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RESUMO

VANZETTO, Guilherme V. A utilizagao de bioindicadores para avaliar o potencial
mutagénico e citotoxico das aguas do rio Pirapd, regidao norte do Parana,
Brasil. 2014. 39f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia
Ambiental) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mourdo, 2014.

A agua é um elemento fundamental para a vida e seus multiplos usos sao,
atualmente, indispensaveis para as atividades humanas. O despejo de poluentes de
origem industrial, doméstica ou agricola vem afetando negativamente a
biodiversidade aquatica. Neste sentido fazem-se necessarios estudos para
monitoramento ambiental, utilizando-se paréametros bioldgicos, tais como
bioindicadores e biomarcadores. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
citotoxicos e mutagénicos das aguas do rio Pirapd, regidao norte do Parana, a partir
do estudo de bioindicadores e biomarcadores ambientais. O rio Pirapé é um dos
principais corpos d'agua da regido Norte do Estado do Parand, sendo utilizado pelas
cidades de Apucarana e Maringa (terceira maior cidade do Parana) para o
abastecimento publico de agua e/ ou eliminacdo de &guas residuais urbanas
(Estacdo de Tratamento de Esgoto - ETE). Determinaram-se trés pontos de
amostragem ao longo deste rio: 1 - a montante: nascente do rio, em Apucarana; 2 -
intermediario: em Maringa, apos a captacao de agua e langamento de efluentes
industriais; 3 - a jusante: em Maringa, apds o langamento da ETE. Foram coletados
exemplares do peixe Hypostomus ancistroides para avaliar a taxa de formacéo de
micronucleos e de alteragdes morfolégicas nucleares no verao e no inverno de 2013.
Ainda, fez-se o registro de dados abiéticos durante a coleta de agua para a
realizacdo dos bioensaios de mutagenicidade com Allium cepa no verdo de 2014.
Procedeu-se o tratamento estatistico a partir do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Mann Whitney com correcao de Bonferroni para avaliar as anormalidades
nucleares nos peixes. Para A. cepa realizou-se apenas uma avaliacdo qualitativa
dos danos. Os peixes do ponto intermediario foram os que apresentaram maior
numero de alteragbes morfolégicas nucleares e micronucleos para ambas as
estacdes do ano. Os dados abidticos pontuais aliados as analises qualitativas do
bioensaio com Allium cepa corroboraram com os resultados obtidos para os peixes
deste ponto. Conclui-se que o ponto intermediario esta sob a influéncia de
poluentes, provavelmente ligada a descarga de aguas residuarias industriais ou a
intensa atividade agricola desenvolvida neste local. Sabendo-se que o rio abastece
a cidade de Maringa e todas as cidades do entorno o estudo revela preocupante
potencial de contaminacdo das aguas, podendo tornar-se invidvel para
abastecimento publico.

Palavras-chave: Biomarcadores. Monitoramento ambiental. Poluicdo. Qualidade da

agua.



ABSTRACT

VANZETTO, Guilherme V. Use of bioindicators to assess the mutagenic and
cytotoxic potential of the Pirapé River water, northern Parana, Brazil. 2014. 39f.
Conclusion of the course work (Bachelor of Environmental Engineering) - Federal
Technological University of Parana. Campo Mourao, 2014.

Water is a fundamental element factor to life and, its multiple utilities are, nowadays,
indispensable to human activities. The discharge of pollutants from industrial,
domestic and agricultural source is negatively affecting the aquatic biodiversity. In
this way, studies are necessary to environmental monitoring, notably those using
biologic measures, as bioindicators and biomarkers. This study aimed to evaluate the
cytotoxic and mutagenic effects of Pirapd River waters, northern Parana, through
environmental bioindicators and biomarkers. Pirapd River is one of the principal
water bodies of Parana northern, and it is used by Apucarana and Maringa cities
(third biggest city of Parana State) for water public supplies and urban wastewater
disposal (Sewage Treatment Station - STS). In this river, three sampled site were
chosen: 1 — upstream site: in river springs, Apucarana; 2 — midstream: in Maringa,
after the water caption and industrial wastewater release; 3 — downstream: in
Maringa, after the release of STS. Individuals of fish Hypostomus ancistroides were
sampled to assess the micronucleus formation and nuclear morphological alteration
rates in summer and winter 2013. Abiotic data were recorded during the water
sample to perform mutagenicity teste with Allium cepa bioassay in summer 2014.
The nuclear abnormalities data of H. ancistroides were statistically tested with
Kruskal-Wallis test followed by Mann Whitney with Bonferroni correction. To A. cepa
was performed only a qualitative evaluation of genetic damages. The fishes of
midstream site presented the highest values of nuclear morphological alterations and
micronucleus, in both seasons. The punctual abiotic data associated with qualitative
analysis of A. cepa bioassay corroborate the outcomes of fishes from midstream. In
conclusion, our results indicate that the midstream site is under influence of
pollutants, probably related to discharge of wastewater form industrial or agricultural
activities developed surround this site. Knowing that Pirapd River supplies Maringa
and nearby cities, our outcomes reveal data of preoccupant potential contamination
into this water body, which can become it useless to public supply.

