta, nos dois locais, os dados foram utilizados para avaliar
possiveis diferengcas entre os locais de coleta, entre as épocas de coletas e
também para verificar se havia diferencas de respostas entre as espécies, ja que
nesta ultima o numero de lambaris coletados das duas espécies foi mais uniforme
e por isso, considerado mais adequado para esta anélise.

Foram feitos dois tipos de analises para a comparacao entre os locais de
coleta através do teste estatistico de Mann-Whitney. Inicialmente, a analise
estatistica foi realizada reunindo os dados das trés coletas, porém mantendo as
espécies separadas. Em seguida, foi feita analise separando as coletas entre si.
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5.1.2 Comparacao entre os locais de coleta

Para comparar os dois locais de coleta, foi feita uma analise conjunta dos
dados, tendo sido reunidos os dados de todos os individuos Astyanax sp B
coletados nos dois locais (Parque Costa e Fazenda Canguiri), sendo o0 mesmo
feito com os individuos de A. altiparanae. Porém, as duas espécies foram sempre
analisadas separadamente.

Da espécie Astyanax sp B foram coletados 34 individuos no Parque Costa e
28 na Fazenda Canguiri € ao comparar os dois locais podemos verificar que todos
os biomarcadores utilizados se mostraram sensiveis ao indicar que a Fazenda
Canguiri apresenta maior grau de dano, o que pode ser atribuido a um maior grau
de contaminacao deste local, tendo sido observado elevado grau de significancia
(p=0) no teste do micronucleo pisceo e nos ensaios cometa realizados com
sangue e com células do tecido renal da mesma forma que o observado no ensaio

cometa em células do tecido hepatico (p=0,0003) (Figura 09).

FIGURA 09 — COMPARAGAO ENTRE OS LOCAIS DE COLETA (PARQUE
COSTA E FAZENDA CANGUIRI) REALIZADA ATRAVES DE
MEDIANA ~ DOS  DIFERENTES  BIOMARCADORES
ANALISADOS NA ESPECIE Astyanax sp B (4 p<0,05)
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Da espécie Astyanax altiparanae foram coletados ao todo 18 exemplares no
Parque Costa e 34 na Fazenda Cangtiiri. Ao comparar os dois locais, o teste do
micronucleo nao apresentou diferencga significativa (p=0,3172) porém, os ensaios
cometa detectaram diferenca, com elevados niveis de significancia nos tipos
celulares analisados, em sangue e células do figado (p=0) e células do rim
(p=0,0061), mostrando sempre os animais coletados na Fazenda Canguiri com
maior grau de dano (Figura 10).

FIGURA 10 — COMPARACAO ENTRE OS LOCAIS DE COLETA (PARQUE
COSTA E FAZENDA CANGUIRI) REALIZADA ATRAVES DE
MEDIANA DOS _DIFERENTES BIOMARCADORES
OBSERVADOS NA ESPECIE Astyanax altiparanae (4 p<0,05)

300
250 - +
200 -
o +_
§ 150 m Costa
é 7 <+ Canguiri
100 -
50 | §
0 : ‘ ‘
MN COMETA COMETA COMETA RIM
SANGUE FIGADO
Biomarcadores

Esses resultados sugerem que as duas espécies de lambaris utilizadas
podem ser utilizadas como biomonitores, sendo ainda a espécie Astyanax sp B um
pouco mais sensivel, por ter mostrado diferenga entre os locais inclusive no teste
do micronucleo pisceo.

O teste do microndcleo pisceo detecta DNA extranuclear resultante de
qualquer quebra cromossémica durante a divisdo celular ou eventos de perda de
cromossomos durante a divisdo celular. Esse teste com peixes vem sendo

mostrado como uma técnica bastante Util in vivo para testar a genotoxicidade e
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também apresenta um grande potencial para monitoramento in situ de qualidade
de agua (KIM; HYUN, 2006). Quando os peixes sao utilizados como biomonitores,
algumas classes de contaminantes encontrados nos ambientes aquaticos
aumentam significantemente a freqliéncia de micronucleos e de alteracdes
morfolégicas nucleares, como por exemplo, merclrio organico (PORTO, ARAUJO
e FELDBERG, 2005), hidrocarbonetos clorados (DDTs e PCBs) e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HOSE et al., 1987).

O ensaio cometa detecta quebras na fita de DNA e locais alcali-labeis
através da medicdo da migracdo do DNA (SINGH et al., 1988) e também tém
como vantagens a utilizacdo de qualquer tecido de interesse, sua relativa
facilidade e a geracdo de dados ao nivel celular individual. Muitos pesquisadores
tém avaliado o ensaio cometa como um método para monitoramento dos efeitos
dos agentes que danificam o DNA em organismos aquaticos marinhos e de agua
doce (PANDRANGI et al.; 1995; NACCI; CAYULA; JACKIM, 1996; BELPAEME;
COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Entretanto, poucos trabalhos comparam os resultados do ensaio cometa
com o teste de micronlcleo para avaliacdo da genotoxicidade de ambientes
aquaticos (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998). KIM e HYUN
(2006) ao comparar os resultados dos testes de micronucleo e ensaio cometa em
organismos aquaticos verificaram elevada concordancia entre os ensaios, com
maior sensibilidade do ensaio cometa frente a dois diferentes agentes
mutagénicos (N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina e benzopireno), concordando
com HARTMANN et al., 2001; DIXON et al., 2002; KLOBUCAR et al., 2003. O
ensaio cometa também apresentou maior correlagdo dose-resposta do que o teste
do micronucleo. Quanto a sensibilidade dos tecidos estudados, JIN; LEE e HYUN
(2004) demonstraram menor sensibilidade do sangue quando comparado ao
figado e branquias de carpas.

Nossos resultados também mostram o ensaio cometa com maior
sensibilidade do que o teste do micronucleo pisceo. Pode-se deduzir que essa
sensibilidade maior do ensaio cometa seja decorrente da natureza do dano que

cada teste detecta: enquanto o teste do micronucleo detecta danos bruscos ao
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DNA, o ensaio cometa j4 é capaz de detectar uma quebra em 1x10° Da
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998).

Nossos resultados também mostraram maior sensibilidade de resposta com
0 sangue quando comparado com as respostas observadas nos tecidos, indicando
maior adequacao das células sanguineas para se detectar a presenca de
mutagénicos em aguas, discordando dos resultados encontrados por JIN; LEE e
HYUN (2004). Essa diferenca pode ter ocorrido pela utilizacdo de diferentes
espécies de peixes, que evidentemente apresentam diferencas de metabolismos,
como também pode ter ocorrido pela utilizacdo de diferentes agentes
mutagénicos.

Ja foi verificado em diversos estudos, tanto in situ quanto em bioensaios,
que determinadas espécies nado sao adequadas para estudos de
biomonitoramento, pois nao respondem a presenca de contaminantes no ambiente
aquatico, enquanto que outras espécies sdao capazes de detectar a presenca
destes. SANCHEZ-GALAN; LINDE e GARCIA-VAZQUEZ (1999) relataram a
adequacao da espécie Salmo trutta para detectar a presenga dos metais cadmio e
mercurio e a falta de sensibilidade da espécie Phoxinus phoxinus frente ao
mercurio; AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ (2000) verificaram a sensibilidade da
espécie Poecilia latipinna também frente ao cadmio e ao mercurio € novamente a
falta de sensibilidade de P. phoxinus ao mercurio; GRISOLIA e CORDEIRO
(2000), ao trabalharem em bioensaios com ciclofosfamida e mitomicina no teste do
micronucleo pisceo, constataram maior sensibilidade da espécie Tilapia rendalli do
que as espécies Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio. LEMOS et al. (2005),
analisando diferencas de resposta entre espécies em analises in situ, também
observaram a adequacado da espécie Tilapia rendalli como bioindicadora de
genotoxicidade em ambiente lacustre.

