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RESUMO

ROQUE, Aliciane de Almeida. Multiplos biomarcadores em cascudo neotropical para
avaliar a contaminacao do rio Pirapd, regido norte do Parana. 2015. 40 f. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Curso de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas -
Licenciatura) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2015.

O presente trabalho objetivou avaliar a contaminacgéo do rio Pirap0, regido norte do
Parana, a partir da utlizagcdo de mdltiplos biomarcadores no peixe-cascudo
Hypostomus ancistroides. As coletas do bioindicador foram realizadas em trés
pontos amostrais e em duas esta¢des do ano, inverno e verdao. Os pontos amostrais
foram estabelecidos ao longo de um gradiente de polui¢do: 1- montante: localizado
em Apucarana nas cabeceiras do rio, sendo o local mais preservado e com boa
cobertura vegetal; 2- intermediario: apds a estacdo de tratamento de agua da cidade
de Maring4, com atividade agropecuaria e industrial e pouca cobertura da vegetacao
ciliar; 3- jusante: situado apdés a descarga dos residuos oriundos da estacdo de
tratamento de esgoto (ETE) de Maringa, com pouca cobertura vegetal. Os
organismos coletados foram primeiramente anestesiados com cloridrato de
benzocaina a 20%, mensurados quanto ao comprimento e peso total e,
posteriormente, seccionados para retirada de tecidos-alvos, os quais foram fixados
em ALFAC por 12 horas e, acondicionados em &lcool 70%. Utilizou-se as branquias
e os figados para analise das histopatologias, submetendo-os aos seguintes
procedimentos histoldgicos de rotina: desidratacéo, incluséo, trimagem, microtomia e
coloracdo com H/E. Apos a confeccdo das laminas, fez-se as analises qualitativas e
guantitativas dos tecidos em microscopia de luz, buscando-se avaliar a extensédo dos
danos via indice de Bernet. O fator de condicdo alométrico (K), terceiro biomarcador
utilizado neste estudo, foi estimado a partir dos dados morfométricos dos espécimes
associado com o coeficiente angular (b) da relacdo peso-comprimento por ponto
amostral. As variaveis dependentes aqui estudadas foram comparadas a partir de
ANOVA bifatorial seguida pelo teste de Tukey, considerando os fatores: espacial e
temporal. De maneira geral, os individuos dos pontos intermediario e jusante
apresentaram significativamente os maiores indices histopatologicos e os menores
valores de K. Conclui-se que os peixes destes pontos estiveram submetidos a um
maior estresse antropico, provavelmente devido a influéncia de micropoluentes dos
efluentes industriais e urbanos observados naquela area.

Palavras-chave: Biomonitoramento. Poluicdo aquatica. Histopatologias. Fator de
condicao.



ABSTRACT

ROQUE, Aliciane de Almeida. Multiple biomarkers in neotropical catfish to assess the
contamination of the Pirap6 River, northern of Parana State. 2015. 40 f. Trabalho de
Conclusédo de Curso Conclusédo de Curso (Curso de Graduacdo em Ciéncias
Biologicas — Licenciatura) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Dois
Vizinhos, 2015.

This study aimed to evaluate the contamination of the Pirapé River, northern of
Parana State, by the use of multiple biomarkers in catfish Hypostomus ancistroides.
The bio-indicator was caught in three sampling points and two seasons, winter and
summer. The sampling points were established along a pollution gradient: 1-
Upstream: located in Apucarana city, near the headwaters of the river, the most
preserved location and with good vegetation cover; 2- Intermediate: after the water
treatment plant of Maringa city, with agricultural and industrial activity and scarce
coverage of riparian vegetation; 3- Downstream: located after the discharge of waste
from the sewage treatment plant (STP) of Maringa, with thin vegetation. The
organisms collected were first anesthetized with benzocaine hydrochloride (20%),
measured about length and total weight, and subsequently sectioned for removal of
target tissues, which were fixed in ALFAC for 12 hours, and kept in 70% ethanol. We
used the gills and livers to histopathological analysis. It’s followed routine histological
procedures: dehydration, trimming, microtome and stained with H/E. The stained
slides were analyzed qualitative and quantitatively in light microscopy, using Bernet
index. The allometric condition factor (K) was estimated from the morphometric data
of specimens associated with the slope (b) the length-weight relationship for sample
point. The dependent variables were compared from two-way ANOVA followed by
Tukey test, considering two factors: spatial and temporal. In general, individuals
located in downstream and intermediate points had significantly higher rates of
histopathological damages and smaller K values. We concluded that individuals from
these points have been subjected to a higher anthropogenic stress, probably due to
influence of micropollutants observed urban and industrial effluents that area.

Keywords: Biomonitoring. Water pollution. Histopathology. Condition factor.
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1 INTRODUCAO

A expansao tecnoldgica e o crescimento demografico humano tém elevado a
deterioragéo dos recursos ambientais, ameacando a qualidade de vida da populagéao
atual e das futuras geracBes, em contramao as prerrogativas da sustentabilidade.
Assim, surge a necessidade de uma conscientizacdo ecolégica para o
desenvolvimento de héabitos que reduzam os efeitos negativos da antropizacéo
aliado a métodos para a deteccéo de impactos (FEIJO, 2008, p. 169).