Keywords: Biomarkers. Environmental Monitoring. Pollution. Water quality.
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1 INTRODUGAO

A agua é um elemento fundamental para a vida e seus multiplos usos séo,
atualmente, indispensaveis para as atividades humanas (ALVES et al., 2008). As
atividades relacionadas ao abastecimento publico e industrial, a irrigacéo agricola, a
producao de energia elétrica e as atividades de lazer e recreagédo estdo entre as
mais comuns em todo o mundo e sdo consideradas potencialmente poluidoras.
Sobre a poluicao de aguas, Derisio (1992) caracteriza cinco tipos de fontes de
poluicdo: poluicdo natural, poluigdo industrial, poluicdo urbana, poluicdo agricola e a
poluicao acidental.

O despejo de poluentes de origem industrial, doméstica ou agricola na agua
vem afetando negativamente a biodiversidade aquatica, bem como a saude da
populacdo humana que depende destes corpos hidricos para sobreviver e manter
seu estilo de vida. Muitos destes poluentes lancados nos corpos d’agua ndo sao
removidos pelos métodos tradicionais de depuracdo, nas estacoes de tratamento da
agua e na autodepuragdo do manancial superficial. Consequentemente, existe uma
natural necessidade do homem em conhecer, regulamentar e minimizar os impactos
oriundos de suas atividades (AMORIM, 2003).

O monitoramento ambiental € um instrumento de controle e avaliagdo dos
impactos causados pelo homem, que se baseia na resposta integrada de multiplos
parametros (fisicos, quimicos e biologicos). Os dados obtidos no monitoramento
subsidiam medidas de planejamento ambiental, controle, recuperagcao, preservacao
e conservacao do ambiente, bem como auxilia na definicdo das politicas ambientais
(EMCOM AMBIENTAL, 2005).

A avaliagao de risco ambiental a partir de bioindicadores é reconhecida como
uma técnica de monitoramento ambiental, pois acrescenta informagdes sobre as
respostas biolégicas que determinadas espécies (vegetal ou animal) apresentam na
presenca de poluentes (UNEP, 1991; WHO, 1993). O termo bioindicador trata das
espécies, populagbes ou comunidades que reagem ao efeito da contaminagao,
alterando seu padrao natural de organizacao (ADAMS, 2002).

Para Van Gestel e Van Brummelen (1996), o termo bioindicador néo deve ser
confundido com biomarcador, uma vez que os biomarcadores sdo as respostas

bioldgicas internas dos organismos expostos aos poluentes, tais como modificagcoes
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na estrutura de tecidos, células, organelas e/ou moléculas. Os biomarcadores
verificam o estado de saude dos organismos e servem como sinais de alertas de
contaminac&o ambiental (PAYNE et al.,1987).

Os peixes sao listados como bons bioindicadores, sendo utilizados
amplamente no monitoramento da qualidade da agua (FONTAINHAS-FERNANDES,
2005). Dentre seus biomarcadores, a taxa de micronlucleos e as aberragdes
morfolégicas nucleares em células de sangue permitem inferir sobre efeitos
genotoéxicos, mutagénicos e citotdxicos de determinadas substancias (ROCHA et al.,
2009; BARBOSA et al., 2010). Esse tipo de teste tem sido recomendado para
estudos de biomonitoramento ambiental, principalmente por sua capacidade de
detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos), e de agentes
aneugénicos (segregacao cromossOmica anormal) (FENECH, 2000; RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003).

Os bioensaios com plantas superiores também tem sido recomendados para
a avaliacdo, monitoramento e detecgcdo de contaminantes no ambiente (GRANT,
1999). O teste de Allium cepa desenvolvido por Levan (1938) é considerado uma
ferramenta util para a pesquisa basica do potencial genotdxico e citotdxico de
produtos quimicos, substancias complexas como extratos de plantas, dejetos
industriais e, principalmente, aguas contaminadas. Este teste ¢ utilizado
rotineiramente em todo o mundo, em laboratérios que trabalham com testes de
genética toxicoldégica E também considerado uma ferramenta valiosa quanto a
determinagdo da contaminagdo ambiental, havendo extenso banco de dados sobre
substancias quimicas ja testadas (FISKEJO, 1993) sendo inclusive validado pelo
Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das Nagdées Unidas (UNEP) (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

De acordo com as informacdes supracitadas, verifica-se que os testes de
anormalidades nucleares em peixes, bem como o teste do Allium cepa séo técnicas

amplamente utilizadas e que permitem interpretar a contaminacdo ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citotoxicos e mutagénicos das aguas do rio Pirapo, regido

norte do Parana, a partir do estudo de bioindicadores e biomarcadores ambientais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

| - Avaliar a taxa de formagao de micronucleos e aberragcbes nucleares em
eritrocitos de Hypostomus ancistroides (Teleostei, Loricariidae) em trés pontos do rio
Pirapé;

Il - Analisar as anormalidades mitéticas, bem como a formacido de
micronucleos, em células meristematicas das raizes de Allium cepa (Magnoliophyta,
Alliaceae) em trés pontos do rio Pirapé;

Il - Comparar as taxas de danos encontradas em ambos os bioindicadores,

entre os pontos amostrais.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

A biota aquética estd constantemente exposta a um grande numero de
substancias toxicas langadas no ambiente. A fonte dessa contaminagdo € muito
diversa, indo desde efluentes industriais, processos de drenagem agricola
(fertilizantes, agrotoxicos), derrames acidentais e nao acidentais de residuos
quimicos (metais pesados, compostos organicos e inorganicos) a lixos domiciliares
que acabam por chegar a rios e mares, gerando a contaminacido dos ecossistemas
aquaticos (RASHED, 2001).