A posicao de determinada espécie na cadeia alimentar pode influenciar a
sua sensibilidade frente aos poluentes. PORTO, ARAUJO e FELDBERG (2005),
ao trabalhar com as espécies Prochilodus nigricans (detritivora), Mylossoma
duriventris (onivora) e Hoplias malabaricus (piscivora), observaram que a

frequéncia de micronucleos na espécie piscivora foi maior do que nas espécies
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detritivora e/ou onivora. Os autores sugerem trés fatores para essa diferenca:
Hoplias malabaricus, sendo uma espécie carnivora, esta em um elevado nivel
trofico, estando sujeito a eventos de biomagnificacdo; a espécie habita
normalmente pequenos riachos onde os baixos valores de pH e de condutividade
favorecem a producao e bioacumulagao de metilmercurio (forma mais téxica que o
metal mercurio na sua forma inorganica). Também o fato de a espécie apresentar
um comportamento sedentario pode contribuir para que ela fique continuamente
em contato com o mercurio presente no ambiente.

Dessa forma, tornam-se necessarios mais estudos visando a verificagao de
quais espécies podem ser usadas nas andlises de biomonitoramento. Algumas
como Phoxinus phoxinus e Genyonemus lincatus apresentam falta de
sensibilidade a diversos poluentes, como destacaram RODRIGUEZ-CEA;
AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ, 2003.

Portanto, antes de se escolher qual espécie se ira utilizar para o propésito
de biomonitoramento, sdo necessarios conhecimentos anteriores sobre a dieta de
cada espécie candidata, andlises comportamentais e detalhes sobre seu
metabolismo. Também se recomenda a utilizagao de bioensaios para verificar se a
espécie escolhida responde realmente quando frente as pequenas concentracdes
de diferentes agentes mutagénicos encontrados no ambiente.

Nos verificamos que as espécies de Astyanax respondem bem em analises
ambientais, sendo dessa forma recomendados como bons biomonitores de
contaminagdo ambiental. Aliado a isso, também podemos atribuir maior
adequacao quando se observa a ampla distribuicado geografica destas espécies e
a grande diversidade de ambientes onde sdo encontrados. As espécies de
Astyanax estudadas no presente trabalho se mostraram sensiveis ao indicar maior
contaminacao na Fazenda Canguiri. Tendo em vista que os animais coletados na
Fazenda sdo também consumidos, isso causa sérias preocupacdes, uma vez que
a provavel fonte de contaminagdo seja constituida por agrotdxicos, que sao
bioacumulados nos tecidos dos peixes e podem vir a contaminar o homem que se

alimenta destes peixes. Além disso, a area em questao trata-se de uma regiao
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préxima a uma barragem destinada a captacdo de agua para abastecimento
publico, o que faz com que o problema atinja propor¢des ainda maiores.

A toxicidade dos organoclorados ndao é mais questionada. LIU et al. (2004)
relataram a inibicdo do crescimento da raiz e quebras no DNA de diferentes
tecidos em Glycine max, quebras estas detectadas através do ensaio cometa,
apés a exposicao a diferentes organoclorados.

Através das andlises dos nossos dados, verificamos ainda que o Parque
Costa pode ser considerado um ponto referéncia quando se trabalha com peixes
naturais de agua doce. Por se tratar de um local préximo a um centro
metropolitano, esse parque merece destaque por fornecer animais com baixos
indices de danos ao material genético. A importancia desse ponto nas anadlises
ambientais também é evidenciada quando se avalia que as condigdes climaticas
encontradas no local referéncia (Parque Costa) sdao semelhantes aquelas
encontradas no local pesquisado (Fazenda Experimental do Canguiri).

5.1.3 Comparacao entre os locais nas diferentes coletas

Tendo em vista que as coletas em cada um dos locais foram realizadas em
épocas do ano coincidentes e que em uma andlise ambiental diversos fatores
como temperatura e precipitacdo podem estar agindo e interferindo nos
resultados, foi realizada comparacao estatistica entre os locais em cada uma das
coletas.

Na coleta 1 no Parque Costa (fev/05) e na Fazenda Cangtiri (abr/05)
obteve-se 12 e 16 exemplares de Astyanax sp B, respectivamente. Os dois locais
foram comparados utilizando o teste estatistico de Mann-Whitney. Observou-se
maior grau de lesdo na Fazenda Canguiri, tanto no teste do micronudcleo pisceo
(p=0,0008) quanto para os ensaios cometa com células de sangue, de figado e de
rim (p=0) (Figura 11).
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FIGURA 11 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS DIFERENTES
BIOMARCADORES (TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO,
ENSAIOS COMETA COM CELULAS DO SANGUE, FIGADO E
RIM) ENTRE OS LOCAIS DE COLETA - COLETA 1 (FEV/05 E
ABR/05) BIOMONITOR: Astyanax sp B (4 p<0,05)
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Na coleta 2 foi realizada a comparacao entre os locais: Parque Costa
(out/05) e Fazenda Canguiri (nov/05). Foi somado o numero de peixes das duas
espécies de Astyanax. Nessa analise, portanto, tinhamos 17 lambaris do Parque
Costa e 23 da Fazenda Cangtiiri. O teste estatistico utilizado foi o de Mann-
Whitney, sendo que o biomarcador micronucleo pisceo ndo detectou diferenca
entre os dois locais (p=0,2985), enquanto que os ensaios cometa, com todos 0s
tipos celulares analisados (sangue, figado e rim), apresentaram diferenca
significativa (p=0), indicando, novamente, os animais da Fazenda Canguiri com

maior grau de dano no DNA (Figura 12).
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FIGURA 12 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS DIFERENTES
BIOMARCADORES (TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO,
ENSAIOS COMETA COM CELULAS DO SANGUE, FIGADO E
RIM) ENTRE OS LOCAIS DE COLETA - COLETA 2 (OUT/05 E
NOV/05) BIOMONITOR: AS DUAS ESPECIES DE Astyanax
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Na coleta 3 foi novamente feita a comparacao entre os dois locais somando
os exemplares das duas espécies. No Parque Costa (fev/06) e na Fazenda
Canguiiri (abr/06) coletamos 23 e 18 lambaris respectivamente. Tanto o teste do
micronucleo pisceo (p=0,0012) quanto o ensaio cometa com sangue (p=0,0058)
mostraram maior lesdo nos peixes coletados na Fazenda Cangliri, mas os
ensaios cometa com células do figado (p=0,9476) e com células do rim (p=0,284)

nao apresentaram diferenga entre os pontos de coleta (Figura 13).
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FIGURA 13 — COMPARAGAO ENTRE AS MEDIANAS DOS DIFERENTES
BIOMARCADORES (TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO,
ENSAIOS COMETA COM CELULAS DO SANGUE, FIGADO E
RIM) ENTRE OS LOCAIS DE COLETA - COLETA 3 (FEV/06 E
ABR/06) BIOMONITOR: AS DUAS ESPECIES DE Astyanax
(+ p<0,05)
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Quando trabalhamos com as coletas reunidas por localidade, analisamos
os dados referentes a 62 lambaris pertencentes a espécie Astyanax sp B (34
coletados no Parque Costa e 28 na Fazenda Canguiri) e 52 lambaris da espécie A.
altiparanae (18 provenientes do Parque Costa e 34 da Fazenda Canguiri). Nas
andlises dos individuos da espécie Astyanax sp B, verificamos que todos os
biomarcadores detectaram diferencas entre os locais de coleta, e nas analises dos
individuos A. altiparanae, somente o teste do micronucleo ndo detectou diferencga
entre os locais de coleta. Nestas andlises, portanto, trabalhamos com um numero
elevado de individuos, o que vem a ser adequado para analises ambientais, ja que
os individuos podem apresentar grandes variagoes inter e intra-individuais. Essas
variagées sao muito comuns e acabam influenciando muito na analise quando o
namero de individuos analisados é reduzido. Dessa forma, quando os dados
foram trabalhados separados por coletas, o numero amostral foi reduzido, o que