A contaminacdo de ambientes aquaticos enquadra-se como um dos
principais efeitos negativos ocasionados pela antropizacdo. Segundo Ghisi (2012),
0S ecossistemas aquaticos podem ser considerados receptores finais de
contaminantes liberados no ambiente. Isto porque estdo susceptiveis tanto a acao
de contaminantes aéreos pela simples deposicdo atmosférica quanto a
contaminantes terrestres advindos pelo escoamento da agua das chuvas. Entre os
poluentes que mais comumente acometem tais ambientes podem ser citados o
influxo de metais pesados, hidrocarbonetos, pesticidas, detergentes, dentre outros
componentes do esgoto urbano e da ocupacao humana (GHISI, 2012).

Conforme Domingos (2006), a contaminacao destes ecossistemas prejudica
direta e/ou indiretamente os organismos aquaticos, afetando desde as suas relacdes
troficas, seu desempenho reprodutivo e sua sanidade em geral até os padrdes de
ciclagem de nutrientes e produtividade do ambiente em que vivem. Além disso, seus
impactos também podem atingir a espécie humana, que depende destes ambientes,
seja pelo consumo de agua ou para se alimentar de organismos ali viventes. De
acordo com Viarengo (1989), os seres vivos constantemente expostos a metais
pesados e pesticidas tendem a bioacumular tais compostos, incorporando-os a
cadeia alimentar e fazendo o0 seu repasse para 0s niveis troficos seguintes.

Portanto, o monitoramento de ambientes aquaticos é fundamental para
averiguacdo da qualidade da agua destinada a biota e ao consumo da populagéo
humana, em geral. Para tanto, os peixes sdo bons bioindicadores nestes estudos,
pois a entrada de xenobiontes provoca alteracbes no padrdao normal do
funcionamento de seu organismo. O termo bioindicador ndo deve ser confundido
com biomarcador, uma vez que este Ultimo define-se como as respostas biologicas

internas dos organismos expostos aos poluentes, tais como modificacbes na
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fisiologia e estado nutricional dos individuos e 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 contaminacdo ambiental (PAYNE et
al.,1987).

Atualmente diversos biomarcadores sédo empregados no biomonitoramento.
Para maior consisténcia das respostas dos efeitos negativos da contaminagao
ambiental sobre os organismos recomenda-se a correlacdo entre eles.

O fator de condicdo (K) esta enquadrado entre os principais biomarcadores
utilizados em estudos de biomonitoramento, o qual consiste em um parametro
fisioldgico que estima o grau de nutricdo e bem-estar animal. Este parametro serve
como ferramenta eficiente em avaliagbes de impactos mais tardios a nivel de
organismo (ARAUJO; PEREIRA; FLYNN, 2011).

Outros tipos de biomarcadores amplamente empregados sao o0s
histopatolégicos. Isto porgue alguns animais, como peixes apresentam a
caracteristica de bioacumulacdo, ou seja, incorporam o0s poluentes dissolvidos do
meio em tecidos-alvos, especialmente no figado e branquias, de forma que analises
nesses 6rgaos sao eficientes refletoras sobre o estado de poluicdo ambiental a que
estes organismos estao submetidos (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005).

No presente estudo, o peixe-cascudo Hypostomus ancistroides (lhering,
1911) foi utilizado como organismo alvo para avaliacdo do ambiente. Trata-se de
uma espécie pertencente a familia Loricariidae, ordem Siluriforme e infra-classe
Teleostei (REIS; KULLANDER; FERRARI, 2003). Apresenta potencial econdémico,
sendo alvo da pesca e muito apreciada pelo consumo humano. Sua escolha como
espécie bioindicadora foi dada em vista a sua abundancia no rio Pirap6 e por ndo
ser migradora.

Desta maneira, este trabalho buscou avaliar as histopatologias em tecido
hepatico e branquial e o fator de condicdo alométrico (K) no peixe-cascudo H.
ancistroides para monitorar a contaminacao aquatica do rio Pirap0, regido norte do

estado do Parand, considerando um gradiente de poluicao.
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2 REVISAO LITERARIA

A poluicdo de ambientes aquaticos pode ser ocasionada de forma natural ou
antrépica. No primeiro caso, as elevadas descargas hidricas, por exemplo,
contribuem com a entrada de material al6ctone nos cursos d' 4gua, acarretando em
eutrofizacdo, acidificacdo e diminuicdo dos niveis de oxigénio (ESTEVES, 2011, p.
120). No entanto, as comunidades biolégicas conseguem se adaptar a estes eventos
naturais, modulando seus componentes pelo processo evolutivo, fato que determina
0 seu poder de resiliéncia (TOWNSEND; BEGON; HARPER, 2010, p. 357). As
atividades antropicas, por outro lado, agem como agravantes imprevisiveis para as
comunidades e seus organismos, alterando a médio e longo prazo os processos
vitais dos ecossistemas.

As frequentes descargas de residuos industriais, agricolas e domésticos
estdo entre as principais causas de poluicdo antrépica. A situacdo torna-se
preocupante pelo fato dos poluentes apresentarem alta toxicidade e tendéncia de
acumulacdo nos ecossistemas (MATASIN et al.,, 2011). O mau uso do solo, por
exemplo, contribui para o incremento de poluentes nos cursos hidricos, uma vez
que, segundo Calheiros, Oliveira e Dores (2006), procedimentos agricolas
inadequados levam a um excesso de aplicacdo de fertilizantes e pesticidas. Estes
compostos juntamente com particulas do solo podem ser carreados com a agua da
chuva para dentro dos cursos de agua e acarretar em contaminacao aquéatica.