Os métodos analiticos tradicionais capazes de avaliar poluentes como
pesticidas organofosforados e carbamatos em agua sao realizados por
cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) ou
espectrofotometria de massa (MS). No entanto, esses métodos de andlise, além de
serem muito pontuais, exigem mao de obra especializada e apresentam um alto
custo operacional, o que torna inviavel sua aplicagdo em larga escala. Além disso, a
poluicdo ambiental associada ao uso de pesticidas é dificil de ser avaliada (ARIAS et
al., 2007).

Neste sentido, em alguns casos, comparativamente aos métodos analiticos
de rotina, o uso de bioindicadores e biomarcadores pode consumir menor tempo de
analise, requerer menor esforco humano e ser mais econdmico (JONSSON;
CASTRO, 2005). Além disso, apresentam a vantagem de oferecer informagdes de
efeito ambiental prolongado (LOBO; CALLEGARO; BENDER, 2002).

O teste do micronucleo é considerado uma técnica que avalia a taxa de
micronucleos e aberracbes morfolégicas nucleares em peixes, anfibios, aves e
mamiferos. Esta analise & relativamente simples e muito utilizada para verificar a
genotoxicidade e mutagenicidade em organismos expostos a substancias quimicas
poluentes (xenobiontes) (BOMBAIL; GORDON; BATY, 2001).

Os micronucleos sado 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. Os micronucleos podem aparecer por varias causas,
entre elas por falha mitética, tanto de fragmentos acéntricos de cromossomos,

gerados por ruptura (clastogenicidade), quanto de cromossomos completos
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(aneuplodia), como consequéncia, geralmente, de enfermidades genéticas (ARIAS
et al., 2007).

Além dos micronucleos, podem-se observar as aberragdes morfolégicas
nucleares que sao formadas quando uma quantidade consideravel de material
genético fica levemente atrasada na mitose fazendo com que o nucleo resultante
nao seja oval, mas apresente uma saliéncia de cromatina (BOMBAIL; GORDON;
BATY, 2001). Ainda, estas aberragdes podem estar associadas a desestabilizagédo
dos filamentos intermediarios da Iamina nuclear.

O teste de Allium cepa desenvolvido por Levan (1938) tem sido recomendado
para analises de toxicidade ambiental devido a sua elevada sensibilidade, baixo
custo, rapidez e facilidade de manipulacdo (LEME; MARINMORALES, 2009). Este
teste fornece dois tipos de parametros para avaliar a toxicidade. Os parametros
macroscopicos consistem na formacédo de tumores, avaliagdo de crescimento de
raizes e raizes torcidas, entre outros. Os parametros microscopicos consistem na
avaliagao do indice mitdtico e da taxa de formacdo de micronucleos. O indice
mitético analisa a taxa de divisdo celular e as aberracbes cromossdmicas
(cromossomos em anel, pontes cromossdmicas, cromossomos pegajosos, retardos
cromossOmicos) durante as fases de metafase e anafase (MONARCA et al., 2000).

Este teste tem sido validado internacionalmente para mensurar impactos
ambientais (EVSEEVA; GERAS’KIN; SHUKTOMOVA, 2003), sendo utilizado como
teste preliminar para avaliar o potencial genotéxico e citotoxico de substancias
cancerigenas e como bioindicador de contaminacdo ambiental (BARBERIO et al.,
20009).

Com base nestes parametros bioldgicos, o presente trabalho buscou avaliar a

qualidade ambiental das aguas do rio Pirapd, regido norte do Parana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

A Bacia Hidrografica do Pirap6 possui uma area total de 5.098,10 km? e uma
populagdo de aproximadamente, 500.000 habitantes. O rio Pirapdé nasce no
municipio de Apucarana e escoa para o norte, percorrendo uma extensao de 168 km
até sua foz no rio Paranapanema. Sua demanda hidrica é de aproximadamente 3 mil
L/s, dos quais 75% provém de mananciais superficiais e 25% de mananciais
subterraneos. Com relagdo aos setores usuarios, 38% sao destinados ao
abastecimento publico, 43% para uso industrial, 10% para o setor agricola, 9% para
o setor pecuario € 1% para o setor mineral. Grande parte da bacia é ocupada pela
agricultura intensiva. Na regidao norte e central existem areas de pastagens artificiais
e campos naturais. Ao sul aparece a classe de uso misto e ha uma concentracao
urbana e industrial na regido de Maringa (SEMA, 2010).

Os pontos amostrais do presente trabalho foram distribuidos ao longo do rio
Pirap6 de acordo com o nivel de interferéncia antrépica (figura 1):

Ponto Montante — localizado nas cabeceiras do rio Pirapd, em Apucarana nas
coordenadas latitude 23°30°39,05”S e longitude 51°29'44,55”0, sendo o local mais
preservado, com mata ciliar estabelecida e boa cobertura vegetal;

Ponto Intermediario — situado em Maringa, depois da captacdo de agua para
o abastecimento publico nas coordenadas latitude 23°18'16,86"S e longitude
51°51’36,69”0 caracterizado por intensa atividade agricola e industrial;

Ponto Jusante — situado em Maringa, apos o langamento dos efluentes da
Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) nas coordenadas latitude 23°17°13,42"S e
longitude 51°55’25,64”0 (figura 2).

