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RESUMO

O Rio Iguacgu apresenta grande importancia ecologica para a preservagao de espécies
endémicas de peixes, também apresenta relevancia socioecondmica, principalmente
devido a presenca das usinas hidrelétricas. Além disso, ele é fonte de agua, alimento
e lazer para os municipios localizados as suas margens, sendo considerado um dos
rios mais importantes para a regidao Sul do Brasil. O Rio Iguacgu é subdividido em trés
bacias, expostas a diferentes tipos de uso e ocupacédo do solo, destacando-se a
agricultura para a regiao do Baixo Iguagu e as atividades industriais para as regides
do Médio Iguagu e Alto Iguagu. Nesta pesquisa foram utilizados 70 peixes da espécie
endémica Rhamdia quelen, provenientes das bacias do Baixo e Alto Iguagu e
coletados em pontos com diferentes tipos de poluicdo antrépica, derivadas dos
variados usos e ocupacgodes do solo nos municipios de Dois Vizinhos e Curitiba, além
disso foram coletados animais para controle negativo na Unidade de Conservagéo
ambiental do Parque Nacional do Iguagu. Foram avaliadas alteragcbes morfométricas
e quantitativas nos neurénios do Sistema Nervoso Entérico, da porcao cranial do
intestino delgado dos peixes, por meio da evidenciagdo com azul de metileno, bem
como a presenga de agrotoxicos nos afluentes dos quais os individuos foram
coletados. Através do teste de ANOVA e do teste de qui quadrado. Foi determinado
que a poluicao presente nos afluentes levou a alteragdes celulares, manifestadas pelo
aumento na proporgao de neurdnios grandes e diminuigao na densidade de neurdnios
mioentéricos no ponto urbano de Curitiba e a uma tendéncia a presenca de neurdnios
menores nos peixes coletados nos pontos rurais de Dois vizinhos e Curitiba, além
disso, o teste de multiplos residuos identificou a presenga de dois agrotdxicos, sendo
eles o imidacloprido no ponto Preservado de Dois Vizinhos e a atrazina no ponto rural
de Curitiba. Os resultados obtidos, corroboram a hipotese de que a poluicdo antrépica
esta afetando o desenvolvimento 6timo dos organismos.

Palavras-chave: neurbnios mioentéricos; poluicdo aquatica; neurotoxicidade



ABSTRACT

The Iguacu River has great ecological importance for the preservation of endemic
species of fish, it also has socioeconomic relevance, mainly due to the presence of
hydroelectric plants. In addition, it is a source of water, food and leisure for the
municipalities located on its banks, being considered one of the most important rivers
for the southern region of Brazil. The Iguacu River is subdivided into three basins,
exposed to different types of land use and occupation, with emphasis on agriculture
for the Baixo Iguacu region and industrial activities for the Middle Iguagu and Alto
Iguacu regions. In this research, 70 fish of the endemic species Rhamdia quelen were
used, from the Lower and Upper Iguagu basins and collected at points with different
types of anthropogenic pollution, derived from the various uses and occupations of the
soil in the municipalities of Dois Vizinhos and Curitiba, in addition to animals were
collected for negative control in the Environmental Conservation Unit of the Iguacgu
National Park. Morphometric and quantitative alterations in the neurons of the Enteric
Nervous System, in the cranial portion of the small intestine of the fish, were evaluated
by means of evidence with methylene blue, as well as the presence of pesticides in
the tributaries from which the individuals were collected. Through the ANOVA test and
the chi-square test. It was determined that the pollution present in the tributaries led to
cellular alterations, manifested by the increase in the proportion of large neurons and
decrease in the density of myenteric neurons in the urban point of Curitiba and to a
tendency to the presence of smaller neurons in the fish collected in the rural points of
Dois vizinhos and Curitiba, in addition, the multiple residue test identified the presence
of two pesticides, they being imidacloprid in the Preserved point of Dois Vizinhos and
atrazine in the rural point of Curitiba. The results obtained corroborate the hypothesis
that pollution anthropic development is affecting the optimal development of
organisms.

Keywords: myenteric neurons; aquatic pollution; neurotoxicity
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1 INTRODUGAO

O termo “plastico” tem origem na palavra grega “plastikos” e significa
moldagem. Por sua leveza, durabilidade, maleabilidade e relativo baixo custo estes
polimeros tém se mostrado essenciais para a vida humana (Boucher & Friot, 2017).