A entrada excessiva de nitrogénio total (NT) e fosforo total (PT) altera a
dindmica fisico-quimica e biologica dos ambientes aquaticos e provocam um
processo chamado de eutrofizacdo. A eutrofizacdo resulta na proliferacdo excessiva
de macrdfitas, algas e bactérias aerdbias e anaerdbias na agua, as quais reduzem
0s niveis de oxigénio (SMITH; SCHINDLER, 2009) e também podem adicionar
substancias toxicas nocivas a saude dos organismos (BARRETO et al., 2013). O
resultado disso é a diminuicdo da qualidade ambiental (BRAGA et al., 2005) e
aumento da mortandade de peixes (SMITH; SCHINDLER, 2009). Os eventos de
eutrofizacdo podem ser naturais ou artificiais, sendo o ultimo imprevisivel quanto a
frequéncia e intensidade e, portanto, de dificil absor¢éo pelas comunidades bioticas.

Os pesticidas utilizados nas atividades agricolas e o0s metais pesados

oriundos da urbanizacdo e industrializacdo elevam a poluicdo dos ambientes
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aquaticos por promover a bioacumulacdo progressiva destes produtos ao longo da
cadeia trofica, fato que pode causar alteragbes em processos fisiologicos dos
animais que ali vivem, em funcdo do aumento da concentracdo destas substancias
em seus tecidos, ou disfuncbes em seus sistemas (TOWNSEND; BEGON;
HARPER, 2010, p. 485). Tais substancias quimicas podem ser também chamadas
de xenobiontes (xeno = estranho, bionte = vida).

O problema da bioacumulagéao, também conhecido por biomagnificacédo, foi
inicialmente abordado em 1962 pela bidloga marinha norte-america Rachel Carson,
com a publicacdo do livro "Primavera Silenciosa". Embasada em estudos
detalhados, a autora relatou os efeitos prejudiciais da introducdo e o0 uso
indiscriminado de defensivos agricolas, mais especificamente sobre os perigos da
pulverizacdo com diclorodifeniltricloroetano (DDT) (CARSON, 1962). Este inseticida
apresenta grande persisténcia no meio ambiente, sendo responsavel por disfungbes
fisiolégicas em diversos grupos animais, incluindo os seres humanos com aumento
de neoplasias e de outras doencas graves (BRITO, 2011).

Atualmente, a maior parte da agua potavel distribuida pelas Estacbes de
Tratamento de Agua e das aguas residuais oriundas das Estacées de Tratamento de
Esgoto brasileiras ndo recebem protocolos especificos para reducdo ou eliminacao
dos micropoluentes, tais como hormdnios, metais e pesticidas (AMORIM, 2003), os
quais acabam sendo incorporados no ambiente e, consequentemente, nos
organismos. Assim, torna-se indispensavel a realizacdo do monitoramento da
qualidade da agua que esta sendo destinada ao consumo da populacédo em geral.

Um método eficiente para verificacdo de alteracbes em ambientes aquaticos
€ o emprego de bioindicadores. Conforme Arias et al. (2007) o termo bioindicador
refere-se ao organismo do qual estdo sendo extraidas as informacdes a respeito das
condi¢cdes ambientais do local em que o mesmo esta inserido. No entanto, o termo
bioindicador ndo deve ser confundido com biomarcador, pois o ultimo refere-se a
alteracOes internas ocorridas nos organismos expostos aos agentes xenobiontes,
tais como modificacfes na estrutura de seus tecidos, células, organelas ou em nivel
molecular (VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996).

Os peixes sao reconhecidamente bons bioindicadores e amplamente
utilizados no monitoramento dos ambientes aquaticos. O emprego destes
organismos é viavel por incluirem alta variedade de espécies e por representarem

todos os niveis da cadeia tréfica, exceto o de produtor. Além disso, 0 grupo
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apresenta uma taxonomia bem definida, podem ser obtidos com certa facilidade,
possibilitam o cultivo em unidades experimentais e, sdo apreciados e consumidos
por humanos, o que denota sua importancia econdémica (BARBOUR et al., 1999).

Em peixes, os impactos podem ser mensurados por sinais tardios ou
precoces. No primeiro, os parametros utilizados sdo em nivel de comunidade ou
populacdo, enquanto no segundo os parametros sdo a nivel tecidual, celular ou
molecular. Estas respostas obtidas nos niveis mais inferiores de organizacao
biologica sdo denominadas de biomarcadores e refletem com maior precisao efeitos
antrépicos crénicos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), os quais
muitas vezes ainda n&o foram observados em hierarquias maiores.

Entre as formas utilizadas para a deteccdo de estresse animal estd o
emprego de técnicas histologicas, a nivel tecidual. De acordo com Oliveira-Ribeiro et
al. (2012) o uso da histopatologia como biomarcador para estudo do efeito de
agentes quimicos capazes de levar a danos teciduais e secundariamente
fisioloégicos, permite a determinacdo de danos primarios e avaliacdo de suas
consequéncias para as funcdes vitais dos organismos expostos, como crescimento e
reproducao.

A histopatologia consiste em uma técnica eficiente e relativamente répida,
por isso se enquadra entre os principais métodos de deteccao do nivel dos efeitos
toxicos em Orgaos e tecidos. Portanto as alteracdes histolégicas em tecidos de
peixes podem ser consideradas como excelentes ferramentas na deteccdo de
efeitos téxicos diretos de compostos quimicos em 6rgaos-alvo (OLIVEIRA-RIBEIRO
et al., 2012). Ainda conforme o mesmo autor, a escolha do tecido-alvo dependera do
nivel de interpretacdo pretendido. Outro quesito a ser considerado para a escolha do
tecido € que os tipos de lesdes sdo dependentes do tempo de exposicdo e da
concentracéo do poluente, afetando os organismos de forma aguda a cronica.

