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RESUMO

MARION, Luiz F. A. O uso de biomarcadores genéticos em Astyanax aff. paranae
(Pisces) para avaliar a contaminacdo aquatica na regido centro-oeste do Parana.
2012. 45p. Trabalho de concluséo de curso do curso de Engenharia Ambiental da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mourao, 2012.

Este trabalho avaliou a taxa de danos nucleares e a fragmentacdo do DNA em
eritrocitos do lambari Astyanax aff. paranae, através do Teste do Micronucleo Pisceo
e do Ensaio Cometa, respectivamente. Foram realizadas duas coletas de peixes, no
inverno e verdo de 2011, em trés pontos distintos, sendo dois no rio do Campo (a
jusante e a montante do municipio de Campo Mourdo — PR), e um na Reserva
Biolégica das Perobas, em Tuneiras do Oeste — PR (REBIO). Em laboratério, os
exemplares foram anestesiados e, posteriormente, tiveram uma amostra de sangue
retirada por punc¢éo cardiaca. Para o teste do Micronucleo, a amostra de sangue foi
fixada em lamina, corada com Giemsa 10% e, em seguida, avaliados 1000
eritrécitos. Para o Ensaio Cometa, a amostra de sangue foi tratada de modo a
remover as membranas das células, para posterior corrida eletroforética e coloracéo
de brometo de etideo. Em seguida foram contadas 100 células, onde foi avaliada a
intensidade de fragmentacdo do DNA de cada célula. A partir da ANOVA, pode-se
constatar que o ponto situado na REBIO no verdo apresentou a maior taxa de
aberracdes nucleares, e 0s pontos a montante no verdo e a jusante nas duas
estacBes obtiveram valores intermediarios. Os menores valores na taxa de dano
nuclear foram verificados na REBIO e montante durante o inverno. Para o Ensaio
Cometa, verificou-se através da ANOVA, que os maiores valores de fragmentacéo
no DNA, foram observados no ponto jusante verdo e 0s menores nos pontos da
REBIO verao e inverno. Esses resultados sugerem que a REBIO esta sofrendo uma
influéncia de substancias que promovem citotoxicidade, enquanto que os pontos a
jusante e montante provavelmente sofrem mais com acbes de substancias
genotoéxicas.

Palavras-chave: Teste do Micronlcleo Pisceo, Ensaio Cometa, biomarcador,

bioindicador, poluicéo.



ABSTRACT

MARION, Luiz F. A. Use of genetics biomarkers on Astyanax aff. paranae (Pisces) to
assess aquatic contamination in center-west region Parana State, Brazil. 2012, 45p.
Graduate conclusion study for Environmental Engineer course of Federal
Technologic University of Parana (UTFPR), Campo Mourdo Campus, Parana,
Brazil.2012.

This study aims to assess the nuclear damage rate and the DNA fragmentation in
erythrocytes from lambari Astyanax aff. paranae, by Piscine Micronucleus Test and
Comet Assay. There were performed two fish collections, in winter 2011 and summer
2011, and in three sampled sites, two of these in Campo River (upstream and
downstream of Campo Mourdo city) and the third site was located in Perobas
Biological Reserve (REBIO), in Tuneiras do Oeste city- Parana State. In laboratory,
the specimens were anaesthetized for blood collection by cardiac puncture. For
Piscine Micronucleus Test, the blood samples were fixed in microscope lamina,
stained with 10% Giemsa, and were computed 1000 erythrocytes. For Comet Assay,
the blood samples were treated to remove the cell membrane, following the
electrophoresis in alkaline conditions and staining with ethidium bromide. There were
computed 100 cells, assessing the DNA fragmentation intensity. Through ANOVA,
we can observe that the sample site in Biological Reserve during summer presents
the highest nuclear alteration rate and the sites upstream in summer and
downstream in both seasons showed intermediary values. The smallest values of
nuclear damage rate were found in REBIO and upstream in winter. In Comet Assay,
it was verified through ANOVA, that the highest values of DNA fragmentation were
found in downstream summer and the smallest values in REBIO summer and winter.
These outcomes suggest that the REBIO are suffering an influence of substances
that cause citotoxicity, while the sampled sites in downstream and upstream of
Campo Mourdo are affected probably for substances with genotoxic action.

Key words: Piscine Micronucleus Test, Comet Assay, bioindicator, pollution



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Exemplar de Astyanax aff. paranae coletado no rio do Campo. Nota:
QT2 Tl o] o 17
Figura 2 - Area de estudo com a localizacdo dos pontos amostrais. Dois pontos
foram alocados no rio do Campo (jusante e montante do municipio de Campo
Mour&o-PR) e outro no cérrego Concordia (na REBIO das Perobas — municipios de
Tuneiras do Oeste € Cianorte-PR). .........ciiiiiiiiiiiieiei e 19
Figura 3 - Imagem do corrego Concordia, um riacho oligotréfico onde foram
realizadas coletas na REBIO das Perobas, Tuneiras do Oeste e Cianorte-PR......... 20
Figura 4 - Esquema para confeccdo de laminas do teste do micronucleo pisceo e
aberracdes morfolégicas nucleares. Realizou-se uma punc¢éo cardiaca, pingou-se
uma gota de sangue em uma lamina (A), com o auxilio de uma laminula fez-se o
€SIregaco (B, C € D). oo 21
Figura 5 - Tipos de alteracfes registradas no teste das aberragcdes morfologicas
nucleares em eritrocitos de peixes. Fonte: Jiraungkoorskul; Sahaphong (2007). .....22
Figura 6 - Esquematizagéo dos Procedimentos adotados para o Ensaio Cometa....23
Figura 7 - Classificacdo visual baseada na migracao de fragmentos de DNA, e suas
classes de dano: 0 (sem dano aparente), 1 (pouco dano), 2 (dano médio) 3 (dano
extenso), 4 (dano MAXIMO, APOPLOSE). ..eeeururuiiieeeeeeeeeeeiee e e e e e e e e e e e 23
Figura 8 - Fotos de alteracdes morfolégicas nucleares. a: nucleo normal; b: blebbed
(ndo é microndcleo, pois ainda apresenta uma ponte de cromatina ligando ao nucleo
principal); c-f: notched; g: lobed; h: binucleada; i: Blebbed. ............ccccoooviiiiiiiiiinnnnnnn. 26
Figura 9 - Média e intervalo de confianca da taxa de alteracbes morfologicas
nucleares em eritrocitos de Astyanax aff. paranae, considerando-se conjuntamente
0S pontos amostrais e as estacdes de ano. a, b, ¢ = representacéo do resultado do
teste das minimas diferencas significativa de Fisher. ............ccccccciiiiiiice 27
Figura 10 - Média e intervalo de confianca da taxa de fragmentacdo de DNA em
eritrocitos de Astyanax aff. paranae, considerando-se conjuntamente 0s pontos
amostrais e as estacdes de ano. a, b, ¢ = representacédo do resultado do teste das

minimas diferengas significativa de FISher. ............cccccoiiiiiiiiiiiiie 31



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Teste LSD realizados a partir das taxas de alteragbes morfologicas
nucleares em eritrocitos de Astyanax aff. paranae coletados no verdo e no inverno.
Entre parénteses: valores médios de cada tratamento (T). Em vermelho, valores

significativos (p < 0,05)