O Brasil é o quarto maior produtor de lixo plastico do mundo, sao produzidas
cerca de 70 a 190 mil toneladas de lixo plastico por ano (Banco Mundial, 2021). O
ambiente aquatico é considerado o principal destino destes contaminantes,
classificados como poluentes de preocupagdo emergente (Martins, Rodrigues &
Tavares, 2023).

Os Microplasticos (MPs) representam grandes riscos a saude dos seres vivos
e ao meio ambiente. Desde 2016, pesquisas a respeito da toxicidade de MPs para os
ecossistemas, tém recebido grande atencdo da comunidade cientifica (SUN et al.,
2022). Atualmente esses poluentes sdo considerados a forma mais abundante de
residuos solidos do planeta Terra (Blackburn & Green, 2021).

A poluicdo por MPs €& considerada critica, ndo apenas pelo aumento da
produgao, consumo e descarte de materiais e residuos plasticos, mas também, devido
a sua baixa degradabilidade (Boucher & Friot, 2017). Além disso, eles sao capazes
de absorver poluentes como agrotoxicos, metais, farmacos e abrigar microrganismos
em biofilmes sobre sua superficie (Nelms, et al., 2018).

Devido a essas caracteristicas, esses contaminantes agem como um “cavalo
de Tréia”, que conduz microrganismos patogénicos e outros poluentes, para dentro
do corpo de qualquer organismo capaz de inala-los ou ingeri-los (Nelms, et al., 2018).
A presenca de MPs sem outros poluentes associados, por si sO, é capaz de causar
toxicidade, danos celulares, inclusive ao DNA, com potencial carcinogénico, estresse
oxidativo, inflamacgao, e até mesmo lesdes pulmonares (Prata, et al., 2018; 2020).

Popularmente conhecido como jundia cinzento ou bagre prateado, Rhamdia
quelen (R. quelen) é um Siluriforme de distribuicao neotropical nativo da regido sul do
Brasil. Apresenta grande importancia econémica, sendo cultivado no Rio Grande do
Sul para fins alimenticios (Gomes, et al. 2000; Borges,2005).

Por ser uma espécie nativa onipresente em rios e lagos do Sul do Brasil,

apresentar rapido desenvolvimento, ampla distribuicdo e ser resistente a mudancgas



ambientais, que se escolheu a espécie R. quelen para o presente estudo. Assim como
outros vertebrados, apresenta quatro camadas histologicas no trato gastrointestinal
(TGI). A camada voltada para o lumen do intestino € chamada de tunica mucosa, logo
abaixo desta temos a tunica submucosa e em seguida a tunica muscular, por fim,
existe uma ultima camada chamada de serosa, rica em gordura e vasos sanguineos
(Hernandez, Pérez & Domitrovic, 2009).

O sistema nervoso entérico (SNE) é formado por varios circuitos neurais,
sendo responsavel por controlar a motilidade gastrointestinal, o fluxo sanguineo local
e o transporte mucoso, além disso, ele apresenta fungao enddcrina sendo responsavel
pela secrecao de hormonios e enzimas (Sant, 1996). Por estar em contato direto com
os alimentos, microrganismos e outros estimulos fisico-quimicos vindos do ambiente
externo por meio da alimentagcdo, o SNE também desempenha grande importancia
imunoldgica (Costa, Brrokes & Hennig, 2000).

Devido a essas caracteristicas e a sua importancia fisioldgica, é que se utilizou
o SNE como tema de pesquisa neste trabalho. Além disso, a maior parte dos estudos
sobre SNE tem focado em animais de laboratério e sdo escassas as informacoes
sobre peixes neotropicais como R. quelen.

O presente estudo inclui-se no projeto “Avaliagao integrativa ampla de MPs
em uma bacia de alta relevancia ambiental e econdmica (Rio Iguacu)”. Chamada
CNPg/MCTI/FNDCT N° 18/2021 - Faixa A - Grupos Emergentes, que busca avaliar o
impacto da presenca de MPs e outros poluentes ambientais de preocupacao
emergente, tais como agrotoxicos e metais, em afluentes da bacia hidrografica do Rio
Iguacu.