Para vertebrados, o figado é considerado um dos principais tecidos-alvo
avaliados em monitoramentos, devido ao seu papel no funcionamento normal do
organismo. Segundo Bernet et al. (1999) este 6rgao é fundamental ao metabolismo,
para a excrecao de xenobiontes e é também o local de producéo da vitelogenina,
que sao precursoras das proteinas da gema dos ovos.

A andlise de branquias é também fundamental, por se tratar de um 6rgao
que se mantém em contato direto com 0 meio externo, sendo constantemente

exposta a acdo de contaminantes que podem danificar sua estrutura e comprometer
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suas multiplas fungdes, tais como, trocas gasosas, osmorregulacao, equilibrio &cido-
bésico, excrecdo de compostos nitrogenados e gustacdo (ARELLANO; STORCH,;
SARASQUETE, 1999).

A quantificacdo do estado nutricional e do bem-estar animal se constitui em
outro parametro ictiolégico importante no estudo da influéncia de variacdes
ambientais e antrépicas sobre os bioindicadores (WOOTTON, 1999). Neste sentido,
a estimativa do fator de condicdo alométrico (K) tem se mostrado promissora para
avaliar estes quesitos, sendo o principal modelo utilizado nos estudos de
biomonitoramento. Em peixes, o valor de K é estimado a partir de dados
morfométricos associados ao coeficiente angular (b) da relacdo peso-comprimento.

Os dados para elaboracédo deste trabalho foram obtidos do peixe-cascudo
Hypostomus ancistroides, os quais foram coletados ao longo de um gradiente de
poluicdo no rio Pirapd, em duas estacdes do ano. A bacia deste rio esté localizada
na regido norte do estado do Parand, tendo suas nascentes no municipio de
Apucarana. Ao longo de sua extensdo este rio sofre diversos efeitos da
antropizacéo, tais como areas agropecuarias, muitas vezes sem vegetacao ciliar, e
grandes areas urbanas, como a de Maringa e regido metropolitana, com cerca de
500 mil habitantes e intensa atividade industrial (CUNICO et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta de multiplos biomarcadores em Hypostomus ancistroides

para inferir sobre a qualidade ambiental no rio Pirap0, regido norte do Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Confeccionar laminas histologicas de figado e branquia para cada individuo;

¢ Identificar os diferentes tipos de lesbes nos tecidos hepético e branquial dos
individuos;

e Estimar a extensdo e o grau de comprometimento de cada tipo de lesdo em
cada tecido-alvo;

e Determinar o indice individual dos danos por tipo de tecido;

e Determinar a relacdo peso-comprimento para cada ponto amostral,

e Estimar o fator de condicao para cada individuo;

e Comparar estatisticamente as taxas de danos histolégicos e o fator de

condigcdo entre os pontos amostrais e estagdes do ano.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESPECIE BIOINDICADORA

A espécie de peixe bioindicadora (Figura 1) foi o cascudo Hypostomus
ancistroides (lhering, 1911), devido a: 1- sua elevada frequéncia no rio Pirapg, o que
possibilita um bom numero amostral; 2- sua resisténcia a cativeiro, facilitando o
transporte e o manuseio em laboratério; 3- caracteristicas bioldgicas da espécie,
uma vez que possui baixo poder de deslocamento, ndo realiza migracdes
reprodutivas e sua dieta é predominantemente detritivora (BONATO; ARAUJO;
DELARIVA, 2008).
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Figura 1 - Exemplar do bioindicador estudado, Hypostomus ancistroides, capturado no

rio Pirapo.

4.2 AREA DE ESTUDO

A Bacia hidrografica do Pirapé possui uma area total de 5.098,10 km?,
influenciando direta e indiretamente uma populagédo de aproximadamente 650.000
habitantes. O rio Pirapdé nasce no municipio de Apucarana e escoa para o norte,
percorrendo uma extensdo de 168 km até sua foz no rio Paranapanema. Sua
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demanda hidrica é de aproximadamente 3 mil L/s, dos quais 75% provém de

mananciais superficiais e 25% de mananciais subterrdneos. 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 e 1% para o setor

mineral. Grande parte da bacia é ocupada pela agricultura intensiva. Na regido 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

(PARANA, 2010).

Os pontos amostrais do presente trabalho foram distribuidos ao longo do rio

Pirapd de acordo com o nivel de interferéncia antrépica, buscando-se um gradiente

de poluicéo (Figura 2).
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Figura 2 - Area de coleta na bacia do rio Pirapd, regido norte do estado do Parana,

Brasil.

Upstream: ponto a montante, a oeste de Apucarana; Middle:

ponto
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21

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 conservada e boa cobertura vegetal,

Ponto Intermediario — situado em Maring4, depois da captacao de agua para
0 abastecimento publico nas coordenadas latitude 23°18'16,86"S e longitude
51°51°36,6970, caracterizado por intensa atividade agricola e industrial e elevada
degradacédo da vegetacao ciliar;

Ponto Jusante — situado em Maringa, apds o lancamento dos efluentes da
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) nas coordenadas latitude 23°17°13,42"S e
longitude 51°55°25,64”0, tendo um provavel acumulo de influéncias antropicas.

Os pontos amostrais possuem caracteristicas distintas e as condi¢cdes do

local de coleta estdo demonstradas na Figura 3.

Figura 3 - Imagem capturada nos pontos amostrais, representando as condi¢cbes de

coleta; A: ponto a montante, a oeste de Apucarana; B: ponto intermediéario, a nordeste
de Maring4; C: ponto ajusante, norte de Maringa.