Tabela 2- Teste das minimas diferencas significativas de Fisher realizados com os
dados do Ensaio Cometa de Astyanax aff. paranae coletados no verao e no inverno.
Entre parénteses, valores médios de cada tratamento (T); Em vermelho, valores

SIgNIfICALIVOS (P < 0,05). 1 ciiiiiiiiiii e e e e e 31



SUMARIO
LINTRODUGAO ...ttt ettt et ettt e et eereeseeeae e 9
20 =] = 17/ 1 TR 13
2.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt 13
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO .....cuevieeieeeeeeeeeeee et 13
3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA .......ocoiiiiteeecieeetese et 14
A MATERIAL E METODOS ..ottt en st en e 17
4.1 ESPECIE ESTUDADA ....ooooviieeeeeeeeeeeetee et st ee et en e en s en s 17
4.2 AREA DE ESTUDO.......cuoiieieeeeeeeeeeeeeeee et eaeete e eae e 17
4.3 PROCEDIMENTO AMOSTRAL ....o.ovivitieiee e ee e es e en s en s 19
4.4 ANALISE DE DADOS.......coovivieeeieeeeeeetee e st ee et en st en s en e 24
5 RESULTADOS E DISCUSSAO........ceieiieieeieeeeeeeee s s eses e en s 25
5.1 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEOQ .....coovvieeeeeeeeieees s 25
5.2 ENSAIO COMETA ..ottt ee ettt s et n e 30
B CONCLUSAO. ......couiieiiieeeee ettt ettt ettt et re et eseae e 33
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt neeteeaennanas 35

ANEXO | - METODOLOGIA COMPLETA PARA A REALIZACAO DO TESTE DO
MICRONUCLEO PISCEO .......oiiuiiiiieeeetetee ettt 43

ANEXO Il - METODOLOGIA COMPLETA PARA A REALIZACAO DO ENSAIO
COME T A L ettt n 43

ANEXO Il - PROTOCOLO COMPLETO PARA A PREPARACAO DA AGAROSE DE
BAIXO PONTO DE FUSAQO (LMP) ...ttt 44

ANEXO IV - PROTOCOLO COMPLETO PARA A PREPARACAO DA AGAROSE
NORMAL .. et e et e e e et e et e s e e e e e e neennne 44



10

1 INTRODUCAO

Segundo Amorim (2003), o despejo de poluentes de origem industrial,
domeéstica ou agricola na agua vem afetando negativamente a biodiversidade
aguatica, bem como a saude da populacdo humana que depende destes corpos
hidricos para sobreviver e manter seu estilo de vida. Muitos destes poluentes
langados nos corpos d’agua ndo sdo removidos pelos métodos tradicionais de
depuracéo, como estacdes de tratamento da agua e na autodepuracao do manancial
superficial.

Um exemplo disso ocorre na regido centro-oeste do Estado do Parana, mais
precisamente no municipio de Campo Mourdo (IBGE, 2010), onde se verifica o
lancamento de uma variedade de agrotoxicos, bem como de efluentes industriais
e/ou urbanos nos corpos hidricos (PAGOTTO et al., 2009). Este fato se deve ao
elevado potencial agricola da regido (solo muito fértil) e pela localizacdo privilegiada
em termos comerciais e industriais no estado. Segundo Jonsson et al. (2005), estes
efluentes dotados de substancias potencialmente téxicas, ou ditas xenobidticas,
acabam alcancando os rios da regido por lixiviacdo da chuva ou mesmo por descaso
da populacéo e das autoridades.

Deste modo, € importante verificar se a qualidade da dgua do Rio do Campo,
no municipio de Campo Mourdo — PR, esta sofrendo alteracbes mediadas por
poluentes. Os métodos analiticos tradicionais capazes de avaliar pesticidas
organofosforados e carbamatos em agua sado realizados por cromatografia gasosa
(GC), cromatografia liquida de alta performance (HPLC) ou espectrofotometria de
massa (MS) (LACORTE et al., 1995). No entanto, esses métodos de analise exigem
mao-de-obra especializada e apresentam alto custo operacional, o que torna inviavel
sua aplicacdo em larga escala (ALVES, 2000).

Para realizacdo de avaliagBes eficientes, € de fundamental importancia a
aplicacdo de andlises integradas da qualidade da agua, unindo as respostas das
metodologias tradicionais de avaliacdo aos aspectos biolégicos do sistema (ARIAS,
2007). Segundo Arias (2007) tradicionalmente, as técnicas para avaliagdo destes
impactos utilizando bioindicadores vém sendo divididas em duas abordagens
principais: aquelas associadas aos niveis superiores de organizacdo, tais como

populagbes, comunidades e ecossistemas ou no nivel individual — que trata de
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alteracées comportamentais, malformag¢des, mudancas nas taxas de crescimentos
reproducao, alimentacdo, alteragfes bioquimica e fisiolégica — que inclui alteracbes
na integridade da membrana celular, no transporte de ions, no metabolismo celular e
em atividades enzimaticas.

Deste modo, um método bastante eficiente para verificar alteracbes
ambientais em corpos hidricos € através do uso de bioindicadores. Este termo
refere-se ao organismo do qual se esta obtendo as informacdes das condicbes
ambientais do seu habitat (ARIAS, 2007).

Segundo Whitfield e Elliott (2002), os bioindicadores sdo mais sensiveis e
consistentes para avaliagdo de impactos ambientais do que andlises fisicas e
quimicas da agua, dando uma resposta a longo prazo. Um exemplo de um bom
bioindicador sdo o0s peixes, pois bem como os mamiferos podem sofrer
bioacumulacao, respondem a agentes mutagénicos em baixas concentracdes e sao
capazes de ativar o sistema enzimatico do citocromo P450 (GOKS@YR et al. 1991).

Para Van Gestel e Van Brummelen (1996), o termo bioindicador ndo deve ser
confundido com biomarcador, uma vez que biomarcador define-se como qualquer
resposta biolégica a uma substancia quimica presente no ambiente, possivel de ser
medida dentro do organismo ou em seus produtos (pélos, urina, fezes etc.),
indicando um desvio da normalidade encontrada naqueles organismos nao expostos
ao elemento/substancia. Ainda, biomarcadores podem ser usados para verificar o
estado de saude dos organismos ou servirem como sinais de alertas de risco
ambiental (PAYNE et al.1987).

Um biomarcador proposto por Schmid (1975) e Heddle (1973) consiste em um
tipo de ensaio que permite a avaliacdo do dano ao DNA pela analise e quantificacdo
de umas estruturas citoplasmaticas conhecidas pelos hematologistas como
corpusculos de Howell-Joly, os quais sdo encontrados em populacdes celulares em
divisdo. Estas estruturas receberam o nome de micronucleos.

Hooftman e De Raat (1982), tomando por base o teste do microndcleo
originalmente desenvolvido por Schmid (1975) para células da medula éssea de
camundongos, introduziram-no nos estudos de células sanguineas de peixes
mantidos em laboratorio. Esta modificacdo do teste original passou a ser conhecida
como “Piscine Micronucleus Test” (Teste do Micronucleo Pisceo) e adotado neste
trabalho de forma mais generalista como teste das aberracées nucleares em

eritrocitos de peixes. Isto se deve ao fato de que os micronucleos aparecem em uma
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baixa frequéncia nas células de sangue de peixes em comparag¢do com outros tipos
de alteracBes nucleares, como por exemplo, as alteracdes morfolégicas nucleares.
Para estabelecer a taxa de dano de uma determinada populacdo de peixes,
diferentes autores tém somado as alteracbes morfolégicas nucleares aos
micronudcleos nas suas contagens de toxicidade. Desta forma, avalia-se com maior
grau de preciséo a toxicidade dos peixes frente a diferentes contaminantes (GHISI et
al., 2011).