Por meio deste estudo foi possivel contribuir com novas informagdes sobre o
SNE de R. quelen e identificar como a ag&o antropica em afluentes do Rio Iguacu,
proporciona variadas fontes de poluicdo e que estas influenciam na quantidade e
tamanho dos neurdnios mioentéricos da espécie nativa R. quelen. Os resultados aqui
apresentados podem ser utilizados como fonte de comparagdo para pesquisas
futuras, bem como, para identificar o potencial toxicolégico da agdo humana nos

diferentes ambientes avaliados e ecossistemas da regiao.



10

Mesmo que inviabilizem a determinagdo dos parametros fisicos e quimicos
responsaveis pela toxicidade, pesquisas que utilizam amostras bioldgicas coletadas a
campo sao de suma importancia. Por meio delas é possivel obter um retrato real das
condicbes do ambiente, sendo indispensaveis para o monitoramento ambiental e

identificacao de areas de risco.

Este estudo ndo foca apenas no potencial de toxicidade de determinado
poluente para a comunidade humana, mas, avalia a toxicidade para organismos nao
alvo, com grande importancia ecolégica. Essa tematica € descrita por Von (2022)

como de elevada relevancia para o estudo de impactos ambientais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a morfologia e os aspectos quantitativos e morfométricos do SNE de

R. quelen e suas alteragdes em ambientes com diferentes tipos de agao antropica.

2.2 Objetivos especificos

1) Contribuir com a descrigdo morfolégica do SNE de R. quelen.

2) Avaliar os efeitos da agao antrépica por diferentes usos e ocupagdes do
solo sobre os aspectos morfométricos e quantitativos dos neurénios mioentéricos no
intestino delgado de R. quelen.

3) Produzir um post de divulgacdo sobre contaminantes de preocupagao
emergente, com destaque para os MPs, bem como uma palestra para alunos da

regiao a respeito do tema e sua relevancia ambiental.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Rio Iguagu

Apresentando uma extensdo de aproximadamente 1080 km (Costa, et al,,
2022). Com uma area de 54.821 km? em territério paranaense e abrangendo as suas
margens 113 municipios (Carvalho, Miranda & Ferronato, 2018). O Rio Iguagu é um
dos maiores e mais importantes rios do Sul do Brasil, sendo utilizado para pesca, lazer
e abastecimento de agua (Brito, et al., 2018).

Dividido em trés Bacias Hidrograficas, ele é classificado em: Baixo Iguagu;
Médio Iguagu e Alto Iguagu (Figura 1) (Pereira & Scroccraro, 2010). Destacando-se
por seus diferentes usos e ocupagdes do solo, o Rio Iguagu sofre com uma
diversidade de problemas causados pela acado antropica (Carvalho, Miranda &
Ferronato, 2018). Estando em segundo lugar no ranking de rio urbano mais poluido
do Brasil (Freire, et al., 2015).

Figura 1: Mapa das unidades hidrograficas do Parana, destacando as regiées do Alto,
Médio e Baixo Iguagu

(1)Alto lguacu

(2) Médio lguagu

(3) Baixo lguagu

ws

“w oW W -w

Fonte: Adaptado de SEMA (2004)
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Localizado na regido sul do estado do Parana, Brasil, entre as latitudes
25°05'S e 26°45'S e as longitudes 48°57'W e 54°50', ele apresenta grande importancia
socioecondmica, devido a seu potencial de geracéo de energia hidrelétrica (Pini et al.,
2021). Também possui importancia ambiental, caracterizando-se como uma grande
area de conservagao de peixes de agua doce, com alto padrdao de endemismo,
decorrente da barreira de isolamento propiciada pelas Cataratas do Iguacu (Abell, et
al., 2008).

As principais fontes de polui¢do no Rio Iguagu variam de acordo com as
caracteristicas de uso e ocupacao do solo predominantes em cada uma de suas
bacias. Nas regides do Médio e Alto Iguacgu, prevalecem poluentes de origem urbana,
com destaque para esgoto domeéstico e industrial, ja na regido do Baixo Iguacu,
prevalecem as atividades agricolas, sendo os principais poluentes encontrados,
agrotoxicos a base de organofosforados e carbamatos (Nimet, Amorim &
Delariva, 2018).

Na regidao metropolitana de Curitiba, localizada na bacia do Alto Iguagu, o rio
€ responsavel por 80% do abastecimento de agua. Esgoto doméstico e industrial
poluem o percurso que atravessa a regiao urbana (Brito, et al., 2018). Essas
informacgdes tornam estudos de ecotoxicidade essenciais para o monitoramento da

poluicdo ao longo deste rio e de seus afluentes.