4.3 PROCEDIMENTO AMOSTRAL E PROTOCOLO HISTOLOGICO

Para a realizacdo do presente trabalho foram efetuadas duas coletas de
material bioldgico em cada um dos pontos amostrais anteriormente descritos, uma
no verédo (dezembro de 2012) e outra no inverno (julho de 2013), sendo em cada

coleta capturado aproximadamente, 20 individuos de H. ancistroides.



22

Para captura dos individuos foi utilizado seis redes de espera, das quais
quatro apresentavam 5 m de comprimento X 1,5 m de altura e malha de 1,5 cm
entre n0s opostos. As duas redes restantes apresentavam 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 a coleta de aproximadamente 20 exemplares.

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

Em laboratorio, fez-se a identificacdo adequada dos individuos (GRACA;
PAVANELLI, 2007), os quais em seguida foram enumerados de acordo com o ponto
amostral e a estacdo do ano.

Logo apos, os espécimes foram anestesiados com cloridrato de benzocaina
a 20% e tiveram seus dados morfométricos tomados quanto ao comprimento total
(Ct), em centimetros, e peso total (Pt), em gramas.

Na sequéncia procedeu-se a retirada dos tecidos para o estudo das
histopatologias. Fragmentos de branquia e figado foram acondicionados em frascos,
devidamente etiquetados, fixados em ALFAC (80% &lcool, 15% formol e 5% &cido
acético) por 12 horas e, posteriormente, acondicionados em alcool 70% para serem

processados pelo protocolo histolégico de rotina.

4.3.1 Protocolo histoldgico de figado e branquia

Os fragmentos de figado e de branquia foram desidratados em uma série
crescente de alcodis (1 hora em cada alcool: 80%, 90%, 95% e 100%) até a sua
diafanizacdo (clareamento e desidratacdo das amostras) em xilol (de 20 a 60 min).
Apoés, o material foi incluido no meio de incorporacéo de tecidos Paraplast, na fase
liguida em estufa a 60°C, por 4 horas. Em seguida, o material foi alocado em
temperatura ambiente até a solidificacéo da resina.

Posteriormente, o material retirado foi trimado e cortado em micrétomo, na

espessura de 7 um. Os cortes foram distendidos em lamina sobre uma chapa
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aguecedora e sua aderéncia ocorreu com a utilizagdo de uma solucdo de
ovoalbumina a 5% diluida em glicerina (Figura 4).

A coloracdo das laminas foi efetuada com Hematoxilina e Eosina e sua
montagem com a resina balsamo do Canada (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Etapas do procedimento histolégico. A: Blocos de resina histolégica, tipo

Paraplast ®, incluidos com fragmentos de tecido braquial; B: Blocos trimados de figado e

prontos para serem microtomados; C e D: Bateria de coloragao das |laminas.
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Figura 5 - Laminas histologicas. A: Secagem das laminas ap6s sua montagem com aresina

balsamo do Canad4; B: Andlise das laminas em microscopia de luz.

4.3.2 Analise qualitativa das laminas histolégicas e quantificacdo dos danos

As laminas de figado e branquia foram analisadas em microscopia de luz,
percorrendo-se 0s campos de forma a nao repeti-los. Para ambos os tecidos,
utilizou-se as histopatologias propostas por Bernet et al. (1999), seguindo suas
definicdes e critérios.

A quantificagdo também se baseou no mesmo autor, estimando-se o indice
de Bernet. Este indice classifica os danos por tipo de reacédo padrao (Ex: distlrbio
circulatorio, reacdo inflamatdria, etc) e quantifica as lesdes de acordo com o seu
fator de importancia e o grau de extensao.

O fator de importancia (w) varia de 1 a 3, sendo classificado segundo o grau
de reversibilidade do dano. Assim w = 1 indica lesbes de baixa importancia
patologica, sendo facilmente reversiveis; w = 2 reflete lesbes de moderada
importancia patoldgica, sendo na maioria dos casos também sao reversiveis quando
0 agente estressor € neutralizado; w = 3 evidencia lesdes de acentuada importancia
patoldgica, que geralmente sao irreversiveis e podem conduzir a perda parcial ou
total da funcao do 6rgéo. O grau de extensdo (a) tem pontuacao variando de 0 a 6,
conforme a representatividade de cada tipo de dano no 6rgao analisado.

Com base na pontuacdo descrita anteriormente para cada tipo de leséo

padrdo, calculou-se dois indices: 1- indice por reacdo padréo, o qual foi obtido pelo
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somatorio dos danos por tipo de reacdo padrdo; 2- indice do 6rgdo, o qual versa
sobre todas as reacdes padrdes, somando-as. Este Ultimo representa a leséo total
de um 6rgdo ou de um individuo (indice de Bernet). As formulas de ambos os

indices estao descritas a seguir:

indice por reacéo padréo (I org rp) — expressa as lesdes por tipo de reacéo padréo
|0rg p = 2 alt (aorg rp alt * Worg rp alt)

indice do Orgéo (I org.) - representa o grau de dano a um 6rgao
|org = er 2 alt (aorg rp alt * Worg rp alt)

Onde: org = 6rgao (constante); rp = reacao padrao; alt = alteracdo, um valor de
pontuacao =; w = valor de importancia.