Outro biomarcador muito utilizado € o Ensaio Cometa, também conhecido
como SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis). Esta € uma técnica capaz de detectar
dano ao DNA em células individualizadas (SPEIT et al., 1999).

O ensaio cometa combina a simplicidade de técnicas bioquimicas para
deteccdo quebras na fita simples de DNA. As vantagens do teste SCGE incluem o
seu desempenho simples e rapido, a sua sensibilidade para a deteccdo de danos ao
DNA, a andlise dos dados ao nivel individual de célula, a utilizacdo de amostras
extremamente pequenas, e sua aplicabilidade para virtualmente qualquer populacéo
de células eucaridticas, além do custo para realizacdo do ensaio ser relativamente
baixa. O teste tem aplicacdes difundidas nas areas de genotoxicidade, biologia
molecular, biomonitoramento ambiental e monitoramento da populagdo humana
(SPEIT et al., 1999).

O homem apresenta um comportamento paradoxal em relacdo ao uso dos
recursos hidricos, uma vez que os utiliza para finalidades essenciais para a
manutenc¢ao do seu estilo de vida e, por outro lado, polui como consequéncia destas
proprias atividades. Entende-se como poluicdo, a adicdo de substancias ou de
formas de energia que, direta ou indiretamente, alterem a natureza do corpo de agua
de uma maneira tal que prejudique os legitimos usos que dele sédo feitos (VON
SPERLING, 2005). Sendo que o Rio do Campo é um importante recurso hidrico do
municipio de Campo Mourdo, pois é responsavel pelo abastecimento de 80 % da
populacdo mourdoense (ALBUQUERQUE, 2008), é de imprescindivel importancia

verificar a qualidade da agua deste manancial superficial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contaminacéo aquatica da regido da regiao centro-oeste do Parana,
com base em testes de genotoxicidade e mutagenicidade/citotoxicidade usando

como bioindicador o peixe Astyanax aff. paranae (Teleostei, Characidae).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Avaliar a taxa de alteracdes morfolégicas nucleares em eritrocitos de A.
aff. paranae em corpos hidricos com diferentes niveis de contaminacao;
2. Verificar através do ensaio cometa se ha diferentes taxas de

fragmentacao no DNA entre trechos de rios com diferentes niveis de poluicéo;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

A poluicdo das aguas doces superficiais € um dos grandes problemas
ambientais atuais. Sua contaminacdo é muito facil, mas o mesmo nao se pode dizer
de sua descontaminacdo, a qual muitas vezes é dispendiosa e em alguns casos
impossivel de ser executada (TOWSEND et al., 2006).

Esta predicdo pode ser verificada em andlises de pesticidas e metais pesados
em agua que sao mensurados a partir de cromatografia gasosa (GC), cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) ou espectrofotometria de massa (MS). Estes
métodos de analise exigem mao de obra especializada e apresentam alto custo
operacional, o que torna inviavel sua aplicacdo em larga escala (ARIAS et al., 2007),
além de permitirem apenas um conhecimento instantaneo, portanto limitado, das
condicbes da agua no momento em que sdo feitas as medi¢cdes. (LOBO et al.,
2002).

Neste sentido, o uso de bioindicadores e biomarcadores pode consumir
menor tempo de andlise, requerer menor esforco humano e ser mais econdmico
(JONSSON et al.,, 2005). Além disso, apresentam a vantagem de oferecer
informacdes de efeito ambiental prolongados, isto é, sdo capazes de refletir estados
ndo mais existentes no momento da verificacdo, porém, originados a partir do
processo ocorridos anteriormente na comunidade (LOBO et al., 2002).

Para que os organismos sejam bons bioindicadores devem-se considerar
critérios tais como: a) relevancia ecolégica, b) suscetibilidade dos organismos, e c)
caracterizacdo preliminar dos efeitos aos organismos expostos. Ainda € desejavel a
possibilidade de sua criacdo e manutencdo em condi¢cdes de experimentacdo, de
modo a se obter dados de toxicidade para o estabelecimento de limiares de
concentracdo quanto a alteracao do parametro estudado (JONSSON et al., 2005).

Biomarcadores séo definidos como qualquer resposta a um contaminante
ambiental ao nivel individual, medidos no organismo ou matriz bioldgica, indicando
um desvio no status normal que ndo pode ser detectado no organismo intacto. Ou
seja, sdo medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas sobre
0 organismo completo, que indicam, em termos bioquimicos, celulares, fisiologicos,
comportamentais ou energéticos, a presenca de substancias contaminantes ou a

magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS et al., 2007).
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Ao nivel celular, pode ser utilizado o teste do micronucleo como biomarcador
de genotoxicidade e mutagenicidade, uma vez que associagdes positivas entre
exposicdo a misturas de pesticidas e a presenca de micronucleos tem sido
observada em diversos estudos realizados com estes compostos. Micronucleos séao
Cromossomos inteiros ou parciais que ndo foram incorporados dentro do nucleo da
célula filha durante a diviséo celular e que aparecem como uma pequena estrutura
arredondada e escura, idéntico em aparéncia ao nucleo celular. Do mesmo modo,
podem ocorrer anomalias celulares, 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 et al., 2001).

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 (aneuplodia), como
consequéncia, geralmente, de enfermidades genéticas (ARIAS et al., 2007).

A avaliacdo das alteragcdes morfolégicas nucleares e os micronucleos sao
ensaios que tém sido bastante utilizados para investigacao de efeitos genotoxicos de
poluentes ambientais em peixes (AL-SABTI, 1986).

As alteracdes morfologicas nucleares tém sido interpretadas como lesdes
nucleares analogas aos microndcleos. Os resultados de Ayllon & Garcia-Vazquez
(2000) mostraram que essas anomalias sdo induzidas por compostos genotoxicos
bem-conhecidos, mesmo quando os micronucleos nao foram induzidos. Além disso,
elas geralmente ocorrem em frequéncias maiores que 0s microndcleos, o que
possibilita a aplicacao de testes estatisticos.

Outro biomarcador muito utilizado para demonstrar danos induzidos por
contaminantes é o Ensaio Cometa (BELPAEME et al., 1998). Esse ensaio investiga
danos no DNA (simples, dupla-fita) em nivel celular individual, através da medicao
da migracdo em gel do material genético 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 apds a passagem da corrente
elétrica (BOMBAIL et al., 2001).

O principio desta técnica se baseia no fato de que o DNA da célula que ndo
tiver dano migrara de forma homogénea formando um circulo. Caso o DNA
pesquisado tenha dano, serdo formadas quebras no material genético e/ou

consequentes fragmentos de diversos tamanhos, de modo que na eletroforese, os
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fragmentos menores migram mais rapidamente em relagédo aos fragmentos maiores.
Ocorrendo um dano intenso no material celular, muitos fragmentos de diversos
tamanhos serdo formados e migrardo em velocidades diferentes, originando a figura
tipica de um cometa (OLIVE et al., 1990).