3.2 Bioindicador

Um bom bioindicador deve ser um organismo de facil identificagdo, ampla
distribuicdo, estabilidade genética nas populagdes, além de apresentar baixa
mobilidade, representatividade de nivel trofico e ciclo de vida longo (Johnson,
Wiederholm & Rosemberg, 1993). Peixes e invertebrados aquaticos sao considerados
excelentes bioindicadores biolégicos, por apresentarem alta tolerancia frente a
diferentes niveis de polui¢cao (Whitfield & Elliot, 2022)

Espécies de peixes nativos sao indicadas pela comunidade cientifica, pois
suas respostas fisiolégicas frente a agentes estressores sdo consideradas mais
verossimeis que a de espécies exodticas. O uso desses animais como bioindicadores
é descrito na literatura como de baixo impacto ambiental e facil amostragem (Lizama,

et al., 2022). Além disso, sua correlagao com eventos naturais por meio de suas
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funcdes ecoldgicas, permite a avaliagao de impactos ambientais decorrentes da agéo
antropica (Cairns, Mccormick & Niederlehner, 1993).

Os resultados, no entanto, podem variar dependendo da fase de vida do
organismo. De acordo com Lizama, et al., (2022), € necessario que o organismo seja
exposto de forma crénica durante seu desenvolvimento e vida adulta, a concentragdes
variadas de um ou mais poluentes, ou ndao ocorrerdo alteragdes fisioldgicas em
determinados 6rgaos, levando a diferentes resultados em pesquisas semelhantes.

Essa perspectiva indica resultados variados para organismos em estagios de
desenvolvimento distintos. Animais com um curto periodo de vida tém menos tempo
para acumular substancias toxicas, o que diminui a chance de desenvolverem
alteracdes fisioldgicas ou morfoldgicas relacionadas a exposicao a poluentes (Amaral
et al., 2015, apud Lizama, et al., (2022).

3.3 Origem do Sistema Nervoso Entérico (SNE)

Atualmente o sistema nervoso autbnomo (SNA) pode ser classificado em trés
subdivisdes, sendo elas a simpatica, a parassimpatica e a entérica, essa classificacéo
foi proposta pelo Professor John Newport Langley no ano de 1921 (Gershon, 2000).

Durante muito tempo o SNE foi considerado como uma porgao pés-ganglionar
do SNA (Furlan, 2000). Langley propés que o SNE nao poderia ser considerado parte
do SNA parassimpatico, para tanto, ele se baseou na grande disparidade entre o
numero de células nervosas observadas no intestino e o numero de nervos presentes
para proporcionar uma inervagao pré-ganglionar a estas células. Associando essa
observagédo ao fato do intestino ser o unico érgédo do corpo capaz de manifestar
atividade reflexa na auséncia de conexdes nervosas com o sistema nervoso central
(SNC), Langley concluiu que a maior parte das células nervosas que compdem o SNE
nao recebem informagdes do SNC e funcionam de forma independente, ou seja, a
enervagao da maior parte do SNE ¢ intrinseca (Gershon, 2000).

Devido a essa independéncia anatdbmica e funcional em relagédo ao SNC, o
SNE é considerado por muitos cientistas como o segundo cérebro do corpo humano,
a quantidade de células nervosas, os tipos de neurotransmissores e a complexidade
de funcionamento do SNE, de fato se assemelham em muito com as do SNC
(Gershon, 2000).
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A origem das células que compdem o SNE esta intrinsecamente ligada a crista
neural, que é formada por uma populagdo de células multipotentes e transitorias
derivadas da placa neural, que durante o desenvolvimento embriolégico do individuo
migram para tecidos especificos, para dar origem aos tipos celulares apropriados. No
sistema nervoso periférico, essas células transitérias dao origem aos neurénios e
células da glia do SNA simpatico, do SNA parassimpatico e do SNE, bem como as
células de Schwann (Frauches, et al., 2016).

A maturacao das células nervosas entéricas e das células da glia entérica, no
entanto, n&o vai ocorrer na crista neural, seus precursores sofrem maturagcao ao longo
do percurso que realizam através dos nervos vagos até chegarem ao intestino
(Furness, 2006). Os nervos vagos séo a ligagao entre o SNE e o SNC, contudo a

interrupcéo desta ligagdo nao afeta o funcionamento do SNE (Gershon, 2000).