4.4 ESTIMATIVA DO FATOR DE CONDICAO

Com base no modelo potencial de regressdo e no método dos minimos
guadrados, determinou-se o coeficiente angular (b) da relagcdo peso-comprimento
para cada ponto, em cada estacdo do ano. O fator de condicdo alométrico foi

estimado individualmente através da equacao:

K = Pt/CtP

Onde: Pt = peso total; Ct = comprimento total; b = coeficiente angular da relacéo

peso-comprimento.
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4.5 ANALISE DE DADOS

Para avaliar os indices histopatoldgicos e o fator de condicdo em relacéo aos
pontos amostrais e as duas esta¢des do ano utilizou-se a andlise estatistica ANOVA
bifatorial seguida pela aplicacdo do teste Tukey. Os pressupostos foram verificados
e atendidos (QUINN; KEOUGH, 2002).
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5 RESULTADOS

5.1 HISTOLOGIA DE BRANQUIA

As analises qualitativas das laminas revelaram que as principais
histopatologias encontradas em tecido branquial foram fusédo lamelar parcial, fusado
lamelar total e aneurismas (Figura 6). Também se observou a presenca de parasitas
e de locais de implantacdo de parasitas. Estes dois Ultimos ndo foram quantificados

nas andlises subsequentes.
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Figura 6 - Seccbes de tecido branquial de H. ancistroides. A. Lamelas normais (10X); B.
Aneurismas (10X); C. Parasita (40X); D. Local de implantacdo de parasita (10X); E. Fusao
parcial de lamelas (10X); F. Fuséo total de lamelas (10X).
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A partir da ANOVA bifatorial pode-se observar interagéo significativa entre os
fatores Local e Estagcéo do ano (Tabela 1). Com base no teste de Tukey, verificou-se
gue os menores valores de histopatologias ocorreram nos pontos montante e
intermediario durante o inverno, enquanto os maiores indices foram constatados a
jusante, também na estacdo inverno (Grafico 1). No verdo, os indices

histopatologicos foram semelhantes entre os pontos amostrais.

Tabela 1 - Resultado do Teste ANOVA bifatorial para o indice histopatolégico das branquias,
considerando os fatores Local e Estacdo do Ano. * valores significativos (p < 0,05); SS = soma dos
erros ao quadrado; g.L= graus de liberdade; MS = média dos quadrados; F = valor do teste de Fisher.

Fatores SS g.L MS F p-valor
Estacéo 1,06 1 1,06 0,83 0,365

Local 47,47 2 23,73 18,52 <0,001*

Estacé@o*Local 23,04 2 11,52 8,99 <0,001*

Branquia - F(2, 105)=8.9891, p=0.00025
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Grafico 1. Comparacao de médias do indice histopatolégico das branquias entre os trés pontos
amostrais do rio Pirap6-PR, considerando as duas esta¢cdes do ano. Letras diferentes (a, b e c)
representam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05). As barras de erros indicam o
intervalo de confianca.
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5.2 HISTOLOGIA DE FIGADO

No tecido hepético, as principais lesdes histopatologicas observadas pelas
analises qualitativas foram respostas inflamatdrias e vacuolizacdo citoplasmatica
(Figura 7).

Figura 7 - Seccdes de tecido hepatico de Hypostomus ancistroides. A Hepatdcitos normais
(10X); B Adip6citos (10X); C Vacuolizagao celular (40X); D Infiltracdo de macréfago (10X).

Através da ANOVA bifatorial constatou-se que apenas o0s locais tiveram
influéncia significativa sobre a taxa de danos histopatoldgicos no figado. Nao houve
interacdo entre os fatores e a estagdo do ano também n&o influenciou a taxa de
danos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultado do Teste ANOVA bifatorial para o indice histopatoldgico de figado, considerando
os fatores Local e Estagdo do Ano. Legenda: * valores significativos (p < 0,05); SS = soma dos erros
ao quadrado; g.L = graus de liberdade; MS = média dos quadrados; F = valor do teste de Fisher.

Fatores SS g.L MS F p-valor
Estacéo 1,63 1 1,63 0,257 0,613
Local 61,77 2 30,88 4,868 0,010*
Estagcdo*Local 0,57 2 0,28 0,045 0,956

A partir do teste de Tukey, verificou-se que o indice histopatol6gico do figado
seguiu o padrdao de gradiente, com os menores valores observados no ponto
montante, valores medianos no ponto intermediario e os maiores valores foram

constatados no ponto jusante (Gréfico 2).
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Grafico 2. Comparacdo de médias dos indices histopatolégicos de figado entre os trés pontos
amostrais do rio Pirap6. Letras diferentes (a, b) representam diferenca significativa no teste de
Tukey (p <0,05). IC =intervalo de confianca.

5.3 FATOR DE CONDICAO

Com base na ANOVA bifatorial verificou-se interacdo significativa entre os

fatores ponto amostral e estacdo do ano (Tabela 3).



Tabela 3 - Resultado do Teste de ANOVA bifatorial para o fator de condi¢cdo, considerando os fatores

Local e Estagdo do Ano. Legenda: * valores significativos (p < 0,05); SS = soma dos erros ao
quadrado; g.L = graus de liberdade; MS = média dos quadrados; F = valor do teste de Fisher.

Fatores SS g.L MS F p-valor
Estacéo 0,003855 2 0,00192 348,94 < 0,001*
Local 0,001005 1 0,00101 181,91 < 0,001*
Estac&o*Local 0,000154 2 0,00007 13,91 <0,001*
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O teste Tukey revelou que, em ambas as estacdes do ano, 0os maiores

valores de K ocorreram sempre no ponto montante e 0S menores no ponto

intermediéario. Diferencas significativas foram observadas entre as esta¢des do ano,

sendo o K do verao superior ao do inverno. Os individuos do ponto jusante também

estiveram submetidos a uma condicdo de baixo K, inclusive tendo valor similar ao

ponto intermediario (verdo) (Grafico 3).