O Ensaio Cometa pode ser uma ferramenta interessante para
monitoramentos de genotoxicidade de exposi¢cdes e para investigar os impactos na
integridade do dano no DNA, em espécies de interesse ambiental. Nesse sentido,
trés principais vantagens foram identificadas: (i) qualquer tipo de tecido com células
nucleadas pode ser usado, (ii) sGo necessarias pequenas quantidades de amostras,
(iii) o ensaio é rapido, sensivel e relativamente barato (BELPAEME et al., 1998).

O Ensaio Cometa € habitualmente realizado com eritrGcitos, pois estes sao
facilmente obtidos por métodos nédo destrutivos e ndo necessitam do passo adicional
de isolamento celular — por ja estarem em meio liquido, sé@o facilmente diluidas em
soro bovino fetal (meio de cultivo celular). Porém outros tecidos também podem ser
utilizados, pois os efeitos de genotoxicidade de contaminantes podem ser muitas
vezes tecido-especificos (BELPAEME et al., 1998).

De acordo com as informacdes supradescritas, verifica-se que os testes das
aberracfes nucleares, bem como o Ensaio Cometa em eritrocitos de peixes séo
técnicas amplamente utilizadas e que permitem interpretar a contaminacéo
ambiental. Desta forma, este estudo fez uso destas técnicas em Astyanax aff.
paranae para avaliar possiveis indicios de contaminacdo em mananciais superficiais

com diferentes niveis de interferéncia antrépica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESPECIE ESTUDADA

A espécie bioindicadora escolhida foi o lambari Astyanax aff. paranae
Eigenmann, 1914, e sua escolha deu-se, principalmente, pela sua elevada
frequéncia nos rios da regido, fornecendo um bom nimero amostral, sua facilidade
de manuseio, além do seu potencial bioindicador.

Astyanax aff. paranae é considerada uma espécie comum na bacia do alto rio
Parana (GARUTTI & BRITSKI, 2000), sendo registrada com ocorréncia abundante
na micro-bacia do rio Mourao (LUIZ et al., 2003). A. aff. paranae caracteriza-se como
uma espécie de vida de ciclo curto (BARBIERI, 1992), com habito alimentar
predominantemente onivora (FERREIRA et al. 2004). A maioria das capturas desta
espécie ocorre em areas de aguas correntes entre remansos, 0 que evidencia a

importancia de A. aff. paranae nesses ambientes (VEREGUE et al., 2003) (Figura 1).

B W,

o A

Figura 1 - Exemplar de Astyanax aff. paranae coletado no rio do Campo. Nota: barra=1cm.

4.2 AREA DE ESTUDO

Foram escolhidos trés pontos de amostragem em trechos de rios com
diferentes niveis de contaminacdo (figura 2). O ponto 1 localizou-se no Rio do
Campo, a montante da cidade de Campo Mourao, regido com influéncia apenas da
agricultura (Localizacao: 24° 4'56.37"S/ 52°26'31.05"0). O ponto 2 situou-se no
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mesmo rio, a jusante do referido municipio, sendo influenciado pela area agricola a
montante e, principalmente, pelos despejos de efluentes urbanos, como por exemplo
0s provenientes da estacdo de tratamento de esgoto municipal (ETE - Rio do
Campo) (Localizagdo: 23°59'44.09"S/ 52°20'23.34"0). Aproveitando-se desta
situacao, a coleta dos animais no ponto 2 ocorreu a poucos metros da liberacao do
efluente da referida ETE.

Vale a pena ressaltar que os dois pontos amostrais do Rio do Campo
possuem uma barreira fisica que os separa. Trata-se de um represamento artificial
para formacdo do lago no Parque Municipal Joaquim Teodoro de Oliveira, que
impede a migragcdo dos individuos entre os pontos e, desta forma, confere
independéncia as amostragens.

O municipio de Campo Mourdo possui uma economia essencialmente
agricola, neste se situa a maior cooperativa agropecuaria do Brasil e a terceira maior
do mundo. Destaca-se a cidade pela expressiva producédo de gréos, especialmente
milho e soja, propiciada pelo relevo e solos profundos, que favorecem o
desenvolvimento da agricultura mecanizada na regido. A agricultura ocupa 83,58%
da area do municipio. Essa condi¢do favoravel para o uso intensivo do solo tem
levado, no entanto, ao descuido quanto as préaticas voltadas a conservacao do solo.
Os métodos inadequados que favorecem a erosédo que ainda sdo comuns na regiao
(SEMA CAMPO MOURAO, 2008).

O ponto 3 situou-se no coérrego Concoérdia da Reserva Biologica das
Perobas (REBIO das Perobas), municipios de Tuneiras do Oeste e Cianorte, regido
centro-noroeste do Estado do Parand, sul do Brasil. Assumiu-se este ponto amostral
como controle negativo do presente trabalho por ser um local com menor nivel de
antropizacdo e por sua nascente estar proxima a uma reserva bioldgica, unidade de
conservacdo com alto nivel de preservacdao. Poucos metros apds a formacao do
corrego Concordia, o mesmo adentra a zona de amortecimento da REBIO das
Perobas e, posteriormente, passa marginalmente na porcao florestada da reserva.

A Reserva Biologica das Perobas é uma unidade de conservacéo federal
com 8.716 hectares (figura 2), localizada a 23°52'52"S, 52°44'08"W e a 600 m de
altitude, A é&rea € caracterizada pelo contato entre a Floresta Estacional
Semidecidual Submontana, onde predominam perobas, cedros e palmitos, e a
Floresta Ombrofila Mista, distinguindo-se pela ocorréncia do pinheiro-do-parana
(SILVA et al., 2011).
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Figura 2 - Area de estudo com a localizag&o dos pontos amostrais. Dois pontos foram
alocados no rio do Campo (jusante e montante do municipio de Campo Mourdo-PR) e outro
no corrego Concérdia (na REBIO das Perobas — municipios de Tuneiras do Oeste e
Cianorte-PR).

4.3 PROCEDIMENTO AMOSTRAL

O procedimento amostral adotado no presente trabalho idealizou a coleta de
aproximadamente 20 individuos de Astyanax aff. paranae por ponto amostral e
estacdo do ano, totalizando 120 individuos..

Foram realizadas duas coletas, uma no inverno (agosto de 2011) e outra no
verdo (dezembro de 2011), sendo em ambas amostrados os trés pontos de coleta
escolhidos neste trabalho.

Nos pontos no rio do Campo, a jusante e a montante do municipio de Campo
Mouréo, utilizou-se redes de espera (1,2 m x 5 m e malha de 1,5 cm ente nos
opostos) como método de coleta. Estas redes foram expostas paralelamente as
margens do rio por um periodo de tempo variavel, de acordo com o namero de

individuos capturados, sendo vistoriadas de hora em hora.
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No corrego Concérdia utilizou-se da técnica do peneiramento (0,60 X 1,2 m e
malha de 0,30 cm) como metodologia de captura dos individuos. As coletas foram
realizadas com peneiras, uma vez que o local € um ponto muito préximo a nascente
do rio, portanto a quantidade de nutrientes bem como a quantidade de exemplares

existentes no local € menor (Figura 3).