3.4 Fungoes e organizagao do Sistema Nervoso Entérico (SNE)

O SNE é formado por varios circuitos neurais, sendo responsavel por controlar
a motilidade gastrointestinal, o fluxo sanguineo local e o transporte mucoso, além
disso ele apresenta fungédo enddcrina, sendo responsavel pela secrecdo de hormbnios
e enzimas (Sant, 1996). Por estar em contato direto com os alimentos, microrganismos
e outros estimulos fisico-quimicos vindos do ambiente externo por meio da
alimentacao, o SNE também desempenha grande importancia imunoldgica (Costa,
Brookes; Hennig, 2000).

O SNE é organizado na forma de plexos, com géanglios de varios tamanhos
distribuidos ao longo de todo o TGl estendendo-se do eséfago ao reto, estando
presente também na vesicula biliar e no pancreas (Frauches et al, 2016). A
quantidade de células nervosas presentes no SNE € maior que aquela encontrada na
medula espinhal e essa complexa rede nervosa esta embutida nas paredes do TGl
(Furness, 2006).

A parede do TGI pode ser dividida em diferentes extratos, a camada voltada
para o lumen do intestino é chamada de tunica mucosa, logo abaixo desta temos a
tunica submucosa e em seguida a tunica muscular, por fim, existe uma ultima camada
chamada de serosa, rica em gordura e vasos sanguineos (Furness, 2006).

Dentre os plexos ganglionados, os principais sdo o plexo mioentérico e o plexo
submucoso (Sant, 1996). O plexo mioentérico, também chamado de plexo de
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Auerbach, fica localizado entre as camadas de musculo longitudinal e musculo circular
que compdem a camada muscular, estendendo-se por todo o TGl corresponde a
regido com o maior numero de células nervosas organizadas em ganglios ou de forma
isolada (Frauches, et al., 2016).

Alguns ganglios menores podem ser encontrados no plexo submucoso,
também chamado de plexo de Meissner, localizado mais préximo a mucosa do
intestino (Frauches, et al.,, 2016). Embora os plexos sejam descritos de forma
separada, eles séo interconectados entre eles e com 0s nervos vagos por meio de

inumeros feixes nervosos (Furness, 2006).

3.5 Caracteristicas gerais do catfish Rhamdia quelen

Taxonomicamente a espécie R. quelen pertence a classe dos Osteichthyes, a

série Teleostei, a ordem dos Siluriformes, a familia Pimelodidae e ao Género:
Rhamdia (Silfvergrip, 1996). S&o peixes dulcicolas de habitos noturnos, podendo ser

encontrados em rios e lagos, sédo facilmente encontrados em aguas calmas com
presencga de lama no fundo e pedras ou troncos em que possam se abrigar durante o
dia. Apesar de serem peixes onivoros, apresentam preferéncia alimentar muito
semelhante a de peixes carnivoros, sendo predadores de outros peixes, crustaceos e
insetos, todavia, quando seus alimentos preferidos nao estiverem disponiveis também
podem se alimentar de matéria vegetal e detritos organicos (Gomes, et al., 2000).

Popularmente conhecido como jundia cinzento ou bagre prateado, R. quelen
€ um Siluriforme de distribuicdo neotropical nativo da regido sul do Brasil, podendo
ser encontrado desde o México até o sul da Argentina, (Gomes, et al., 2000). Possui
grande importancia econémica no Brasil, com destaque para o Rio Grande do Sul. A
coloragao destes animais varia de cinza arddsia a marrom avermelhado, apresentam
barbilhndes e podem ser diferenciados dos demais bagres por possuirem um espinho
em cada uma das nadadeiras peitorais, bem como a presenga de lobos desiguais na
nadadeira caudal (Silfvergrip, 1996).

O comprimento maximo atingido pela espécie € de 47,5 cm para os machos
e 51,5 cm para as fémeas, a expectativa de vida € de 11 anos para os machos e 21

anos para as fémeas. O peso dos individuos varia de acordo com a idade, o tamanho
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e a disponibilidade de alimentos, a média aceita é de aproximadamente 3 quilogramas
para um individuo adulto e saudavel (Weis & Castello, 1983).