Os pontos amostrais possuem caracteristicas distintas e as condicbes do

local de coleta estdo demonstradas na (figura 2).
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Figura 1: Area de coleta no norte do estado do Parana, Brasil. Upstream: ponto a montante, a oeste
de Apucarana; Middle: ponto intermediario, a nordeste de Maringa; Downstream: ponto a jusante,
norte de Maringa. Fonte: O autor.

Figura 2: Imagem capturada nos pontos amostrais, representando as condigbes de coleta; A: ponto a
montante, a oeste de Apucarana; B: ponto intermediario, a nordeste de Maringa; C: ponto a jusante,
norte de Maringa. Fonte: O autor.

4.2 ESPECIES BIOINDICADORAS

A espécie de peixe bioindicadora é o cascudo Hypostomus ancistroides

(Ihering 1911), que apresenta elevada frequéncia no rio Pirapd, fornecendo um bom
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numero amostral, facilidade de manuseio, além do seu potencial bioindicador. Esta
espécie apresenta uma dieta predominantemente detritivora (BONATO; ARAUJO;
DELARIVA, 2008), sendo considerada de habito séssil (figura 3).

Figura 3: Exemplar do bioindicador estudado, Hypostomus ancistroides, capturado no rio Pirapd.
Fonte: O autor.

Além de peixe, o presente trabalho utilizou a espécie vegetal Allium cepa
(cebola) em bioensaios com a agua do rio Pirapd para avaliar as suas alteragoes
cromossOmicas. Esta espécie foi escolhida devido a sua ampla aceitagdo na
comunidade cientifica, sendo inclusive validado pelo Programa Internacional de
Seguranga Quimica (IPCS) e o Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP),
pelo seu baixo custo, alta confiabilidade, facilidade e concordancia com outros testes

(figura 4).

Figura 4: Exemplares de Allium cepa, espécie escolhida para os bioensaios e submetida aos
tratamentos. Fonte: O autor.
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4.3 PROCEDIMENTO AMOSTRAL

4.3.1 Hypostomus ancistroides

Foram realizadas duas coletas de peixes nos trés pontos amostrais
anteriormente descritos, sendo uma no verdo (janeiro) e outra no inverno
(julho/agosto) de 2013. Capturou-se, aproximadamente, 20 individuos de
Hypostomus ancistroides por ponto amostral e estagcdo do ano.

Para captura dos individuos utilizamos seis redes de espera, das quais quatro
apresentam 5 m de comprimento X 1,2 m de altura e malha de 1,5 cm entre nés
opostos. As duas redes restantes apresentam 10 m X 1,5 m e malha de 1,5 cm.
Estas redes foram expostas paralelamente as margens por um periodo variavel, de
acordo com o numero de individuos capturados, as redes eram vistoriadas
periodicamente até atingirmos aproximadamente 20 exemplares.

Os individuos capturados foram acomodados em recipiente de poliestireno,
de 40 litros, com aerador, buscando manté-los vivos. Estes individuos foram
transportados até o laboratério onde ocorreu o procedimento de triagem.

Em laboratério, fez-se a identificagdo adequada dos individuos (GRACA;
PAVANELLI, 2007), os quais em seguida foram enumerados de acordo com o ponto
amostral e a estacdo do ano. Logo apds, os espécimes foram anestesiados com
cloridrato de benzocaina a 20%.

Para a coleta de sangue, fez-se uma puncéao cardiaca, em cada individuo,
com o auxilio de uma seringa de insulina previamente heparinizada. A amostra de
sangue foi colocada em uma lamina de microscopia, onde empregou-se a técnica de
Heddle, (1973) e Schmid (1975), que consiste, na realizacdo de um esfregaco de
sangue de cada individuo em uma lamina e posterior coloragédo com Giemsa a 10%
(figura 5). Apo6s a coloragéo, fez-se a contagem de 1000 células de sangue por
ldmina, em teste cego, com auxilio de um microscopio de luz, com a objetiva de
100x e 6leo de imersao, buscando-se visualizar os micronlcleos e as aberragcbes
morfolégicas nucleares. Foram consideradas aptas a contagem, as células que
apresentavam integridade da membrana citoplasmatica e que nao estavam

sobrepostas com outras células.
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Figura 5: Método de confecgado de laminas para o teste do micronucleo pisceo realizando o esfregaco
de sangue, as letras indicam os seguintes passos: A — Realizagdo da pungdo cardiaca nos
individuos; B — Uma gota de sangue dos individuos é colocada na lamina; C — Com o auxilio de uma
lamina é realizado o esfregago. Fonte: Adaptado de (MARION, 2012).