pode ter comprometido a precisdo dos testes estatisticos. Da mesma forma,
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quando analisamos os resultados separando as coletas, nas coletas 2 e 3 tivemos
que reunir os dados referentes as duas espécies, o que também pode ter reduzido
a sensibilidade do teste estatistico, caso as duas espécies apresentem diferencas
de respostas. Na coleta 2, trabalhando com 40 lambaris (17 do Parque Costa e 23
da Fazenda Canguiri) somente o teste do micronicleo pisceo nao detectou
diferenca entre os locais de coleta, porém isso pode ser explicado devido a ja
citada menor sensibilidade desse teste e na coleta 3, trabalhando com 41 lambaris
(283 do Parque Costa e 18 da Fazenda Canguiri em Fev/06 e Abr/086,
respectivamente), ndo foi observada diferenca significativa entre os dois locais
qguando se utilizaram dados dos ensaios cometas das células de figado e de rim.

Esses resultados observados podem sugerir que na Fazenda Canguiri a
contaminacao esteja diminuindo de forma gradual, ja que os tecidos hepéatico e
renal foram apresentando menores indices de danos no decorrer das coletas, bem
como também podem sugerir que a contaminacao no Parque Costa possa estar
aumentando no decorrer do periodo amostral, o que também acarretaria na nao
deteccao de diferenca entre os locais quando se analisou ensaio cometa com
células de figado e rim.

Da mesma forma que ocorreu quando avaliamos as coletas de forma
reunida, agora quando analisamos as coletas separadamente, através do diversos
biomarcadores empregados, verificamos elevada taxa de alteragdo no DNA dos
peixes coletados na Fazenda Canguiri, evidenciando uma contaminagao do local,
possivelmente devido a utilizagdo de agrotdxicos. Sugerimos uma continuidade
dos estudos nesta area, para verificar o comportamento das células do sangue e
dos tecidos, segundo os testes do micronucleo e cometa, ainda por alguns anos a
fim de verificar uma possivel e progressiva descontaminagao da area.

Devido a dificuldade de mensurar todos os tipos de quimicos em ambientes
aquaticos, o uso de bioindicadores para medir os niveis de poluicdo é muito
importante  (RANK; JENSEN; JESPERSEN, 2005). Mesmo os testes de
genotoxicidade evidenciando contaminacao por residuos genotéxicos como metais
pesados, compostos clorados e outros compostos organicos, supostamente

utilizados na regido da Fazenda Canguiri, a pesquisa de outros biomarcadores,
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como a medicao da atividade da enzima acetilcolineterase em musculo de peixes,
que evidencia contaminacdo por pesticidas, especialmente carbamatos e
organofosforados (MONSERRAT; YUNES; BIANCHINI, 2001) também pode ser
recomendada para a area. Além disso, também pode-se recomendar analises da
concentracao de pesticidas na agua da represa da Fazenda Canguiri. Apesar do
elevado custo destas andlises, devido ao elevado nivel de precisao exigida (em
niveis de ppb — particulas por bilhdo), essa analise indicaria, com precisao, qual a
origem da contaminacdo, ja evidenciada através dos biomarcadores de

contaminagao ambiental, como os apresentados nesse trabalho.
5.1.4 Comparacao entre as diferentes épocas de coleta

E também de se considerar que animais pecilotérmicos, tais como os
peixes, a taxa metabdlica € uma consequiéncia direta da temperatura ambiental.
Dessa forma, é conhecido que flutuagdes na temperatura ambiental podem
resultar em algumas respostas celulares induzidas por estresse. Exposicao de
células ou organismos a um estresse térmico pode resultar em alteracbes na
integridade do nucléolo bem como efeitos adversos na estrutura e funcionamento
do centrdbmero dos cromossomos (BUSCHINI et al., 2003). Um retardo na
progressao do ciclo celular e a inabilidade de células de entrarem em mitose sao
processos que também ja foram observados (YANG; TAKAHASHI, 1999).

Variabilidade sazonal tem sido largamente referenciada em estudos de
monitoramento e a temperatura é um dos fatores associados com essa
variabilidade. S&o necessarias, entretanto, mais investigacées dos efeitos da
temperatura nos niveis de danos ao DNA. BENINCA (2006) observou maior dano
em peixes coletados durante o periodo de inverno.

Os niveis de precipitacdo observados nas épocas das coletas também
podem ser determinantes, pois 0 excesso de chuvas pode ocasionar carreamento
de poluentes aos rios e lagos. Segundo RANK, JENSEN e JESPERSEN (2005)
condicbes do tempo, como tempestades, podem causar turbuléncia dos

sedimentos e transporte de poluentes para locais distantes de seu local de origem.
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A sedimentacdo primaria ou os movimentos de sedimentos sdo fatores muito
dificeis de serem avaliados, mas que podem influenciar os niveis de poluicdo. A
seqguir, estao apresentados os resultados referentes as coletas realizadas nos dois

locais separadamente.

5.1.4.1 Coletas na Fazenda Canguiiri

Desconsiderando as espécies, também foram realizadas comparacoes
entre os periodos de coletas.

Para se verificar se houve diferenca entre as coletas deve-se observamos o
valor de p fornecido pelo teste de Kruskal-Wallis entre as coletas comparadas
duas a duas, sendo o nivel de significancia de 0,05. Para verificar qual coleta
apresentou maior grau de dano observamos o valor do posto médio (R) de cada
uma das coletas, valor esse também fornecido pelo préprio teste estatistico.

O teste do micronucleo pisceo realizado nos lambaris coletados na
Fazenda Canguiiri, ndo detectou diferenca entre as coletas 1 (Abr/05) e 3 (Abr/06)
(p=0,2574). Ao comparar as coletas 1 e 2 (Nov/05), o valor de p observado foi de
0,0609 valor esse que reflete ndo haver diferenga entre as coletas, porém pode
ser um indicativo de que exista diferenca entre essas coletas (valor muito préximo
do limiar de significancia). Ao comparar as coletas 2 € 3 observou-se diferenca
significativa (p=0,0031) e maior contaminacdo na coleta 3 (Abr/06) do que na
coleta 2 sendo que o valor do posto médio (R) foi 23,1739 na coleta 2 e enquanto
que na coleta 3 esse valor foi de 39,9444. Dessa forma, utilizando o teste do
micronucleo pisceo pode-se estabelecer uma relagdo entre as coletas da Fazenda
Canguiri como: coletal ~ coleta 3 > coleta 2.

No ensaio cometa com eritrécitos realizado com os lambaris coletados na
Fazenda Canguiri, observou-se diferenca entre todas as coletas, sendo entre as
coletas 1 e 2, p=0,0063 e p=0 entre as coletas 1 (Abr/05) e 3 (Abr/06) e entre 2
(Nov/05) e 3. A coleta 1 foi a que apresentou maior dano (R1= 48,1905), seguido
pela coleta 2 (R2=33,3043) e finalmente pela coleta 3 (R3=9,7222), esta com
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menor dano. Nesse ensaio, a relagao estabelecida entre as coletas € a seguinte:
coleta 1 > coleta 2 > coleta 3.