Por ser uma espécie euritérmica ele apresenta boa tolerancia a alteragoes de
temperatura, sendo que os alevinos da espécie podem sobreviver a variagdes dentro
da faixa de 15-34°C (Chippari Gomes, 1998; Marchioro & Baldisserotto, 1999). Sao
peixes considerados déceis, com bom desenvolvimento e crescimento acelerado
mesmo no inverno (Gomes et al. 2000). S4o peixes coriaceos, ou seja, Ndo possuem
escamas, a carne € saborosa, tem alto valor nutricional e ndo apresenta espinhos
intramusculares, tendo uma boa aceitagao pelo mercado consumidor (Fracalossi, et
al., 2007).

3.6 Sistema gastrointestinal de Rhamdia quelen

A espécie R. quelen apresenta rapido desenvolvimento e boa tolerancia a
alteracdes de temperatura, sendo uma excelente opgao para a piscicultura em regides
como o sul do Brasil, regido central da Argentina e sudeste do México (Silfvergrip,
1996; Gomes, et al., 2000; Borges, 2005). R. quelem apresenta dois picos
reprodutivos, um no verao e outro na primavera (Gomes et al., 2000), a reproducgao &
influenciada por alteragcdes no fotoperiodo e na temperatura ambiente, as larvas
eclodem de 26-36 horas apds a fecundagdo em temperatura ideal de 24°C (Silva,
Radunz Neto & Baldisserotto, 2004, apud Silveira, 2012). Decorridas 48 horas da
eclosao, as larvas ja apresentam abertura bucal e sistema digestério completo e
funcional, podendo se alimentar de forma exdgena (Piaia & Radunz Neto, 1997).

O intestino de R. quelen se estende da regido pilérica até o anus, sendo o
o6rgao mais extenso do TGI, apresenta didmetro aproximadamente uniforme com
diminuicdo gradual na porgao terminal. Assim como outros vertebrados, R. quelen
apresenta quatro camadas histologicas no sistema digestério, sendo elas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (Hernandez, Pérez & Domitrovic, 2009).

A mucosa presente no intestino € recoberta por dois tipos celulares principais,
as células absortivas e as células caliciformes que junto a enterdcitos e outros corpos
celulares indiferenciados formam o epitélio colunar simples, responsavel pela
secregcdo de glicoproteinas e outras substancias carboxiladas acidas (Hernandez,
Pérez & Domitrovic, 2009).
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A submucosa localiza-se abaixo da mucosa e é formada por tecido conjuntivo
denso e vascularizado, além de linfécitos associados a mucosa. Diferentemente de
outros peixes, a submucosa de R. quelen nao apresenta uma camada fibroelastica
densa, células granulares ou gléandulas de Brunner. A tunica muscular apresenta uma
camada de musculos circulares interna e uma camada externa de musculos
longitudinais, entre ambas esta localizado o plexo mioentérico, na qual sao
encontrados a maioria dos neurdnios entéricos. A tunica serosa € formada por tecido
subseroso e é bem vascularizada (Hernandez, Pérez & Domitrovic, 2009).

As caracteristicas histolégicas do TGl de R. quelen sao similares as de outros
peixes teledsteos. Apesar de ser um peixe onivoro, ele apresenta caracteristicas
anatdmicas similares as de um peixe carnivoro, com TGI simples e auséncia de cecos

piléricos e moela (Fracalossi, et al., 2007).

3.7 Microplasticos

Os MPs representam grandes riscos a saude dos seres vivos € ao meio
ambiente, a partir de 2016 pesquisas a respeito do efeito dos MPs nos ecossistemas
tém recebido grande atengao da comunidade cientifica (Sun et al., 2022), sendo que
atualmente os MPs s&o considerados a forma mais abundante de residuos sélidos do
planeta Terra (Blackburn & Green, 2021).

Estas particulas micro plasticas sdo encontradas em ambientes aquaticos,
terrestres, na atmosfera, em sedimentos e até mesmo no interior de alguns
organismos, sendo que os efeitos da exposigdo a estes materiais poliméricos na
saude humana, tém sido avaliados através da extrapolagao de dados obtidos por meio
de testes em organismos modelo (Blackburn & Green, 2021).

Sao considerados MPs particulas de polimeros sintéticos com tamanho
inferior a 5 milimetros (mm), particulas com menos de 1 mm sdo denominadas nano
plasticos, todavia, uma nomenclatura formal ainda nao foi definida (Bergmann, Gutow
& Klages, 2015; Koelmans, Besseling & Shim, 2015).

