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RESUMO

Os rios sdo sistemas aquaticos integrados que estdo sujeitos a acdes abidticas e
biéticas. Quando um rio sofre alteracdes, isso acarreta mudanca no fluxo natural de
nutrientes e sedimentos. Somado a isso, a utilizacdo de organofosforados em
monocultivos proximos a cérregos e rios, pode culminar na sua contaminacao.
Alterac0es fisicas no leito do rio, somado a contaminacao através de substancias com
potencial mutagénico, podem gerar efeitos deletérios e acumulativos em organismos
de ecossistemas aquaticos. Portanto, o estudo de monitoramento de ecossistemas
aquaticos se faz necesséario e pertinente. Diante 0 exposto o presente trabalho
objetivou avaliar os possiveis efeitos ecotoxicoldgicos, em Astyanax bifasciatus.
Espécie endémica de peixe da regido Sul do Brasil. Os peixes foram coletados em
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pontos com diferentes graus de atividade antrépica na bacia do médio Iguacu-SC. Foi
utilizada a metodologia de analise de altera¢des nucleares (micronucleo), e atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE). Os resultados de nosso trabalho apontaram
gue nos trés pontos de amostragem, 0s peixes exibiram anomalias micronucleares.
Os testes de atividade da enzima acetilcolinesterase apontaram diferencas de sua
atividade quando comparada entre os grupos coletados em diferentes pontos, Rio
Timb6-SC e Rio Pintado-SC. Nossos resultados reforcam a hipotese que sistemas
hidricos que recebem efluentes urbanos nédo tratados, combinados com possiveis
agentes xenobiontes oriundos de monocultivos proximos e alteragcbes ambientais,
podem acarretar alteracdes celulares em nivel nuclear/enzimatico. Portanto, o
monitoramento constante dos ecossistemas aquaticos, se faz cada vez mais
pertinente, frente aos desafios contemporaneos em manter o equilibrio entre a
atividade antrépica e a preservacao dos recursos naturais.

Palavras-chave: Astyanax bifasciatus; micronucleo; acetilcolinesterase; alteracdes.

ABSTRACT

Rivers are integrated aquatic systems that are subject to abiotic and biotic actions.
When a river is altered, it changes the natural flow of nutrients and sediments. In
addition, the use of organophosphates in monocultures near streams and rivers can
result in their contamination. Physical alterations in the river bed, added to
contamination through substances with mutagenic potential, can generate deleterious
and cumulative effects on organisms in aquatic ecosystems. Therefore, the study of
monitoring aquatic ecosystems is necessary and pertinent. Therefore, the present
study aimed to evaluate the possible ecotoxicological effects on Astyanax bifasciatus,
an endemic fish species from southern Brazil. The fish were collected at points with
different degrees of anthropic activity in the middle Iguacgu basin (SC). We used the
methodology of analysis of nuclear alterations (micronucleus), and activity of the
acetylcholinesterase enzyme (AChE). The results of our work pointed out that in the
three sampling sites, fish exhibited micronuclear abnormalities. The tests of
acetylcholinesterase enzyme activity showed differences in its activity when compared
between the groups collected in different sampling sites, Rio Timb6-SC and Rio
Pintado-SC. Our results reinforce the hypothesis that water systems receiving
untreated urban effluents, combined with possible xenobiont agents from nearby
monocultures and environmental changes, can lead to cellular alterations at the
nuclear/enzymatic level. Therefore, the constant monitoring of aquatic ecosystems is
increasingly pertinent, given the contemporary challenges in maintaining a balance
between human activity and the preservation of natural resources.
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INTRODUCAO

Os rios sdo sistemas que representam um conjunto integrado de fatores
biéticos e abidticos que regulam a integridade ambiental e a estrutura populacional 1.
Quando um rio passa por intensas modificacfes de atividades antropogénicas, como
construcdo de barragens e remocdo de areia, ha alteracdo do fluxo natural de
nutrientes, sedimentos e reducdo da heterogeneidade ambiental para a biota
residente, conduzindo um rio a um habitat |éntico homogéneo?3.