O ensaio cometa com células de figado dos lambaris coletados na Fazenda
Canguiri, mostrou diferenca da coleta 2 para as demais sendo p=0 ao comparar
esta com a coleta 1 e com a coleta 3. Nao foi verificada diferenca entre as coletas
1 e 3 (Abr/05 e Abr/06; p=0,2907) e, ao se observar o valor do posto médio
fornecido pelo teste de Kruskal-Wallis, verificou-se maior dano na coleta 2
(Nov/05; R2=46,6739). Dessa forma, a relagdo entre o dano observado nas
coletas realizadas na Fazenda Canguiri, ao utilizar o ensaio cometa com células
de figado foi: coleta 2 > coleta 1 ~ coleta 3. No ensaio cometa com tecido renal
verificou-se também menores danos na coleta 3 (R3=18,3056) do que nas outras
duas (sendo R1=24,4 e R2=46,6739).

Ao analisar esses resultados referentes as coletas da Fazenda Canguiiri,
verificamos que os dados das coletas 1 e 3 foram quase sempre semelhantes. As
épocas nas quais essas coletas foram realizadas (abril de 2005 e abril de 2006)
apresentam condi¢cées climaticas semelhantes, com temperaturas elevadas e
baixos indices de precipitagdo, enquanto que na coleta 2, em novembro, o indice
pluviométrico observado € maior. Quando analisamos o ensaio cometa com tecido
hepatico, verificamos maiores danos na coleta 2, fazendo com que possamos
sugerir que com indices pluviométricos elevados, maiores também sao os danos
ao DNA (especificamente no figado), possivelmente pelo carreamento de
poluentes genotoxicos aos lagos. Desse modo, esse teste pode estar
evidenciando alguma contaminagdo aguda no local logo apds os periodos de
chuva. A Tabela 03 apresenta os indices pluviométricos mensais observados na
cidade de Curitiba, no periodo de 2001 a 2003.
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TABELA 03 — PRECIPITAQAO MEDIA MENSAL (EM MM) PARA A ESTACAO
PLUVIOMETRICA PIRAQUARA — PR, NO PERIODO DE 2001 A
2003

Anos | jan fev mar  abr mai  jun jul ago  set out nov  dez

2001 725 1748 1669 725 1496 151,8 1742 56,4 588 1644 1402 136,6
2002 2299 1412 1009 56,1 99,3 445 390 72,8 1593 1385 1154 110,7
2003 12,7 210,7 40,8 783 20,0 76,6 143,8 15,3 160,7 42,3 136,9 1454

Média 105,0 1756 1029 69,0 896 91,0 119,0 482 1263 1389 130,8 130,0

FONTE: Modificado de XAVIER, 2005

Os micropoluentes organicos, também chamados de POPs (Poluentes
Orgénicos Persistentes) incluem, entre outras moléculas, os inseticidas
organoclorados. Os POPs sao bastante importantes em estudos ecotoxicoldgicos,
podendo ser encontrados nas partes mais remotas do planeta (tanto em solos,
como na agua € no ar), até mesmo em areas de pouca ou nenhuma utilizacao
destes. Esse fato se deve as suas caracteristicas fisico-quimicas que favorecem
processos de persisténcia, biomagnificacdo e grande transporte atmosférico. Os
processos de biomagnificacdo e bioacumulacdo ocorrem devido as suas
caracteristicas lipofilicas, que faz com que esses compostos se integrem aos
organismos € as cadeias troficas (SANTOS et al., 2004; HERMANNS; FILLMANN,
2004).

Com relacdo aos ensaios cometa realizados, podemos deduzir que tanto
para eritrécitos quanto para tecido renal houve uma diminuicdo do grau de leséao
da primeira para a terceira coleta. Esse fato foi de acordo com o esperado, uma
vez que toda e qualquer atividade agropecuaria com xenobiontes na Fazenda
Experimental do Canguiri esta suspensa desde 2001 e a tendéncia é para que
ocorra reducao na concentracdo destes agentes com o passar dos anos. A Tabela
04 apresenta as medianas de danos impostos ao material genético utilizando os
quatro biomarcadores: teste do microndcleo pisceo, ensaio cometa com sangue,
com células do tecido hepatico e com células do tecido renal dos peixes coletados
na Fazenda Canguiri (Abr/05, Nov/05 e Abr/06) (Figura 14).
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TABELA 04 — MEDIANAS ENCONTRADAS ATRAVES DOS DIFERENTES

BIOMARCADORES NOS PEIXES COLETADOS NA FAZENDA
CANGUIRI (ABR/05, NOV/05, ABR/06)

) ESCORES ESCORES
NUMERO DE MN ESCORES ENSAIO ENSAIO COMETA ENSAIO COMETA
COLETAS E ALTERACOES COMETA SANGUE FIGADO RIM
1 4 330 118 167
2 3 242 207 145
3 5 127,5 116,5 112
NOTA: épocas das coletas: coleta 1 - abril de 2005; coleta 2 - novembro de 2005 e coleta 3 - abril
de 2006.
FIGURA 14 - COMPARAQAO ENTRE AS MEDIANAS DOS BIOMARCADORES
(TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO, ENSAIO COMETA COM
CELULAS DE SANGUE, DE FIGADO E DE RIM) NAS COLETAS
REALIZADAS NA FAZENDA CANGUIRI, DESCONSIDERANDO
AS ESPECIES
350
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5.1.4.2 Coletas no Parque Ecoldgico Costa

Da mesma forma que nas andlises realizadas com o material das coletas

na Fazenda Canguiri, para a analise dos dados observados nas coletas do Parque

Costa, os peixes também foram considerados como da mesma espécie. As
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comparagdes foram feitas entre os periodos de coletas, através do teste
estatistico de Kruskal-Wallis.

Para verificar se houve diferenca entre as coletas observamos o valor de p
entre as coletas comparadas duas a duas e, para verificar qual coleta apresentou
maiores danos observamos o valor do posto médio (R) de cada uma das coletas,
valores estes fornecidos pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis.

O teste do micronucleo pisceo realizado em lambaris coletados no Parque
Costa nao detectou diferenca entre as coletas, com p=0,6321 entre as coletas.

No ensaio cometa com sangue observou-se diferenga (p=0,0011) entre as
coletas 1 (Fev/05) e 2 (Out/05) e entre as coletas 1 e 3 (p=0,0006) (Fev/06). Nao
foi observada diferenga entre as coletas 2 e 3 (p=0,9693). Analisando o valor do
posto médio (R) na coleta 1, verificamos que esta apresentou menores danos
(R1=12,25) enquanto que as coletas 2 e 3 apresentaram R2=30,88 e R3=30,69,
respectivamente. Assim, a relagdo observada entre as coletas realizadas no
Parque Costa usando o biomarcador cometa com sangue foi: coleta 2 ~ coleta 3 >
coleta 1.

No ensaio cometa realizado com tecido hepatico dos lambaris coletados no
Parque Costa, foi verificada diferenca entre todas as coletas, com p=0,0102 entre
as coletas 1 e 2; p=0 entre as coletas 1 e 3 e p=0,031 entre as coletas 2 e 3 E, ao
observarmos o valor de R1 (posto médio da coleta 1) verificamos que este foi
10,5833 enquanto que R2=25,2647 e R3=35,7174, mostrando dessa forma a
coleta 1 foi a coleta com menor indice de dano, seguido da 2 e depois pela coleta
3, sendo essa com maiores danos. A relagcdo entre as coletas, utilizando esse
biomarcador foi: coleta 3 > coleta 2 > coleta 1.