Os tipos de danos foram quantificados, em separado, de acordo com a
descricao de Carrasco; Tilbury; Myers (1990) (figura 6):
a) Bolha (Blebbed): nucleos com uma pequena evaginacdo da membrana nuclear,
parecendo conter eucromatina ou heterocromatina (mais escuro). Os tamanhos
destas evaginagdes situam-se na faixa de pequenas protuberéncias até estruturas
completamente circunscritas, semelhantes aos micronucleos, mas ainda ligadas ao
nucleo principal.
b) Lobado (Lobed): nucleos com evaginagdes mais largas do que as descritas para
os blebbed. Sua estrutura ndo é tdo definida como a anterior. Alguns nucleos
apresentam varias destas estruturas.
c) Vacuolizado (Vacuolated): nucleos que apresentam uma regiao que lembra os
vacuolos no seu interior. Estes “vacuolos” apresentam-se destituidos de qualquer
material visivel no seu interior.
d) Entalhado (Notched): nucleos que apresentam um corte bem definido em sua

forma. Geralmente com uma profundidade apreciavel no nucleo. Estes cortes
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Figura 6: Alteragdes celulares que podem ser encontradas em eritrécitos de peixes durante a
realizagdo do teste cego em células ja coradas com guiemsa 10%, envolvendo o teste do micronucleo
pisceo. Fonte: JIRAUNGKOORSKUL; SAHAPHONG (2007).

4.3.2 Allium cepa

Em fevereiro de 2014 foram coletadas amostras de agua do rio Pirap6, nos
mesmos trés pontos amostrais dos peixes, para a realizagcdo dos bioensaios com
Allium cepa.

Para coletar a agua utilizou-se um frasco de vidro na cor ambar emergindo-o
a aproximadamente 30 cm de profundidade no sentido contrario a corrente do rio.
Foi coletado em torno de 1 litro de &gua por ponto amostral. A amostra foi
armazenada em uma caixa de poliestireno com gelo para o transporte até o
laboratorio.

Em cada ponto amostral fez-se a tomada de dados abidticos com uma sonda

multiparamétrica marca YSI modelo 650 MD. Os parametros mensurados foram:
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temperatura, condutividade, salinidade, pH, potencial de oxirredugéo, turbidez,
oxigénio dissolvido e pressao barométrica.

Em laboratério realizou-se um estimulo prévio para desenvolvimento radicular
em 25 exemplares de bulbos de A. cepa, através da imersdo da sua base em agua
destilada por 24 horas, até que as raizes atingiram 0,5 cm. Depois deste periodo, os
exemplares foram alocados aleatoriamente nos seus respectivos tratamentos, onde
permaneceram por 72h. Além dos trés tratamentos efetuados com as aguas do rio
Pirap6 (montante, intermediario e jusante), foram realizados tratamentos controles:
negativo em agua destilada, e positivo em solugdo de colchicina 0,75x10™%. Foram
alocados cinco individuos em cada tratamento.

As pontas meristematicas das raizes dos bulbos foram fixadas com Carnoy (3
alcool: 1 acido acético) por um periodo de 24 horas, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as raizes foram transferidas para alcool 70% por 24 horas,
banhadas novamente em alcool 70% e alocadas na geladeira. Para a elaboragao
das laminas efetuou-se as seguintes etapas (figura 6):

1. Lavagem das raizes em agua destilada;

2. Hidrdlise com HCI 1N por 10 minutos;

3. Nova lavagem das raizes com agua destilada;

4. Coloragao com Carmin acético 1% por 40 min;

5. Banho com agua destilada, por gotejamento;

6. Selegcdo das regides meristematicas em lamina, utilizando-se pinga, bisturi e
agulha;

7. Recoloragao com Carmin acético 1%;

8. Insergcéo da laminula sobre o material;

9. Leve esmagamento dos meristemas;

10. Vedacao da lamina com esmalte incolor.
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Figura 7: llustragdo do procedimento de confecgdo de laminas para o teste de A. cepa. Fonte:
Adaptado de (BARBERIO, 2013).

Apods a confecgdo das laminas, fez-se a analise qualitativa das células em
microscopio de luz, para avaliar as seguintes anormalidades: cromossomos em anel,
pontes anafasicas, cromossomos pegajosos, retardos cromossdmicos, micronucleos

e alteragdes morfolégicas nucleares.

4.4 ANALISE DE DADOS

Para Hypostomos ancistroides foi realizada a analise de frequéncia percentual
dos tipos de danos em relacdo ao ponto amostral e a estacdo do ano. Esta analise
permite avaliar variagcdes espaciais e/ou temporais dos tipos de danos, relacionando-
0s aos poluentes.

Além desta, foi realizada a quantificagao total de danos a partir da soma do
numero de micronucleos com as aberragdes morfoldgicas nucleares. Com posse
desta informacgao, procedeu-se o tratamento estatistico a partir do teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Mann Whitney com corregao de Bonferroni. Estes testes
foram aplicados somente apds a checagem da normalidade residual e da

homogeneidade das variancias pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene,
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respectivamente. A auséncia de normalidade associada a presenca de
homocedasticidade leva a utilizagédo dos testes supracitados (QUINN & KEOUGH,
2002). Todos os testes foram realizados com o software STATISTICA® 8.0.