O rio Pintado é um afluente da bacia do rio Iguagu, localizado no norte do
estado de Santa Catarina (sul do Brasil). Nasce da jun¢éo dos rios Tamandua e Liso,
e desagua no rio Iguacu. Este sistema Iético tem uma extensao original de 33.016 km,
com meandros. No entanto, esse rio foi alterado para ser mais retilineo, e sua
extensao foi reduzida para 18,460 km (Prefeitura de Porto Unido, 2013). A retirada
dos meandros foi devido a atividades antrépicas®. Estudando trés bacias hidrogréaficas
no Brasil, verificaram que esse tipo de alteracdo nos rios caracteriza efeito deletério
sobre a distribuicéo, diversidade e abundancia de espécies de peixes, e isso ocorre
porque ha grandes mudancas na composicdo de espécies na jusante e poucas
espécies conseguem sustentar maiores abundancias nesses ambientes
empobrecidos a jusante. A forma do canal aliada a perda da vegetacdao riparia altera
a ocorréncia de espécies, pois a composicdo e a configuracdo espacial das
comunidades vegetais riparias, podem ter uma influéncia importante na forma do
canal e nos processos fluviais*. No caso do rio Pintado, as alteragdes fisicas na
vegetacdao riparia e na forma do canal, sdo decorrentes da ocupacdo das margens
para residéncias urbanas, terras agricolas e mineracdo. Além das alteraces fisicas
no rio, essas atividades contribuem potencialmente com esgoto néo tratado,
fertilizantes e pesticidas, e podem interagir com a biota aquatica, através da teia
tréfica, aumentando o risco ecoldgico para o ecossistema®®. A preocupacédo com esse
afluente da bacia do Iguacu aumenta porque ha uma lacuna sobre sua ictiofauna.

Um ambiente com a caraterizacdo do rio Pintado pode estar poluido e neste
caso, avaliar a saude dos organismos é muito importante para discutir a qualidade da
agua e a variedade de produtos quimicos ‘. Assim, os biomarcadores podem registar
uma resposta individual dos peixes aos fatores de stress na agua®. Ha estudos que
mostraram efeitos neurotéxicos, com reducdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), bem como anormalidades nucleares em rios com mistura
de poluentes, e em rios com influéncia de pesticidas®'°. Além disso, alguns estudos
sugerem a formacdo de microndcleos e anormalidades nucleares em algumas
espécies de peixes, quando expostas a concentracdes de pesticidas e metais, por
exemplo 1112, O rio Pintado, por ser afluente do rio Iguagu, um dos maiores rios do
Sul do Brasil e a maior bacia hidrogréafica do estado do Parana, desempenha um papel
importante na qualidade da agua, pois contribui com o principal rio da bacia. O Rio
Iguacu € um importante recurso hidrico, pois € utilizado para distribuicdo publica de
agua potavel e abastecimento industrial, e esta bacia possui uma alta taxa de
endemismo de sua ictiofaunal®. E importante discutir que o rio lguagu reine um
conjunto de fatores que representa pressao seletiva, como degradacdo de habitat,
introducdo de espécies exadticas, poluicdo e exploracdo comercial dos recursos
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hidricos, por isso é considerado o segundo rio mais poluido do Brasil, sendo que parte
deste é originado em afluentes!415.

Como a ocorréncia das espécies esta relacionada com as condi¢cdes do rio e o
rio Pintado é afluente de um importante rio utilizado para abastecimento publico com
captacdo direta, o objetivo foi estudar um biomonitor de acordo com a ictiofauna
presente e verificar possiveis efeitos ecotoxicolégicos em uma espécie de peixe
endémica. Esta investigacdo testou a hipotese de que as condi¢cdes ecoldgicas
empobrecidas conduzem a uma baixa ocorréncia de peixes e a efeitos
ecotoxicolégicos em espécies endémicas e também extendendo-se, para um
problema de saude publica local.