No ensaio cometa com células de tecido renal, ao comparar as coleta 1 e 2,
nao foi verificada diferenca (p=0,1519) enquanto que entre as coletas 1 e 3 e entre
as coletas 2 e 3 podemos verificar diferencas entre elas, sendo p=0,0001 e
p=0,0098, respectivamente. Ao analisarmos os valores de R (posto médio)
verificamos que a coleta 3 teve maior dano e que a coleta 1 teve o menor dano,
sendo R1=14,6667, R2=22,8529 e R3=35,3696. Sendo assim, a relacao
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estabelecida entre as coletas, usando o biomarcador ensaio cometa com células
do tecido renal, foi: coleta 3 > coleta 1 ~ coleta 2.

Podemos verificar através dos ensaios cometa realizados com células de
sangue, de figado e de rim que a coleta 1 foi a que apresentou os menores indices
de dano. Nesse caso, os indices médios pluviométricos nos meses de fevereiro e
outubro (Tabela 03) sdo semelhantes, ndo sendo uma justificativa que possa
explicar o aumento gradual dos danos que foram observados. Assim, podemos
sugerir que houve algum evento de contaminacao no Parque Costa no decorrer do
periodo.

A Tabela 05 apresenta as medianas de danos impostos ao material
genético utilizando os quatro biomarcadores: teste do micronucleo pisceo, ensaio
cometa com sangue, com células do tecido hepatico e com células do tecido renal
dos peixes coletados no Parque Costa (Fev/05, Out/05 e Fev/06) (Figura 15).

TABELA 05 — MEDIANAS ENCONTRADAS ATRAVES DOS DIFERENTES
BIOMARCADORES NOS PEIXES COLETADOS NO PARQUE
COSTA (FEV/05, OUT/05, FEV/06)

MN E
COLETAS ALTERACOES COMETA SANGUE COMETA FIGADO COMETA RIM
1 2 47 39 45,5
2 2 85 84 64
3 2 104 102 98

NOTAS: épocas das coletas: coleta 1 - fevereiro de 2005; coleta 2 - outubro de 2005 e coleta 3 -

fevereiro de 2006.
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FIGURA 15 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS BIOMARCADORES
(TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO, ENSAIO COMETA COM
SANGUE E TECIDOS HEPATICO E RENAL) NAS COLETAS
REALIZADAS NO PARQUE COSTA, DESCONSIDERANDO AS

ESPECIES
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Ao comparar as respostas dos diferentes biomarcadores, podemos deduzir
que a contaminacédo na Fazenda Cangtiiri encontrou-se diminuida, enquanto que
no Parque Costa a contaminagcdo encontrou-se aumentada no decorrer desse
trabalho.

No caso da Fazenda Canguiri, a diminuicdo no grau de dano detectada,
pode ser devido ao fato da Fazenda se encontrar desativada desde 2001 e,
portanto, sem nenhuma atividade agropecuaria desenvolvida desde entdo. Pode-
se presumir, dessa forma, que as aguas da lagoa estdo sendo restauradas. O
efeito contrario foi verificado no Parque Costa, que teve aumentado o dano. Isso
pode ser resultado da entrada de agua contaminada proveniente do Rio lguacu na
lagoa do Parque ou devido as intensas chuvas que carream contaminantes aéreos
para dentro das lagoas, sendo esta a causa tida como a mais provavel, tendo em
vista que este parque estd localizado em uma é&rea bastante industrializada de
Curitiba e a lagoa utilizada em nosso trabalho tida como sem contato com as

aguas do Rio Iguagu.
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5.1.5 Comparacao de respostas entre as duas espécies

A comparacado entre as duas espécies foi possivel de ser feita na terceira
coleta em ambos os locais: Parque Costa (Fev/06) e Fazenda Canguiri (Abr/06).
Esta comparacao foi realizada para todos os biomarcadores através do teste
estatistico de Mann-Whitney. Essa terceira coleta foi a Unica que possibilitou essa
analise, tendo em vista a freqiiéncia proporcional de exemplares de cada uma das
espécies em cada um dos locais de coleta.

Dessa forma, para analisarmos se houve diferenca entre as espécies,
trabalhamos com 23 exemplares de Astyanax sp B (sendo 13 no Parque Costa e
10 na Fazenda Cangtiiri) e 18 de Astyanax altiparanae (sendo 10 no Parque Costa
e 08 na Fazenda Canguiiri).

No teste do micronucleo pisceo os dados observados nos exemplares
coletados na Fazenda Cangtiri mostraram diferenca de resposta entre as
espécies (p=0,0263), tendo a espécie Astyanax sp B apresentado maior grau de
lesdo em relagdo a A. altiparanae. Podemos deduzir pelo teste do micronucleo
pisceo que Astyanax sp B se mostrou mais sensivel a agdo dos contaminantes
presentes na agua do lago da Fazenda Canguiri do que A. altiparanae. Nos
individuos coletados no Parque Costa, ndo foi detectada diferenca de resposta
entre as duas espécies (p=0,765).

No ensaio cometa com sangue, os dados obtidos dos animais coletados na
Fazenda Canguiri ndo detectaram diferenca de resposta entre as duas espécies
(p=0,1002), porém o ensaio realizado nos animais coletados no Parque Costa,
mostrou diferenca significativa entre as espécies, tendo Astyanax altiparanae
apresentado maior lesdo (p=0,0508). Porém, o subdimensionamento amostral
pode ter comprometido a precisao do teste estatistico.

O ensaio cometa com tecido hepatico mostrou que a espécie Astyanax
altiparanae, coletada na Fazenda Cangliri, apresentou maior dano (com
p=0,0067), sendo que, de forma contraria, nos animais coletados no Parque
Costa, ndo foi observada diferenga de resposta entre as espécies (p=0,468).
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No ensaio cometa com tecido renal, foi detectado maior grau de dano nos
individuos da espécie A. altiparanae (com p=0,082) nos animais coletados no
Parque Costa, enquanto que os peixes coletados na Fazenda Cangliri nédo
apresentaram diferenca significativa entre as respostas das duas espécies
(p=0,8940).

De uma maneira geral, alguns biomarcadores em alguns dos locais néao
mostravam diferencas de respostas entre as espécies, e o0s resultados que
mostravam diferengas apresentaram valores de p muito préximos do limite de
significancia. Assim, como a grande limitacdo deste trabalho foi encontrar um
nuamero suficiente de animais de cada uma das espécies nos dois locais de coleta,
podemos questionar se o0 numero de individuos utilizados nessa analise foi
adequado, podendo as variagdes inter e intra-individuais ter originado essa
diferenca de resposta entre as espécies. Sendo assim, verificou-se a necessidade
de complementar os dados obtidos no biomonitoramento com os dados de um
bioensaio, com um numero elevado de exemplares e com condicdes mais
homogéneas do que as observadas no campo. Esse bioensaio pode fornecer
resultados mais confiaveis no que diz respeito em relacao a resposta diferenciada
das duas espécies.