Para Allium cepa fez-se apenas uma analise qualitativa com uso de

microscopia de luz.
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5 RESULTADOS

5.1 Hypostomus ancistroides

Capturou-se um total de 123 exemplares da espécie Hypostomus
ancistroides, dos quais 65 pertenceram a coleta realizada no verao e 58 foram
referentes a coleta efetuada no inverno. Na coleta de verdo, 25 peixes foram
capturados no ponto a montante, 19 no ponto intermediario € 21 no ponto a jusante.
No inverno foram capturados 18 exemplares no ponto montante e 20 nos pontos
intermediario e jusante.

Ao observar as células de sangue dos individuos, constatou-se a presenca de
alteragdes morfologicas nucleares (citotoxicidade) e micronucleos (genotoxicidade)
(figura 7). A partir da analise da frequéncia percentual dos tipos de danos,
constatou-se que no verao ocorreu um predominio de células lobadas e entalhadas
como alteragées mais recorrentes. J& nos exemplares do inverno, a alteragado mais
recorrente foi a célula com bolha, seguida da célula entalhada. Para ambas as
estacdes foram registrados micronucleos, sendo este dano mais frequente na coleta

de verao, atingindo 2,4% - 4,2% das células quantificadas (figura 8).

C.

wnp|

Figura 8: Prancha com tipos de alteragbes morfoldgicas nucleares encontradas em eritrocitos de H.
ancistroides, capturados no rio Pirapé. (A.) nucleo normal; (B.) célula com micronucleo; (C.) nucleo
com bolha; (D, F.) ntcleo entalhado; (E.) nucleo vacuolizado. Fonte: O autor.
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Figura 9: Resultados do teste de alteragdes morfolégicas nucleares de Hypostomus ancistroides
coletados no rio Pirapé (A.) coleta de verao (B.) coleta de inverno. Fonte: O autor.

A partir do teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Mann Whitney com
correcao de Bonferroni, constatou-se que os peixes coletados no verao
apresentaram maior taxa de dano nuclear no ponto intermediario seguido pelo ponto
a jusante (H 265 = 11,54; p < 0,05) (tabela 1, figura 9A).

Tabela 1 — Valores obtidos através do teste de Kruskal Wallis com os dados de anormalidades
nucleares de H. ancistroides nos pontos amostrais. * indicam os valores significativos (p < 0,05).

H .65 = 11,54; p = 0,004

Tratamentos Montante Intermediario Jusante
Montante @ 0o
Intermediario 0,011* e
Jusante 0,020* 0,063 e

Fonte: O autor.

Utilizando-se dos mesmos testes estatisticos verificou-se que os peixes
capturados no inverno apresentaram maior taxa de dano nuclear no ponto
intermediario seguido pelo ponto a montante (H 253 = 16,16; p < 0,05) (tabela 2,
figura 9B).
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Tabela 2 — Valores obtidos através do teste de Kruskal Wallis com os dados de anormalidades
nucleares de H. ancistroides nos pontos amostrais. * indicam os valores significativos (p < 0,05).

H 2,58 = 16,16; p= 0,0003

Tratamentos

Montante

Intermediario

Jusante

Montante

Intermediario

Jusante

0,293

0,058

0,00028*

Fonte: O autor.

® Median
[125%-75%
T Min-Max

08

06
04

Damage rate PMN

02

0.0

|

Upstream

Middle Downstream

Site

Damage rate PMN

0.8

06

04

0.2

0.0

® Median
[]25%-75%
T Min-Max

1

Upstream

Middle
Site

Downstream

Figura 10: Resultados para teste do micronucleo de Hypostomus ancistroides coletados no rio Pirap6
(A.) durante o verdo (B.) durante o inverno, a montante (Upstream), ponto intermediario (Middle), a
jusante (Downstream). Letras diferentes (a, b e ¢) correspondem diferenga significativa no teste post

hoc de Kruskal Wallis, p < 0,05. Fonte: O autor.

5.2 Allium cepa

Os parametros abioticos obtidos através da sonda multiparamétrica também

evidenciaram que o ponto intermediario € o mais alterado. Os valores de pH,

turbidez e oxigénio dissolvido foram os que mais destoaram dos demais pontos,

como se pode observar na tabela 3.
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Tabela 3 — Dados abioticos da agua obtidos nos pontos de coleta. ORP: Potencial de Oxirredugéo.
OD: Oxigénio Dissolvido. Baros: Pressdo Barométrica. mV: milivolts. NTU: Unidades Nefelométricas
de Turbidez.

Parametros Ponto Ponto Ponto
Montante Intermediario Jusante
Temperatura °C 20,04 27,41 27,34
Condutividade uS/cm 102 146 186
Sal ppt 0,00 0,01 0,01
pH 7,76 8,04 7,79
pH mV -52,1 -67,8 -54,6
ORP mV 135,7 133,9 120,2
Turbidez NTU 5,4 88,5 56,1
OD % 89,9 62,6 80,6
OD mg/L 8,16 4,95 6,38
Baros mmHg 7191 740,4 740,2

Fonte: O autor.

Foram utilizados 25 exemplares de A. cepa para realizacdo do presente
trabalho, cinco bulbos para cada tratamento. No entanto, apenas 13 bulbos
apresentaram crescimento de seus meristemas radiculares, sendo distribuidos nos
tratamentos da seguinte maneira:

Controle negativo = 2;

Controle positivo = 2;

Tratamento montante = 3;

Tratamento intermediario = 3;

Tratamento jusante = 3.