Figura 3 - Imagem do corrego Concordia, um riacho oligotrofico onde foram realizadas

coletas na REBIO das Perobas, Tuneiras do Oeste e Cianorte-PR.

Os individuos capturados com ambos os métodos de coleta foram
acomodados em recipiente de poliestireno, de 80 L, com aerador, buscando manté-
los vivos. Posteriormente, estes individuos foram transportados até o laboratério de
Ecologia da UTFPR, campus Campo Mour&o, onde ocorreram 0s procedimentos de
triagem.

Em laboratério, os individuos foram identificados e enumerados de acordo
com o ponto amostral e a estagdo do ano. Em seguida, os exemplares foram
anestesiados com cloridrato de benzocaina a 20%, evitando-se seu sofrimento, para
a tomada dos dados morfométricos e para coleta de sangue.
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Os dados morfométricos foram mensurados para cada individuo quanto ao
comprimento total (Ct) e padrao (Cp), em centimetros, e peso total (Pt), em gramas.
Para a coleta de sangue, fez-se uma puncédo cardiaca, em cada individuo, com o
auxilio de uma seringa de insulina previamente heparinizada para evitar a
coagulacao do sangue. Apos a retirada do sangue, uma subamostra foi destinada ao
teste das aberracGes nucleares e outra subamostra para o protocolo do Ensaio
Cometa.

Para a realizacéo do teste das aberracdes nucleares em eritrocitos de peixes
(figura 4) foi empregada a técnica descrita por Heddle (1973) e Schmid (1975), que
consiste, resumidamente, na realizacdo de um esfregaco de sangue de cada
individuo em uma lamina para posterior coloracdo com Giemsa a 10% (Anexo | —
metodologia completa). Apdés a coloracao, fez-se a contagem de 1000 células de
sangue por lamina, buscando-se visualizar aberra¢cdes morfolégicas nucleares nos
eritrécitos dos individuos, como por exemplo, alteracbes em bolha, lobado,

vacuolado, entalhado e micronucleado (figura 5).

Figura 4 - Esquema para confeccao de laminas do teste do microndcleo pisceo e
aberracdes morfoldgicas nucleares. Realizou-se uma puncao cardiaca, pingou-se uma gota

de sangue em uma lamina (A), com o auxilio de uma laminula fez-se o esfregago (B, C e D).
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a) Blebbed (em bolha): nlicleos com uma |} P
pequena evaginagao da membrana J ‘ .
nuclear, parecendo conter eucromatina :
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N

b) Lobed (Lobado): nucleos com , ‘

evaginagées mais largas ‘ , /.
!

¢) Vacuolated (Vacuolado): nucleos que w -

apresentam umaregiao que lembra os » ‘

vacuolos no seu interior. .
- /'
BN VC

d) Notched (Entalhado): nucleos que >
apresentam um corte bem definido em ‘ ’
suaforma
NT

e) Binucleated (Binucleada): apresenta dois nucleos .
) N Normal

Figura 5 - Tipos de alteracdes registradas no teste das aberra¢gdes morfolégicas nucleares

em eritrécitos de peixes. Fonte: Jiraungkoorskul; Sahaphong (2007).

Para a realizacdo do Ensaio Cometa (figura 6) (Anexo Il — Protocolo completo
do Ensaio Cometa), seguiu-se resumidamente a seguinte metodologia: a) o sangue
anteriormente retirado foi homogeneizado em soro bovino fetal, dentro de um
microtubo de centrifugacdo (tipo eppendorf); b) com auxilio de uma micropipeta
foram retirados 15 pl da primeira mistura para posterior diluicio em 120ul de
agarose de baixo ponto de fusdo (Anexo Il — protocolo completo de preparo); c) em
seguida, esta mistura foi repassada para laminas cobertas com agarose normal
(Anexo IV — protocolo completo de preparo); d) posteriormente, as laminas foram
armazenadas em geladeira, dentro em uma solucdo de lise, por dois meses, para
guebrar a membrana citoplasmatica das células e expor seus respectivos DNAs; e)
apos a lise das membranas e exposicdo do DNA foi realizada a corrida
eletroforética, visando o deslocamento do DNA; f) depois da realizacdo da
eletroforese, da neutralizacdo e da fixacdo, as laminas foram coradas com 15u de

brometo de etideo 0,02g/ml (diluido em agua).
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ApGs a preparacdo e coloracéo, as laminas foram analisadas em microscépio
de epifluorescéncia para contagem de 100 células. Nesta contagem, avaliaram-se 0s

tipos de dano e a sua frequéncia de aparecimento (figura 7).

\ @ Soro bovino
==| fetal, diluicio
e
' desagregacao
@ das células
Misturaem

SR s e = agarose de
W) g baixo ponto de
fusao U
solugdo de lise, na ]
geladeira, por no
minimo 1 h

’ Laminaja
= A aec = / cobertacom
Corrida o 7 agarose
normal

Eletroforética

Figura 6 - Esquematizacdo dos Procedimentos adotados para o Ensaio Cometa.

Figura 7 - Classificagéo visual baseada na migracéo de fragmentos de DNA, e suas classes
de dano: 0 (sem dano aparente), 1 (pouco dano), 2 (dano médio) 3 (dano extenso), 4 (dano

maximo, apoptose).
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4.4 ANALISES DE DADOS

A partir do planilhamento dos dados foram realizadas analises estatisticas
para checagem dos pressupostos de normalidade residual e homogeneidade das
variancias utilizando-se os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Apos
a checagem dos pressupostos, foi aplicada a andlise de variancia paramétrica
(ANOVA) e a posteriori foi utilizado o teste das minimas diferencas significativas de
Fisher (LSD). Estas analises possibilitaram a comparacdo entre os tratamentos:
ponto controle X ponto Montante X ponto Jusante.

Pelo fato do ponto controle ndo ter respondido conforme esperado e para
evitar mascarar os resultados, ndo foi possivel utilizar ANOVA bifatorial. Desta
forma, optou-se em utilizar uma ANOVA simples, considerando o ponto e a estacéo

em questdo como uma Unica variavel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO

VariacOes consistentes na forma normal eliptica do nucleo dos eritrécitos
foram aparentes no sangue dos peixes analisados durante este estudo. Algumas
dessas alterac6es sdo mostradas na figura 8. Entre as técnicas citogenéticas atuais,
as anormalidades nucleares e os micronucleos séo considerados bons indicadores
de citotoxicidade e toxicologia, respectivamente (LOBO et al., 2002).

Ayllébn & Garcia-Vazquez (2000) mostraram que as alteracdes morfologicas
nucleares sado induzidas por compostos genotoxicos bem conhecidos, mesmo
guando os micronucleos ndo sédo formados. Acredita-se que estas anomalias
nucleares acontecam devido a problemas com a lamina, uma proteina do nucleo,
pois € esta estrutura que confere o formato oval regular e a estabilidade nuclear
(ALBERTS et al., 1997).

O teste do micronucleo € um biomarcador facil, sensivel e responsivo para
avaliar alteracbes estruturais, perda de DNA e anormalidades cromossémicas
numeéricas (HEDDLE et al., 1991). Este biomarcador em eritrocitos periféricos
fornece uma abordagem viavel para monitorar os efeitos de agentes genotdxicos em
peixes (BOLOGNESI et al., 2006).