As Figuras 16 e 17 mostram a comparacdo entre as espécies Astyanax
altiparanae e Astyanax sp B coletados na Fazenda Canguiri € no Parque Costa,

respectivamente.
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FIGURA 16 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS BIOMARCADORES

(TESTE DO MICRONUCLEO P[SCEO, ENSAIO COMETA COM
CELL}LAS DE SANGUE, DE FIGADO E DE RIM) ENTRE AS
ESPECIES Astyanax altiparanae e Astyanax sp B COLETADOS
NA FAZENDA CANGUIRI — ABR/06 (4 p<0,05)
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FIGURA 17 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS BIOMARCADORES

(TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO, ENSAIO COMETA COM
CELULAS DE SANGUE, DE FIGADO E DE RIM) ENTRE AS
ESPECIES Astyanax altiparanae e Astyanax sp B COLETADOS
NO PARQUE COSTA — FEV/06 (4 p<0,05)
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A Figura 18 apresenta nuacleos de eritrécitos dos peixes coletados na
Fazenda Canguiri, mostrando algumas alteragdes morfolégicas (b a e) e presenca
de micronucleos (f e g) e a Figura 19 apresenta secdes de laminas do ensaio
cometa com sangue de lambaris apresentando elevados (a) e baixos (b) indices
de danos.

FIGURA 18 — NUCLEOS DOS ANIMAIS COLETADOS NA FAZENDA CANGUIRI.
OBSERVAM-SE EM: a — NUCLEO NORMAL; b, ¢, d E e —
NUCLEOS COM ALTERAGCOES MORFOLOGICAS; f E g —
PRESENCA DE MICRONUCLEO

a b g C d
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FIGURA 19 - SECOES DE LAMINAS COM CELULAS DE SANGUE
SUBMETIDAS AO ENSAIO COMETA, APRESENTANDO (a)
ELEVADOS GRAUS DE DANOS E (b) BAIXOS GRAUS DE
DANO
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5.2 Bioensaio

O uso de bioensaios permite estudar os efeitos toxicos de determinados
contaminantes de forma isolada ou associados, minimizando a influéncia das
variaveis ambientais. Os resultados obtidos através de bioensaios nao podem ser
transferidos diretamente para o ambiente, mas auxiliam no fornecimento de uma
base de dados visando um melhor entendimento dos fatores que estao interferindo
na saude dos organismos e/ou alterando as condigdes do proprio ambiente.

Para avaliar as diferengcas de respostas entre as duas espécies de
Astyanax (Astyanax sp B e Astyanax altiparanae), utilizamos o quimico sulfato de
cobre em bioensaio. Esse composto vem tendo a sua clastogenicidade testada in
vivo, porém, os resultados tém se mostrado inconsistentes (BHUNYA; JENA,
1996). Para MATSUI (1980), ele ndo ocasionou danos ao DNA de procariotos; DE
FLORA et al. (1984) reportaram sua propriedade nado-mutagénica em diversas
linhagens de S. typhimurium e o seu resultado negativo nos testes de reparo do
DNA com diversas linhagens de E. coli; OLIVER e MARZIN (1987), também
observaram resultados negativos em bactérias e SANCHEZ-GALAN et al. (2001)
ndao observaram aumento na freqléncia de micronucleos em lingulas,
contaminadas com sulfato de cobre. Entretanto, efeitos clastogénicos in vivo foram
reportados por BHUNYA e PATI (1987), AGARWAL, SHARMA e TALUKDER
(1990) e SINA et al. (1983) em ratos, ROSEN (1964) em plantas e por BHUNYA e
JENA (1996) em filhotes de Gallus domesticus.

Poucos trabalhos testando a genotoxicidade desse composto foram
realizados em peixes, porém, recentemente, CAVAS, GARANKO e ARKHIPCHUK
(2005) verificaram em Cyprinus carpio e Carassius gibelio, que a dose 0,25 mg/L
induziu aumento na freqiiéncia de micronucleos em sangue periférico, células de
branquias e de figado. Diante da inconsisténcia dos dados observados, da
escassez de trabalhos visando determinar a toxicidade desse composto em peixes
e comparar as duas respostas de Astyanax no presente estudo, o bioensaio foi

realizado.
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O sulfato de cobre é freqlentemente usado na aquicultura para reduzir a
quantidade de fitoplancton e controlar a floracdo de algas (CHEN; LIN, 2001). A
aplicacao de cobre varia de 0,025 a 2 mg/L, resultando em acumulo do excesso
do ion cobre e subsequente toxicidade, o que reduz o crescimento, a reproducao e
a alimentacao dos organismos expostos (BOYD, 1990). Além disso, pode ser letal
aos peixes por desencadear um processo de coagulacdo do muco branquial e
consequentemente a asfixia (LINDER, 2001). Doses elevadas de cobre sao
extremamente nocivas, pois é facilmente bioconcentrado nas branquias, figado,
rins, tecidos adiposos e na musculatura dos organismos aquaticos,
comprometendo-os para o consumo humano (LUCARELLI, 2006).

Quando a habilidade de estocar o cobre é excedida, a concentracéo
liberada (ndo estocada) pode gerar ERO (espécies reativas de oxigénio). Assim, o
cobre pode contribuir para a formagao de radicais livres (pro-oxidante) ou ainda
para a resisténcia contra a formagao do estresse oxidativo (antioxidante) (LINDER,
2001). Excesso deste metal na dieta desencadeia a primeira agao toxica que € a
formagao de radicais livres no tecido onde o cobre se acumulou. O figado € o
principal érgdo envolvido na homeostase do cobre e acumula uma grande
proporcédo deste elemento absorvido dos alimentos ou agua. O principal érgao de
excregcdo do excesso de cobre em peixes teledsteos € a bile (GROSELL;
JENSEN, 2000). As branquias de peixes também estao implicadas na excrecao de
cobre (HANDY, 1996), mas esse processo ainda nao esta bem definido.

5.2.1 Comparacao entre os grupos controle e tratados com sulfato de cobre

Foram utilizados para a realizagdo do bioensaio 75 lambaris, sendo 36
pertencentes a espécie Astyanax sp B (18 contaminados e 18 controles) e 39 A.
altiparanae (20 contaminados e 19 controles). Os lambaris, tanto os controles
como os do grupo contaminado, foram mantidos em aquarios de 18 litros, com
quatro animais por aquario, sendo que os contaminados ficaram expostos a
contaminagcao por sulfato de cobre (0,25mg/L) por 72 horas. Também foram

analisados sangue pelo teste do micronucleo pisceo e ensaio cometa e células do
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figado e do rim pelo ensaio cometa. Os resultados observados para Astyanax sp B
estao apresentados no Apéndice 07 e para Astyanax altiparanae no Apéndice 08.

Com a espécie Astyanax sp B, o teste do micronulcleo pisceo mostrou
diferenca significativa entre os grupos controle e tratado, sendo p=0,004. O ensaio
cometa com sangue também indicou a presenca de contaminacao (p=0). Esses
resultados mostram que o sangue é capaz de refletir as diferencas entre os grupos
controles e tratados com sulfato de cobre na concentragdo de 0,25 mg/L, tanto no
teste do microndcleo pisceo quanto no ensaio cometa com eritrécitos. Esses
resultados concordam com CAVAS, GARANKO e ARKHIPCHUK (2005) que
verificaram em Cyprinus carpio e Carassius gibelio, que a dose 0,25 mg/L induziu
aumento na freqiiéncia de micronucleos em sangue periférico.