METODOLOGIA

CARACTERIZACAO DO RIO PINTADO/ AREA DE AMOSTRAGEM

O presente estudo foi realizado no rio Pintado, localizado em Porto Unido,
estado de Santa Catarina, sul do Brasil. Com o objetivo de estabelecer espécies
bioindicadoras neste rio, foram realizadas coletas de peixes, num total de seis
amostras, em uma area de extracdo de areia (26°16'01.9"S, 51°03'22.1"W). Apos
identificarmos os peixes presentes na area, escolhnemos as espécies endémicas para
avaliar a qualidade da agua.

Para testar a qualidade da agua através de possiveis efeitos ecotoxicoldgicos,
amostramos as espeécies biomonitoras em trés pontos amostrais com diferentes
caracteristicas e distancias do rio Iguacu. O ponto amostral 1 (26°21'04.9"S,
51°03'41.7"W) foi a confluéncia dos rios Liso e Tamandud, localizado na nascente,
com vegetacao nas bordas, caracterizado por ser mais preservado. O ponto amostral
2 (26°16'01.9 "S,51°03'22.1 "W) € um trecho do rio, ap6s uma cachoeira. Este ponto
apresenta o inicio da interferéncia antropica com a extracdo de areia, agricultura e
casas do entorno. O ponto amostral 3 (26°14'37.8 "S, 51°03'47.6"'W) esta na foz que
desemboca no rio Iguacu, com extracdo de areia e dejetos de esgoto da populacéo
humana do entorno. Assim foi estabelecida uma area de referéncia para amostragem
das espécies de peixes, para servir como grupo de referéncia para comparacdo com
o rio Pintado. Essa area foi no rio Timbé (26°25' 45.4'S", 50° 50' 46.1"W), um rio sem
influéncia antropica, com vegetacdo riparia, fluxo natural e sem evidéncias de
atividade agricola ou extracdo de areia.

Foram realizadas seis amostragens, utilizando rede de pesca (30 x 1,70m). Em
cada amostragem, foi feito um esforco de 24h com pesca diurna. Todos 0s peixes
coletados no campo, foram previamente identificados, e no laboratorio os peixes foram
fixados. O material foi depositado na colecdo do laboratério de zoologia da UNESPAR,
campus de Unido da Vitoria, Parana, Brasil. A captura dos espécimes foi autorizada
pela licenca do IBAMA numero SISBIO 42950-1. Parametros quimicos e fisicos, como:
oxigénio dissolvido (OD), pH, temperatura do ar/ agua e o total de carbon dissolvido,
foram mensurados através de kit de titulacao.
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Espécies biomonitoras

Foi estabelecida uma espécie como biomonitor. Astyanax bifasciatus. Esta
espécie foi escolhida por ser uma espécie nativa, apresentando ocorréncia no rio
Pintado. Para proceder a andlise da qualidade da agua tendo em conta a saude dos
peixes, foram escolhidos trés pontos de amostragem para a recolha de peixes (5
peixes ponto 1 + 5 peixes ponto 2 + 5 peixes ponto 3 =15). As trés amostragens foram
efectuadas no periodo seco.

Peixes do rio Timb6 foram coletados e mantidos em aclimatacdo durante 70
dias (n=10). Este rio foi considerado area de referéncia por ndo apresentar a mesma
pressao na 4gua e na margem que o rio Pintado. Nesse mesmo periodo 0s peixes
foram coletados no rio Timbo, regido caracterizada por ter pouca interferéncia
antropica e ciliar preservada *. Os pontos foram localizados na balsa e na ponte de
divisa dos municipios de Irinedpolis e Porto Unido, SC (26°25'45"S, 50° 50'46.1 "W).

No laboratério, os peixes foram anestesiados; e o sangue foi retirado da veia
caudal utilizando uma seringa heparinizada para biomarcadores de genotoxicidade e
eutanasia por sec¢cao medular. Imediatamente, o cérebro inteiro e uma amostra de
musculo axial foram retirados e colocados em criotubos e armazenados em nitrogénio
liquido. A captura dos espécimes foi autorizada pelo IBAMA no rio Pintado (licenga
SISBIO 35071-1), rio Timbé (SISBIO 42950-1), e os procedimentos de extracdo de
material biolégico em laboratério, foram autorizados pela comissdo de ética da
UNESPAR, nimero 63221022014.