26

g
g 3
P
wno|

Figura 8 - Fotos de alteragcdes morfolégicas nucleares. a: nacleo normal; b: blebbed (ndo é
micronucleo, pois ainda apresenta uma ponte de cromatina ligando ao nucleo principal); c-f:

notched; g: lobed; h: binucleada; i: Blebbed.

Através da ANOVA foram verificadas diferencas significativas na taxa de dano
nuclear em eritrécitos de Astyanax aff. paranae, considerando os diferentes locais e
as estacdes de ano (Fs, 113)= 76,3; p<0,05). Apos, para verificar as diferencas entre
os tratamentos adotados neste trabalho, foi utilizado o teste das minimas diferencas
significativas de Fisher (LSD), sendo seus resultados expostos na tabela 1 e na
figura 9. Através do referido teste, péde-se constatar os seguintes resultados: 1- 0s
exemplares da REBIO, durante a estacdo do verdo, apresentaram as maiores taxas
de alteracdes nucleares; 2- os individuos dos pontos Jusante, no inverno e no verao,
e Montante, no verdo, apresentaram taxas de danos nucleares intermediarias; 3- 0s
peixes capturados nos pontos Montante e REBIO, no inverno, foram os que tiveram

as menores taxas de alteracdes nucleares em eritrocitos de Astyanax aff. paranae.
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Tabela 1- Teste LSD realizados a partir das taxas de alteragdes morfologicas nucleares em
eritrécitos de Astyanax aff. paranae coletados no verdo e no inverno. Entre parénteses:
valores médios de cada tratamento (T). Em vermelho, valores significativos (p < 0,05).

Local*Estagdo 1(6,3) 2(12,2) 3(5,7) 4(10,6) 5(10,0) 6(32,8)

Montante.Inverno

Jusante.lnverno  0,000019

Montante.Verdo 0,001545 0,261649 0,000829

=
1

2

3 REBIO.Inverno  0,693977 0,000012

4

5 Jusante.Verdo 0,005742 0,111757 0,003021 0,650451
6

REBIO.Verdo  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

40 T T T T T T
“&_Média e 0,95*IC (o

35 }
30+
25+

20t

Taxa de dano

15 | b b
10 | a E a

5| ¢ t

Montante.Inverno REBIO.Inverno Jusante.Verao
Jusante.lnverno Montante.Verao REBIO.Verao

o

Local*Estacéao

Figura 9 - Média e intervalo de confianga da taxa de alteragdes morfologicas nucleares em
eritrocitos de Astyanax aff. paranae, considerando-se conjuntamente 0s pontos amostrais e
as estagOes de ano. a, b, ¢ = representagéo do resultado do teste das minimas diferencas

significativa de Fisher.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel constatar que o corrego Concordia
sofre impacto de contaminantes, uma vez que no verao foram observadas elevadas
taxas de alteraches nucleares. Este resultado pode ser explicado pelo fato do

corrego Concordia nascer fora do perimetro da REBIO das Perobas. Ainda, o
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referido corrego passa apenas marginalmente na reserva, na sua zona de
amortecimento. Antes de chegar a reserva bioldgica das Perobas, observa-se que
areas de agricultura intensiva e pecuaria ocorrem em suas margens, somado-se a
escassa mata ciliar no seu entorno (ICMBIio da REBIO das Perobas, com pessoal).

A vegetacao existente nas margens dos mananciais superficiais pode ser
considerada como um mecanismo de protecdo dos recursos hidricos, por ser uma
area de protecdo permanente devidamente regulamentada pelo Codigo Florestal
Brasileiro (Lei n° 4.771 de 15 de setembro de 1965). O referido codigo considera
como area de preservacao permanente as florestas e demais formas de vegetacéo
naturais, situadas ao longo de rios ou de qualquer curso d 4gua. Se o curso hidrico
possuir menos de 10 metros de largura, como no caso do corrego Concordia, a faixa
de vegetacao protegida deve ser de, no minimo, 30 metros. No caso de nascentes,
como também observado no ponto controle deste estudo, a area de protecdo
permanente deve ser ainda maior, abrangendo um entorno de 50 metros
(MEDAUAR 2004).

Corroborando com as informacfes supradescritas, a WWF Brasil (2012) relata
que, dentre as inumeras funcdes ecoldgicas da vegetacdo ciliar e outras areas de
preservacao permanente, estdo a de diminuir os problemas de erosdo do solo e
manter a qualidade das &guas dos rios e lagos. Provavelmente, o carreamento de
poluentes para dentro do cérrego Concordia é facilitado pelas atividades agricolas
(com a aplicacdo de defensivos agricolas), pela pecuéaria e pela escassez da
vegetacao ciliar no curso de agua, antes do mesmo chegar a REBIO das Perobas.
Ainda, a elevada pluviosidade do verédo associada com o solo composto de arenito
Caiua, que apresenta suscetibilidade a erosdo devido a baixa coesdo, devem ter
contribuido como um agente facilitador da contaminacdo do curso hidrico e,
consequentemente, de sua fauna.

Segundo a Lei Federal 9985/00 uma Reserva Biologica tem como objetivo a
preservacao integral da biota e demais atributos naturais existentes em seus limites,
sem interferéncia humana direta ou modificacbes ambientais, excetuando-se as
medidas de recuperacdo de seus ecossistemas alterados e as acdes de manejo
necessarias para recuperar e preservar o equilibrio natural, a diversidade biolégica e
0s processos ecoldgicos naturais (PRESIDENCIA DA REPUBLICA DO BRASIL, LEI
No 9.985, 18 DE JULHO DE 2000). Tendo em vista a lei anteriormente citada, o

codigo Florestal Brasileiro e a importancia da vegetacao ciliar, sugere-se que a zona
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de amortecimento seja estendida e incorpore a nascente do corrego Concérdia,
garantindo a devida protecao a fauna local.

Os menores valores das taxas de alteracbes nucleares encontradas nos
peixes dos pontos Montante e REBIO, no inverno, se deve provavelmente pelo fato
desta estacdo representar o periodo entre safras da agricultura e, portanto,
subentende-se que a quantidade de defensivos agricolas utilizados € menor, e ainda
neste periodo a intensidade pluviométrica € menor que a encontrada no verdo. Este
cenario deve favorecer os individuos que, provavelmente, passam por uma
reparacao dos danos, diminuindo-os assintomaticamente (ALBERTS et al. 2010).

Os pontos Jusante, inverno e verdo, e Montante, veréo, obtiveram taxas de
dano consideradas “intermediarias” em relacdo aos outros pontos. No ponto
Montante, verdo, provavelmente ocorre um maior uso de defensivos agricolas por se
tratar do periodo de safras, sendo este também um periodo mais chuvoso. Com
isso, sugere-se que ha um maior carreamento de poluentes para dentro do rio e,
consequentemente, h4 uma maior taxa de danos comparativamente ao inverno.
Porem, a Montante se encontra préxima a nascente do rio, fazendo com que 0s
individuos tenham um tempo de exposicao aos possiveis contaminantes ali existente
reduzido. Ja o ponto Jusante, independentemente da estacdo do ano, possui
influéncia direta, durante todas as estacdes do ano, da ETE de Campo Mourao. Este
fato, provavelmente, influencia a ocorréncia dos micronucleos e das demais
alteracodes.