Os resultados obtidos nos ensaios cometa com as células do figado
(p=0,2482) e do rim (p=0,2614) em Astyanax sp B ndo demonstraram diferenca
significativa entre os grupos controle e tratado. Esses resultados podem sao
decorrentes do curto tempo de exposicao ao qual os individuos contaminados
ficaram expostos ao xenobionte, insuficiente para originar danos aos tecidos e
originando somente danos as células circulantes ou em funcdo deste agente
mutagénico atingir preferencialmente células sanguineas por alguma razéo

especifica do seu metabolismo (Figura 20).
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FIGURA 20 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS DIFERENTES
BIOMARCADORES (TESTE DO MICRONUCLEO PISCEQ,
ENSAIOS COMETA COM CELULAS DO SANGUE, FIGADO E
RIM) ENTRE INDIVIDUOS CONTROLES E CONTAMINADOS
DE Astyanax sp B (+ p<0,05)
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Ao analisar a espécie Astyanax altiparanae, o teste do microndcleo pisceo
(p=0,0918) e os ensaios cometas com sangue (p= 0,1189), figado (p=1) e rim
(p=0,8441) ndo detectaram diferenca entre os grupos controle e contaminado.
Esses resultados observados, especialmente com sangue, sugerem que a espécie
Astyanax altiparanae é resistente ao quimico sulfato de cobre na concentracao de

0,25 mg/L (Figura 21), diferente do que foi observado na espécie Astyanax sp B.
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FIGURA 21 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS DIFERENTES
BIOMARCADORES (TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO,
ENSAIOS COMETA COM CELULAS DO SANGUE, FIGADO E
RIM) ENTRE INDIVIDUOS CONTROLES E CONTAMINADOS
DE Astyanax altiparanae (4 p<0,05)
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5.2.2 Comparacao entre espécies

Ao realizar a analise estatistica para comparacao entre as respostas das
duas espécies frente ao sulfato de cobre (0,25 mg/L), verificamos que o teste de
micronucleo pisceo (p= 0,0555) e no ensaio cometa de células do figado nao foi
observada diferenca de resposta entre as duas espécies (p= 0,4738). Entretanto,
no ensaio cometa com sangue (p=0) e com células do rim (p=0,0021) observou-se
diferenca de resposta entre as duas espécies sendo a espécie Astyanax sp B mais
sensivel que A. altiparanae. Esses resultados sugerem que a espécie Astyanax sp
B seja mais sensivel frente a concentragdo de sulfato de cobre utilizada no

presente trabalho (Figura 22).
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FIGURA 22 — COMPARAGAO ENTRE ESPECIES (Astyanax sp B e Astyanax
altiparanae) NOS INDIVIDUOS CONTAMINADOS COM SULFATO
DE COBRE (0,25 mg/L) POR 72 HORAS (4 p<0,05)
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O ensaio cometa com sangue demonstrou que existe diferenca de resposta
entre as espécies, sendo a espécie Astyanax sp B mais sensivel a presenca do
contaminante, sulfato de cobre, na agua. Essa diferenca foi também observada no
ensaio cometa com células do tecido renal, que é o tecido hematopoiético dos
peixes.

Dessa forma, recomenda-se o uso da espécie Astyanax sp B como
biomonitor em andlises ambientais, devido a sua maior resposta frente aos
contaminantes, tanto em situacdo de campo quanto em bioensaio. Esse uso
também deve ser justificado pela abundancia dessa espécie nos ecossistemas de
agua doce e também pela maior facilidade de manutencdo desta espécie em
laboratério, quando comparada a espécie Astyanax altiparanae.

Como as duas espécies estudadas foram simpatricas para os dois locais de
coleta, provavelmente elas possuem habitos alimentares e comportamentais
diferentes. Sugere-se, dessa forma, que sejam feitos mais estudos sobre o
comportamento exploratério das duas espécies, que pode revelar taxas

diferenciadas de metabolismos, seus conteudos estomacais, que podera também
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revelar dietas diferenciadas quando esses animais se encontram no ambiente.
Investigacbes adicionais sobre a sensibilidade de organismos aquaticos a
contaminantes ambientais deverdo ser realizadas utilizando-se espécies comuns

aos ecossistemas brasileiros.
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6. CONCLUSOES

Na Fazenda Canguiri, foram observados maiores graus de contaminacdo nas
coletas realizadas em abril de 2005 e abril de 2006; tendo a Fazenda Canguiri
mostrado uma diminuicdo no indice de contaminacdo no decorrer das analises,

possivelmente devido a suspensao do uso de agrotdxicos desde 2001,

O Parque Ecologico Costa, no decorrer do trabalho, mostrou aumento de
contaminagao, possivelmente pela deposicdo e carreamento de contaminantes

aéreos da regiao;

Utilizando a espécie Astyanax sp B, todos os biomarcadores indicaram a Fazenda
Experimental Cangliri com maiores indices de danos, indicando maior

contaminacao quando comparado com o Parque Ecolégico Costa;

Utilizando a espécie Astyanax altiparanae os ensaios cometa realizados com
sangue, células de rim e células de figado detectaram diferenga entre os locais,

com os animais coletados na Fazenda Canguiri apresentando maior grau de dano;

As duas espécies de lambaris empregadas neste estudo podem ser utilizadas em
biomonitoramento, com Astyanax sp B mostrando-se mais sensivel que A.

altiparanae;

Na espécie Astyanax sp B, o sulfato de cobre (0,25 mg/L - 72 horas) apresentou
atividade genotdéxica nos testes de micronucleo pisceo e ensaio cometa com
sangue, ndo atingindo os tecidos hepatico e renal em decorréncia do curto periodo

de exposicao ou de ligacao especifica do cobre ao sangue desta espécie;

Na espécie Astyanax altiparanae, o sulfato de cobre (0,25 mg/L - 72 horas) nao
apresentou atividade genotdxica em nenhum dos tecidos pesquisados;
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No bioensaio, Astyanax sp B se mostrou mais sensivel que A. altiparanae, pois ao
comparar as espécies, 0s ensaios cometa com sangue e tecido renal

apresentaram diferencas entre as respostas das duas espécies.

A espécie Astyanax sp B, fica validada como biomonitor recomendado, tendo em
vista sua resposta nos biomarcadores em bioensaio e em campo, por sua
abundéancia nos ecossistemas de agua doce brasileiros e pela facilidade de

manutengao em laboratorios;
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APENDICE 01 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERAGOES
NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES A COLETA 1 REALIZADA NO PARQUE
ECOLOGICO COSTA (FEV/05)

Astyanax sp B
Micronucleo
+ Escore Escore Escore

Animal  Sexo  Alteracbes Sangue Figado Rim
1 m 3 61 67 30
2 m 2 44 52 96
3 m 1 44 17 82
4 f 2 50 73 49
5 f 2 43 32 21
6 f 1 120 80 31
7 m 0 71 29 42
8 f 3 70 89 24
9 f 2 54 43 68
10 f 5 44 35 28
11 m 1 36 28 58
12 m 0 18 20 75

- Observagao: Nenhum exemplar da espécie A. altiparanae foi coletado.
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APENDICE 02 - FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERAGOES
NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES A COLETA 2 REALIZADA NO PARQUE
ECOLOGICO COSTA (OUT/05)

Astyanax sp B
Micronucleo
+ Escore [Escore Escore
Animal  Sexo  Alteracbes Sangue Figado Rim
1 m 0 85 95 58
2 m 1 192 98 68
3 m 5 38 69 51
4 f 2 73 157 64
5 f 2 48 71 46
6 f 1 77 93 71
7 f 0 187 84 53
8 f 1 177 82 62
9 m 0 76 91 46
Astyanax altiparanae
10 f 1 58 130 81
11 f 5 157 65 86
12 f 4 156 69 68
13 f 3 78 42 83
14 m 3 112 92 64
15 f 6 223 41 89
16 f 3 26 105 44
17 m 6 206 53 89
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APENDICE 03 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERACOES
NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES A COLETA 3 REALIZADA NO PARQUE
ECOLOGICO COSTA (FEV/06)