A partir de andlises em microscopio de luz, observaram-se todas as fases de
divisdo mitética, bem como um conjunto de alteracdes, tais como a presenca de
bolhas nucleares, micronucleos, cromossomos retardados e pontes anafasicas
(figura 10). Vale ressaltar que todas as alteracdes foram obtidas apenas nas laminas
do tratamento intermediario. O controle positivo foi o tratamento com maior
ocorréncia de células em divisdo. E importante relatar que o baixo nimero de

réplicas por tratamento inviabilizou as analises quantitativas e estatisticas.
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Figura 11: Fotomicrografias das células do meristema radicular de Allium cepa, em coloragdo Carmin
acetico 1%. A — célula em interfase (objetiva = 100X); B — células em profase e metafase (objetiva =
100X); C — célula em anafase (objetiva = 40X); D — células em anafase (a) e telofase (t) (objetiva =
40X); E — célula em anafase, com uma ponte anafasica (seta branca; objetiva = 100X); F — célula em
anafase, com um cromossomo retardado (seta amarela; objetiva = 100X); G — célula em interfase,
com uma bolha no nucleo (seta vermelha; objetiva 40X); H — célula em interfase, com um micronucleo
(estrela; objetiva = 40X). Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito mutagénico e citotdxico das
aguas do rio Pirapo, regiao norte do Parand, a partir do estudo com bioindicadores
ambientais. Obteve-se como resultado uma elevada taxa de alteragdes morfologicas
nucleares nos peixes coletados no ponto intermediario para ambas as estacdes do
ano. A esse resultado atribui-se a influéncia antrépica sobre o local, que sofre com a
intensiva atividade agricola e com o langamento inadequado de residuos industriais.
Os dados abidticos pontuais aliados as analises qualitativas do bioensaio com Allium
cepa corroboram estas afirmacoes.

Neste sentido, o trabalho de Talapatra e Banerjee (2007) mostraram que os
peixes que residem e se alimentam em corpos hidricos poluidos, tais como espécies
sésseis, desenvolvem altas taxas de anormalidades nucleares, células necroticas e
apoptaéticas. Aliado a isso, o posicionamento troéfico ocupado pela espécie no habitat
influencia o numero basal de micronucleos (PORTO; ARAUJO; FELDBERG., 2005),
sendo um provavel efeito do processo de bioacumulagao ao logo da cadeia tréfica. A
espécie bioindicadora estudada neste trabalho, Hypostomus ancistroides, revela
caracteristicas autoecoldgicas propensas a bioacumulagdo, uma vez que possui
dieta predominantemente detritivora (BONATO; ARAUJO; DELARIVA, 2008) e
apresenta um comportamento de guarda ndo migratéria e ninho (SUZUKI;
AGOSTINHO; WINEMILLER, 2000).

A natureza da espécie H. ancistroides permite avaliar com um elevado grau
de confiabilidade os impactos ambientais presentes nos pontos amostrais do rio
Pirap6. Préximo ao ponto intermediario, mais afetado, encontra-se uma grande area
de influéncia agricola, com pouca ou nenhuma vegetacdo ciliar, e a presengca de
industrias, que podem despejar de maneira inadequada seus efluentes no rio.

Mais precisamente a montante do ponto intermediario situa-se uma fabrica de
gelatina e uma industria de fertilizantes. Segundo Abreu (1998) a industria de
gelatina gera residuos bastante complexos, conferindo ao efluente alta carga
organica além de sulfetos e material graxo, tornando dificil o tratamento do residuo.
O mesmo pode se dizer das industrias de fertilizante, um dos poluentes mais
caracteristicos dessas industrias sao os fluoretos, que sao langados no ambiente em

concentragoes significativas alterando a composigdo quimica dos sistemas naturais,
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podendo causar danos aos animais, plantas e ao homem (MANAHAN, 1993;
O’NEIL, 1993). Ainda pode-se relacionar a influéncia antrépica constatada no ponto
intermediario com a ocupagao agricola a qual utiliza produtos causadores de
desequilibrio ambiental como herbicidas inseticidas, fungicidas, além de fertilizantes
e sais (EMBRAPA, 2010).

No presente estudo, principalmente no ponto intermediario, foram observadas
a presenga de alteragdes morfoldgicas nucleares (diversas formas) e micronucleos.
Acredita-se que as anomalias morfolégicas nucleares acontecam devido a
problemas com a ldmina, uma proteina do nucleo que confere o formato oval regular
e a estabilidade nuclear (ALBERTS et al., 1997; AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ,
2000). Desta maneira estas anomalias caracterizam-se, como uma alteracao
citotoxica. Ja os micronucleos indicam efeitos de mutagenicidade, visto que durante
a anafase, as cromatides e fragmentos cromossOmicos acéntricos podem nao ser
transportados pelas fibras do fuso para os polos opostos, devido a algum erro de
divisédo (SCHMID, 1975).