F(2, 115)=13,908, p < 0,001
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Grafico 3 - Comparacédo de médias do fator de condigao (K) entre os trés pontos amostrais
do rio Pirapd, considerando as duas estagcfes do ano. Letras diferentes (a, b, c, d, €)
representam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05). IC = intervalo de
confianga.
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6 DISCUSSAO

O maior indice histopatologico em tecido branquial verificado em individuos
do ponto jusante pode ser atribuido a maior exposicdo dos animais aos xenobiontes
gue alcancam o local, sugerindo um acumulo destas substancias neste local. Este
ponto recebe um somatorio de residuos, principalmente agroquimicos e efluentes da
estacdo de tratamento de esgoto. Ainda, observa-se que em suas imediacdes a
cobertura vegetal € insuficiente para filtrar os residuos das atividades antrépicas e,
portanto, a qualidade da agua deste local estd comprometida e isso reflete na
sanidade dos animais.

O ponto a jusante também estd rodeado por areas urbanizadas que
interferem seriamente nos sistemas naturais, aumentando 0S processos erosivos e
escoamentos superficiais (CASSARO; CARREIRA, 2001) e, provavelmente, agindo
como um facilitador na entrada dos poluentes na area, reduzindo sua qualidade.

Os efeitos de contaminantes ambientais sobre o tecido branquial tornam-se
preocupantes em vista as importantes funcbes desempenhadas por este 6rgao,
como por exemplo, respiracdo, regulacdo osmdética e ibnica, de forma que o prejuizo
no seu funcionamento pode ocasionar a morte do organismo (HINTON, 1990).
Nesse trabalho as principais histopatologias em branquias foram respectivamente
fusdo lamelar parcial, fuséo lamelar total e aneurismas.

Fusdes lamelares resultam da excessiva proliferacéo de células epiteliais do
filamento e, de acordo com (HEATH, 1987) consistem num mecanismo natural de
defesa para proteger o epitélio lamelar do contato direto com agentes toxicos. Tais
alteracdes inespecificas podem resultar de estressores variados, entre 0s quais se
destacam metais, amoénia, fendis, infeccbes por microrganismos e até mesmo
ectoparasitas (HINTON et al., 1992).

Aneurismas normalmente resultam do colapso do sistema de células pilares
e, prejudicam a integridade vascular com a liberacdo de grande volume sanguineo
gue empurra o epitélio lamelar para fora (HINTON, 1990).

A presenca de parasitas, como verificado nos peixes do presente trabalho,

também é prejudicial a qualidade respiratoria destes animais e conforme Akaishi et



33

al. (2004) pode ter relagbes com uma defesa imune-deficiente, problemas &cido-
base ou ainda osmorregulatérios.

Em figado, apenas o fator local teve influéncia significativa quanto aos
indices histopatolégicos, sendo os valores crescentes em relagdo aos pontos
montante, intermediario e jusante. Os resultados apresentados provavelmente
relacionam-se com o gradiente de poluicdo antrépica observado ao longo dos pontos
amostrais, visto que a concentracdo de xenobiontes no meio aumenta a incidéncia
de injurias quimicas no figado (HINTON et al., 1992).

Conforme Cassaro e Carreira (2001) a degradacdo da bacia do Pirapd é
acentuada pelo lancamento de efluentes liquidos de diversas caracteristicas fisico-
guimicas e biolégicas, tais como carga organica de frigorificos, detergentes
industriais, aguas pluviais contaminadas com efluentes industriais, além de
encontrar-se assoreado devido a falta de vegetacdo natural ao longo de suas
margens.

O figado é um orgdo especialmente sensivel a poluicdo e desempenha
inumeras funcdes essenciais aos organismos, fato que aumenta a preocupac¢ao com
a bioacumulacdo e saude publica. Dentre suas funcdes enquadram-se o
metabolismo de carboidratos, armazenamento de lipidios, sintese e oxidacdo de
acidos graxos, armazenamento de glicogénio, além de se constituir no principal
centro de detoxificacdo (HEATH, 1987).

Neste estudo as alteragdes histopatoldégicas mais frequentes em figado
foram respostas inflamatérias e vacuolizagdo citoplasmatica, as quais se constituem
em respostas comuns de peixes expostos a ambientes aquaticos degradados.

As respostas inflamatorias observadas constituiram-se na infiltracdo do
tecido hepatico por macrofagos, células de defesa com importante papel na resposta
imune a agentes estranhos, cuja funcdo é remover através de fagocitose, particulas
estranhas derivadas da degradacao celular (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2012).

De acordo com Oliveira-Ribeiro et al. (2012), a vacuolizacao celular torna-se
um dano a partir do momento em que o0 metabolismo celular € alterado em
consequéncia de um estresse quimico. Desta maneira pode haver o acumulo de
substancias no citosol que interferem no funcionamento normal da célula e podem
acarretar maiores prejuizos, tais como necrose ou apoptose. Ainda, segundo o
mesmo autor, 0 acumulo de lipidios em vesiculas constitui-se em um mecanismo de

resposta celular quando na presenca de agentes quimicos lipofilicos, numa tentativa
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de imobilizar tais substancias, impedindo sua interagdo com os demais componentes
celulares e desta forma minimizar seu efeito toxico.

No que se refere ao fator de condicédo, os elevados valores de K atribuidos
ao ponto montante refletem a melhor condi¢céo nutricional e de bem-estar animal dos
peixes associados ao ambiente mais preservado. Por outro lado, os menores valores
de K do ponto intermediario somado aos baixos valores registrados na jusante
indicam que estes individuos estdo submetidos a um maior nivel de estresse
ambiental em funcédo de intensas atividades agricolas e industriais praticadas nas
suas proximidades.