Astyanax sp B
Micronucleo
+ Escore [Escore Escore
Animal  Sexo  Alteracbes Sangue Figado Rim
1 f 3 105 86 96
2 m 0 104 171 97
3 f 4 103 137 164
4 m 8 103 126 53
5 m 6 114 157 61
6 f 2 88 84 128
7 f 6 110 175 136
8 f 0 72 78 80
9 f 4 70 57 166
10 m 2 44 109 62
11 m 1 122 102 33
12 m 2 96 102 54
13 m 0 51 54 59
Astyanax altiparanae
14 f 1 94 196 98
15 m 2 133 90 76
16 f 4 121 176 129
17 m 4 161 69 174
18 m 2 173 99 151
19 m 0 130 147 113
20 m 6 115 164 99
21 f 1 108 160 162
22 m 5 72 71 123
23 m 0 60 101 65
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APENDICE 04 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERAGOES
NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES A COLETA 1 REALIZADA NA FAZENDA
EXPERIMENTAL DO CANGUIRI (ABR/05)

Astyanax sp B
Micronucleo
+ Escore [Escore Escore
Animal  Sexo  Alteracbes Sangue Figado Rim
1 m 7 349 262 169
2 f 3 241 111 170
3 ? 8 350 94 195
4 m 1 348 146 106
5 ? 6 372 101 147
6 f 4 224 141 100
7 f 4 330 53 193
8 ? 4 326 115 148
9 f 6 270 115 123
10 f 5 362 209 85
11 m 4 373 149 191
12 f 2 239 190 241
13 f 3 181 121 106
14 ? 4 333 72 229
15 f 6 373 137 177
16 f 5 287 180 195
Astyanax altiparanae
17 f 7 389 112 84
18 m 4 311 105 217
19 m 3 376 214 133
20 m 2 298 167
21 m 9 295 90 88




123

APENDICE 05 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERACOES
NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES A COLETA 2 REALIZADA NA FAZENDA
EXPERIMENTAL DO CANGUIRI (NOV/05)

Astyanax sp B
Microntcleo
+ Escore Escore Escore
Animal  Sexo  Alteracbes Sangue Figado Rim
1 m 1 170 233 145
2 m 1 180 161 158
Astyanax altiparanae
3 f 1 158 235 248
4 m 3 273 225 174
5 f 7 284 244 187
6 f 3 228 201 149
7 m 4 212 158 78
8 m 4 242 203 124
9 m 15 311 144 109
10 m 2 308 239 182
11 f 1 181 209 274
12 m 1 246 176 142
13 m 1 326 193 115
14 f 4 314 207 291
15 f 9 286 156 90
16 m 3 239 233 119
17 m 2 184 229 68
18 m 1 253 185 159
19 m 6 215 189 122
20 m 3 215 247 118
21 m 2 221 221 176
22 f 5 247 141 72
23 m 5 256 212 169
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APENDICE 06 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERACOES

NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES A COLETA 3 REALIZADA NA FAZENDA
EXPERIMENTAL DO CANGUIRI (ABR/06)

Astyanax sp B
Microntcleo
+ Escore Escore Escore
Animal  Sexo Alteracées Sangue Figado Rim
1 f 8 155 61 144
2 f 5 112 116 113
3 f 5 88 113 111
4 f 18 172 89 75
5 f 7 109 117 95
6 m 7 139 92 56
7 m 5 127 97 155
8 m 6 101 116 113
9 f 7 95 128 128
10 m 4 118 68 109
Astyanax altiparanae
11 f 1 146 126 78
12 f 6 136 95 150
13 m 2 176 142 98
14 f 4 128 130 109
15 f 4 155 127 126
16 m 5 141 156 116
17 m 5 110 162 105
18 m 6 125 117 120
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APENDICE 07 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERACOES
NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DOS TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES AO BIOENSAIO REALIZADO COM SULFATO
DE COBRE (0,25 mg/L) POR 72 HORAS, UTILIZANDO A
ESPECIE Astyanax sp B

Microntcleo
+ Cometa | Cometa | Cometa

Animal | sexo| Alteracdes | sangue | figado rim Situacao
1 f 5 223 118 220 contaminado
2 f 8 300 123 134 contaminado
3 f 12 217 125 109 contaminado
4 f 12 337 102 117 contaminado
5 f 3 300 180 141 contaminado
6 f 11 259 23 151 contaminado
7 f 20 244 129 137 contaminado
8 f 3 272 124 203 contaminado
9 f 2 274 135 212 contaminado
10 m 13 301 135 43 contaminado
11 f 18 258 146 185 contaminado
12 f 15 276 139 165 contaminado
13 f 42 239 133 117 contaminado
14 f 21 299 157 210 contaminado
15 f 17 242 112 150 contaminado
16 f 8 272 165 230 contaminado
17 f 7 262 127 122 contaminado
18 f 28 97 222 204 contaminado
19 m 2 53 125 53 controle
20 f 5 168 113 148 controle
21 f 3 164 131 174 controle
22 f 14 169 124 215 controle
23 f 7 187 140 77 controle
24 f 3 137 171 121 controle
25 f 5 120 153 131 controle
26 f 7 270 127 270 controle
27 f 9 73 186 151 controle
28 f 4 188 147 93 controle
29 m 0 226 198 169 controle
30 m 3 168 195 163 controle
31 f 1 71 131 68 controle
32 f 13 181 134 128 controle
33 m 4 226 154 145 controle
34 f 13 200 118 121 controle
35 f 4 121 127 144 controle
36 f 2 127 159 132 controle
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APENDICE 08 — FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E DE ALTERACOES

NUCLEARES E ESCORES DO ENSAIO COMETA EM
SANGUE, CELULAS DE TECIDOS HEPATICO E RENAL
REFERENTES AO BIOENSAIO REALIZADO COM SULFATO
DE COBRE (0,25 mg/L) POR 72 HORAS, UTILIZANDO A.
altiparanae

Micronucleo
+ Cometa | Cometa | Cometa
Animal | sexo Alteracées sangue | figado rim situacéo
40 f 9 205 139 119 contaminado
41 f 15 161 155 92 contaminado
42 f 5 176 166 112 contaminado
43 f 6 147 130 60 contaminado
44 f 27 161 132 178 contaminado
45 f 3 181 142 103 contaminado
46 f 12 77 166 111 contaminado
47 f 4 167 121 122 contaminado
48 f 13 157 107 134 contaminado
49 f 11 159 146 128 contaminado
50 f 9 119 80 97 contaminado
53 f 5 107 124 71 contaminado
54 f 2 115 163 69 contaminado
55 m 4 131 180 101 contaminado
56 f 7 58 135 84 contaminado
57 f 17 165 107 110 contaminado
58 f 1 124 148 131 contaminado
59 m 3 164 149 138 contaminado
60 1 171 118 180 contaminado
61 11 169 143 147 contaminado
51 f 6 130 130 115 controle
52 m 2 109 134 115 controle
62 f 10 132 83 88 controle
63 f 12 73 137 102 controle
64 f 4 210 143 106 controle
65 f 4 108 119 92 controle
66 f 5 158 134 174 controle
68 f 3 168 186 136 controle
69 f 3 155 157 55 controle
70 m 8 95 164 185 controle
71 f 1 74 182 74 controle
72 f 11 195 141 121 controle
73 m 3 159 154 72 controle
74 m 2 136 142 127 controle
75 m 9 116 64 134 controle
76 m 3 162 165 167 controle
77 f 2 68 132 50 controle
78 m 6 98 111 117 controle
79 f 1 121 125 107 controle
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