Biomarcadores

Biomarcador de genotoxicidade: o teste do micronucleo foi efetuado de acordo
com a técnica descrita por 6. Para cada peixe recolhido, foi preparada uma lamina de
vidro utilizando uma amostra de sangue da veia caudal. A lamina com um esfregaco
fino de sangue foi seca a temperatura ambiente durante 24 horas e fixada em etanol
absoluto durante 30 minutos. Cada lamina foi posteriormente corada com solucéo de
Giemsa a 10% durante 13 minutos. Foram analisados dois mil eritrcitos por peixe,
com uma ampliacdo de 400x (microscépio 6tico Nikon), e avaliados quanto a presenca
de microndcleos tipicos e de alteracbes nucleares (blebbed, lobed, notched e
vacuolated) que se manifestavam como alteracbes da forma eliptica normal dos
nucleos 7.

Neurotoxicidade

Cérebro e musculo axial foram homogeneizados em tampao fosfato (0,1 M) a
pH 7,5 na proporcao de 1:10 (massa/volume) e centrifugados a 10000xg durante 20
min, a 4 °C. A atvidade da acetilcolinesterase (AChE) foi medida
espectrofotometricamente a 405 nm, modificado para microplaca '81°, Cada ensaio
enzimatico foi realizado em triplicata. A concentracdo de proteinas do homogenato
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tecidual no figado, cérebro e musculo axial foi realizada de acordo com o método de
Bradford, utilizando albumina sérica bovina como padréao %°.

ANALISE DOS DADOS

Os dados relativos as anomalias nucleares foram testados quanto a
normalidade, utilizando os pressupostos estatisticos da normalidade de Shapiro Wilk
e da homocedasticidade de Levene. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi
utilizado para avaliar as diferencas nos resultados dos biomarcadores entre 0s pontos
de recolha. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05 para todos os testes
aplicados. As andlises e graficos foram realizados no software R 3.3.1.

RESULTADOS

Os parametros fisicos e quimicos da agua analisados ndo apresentaram
diferenca significativa durante o periodo de amostragem (Tabela 1).

Tabela 1 — Variaveis abitticas: OD= oxigénio dissolvido %; pH; T.H20 = temperatura da agua (°C);
T.H20 = temperatura do ar; C= condutividade eléctrica. Os valores mais altos e mais baixos estédo a
negrito

Amostragem 0.D.% pH T.H20 T.air C

Amostragem 1 7.14 7.11 21.1 25.6 42.1
Amostragem 2 89.3 7.61 25.1 28 54.6
Amostragem 3 108.8 7.24 23.7 28 41.0
Amostragem 4 74.1 6.06 22.8 22.5 49.2
Amostragem 5 96.7 5.76 21.6 234 49.2

BIOMARCADORES

Quanto aos biomarcadores, nao foram encontradas anormalidades no rio de
referéncia (Rio Timbo) (Figura 1). Em contrapartida, os 3 pontos estabelecidos para
os biomarcadores de genotoxicidade, no rio Pintado, as anormalidades encontradas
foram lobbed, blebbed, notched e micronucleos (Figura 2). O ponto 1 foi 0 menos
proeminente em relacdo as alteracbes nucleares e micronucleares, o que pode estar
relacionado ao fato de haver menor interferéncia antrépica neste ponto. O contrario
foi observado nos pontos 2 e 3 que apresentaram o maior nimero de anormalidades
nucleares (notched), e micronucleos ( p< 0,05) (Figura 2).
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Figura 1 — Média das anormalidades nucleares dos individuos coletados nos rios Pintado e Timbo:
(A) Lobbed, (B) Blebbed, (C) Notched e (D) Micronucleos.
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Figura 2. Frequéncias de anomalias por lamina observadas em Astyanax bifasciatus entre pontos do
rio Pintado.
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A analise da atividade enzimética da AChE muscular em Astyanax bifasciatus,
foi menor nos trés pontos analisados do rio Pintado, quando comparado ao rio Timb0,
embora a diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. No rio Pintado a
atividade da AChE muscular foi reduzida nos pontos 1 e 2. Para a atividade da AChE
cerebral observamos uma reducéo significativa entre o ponto 2 e a referéncia (Rio
Timbo) (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Atividade da acetilcolinesterase muscular (A) e cerebral (B) em peixes da espécie Astyanax
bifasciatus. Letras diferentes apresentam diferencas significativas (p<0,05).