A ETE do rio do Campo, em Campo Mourao, realiza o tratamento preliminar,
para remocdo de sélidos grosseiros, primario, para remocdo de sélidos
sedimentaveis, e secundario, que visa reduzir a DBO. O método utilizado no
tratamento secundario em Campo Mourédo, é por reatores UASB (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket), que se constituem na principal tendéncia atual de tratamento de
esgotos no Brasil (VON SPERLLING, 2005). O mesmo autor relata que este sistema
apresenta uma eficiéncia de remocéo da DBO, em torno de 70%.

Apos o efluente passar pelo reator UASB, é destinado para lagoas facultativas
para sua estabilizacdo. O periodo de estabilizacdo da matéria organica neste
processo €, usualmente, superior a 20 dias, porém estas nao realizam a remocéao de
patdgenos e de poluentes especificos (compostos usualmente tOxicos ou nao
biodegradaveis) ou ainda, a remocdo complementar de poluentes néo

suficientemente removidos no tratamento secundario (VON SPERLLING, 2005).
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Com esta descricado realizada acima do tipo de tratamento realizado na ETE de
Campo Mouréo, verifica-se a nado remocdo de micropoluentes e isto sustenta
argumentacao de que os organismos destes locais estdo sujeitos a influéncia destas
substancias toxicas.

O trabalho realizado por Machado et al. (2011), na zona urbana deste mesmo
ro e com peixes do mesmo género (Astyanax altiparanae), também indicou a
presenca de substancias potencialmente mutagénicas nas aguas do rio do Campo.
O referido trabalho mostrou que a taxa de dano nuclear encontrada nos eritrécitos
dos peixes do rio do Campo foi significativamente maior que a taxa de dano nuclear
observada em individuos de laboratério, que tinham contato apenas com aguas nao
contaminadas.

Estes resultados, somado aos encontrados neste trabalho, mostram que as
adguas do rio do Campo estdo sofrendo algum tipo de contaminacdo, seja por
residuos de produtos oriundos da agricultura e pecuéaria ou por meio de efluentes
urbanos da cidade de Campo Mourdo. Com isso, sugere-se que estudos minuciosos
da quimica da agua sejam realizados para deteccdo das substancias potencialmente
toxicas e, desta forma, auxiliar as autoridades na promulgacdo de leis que
regulamentem e inibam as atividades poluidoras.

No mesmo sentido, Al-Sabti; Metcalfe (1995) descreveram que descargas
industriais e urbanas sdo responsaveis pela maior concentracdo de substancias
todxicas nos ambientes aquaticos, embora em muitos paises, atividades regulatorias
comecam a impor limites a esses despejos de efluentes téxicos nos suprimentos de
agua das popula¢bes humanas.

Muitos trabalhos de campo como este, tém avaliado eficientemente o nivel de
contaminacgdo e o potencial toxicolégico em ambientes aquaticos, através de testes
como o do Micronucleo Pisceo (AMADO et al., 2006; BOMBAIL et al., 2001; HOSE
et al., 1987; MINISSI et al., 1996). Tais trabalhos tém verificado que 0s peixes
podem agir como “sentinelas” para indicar o potencial a exposicdo de populacbes
humanas a substancias toxicas em corpos hidricos de abastecimento publico (AL-
SABTI, ; METCALFE, 1995).

5.2 ENSAIO COMETA
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Através da ANOVA verificou-se que houve diferencas significativas na taxa de
fragmentacdo do DNA entre os pontos amostrais e estacdes (Fp, 97)=3,6589,
p<0,05). O teste das minimas diferencas significativas de Fisher indicou que a
REBIO, no verdo, apresentou as menores taxas de fragmentacdo de DNA. Na
REBIO, no inverno, também foram constatados baixos valores de fragmentacdo do
DNA. Os maiores valores de fragmentagdo do DNA foram observados nos

espécimes coletados no ponto a Jusante, durante o verao (tabela 2 e figura 10).

Tabela 2- Teste das minimas diferencas significativas de Fisher realizados com os dados do
Ensaio Cometa de Astyanax aff. paranae coletados no verdo e no inverno. Entre parénteses,
valores médios de cada tratamento (T); Em vermelho, valores significativos (p < 0,05).

T Local*Estacdo 1 (147,8) 2(139,2) 3(119,7) 4(149,9) 5(172,1) 6 (100,8)

1 Montante.Inverno

2 Jusante.lnverno 0.581133

3 REBIO.Inverno 0.074746 0.220884

4 Montante.Verdo 0.894410 0.495010 0.056182
5

6

Jusante.Verdo 0.201744 0.087147 0.007083 0.242212
REBIO.Verdo 0.005696 0.024623 0.263168 0.003973 0.000530

_® Média e 0,95*IC a,c

180 a a

160 |

140 -

120

Taxa de dano
O

100

80 1

60 . . . . .
Montante.Inverno REBIO.Inverno Jusante.Verao
Jusante.Inverno Montante.Verao REBIO.Verao

Local*Estacgao

Figura 10 - Média e intervalo de confianga da taxa de fragmentagdo de DNA em eritrocitos
de Astyanax aff. paranae, considerando-se conjuntamente os pontos amostrais e as
estacOes de ano. a, b, ¢ = representacdo do resultado do teste das minimas diferencas

significativa de Fisher.
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Os baixos niveis de fragmentacdo do DNA (genotoxicidade) na REBIO,
inverno e verdo, associadas as elevadas taxas de aberra¢des nucleares na REBIO
no verdo, sugerem que os individuos da reserva estdo sofrendo interferéncia de
substancias com efeito citotoxico, mas ndo genotoxico. Como dito anteriormente,
provavelmente estas substancias causam uma desestruturacdo na lamina nuclear
(uma estrutura formada de filamentos intermediarios, que confere estabilidade
mecanica ao envoltério nuclear), e isso promove uma alteracdo na forma do nucleo,
mas sem afetar a integridade do DNA em si.

Na jusante se encontra a ETE que devido a falta de um tratamento terciario
adequado, lanca um namero maior de substancias potencialmente toxicas, como ja
visto anteriormente, e isso provavelmente explica os maiores niveis de fragmentacéo
do DNA, ou seja, efeitos genotoxicos, e também valores intermediarios de alteracbes
na morfologia do ndcleo, efeitos citotoxicos.

Nos pontos situados a montante (inverno e veréo) e a jusante (inverno) foram
encontradas taxas de dano ao DNA medianas. A proximidade do ponto a Montante
com a nascente do rio do Campo (maior integridade ambiental) e a menor influéncia
e acumulo de substancias potencialmente poluidoras, quando comparado ao ponto a
jusante, sdo as principais explicacées para os resultados obtidos neste local. No
entanto, mesmo diante deste cenério, os peixes do ponto a Montante podem estar
sujeitos a contaminacdo ambiental, provavelmente, devido aos agroquimicos
utilizados na agricultura intensiva de seu entorno.

Os resultados encontrados por este trabalho, além de constituirem novos
dados sobre a avaliacdo da qualidade ambiental no Rio do Campo e no cérrego
Concdérdia, ainda servem para alertar a sociedade e as autoridades sobre 0s perigos
qgue as atividades antrOpicas podem trazer para oS ecossistemas e para a saude

publica.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de peixes como bioindicadores para realizar um monitoramento
ambiental se mostrou um método alternativo aos métodos abidticos comumente
utilizados e revelou-se muito eficiente e responsivo, além de ser um método menos
oneroso, quando comparado a analises fisicas e quimicas da dgua. Para aumentar a
eficiéncia da constatacdo de alteracbes no meio, sugere-se 0 USO mais
biomarcadores em um maior nimero de tecidos alvos, assim obtendo maior nimero
de informacdes que podem ser cruzadas.