Os peixes sao organismos que dependem diretamente da saude do
ambiente para realizacdo de processos vitais, tais como respiracdo, forrageamento,
reproducdo, crescimento e defesa contra predadores (SAO PAULO, 2015), ainda
mais quando apresentam baixo potencial migratorio ou de deslocamento, como pode
ser visto para H. ancistroides. Desta forma, a espécie em ambientes preservados
mantém suas func¢des organicas em equilibrio, conseguindo um melhor estado
nutricional e sanitario, como de fato foi verificado no local referéncia.

Por outro lado, os individuos submetidos a maior concentracdo de agentes
estressores e em ambientes com menor cobertura vegetal, como visto nos pontos
intermediario, principalmente jusante, apresentam maior dificuldade na incorporacéo
de nutrientes e, provavelmente, na manutencdo das suas funcdes fisioldgicas
basicas, fato que pode levar a um declinio da espécie nestes ambientes.

Estes impactos atribuidos aos pontos intermediario e jusante s&o
corroborados pelos estudos de Oliveira (2004) e Peruco (2006), que trabalharam ao
longo da bacia do Pirap6. Estes autores destacaram em seus trabalhos a existéncia
de extensas areas desprotegidas de vegetacdo, com invasfes de residéncias,
associacbes recreativas, chacaras, dentre outras edificacdes nas suas
proximidades. Além de relatarem um intenso desmatamento, 0s autores constataram
a presenca de grande quantidade de entulhos e de lixo na agua. Em concordancia a
estes estudos, Alves et al., (2008) descreveram que a contaminagdo das aguas do
rio Pirapd € gerada principalmente pelo lancamento clandestino de esgoto e pelo
escoamento superficial e quimicos injetados no solo, sendo estas acoes
responsaveis pela alteracdo de caracteristicas fisico, quimicas e biolégicas no rio.

No que diz respeito a estacdo de coleta foi verificado que os individuos

coletados durante o verao, independente do local, apresentaram maior valor de K
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quando comparados aos coletados no inverno. Este resultado sugere que o0s
animais aproveitam a maior disponibilidade de recursos dessa estacdo para
incorporar peso e melhorar seu estado nutricional (GHISI et al., 2012). No mesmo
sentido Jobling (1995) descreve que durante o verdo a maior temperatura e
pluviosidade, aumentam a atividade dos organismos decompositores e por iSso
ocorre maior disponibilidade de nutrientes, que s&o logo absorvidos pelos produtores
e ficam disponiveis aos niveis tréficos seguintes.

Em outras palavras, sabe-se que o fator de condicdo é uma métrica
influenciada pelas variagbes ambientais naturais ao longo do ano. No entanto, a
elevada variacdo de K observada entre os pontos amostrais dentro de uma mesma
estacdo do ano, reforca a argumentacado de interferéncia antropica nos trechos mais
urbanizados do rio.

Desta forma, o conjunto de alteracbes observadas nos individuos de H.
ancistroides, principalmente naqueles oriundos dos pontos jusante e intermediario
reforca a ideia de estresse ocasionado pelo acumulo de xenobi6ticos em vista da
maior proximidade destes locais com a area urbana de Maringd. Em sintese os
resultados apresentados demonstram que 0S espécimes analisados estiveram
expostos a uma gama de substancias quimicas estressoras, as quais parecem
realmente se acumular ao longo do gradiente de poluicdo proposto, diminuindo
progressivamente a sanidade desses peixes e provavelmente a qualidade de vida

dos demais organismos que dependem do ecossistema em estudo.
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7 CONCLUSOES

Os individuos de H. ancistroides dos pontos intermediarios e jusantes estao
submetidos a um maior estresse ambiental decorrente de efeitos antropogénicos,
agravados pela baixa cobertura de vegetacao ciliar.

As analises histopatolégicas confirmaram a hipotese de que individuos
expostos ao maior nivel de contaminacéo estdo mais susceptiveis a danos teciduais.
As alteracfes histologicas no figado demonstram um gradiente de contaminacéo
existente no rio Pirapd, o que se torna uma preocupacdo de saude publica,
considerando a sua grande utilizacdo pela populacéo da regiéo.

O fator de condicao (K), independentemente da variacdo ambiental intra-
anual, mostrou que os individuos submetidos a condi¢des antrdpicas apresentaram
sua nutricdo e sanidade prejudicadas. Desta forma, o K constitui-se num bom
indicador de qualidade ambiental

Os biomarcadores constituem-se em importantes ferramentas para detecgao
dos efeitos toxicos de poluentes sobre organismos bioindicadores. No entanto, para
que possa obter um diagnostico mais preciso a respeito da acdo de agentes
guimicos toxicos € recomendado que sejam analisados de forma conjunta, pois
guanto mais variados forem os biomarcadores empregados nestes estudos mais
bem fundamentado tornam-se seus resultados e com isso alcangcam maior
credibilidade diante da sociedade em geral.

Resultados como estes devem considerados pelos gestores da bacia do rio
Pirap6 quanto as tomadas de decisdes acerca deste corpo hidrico. Além de serem
fundamentais para a elaboracao de politicas publicas que priorizem a recuperacao e
conservacao das areas de vegetacdo ciliar do seu entorno. Também alertam para a
necessidade de fiscalizacbes mais efetivas no que diz respeito aos componentes
xenobidticos que estdo adentrando o local e com isso diminuindo sua qualidade
ambiental, o que por consequéncia compromete a qualidade de vida dos organismos

que dele dependem direta ou indiretamente.
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