Carrasco, Tilbury e Myers, (1990) fotografaram e quantificaram os
micronucleos encontrados em seu trabalho, como as alteragbes morfolégicas
nucleares. As mesmas alteracdes foram localizadas e quantificadas neste trabalho,
sendo detectado um maior numero de alteragdes no veréo. Este resultado pode ter
ocorrido devido ao maior volume de chuvas da estacdo associado ao periodo de
intensiva atividade agricola, bem como, o elevado despejo de efluentes industriais.
Estes fatores podem ter carreado um maior volume de xenobiontes ao corpo
receptor e causado as maiores alteracdes nesta estacio.

Na coleta de verdo, ainda, registrou-se um predominio de células lobadas e
entalhadas como as alteragbes mais frequentes, enquanto que o inverno apresentou
maiores numeros de células com bolha e lobada. Existe a hipotese de que
alteracbes bolhas e lobadas lembram estruturas encontradas em eritrocitos de
sangue periférico, oriundos de exemplares com anemia induzida pela auséncia da
vitamina B12 ou por deficiéncia de acido félico (CARRASCO; TILBURY; MYERS,
1990). Esta argumentagdo pode se basear no fato do inverno ser uma estagao de
temperaturas amenas, menor produtividade e velocidade de ciclagem de nutrientes,
afetando as espécies. Por outro lado, pode ser que os poluentes estejam afetando a

alimentacao e absorcao de nutrientes pelos peixes.
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Os parametros abidticos sao importantes para caracterizar um ambiente, mas
tornam-se muito inespecificos para avaliar a poluicdo em corpos hidricos l6ticos e
por isso precisam ser analisados com muito cuidado. Assim, é importante avalia-los
juntamente com parametros biolégicos (biomarcadores) para oferecerem maior
confiabilidade nas informagdes de efeitos ambientais prolongados (LOBO;
CALLEGARO; BENDER, 2002).

Os resultados da analise abidtica apresentaram diferengas entre os pontos
analisados, destacando-se a concentracdo de oxigénio dissolvido no ponto
intermediario, que estava abaixo dos limites estabelecidos pela Resolugao Conama
n°® 357/2005 (BRASIL 2005) para corpos de agua doce de Classe Il (OD n&o inferior
a 5 mg/L para qualquer amostra). As demais diferencas estao relacionadas ao pH e
a turbidez porém nenhum desses parametros ultrapassaram os limites.

O oxigénio dissolvido (OD) é de essencial importancia para os organismos
aerdbios. Durante a estabilizagdo da matéria organica, as bactérias fazem uso do
oxigénio nos seus processos respiratorios, podendo vir a causar uma reducio da
concentragao do mesmo no meio. O oxigénio dissolvido é o principal parametro para
caracterizagdo dos efeitos da poluigdo das aguas por despejos organicos
(VONSPERLING, 1996). Provavelmente, a caracteristica dos efluentes lancados
préximos ao ponto e a lixiviagdo de fertilizantes proveniente da agricultura
desenvolvida no entorno expliquem os resultados vistos no ponto intermediario.

O trabalho de Alves et al., (2008) avaliou a qualidade da agua na bacia do rio
Pirapo, por meio de parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos, encontrando
alteragbes significativas nas aguas deste rio, principalmente naqueles locais
préximos ao ponto intermediario e jusante do presente trabalho. Segundo o autor a
agua estava impropria para tratamento convencional, enquadrando-se como
pertencente a Classe |V, e se ndo fossem tomadas ag¢des urgentes, a limitagdo das
aguas do manancial seria inevitavel.

O teste biolégico com Allium cepa, em concordancia com os demais
resultados, revelou danos no ponto intermediario. Embora a toxicidade nao tenha
sido testada via tratamento estatistico, devido ao baixo niumero amostral, pode-se
observar a presenga de alteragdes morfolégicas que caracterizam a genotoxicidade
do local.

As anormalidades cromossOmicas em células de Allium cepa sao parametros

eficientes para a investigagao do potencial genotoxico de aguas contaminadas, pois



33

fornecem informagbes importantes que devem ser consideradas no
biomonitoramento ambiental (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Assim, ndo é
possivel contestar a confiabilidade do teste, porém problemas na metodologia, como
0 nao crescimento das raizes de alguns bulbos impossibilitaram um resultado mais

robusto.
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7 CONCLUSAO

Os bioindicadores escolhidos neste trabalho mostraram-se capazes de
expressar os efeitos da contaminagao ambiental. O teste de aberragdes nucleares
apresentou resultados interessantes, demonstrando diferencas significativas entre
os pontos amostrais escolhidos.

O elevado numero de alteragcbes cromossdmicas, bem como de alteragdes
nucleares encontradas em individuos de Hypostomus ancistroides sugerem que o rio
Pirap6 sofre forte influéncia antrépica. As substancias xenobioticas presentes no
ponto intermediario parecem muito mais citotdxicas e genotoxicas que nos demais
pontos. O resultado do teste biolégico com células meristematicas de Allium cepa e
os dados pontuais abioticos corroboram com esta informacgao.

Sugere-se 0 uso de mais biomarcadores ou a implementagcdo de outras
analises, parametros fisicos e quimicos da agua que identifiquem classes quimicas
de determinados compostos organicos presentes em efluentes industriais e
agricolas. Visto que o rio Pirap6 abastece a cidade de Maringa e todas as cidades
do entorno o estudo revela preocupante potencial de contaminacdo das aguas,

podendo tornar-se inviavel para abastecimento publico.
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