A utilizacdo de bioindicadores e biomarcadores no monitoramento ambiental
mostrou-se eficiente para a comparacéo de trechos de rios com diferentes niveis de
contaminac&o, porém algumas respostas divergentes demonstraram a complexidade
e a dificuldade dos estudos de campo, na area de ecotoxicologia. Para aumentar a
eficiéncia da constatacdo de alteracbes no meio, sugere-se: 1- o uso de uma gama
maior de biomarcadores; 2- um maior numero de moléculas, células e/ou tecidos
alvos; 3- o acoplamento de andlises fisicas e quimicas da agua. Estas informacdes
guando cruzadas podem aprimorar o conhecimento sobre a toxicologia ambiental.

A constatacdo de elevados niveis de alteracdes morfologicas nucleares em
eritrocitos de Astyanax aff. paranae (sem registro de micronucleos) e baixos niveis
de fragmentacdo do DNA, sugerem que a REBIO das Perobas esta sujeita a
contaminag¢do ambiental, sendo as substancias xenobioticas desta area muito mais
citotoxicas do que genotdxicas. JA no ponto a Jusante, os maiores niveis de
fragmentacdo de DNA associados com relevantes niveis de aberragbes nucleares
indicam um maior nimero de substancias toxicas, afetando tanto as células
(citotoxicidade) quanto o material genético (genotoxicidade). Estas verificacdes
sugerem que as substancias xenobibticas que agem sobre os organismos nos
diferentes locais possuem diferentes mecanismos de acao.

A proximidade da nascente do rio do Campo e o ndo recebimento de
efluentes urbanos nédo foram suficientes para livrar os exemplares coletados no
ponto a Montante dos efeitos de agentes antropicos, visto que valores intermediarios
de danos foram detectados. Isso sugere que as areas agricolas do entorno, com uso
intensivo de agroquimicos, estdo influenciando negativamente a fauna aquatica
deste local. Vale ressaltar que alguns quildmetros abaixo deste ponto encontra-se a

Estacdo de Tratamento de Agua de Campo Mour&o, a qual utiliza esta agua para o
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abastecimento publico, tratamento este que ndo remove por completo
micropoluentes que de alguma forma podem afetar a popula¢do deste municipio, da
mesma forma que afeta nosso organismo bioindicador.

Para finalizar, mesmo a REBIO das Perobas sendo uma area de protecao
permanente, a mesma estd sujeita a entrada de substancias potencialmente
genotoxicas, fato que deve soar como um alerta para as autoridades para melhorar

as condicdes da sua zona de amortecimento instituida por lei.
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ANEXOS

ANEXO | — METODOLOGIA COMPLETA PARA A REALIZACAO DO TESTE DO
MICRONUCLEO PISCEO

A técnica a ser aplicada consiste das seguintes etapas:

a) Laminas deverédo ser bem limpas e identificadas.

b) Ao coletar o sangue do animal anestesiado em benzocaina (solucao
alcodlica) se colocara uma gota de sangue deste na superficie da lamina.

c) Com o auxilio de uma laminula, se farA um esfregago, espalhando o
sangue sobre a superficie da lamina.

d) A laminas, apds a secagem ao ar, serdo fixadas em etanol 96% por 30
minutos em cubetas.

e) As laminas serdo coradas com Giemsa 10% diluida em tampéo fosfato
(pH 8,6) por 5 minutos e lavadas em agua corrente.

f) Serdo analisadas 1000 células de cada animal, em teste cego. Este
namero de 1000 células foi padronizado. Somente serdo consideradas na andlise
hemécias nucleadas com membrana nuclear e citoplasmatica intactas. S&o
consideradas como micronucleos as particulas que, em relagdo ao nucleo principal:
nao excederem 1/3 do seu tamanho, estando nitidamente separadas, com bordas

distinguiveis e com mesma cor e refringéncia do nucleo.

ANEXO Il - METODOLOGIA COMPLETA PARA A REALIZACAO DO ENSAIO
COMETA

As células serdo homogeneizadas em soro bovino fetal, do qual seré retirado
uma amostra de 15 yL, que sera misturada em 120 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo (0,5%). Essa suspensdo serd espalhada sobre uma lamina previamente
coberta com uma camada de agarose normal, e sera coberta com laminula, levada a
geladeira para endurecimento da agarose. ApoOs este passo, retira-se a laminula, e
aloca as laminas em uma solucdo de lise, para degradacdo das membranas
celulares e nuclear, por no minimo 24 horas a 4°C. Decorrido o tempo, as laminas
repousarao por 20 minutos em cuba de eletroforese, imersas em solucado de NaOH e

200mM EDTA, pH>13. Executar-se-a a eletroforese por 30 minutos, a 300 mA e



44

25V. Segue-se a neutralizacdo em solugdo de TRIS 0,4M, pH 7,5 e fixacdo em
etanol por 10 minutos. Depois de secas, as laminas serdo coradas com 20 uL de
brometo de Etideo (diluido a 10 pL/mL), e serdo analisadas em microscépio de
epifluorescéncia.

Para cada peixe, serdo analisados 100 nucledides, usando a classificagao
visual baseada na migracdo de fragmentos de DNA, seguindo as classes: 0 (sem
dano aparente), 1 (pouco dano), 2 (dano meédio) 3 (dano extenso), 4 (dano maximo,
apoptose) conforme mostra a figura 6. O escore sera calculado multiplicando o
namero de ndcleos encontrado em dada classe pelo nimero da classe.

Para o Ensaio Cometa se faz necessario a preparacédo previa de laminas
cobertas com agarose normal e a agarose de baixo ponto de fusdo (LMP). Estas

etapas serdo descritas a sequir.

ANEXO Il - PROTOCOLO COMPLETO PARA A PREPARACAO DA AGAROSE DE
BAIXO PONTO DE FUSAO (LMP)

a) Dissolve-se 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS que foi levada
para fervura em forno de microondas somente uma vez.
b) Esta agarose foi mantida em geladeira até o momento do uso, quando €

entdo aquecida em banho-maria e mantida em 37°C.

ANEXO IV — PROTOCOLO COMPLETO PARA A PREPARACAO DA AGAROSE
NORMAL

a) Deve-se dissolver 1,5g de agarose normal em 100 ml de PBS em
Erlenmeyer, com agitacdo por duas horas. Essa mistura entdo é levada ao forno de
micro-ondas até sua fervura e completa dissolucao.

b) Apo6s fervura, a agarose deve ser deixada em temperatura ambiente.
Apos a solidificacdo da agarose, esta deve ser picada e levada novamente ao forno
de micro-ondas. Ao final, a agarose deve ser mantida em banho-maria a 70°C.

c) As laminas, previamente limpas, deverdo ser mergulhadas na agarose
aguecida, sendo que o lado da lamina contendo a por¢cédo ndo esmerilhada foi limpo
com um lenco de papel.

d) As laminas seréao deixadas overnight em superficie plana e a temperatura

ambiente para solidificar a cobertura de agarose.