DISCUSSAO

As anormalidades nucleares e microndcleos, e reducdo da atividade da AChE
foram observadas apenas nos pontos do rio Pintado, corroborando nossa hipotese
principal. O rio Pintado é um afluente da por¢cdo média do rio Iguacu, que possui
ocupacdo urbana massiva com evidéncias de poluicdo quimica?:. Nos pontos
analisados, a presenca de alteragcdes nucleares, incluindo os micronucleos e a
reducao da atividade da AChE, indicam intensa interferéncia antropogénica (extracao
de areia, vilas do entorno e agricultura). Entretanto, nos pontos localizados na
nascente e no rio Timbd, ndo foram observadas alteraces nucleares e a atividade da
AChE néo foi reduzida. Resultado de outro estudo fazendo o uso de diferentes
biomarcadores denominados Integrated Biomarkers Response Index (IBR), aplicaram
esse indice utilizando as alteracfes bioldgicas avaliadas em diversos 6rgaos do peixe
neotropical Astyanax altiparanae monitorados in situ em cinco pontos ao longo de um
riacho localizado em area de producéo agricola??. Os autores encontraram alteracdes
nos niveis de glutationa-S- transferase (GST), catalase (CAT), aumento do teor de
glicose reduzida (GSH) no figado e nas branquias, reducdo da atividade da
acetilcolesterase (AChE) no musculo e no cérebro, aumento das quebras de DNA e
da frequéncia de micronuclease (MN), e altera¢c6es nucleares (ENA) nos eritrocitos do
peixe 22,

As frequéncias de anomalias nucleares observadas em peixes podem estar
relacionadas com um periodo crénico de exposi¢cdo a xenobidticos no ecossistema
aquatico'l. A presenca de diferentes concentracbes de poluentes pode ser
responsavel pelo aumento das anormalidades nucleares?®. Essa ocorréncia nos
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ambientes aquaticos, tém efeitos toxicos sobre os organismos, efeitos subletais e ndo
apenas mortalidade, com diferentes tipos de anormalidades nucleares (por exemplo,
lobbed, blebbed, notched e micronucleo), ocasionando um elevado numero de
anomalias nucleares em peixes expostos a diferentes tipos de pesticidas?!?.

A reduzida atividade da enzima AChE cerebral contribuiu para um sinal de
alerta sobre o rio Pintado, neste estudo, pode ser resultado da falta de tratamento
adequado das aguas residuais, e pelas atividades industriais e agricolas, que
possivelmente utilizam este rio como destino final dos residuos gerados. Astyanax tem
sido amplamente utilizado como modelo biolégico para biomonitoramento da
qualidade da agua. Testes de exposicao em laboratério com o pesticida Azinfés-Metil
em Astyanax e o biomonitoramento em campo apontou que, embora Astyanax exiba
bom comportamento e toleréncia vital ao azinfos-metil, a espécie possui uma AChE
cerebral que € prontamente inibida pela exposicdo dos peixes a substancias em
baixas concentracdes toxicas?*. Além disso, esta AChE cerebral responde de forma
previsivel e linear a uma vasta gama de concentracdes de organofosforados e assim,
embora os peixes possam ter uma grande plasticidade, a atividade da AChE mostra
uma resposta eficaz a substancias quimicas, especialmente organofosforados 24. A
atividade enzimética da AChE pode ser utilizada como biomarcador do estado
fisioloégico dos peixes. Os efeitos neurotoxicos desses compostos em peixes podem
alterar o comportamento de natacdo, a capacidade de alimentacdo e
consequentemente afetar o crescimento, a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo?®.

O Brasil € um pais com grande extensao de areas cultivadas por monoculturas,
e os defensivos agricolas sdo amplamente utilizados de Sul a Norte. Estudando a
toxicidade aguda de um pesticida a base de deltametrina (PBD) no peixe elétrico
neotropical Microsternarchus cf. bilineatus, foi observado que embora as alteragdes
na AChE nédo tenham sido significativas, houve um aumento significativo na GST
(glutationaS-transferase) nos peixes (musculo e figado) indicando um mecanismo de
eliminacédo desse xenobidtico nesse tecido, resultante do estresse oxidogenerado?®.
Em condicbes de campo, a resposta dos biomarcadores ndo estd normalmente
relacionada com um contaminante especifico, mas sim com uma mistura de
substancias presentes no ambiente, pelo que é complexo interpretar os dados de
biomonitorizacdo ambiental, devido as mdultiplas fontes de xenobibticos nos
ecossistemas de agua doce?’?l. Foi realizado o estudo do efeito do 2-etil-hexil 4-
metoxicinamato (EHMC), um filtro ultravioleta organico, amplamente utilizado pela
populacdo e pela industria, que tem sido detectado na 4gua e na comunidade
ecoldgica?®. Nesse mesmo trabalho, foram utilizados dois modelos biolégicos,
Oreochromis niloticus e Astyanax altiparanae, embora no seu resultado de alteracao
a AChE, ndo tendo sido significativo, foi observado um aumento expressivo da
alteracdo morfoldgica nuclear do tipo vacuolado em A. altiparanae exposto a maior
concentracdo estudada, sugerindo um potencial efeito genotéxico?8.

Outro xenobidtico muito utilizado em cultivos de peixes para o controle de
parasitas € o cobre (CuSOa4), assim foi utilizado Rhamdia quelen e Oreochromis
niloticus como modelos bioldgicos, expostos a trés concentracdes de cobre, e
observou-se que houve inibicdo da acetilcolinesterase, tanto no cérebro quanto no
musculo de R. quelen, porém em O. niloticus ndo houve alteracdo na atividade da
AChE?°. Os autores sugerem que houve impactos nas espécies analisadas, mas néo
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de forma idéntica?®. A regido de Porto Unido-SC/ Unido da Vitéria-PR, apresenta
grande potencial hidrico, o que estimula a atividade da piscicultura familiar na regiéo.
Efluentes de tanques frequentemente escavados podem escoar para rios e corregos
da regido, culminando no aumento de fatores xenobidticos pré-existentes. E
importante também considerar até que ponto as alteragcdes bioquimicas de uma
determinada populagdo podem vir a afetar a saude desta ou de todo o ecossistema
30, Portanto, destaca-se a importancia de mais estudos no afluente do Rio Iguacu para
conhecer sua integridade ambiental.

CONCLUSAO

Com base nos achados do nosso estudo, € possivel indicar que as acdes
antrépicas associadas a urbanizacdo nas proximidades dos leitos dos rios e cérregos
tém impacto substancial na qualidade da agua. Podemos inferir também que areas de
rios e cérregos que sdo adjacentes a monocultura, sdo mais suscetiveis ao processo
de lixiviacdo, culminando no lancamento de substancias mutagénicas e nocivas ao
ecossistema aquatico que promovem efeitos ecotoxicolégicos sobre as espécies
endémicas, principalmente sobre os peixes. Tais eventos mencionados, podem gerar
também um problema de salde publica, através da utilizacdo da agua desses
corregos para consumo humano sem o devido tratamento, ou até mesmo, subtancias
gque ndo conseguem ser retiradas no processo de tratamento convencional em
estacdes de tratamento.
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