A poluigdo por MPs é considerada critica, ndo apenas pelo aumento da
producao, consumo e descarte de materiais e residuos plasticos, e sim devido a sua
baixa degradabilidade. Residuos plasticos podem permanecer séculos no ambiente
antes de serem degradados por completo, durante este tempo esses residuos vao se
distanciar de seu local de origem, por meio do solo, da agua e do ar, poluindo diversos
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ambientes (Rist, et al., 2018). Os MPs comumente encontrados no meio ambiente
costumam ser: polipropileno (PP), policloreto de vinila (PVC), poli-butileno adipato co-
tereftalato (PBAT), polietileno de baixa densidade (LDPE), polietiieno de alta
densidade (HDPE), poliestireno (PS), poli-acido lactico (PLA) entre outros (Boucher &
Friot, 2017).

Os MPs séo definidos como uma classe de contaminantes muito diversa,
variando em forma, composigado e tamanho, além de apresentarem produtos quimicos
contaminantes em sua formulagdo. Eles também podem tornar-se uma fonte de
microrganismos nocivos por meio da formagao de biofilmes, agindo como meio de
transporte para metais pesados, devido a sua area de superficie e capacidade de
adsorcao (Vetaak & Legler, 2021). Considera-se que os riscos a saude humana
causados por MPs atuam em trés frentes distintas: a bioldgica, a fisica e a quimica,
sendo a ultima ligada a capacidade de adsorgdo destes materiais poliméricos e a

prépria composi¢cao dos mesmos (Bugatti, et al., 2023).

3.8 Origem e formagao dos microplasticos

Os MPs podem ser classificados de acordo com sua origem em MPs
primarios ou secundarios. Os MPs primarios também chamados de pellets séo
aqueles oriundos de produtos de higiene e beleza, como esfoliantes faciais e
corporais, sabonetes e outros produtos abrasivos que possuem em sua composi¢cao
pequenas esferas micro plasticas, além disso, as particulas liberadas na lavagem de
tecidos sintéticos e do desgaste de pneus também sao classificadas como MPs de
origem primaria (Mattsson & Cedervall, 2015).

Os MPs secundarios sdo aqueles oriundos do descarte inadequado de
polimeros maiores, que poderiam ser reciclados, mas, acabam sendo abandonados
como lixo em locais inadequados. Como exemplo de MPs secundarios, é possivel
citar as sacolas plasticas biodegradaveis (que em realidade sdo fragmentadas em
particulas plasticas menores e dificeis de visualizar a olho nu), garrafas plasticas,
recipientes e outros utensilios. Em suma, qualquer microplastico cuja origem seja um
material polimérico degradado em particulas com tamanho inferior a 5 mm, apods ser
descartado inadequadamente na natureza, é considerado um microplastico de origem

secundaria (Mattsson & Cedervall, 2015).
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Pesquisas mostram que no Brasil sdo produzidas cerca de 70 a 190 mil
toneladas de lixo plastico por ano, sendo o mar o principal destino destes residuos, e
consequentemente dos MPs resultantes de sua degradacédo (Martins, Rodrigues &
Tavares, 2023).

O ambiente no qual os materiais poliméricos sao descartados, influencia na
sua fragmentagao e consequentemente na formacao dos MPs (Ter Halle et al., 2016).
A forma como esses materiais serdo degradados depende da sua estrutura quimica e
do ambiente ao qual estdo sendo expostos, os principais fatores envolvidos na
fragmentacao de materiais poliméricos sao a fotodegradacao, a degradagao termo
oxidativa, a degradagao termomecanica e a degradacao térmica (Hawkins,1984).

Independentemente de quais fatores estiverem acelerando o processo de
degradagdo, € comum que ocorra o rompimento das ligagbes entre carbono e
hidrogénio, resultando na formacéao de radicais livres. Os radicais livres podem reagir
com o oxigénio, influenciar na reatividade do microplastico e consequentemente na
capacidade que este tera de reagir com outros compostos, como metais pesados e
outros contaminantes presentes no ambiente (Liu, et al., 2022).

A fotodegradacao, também chamada de fotoenvelhecimento, € a principal
forma de degradacdo de MPs em ambientes aquaticos. Além de causar o
desbotamento do material polimérico ela também aumenta a fragilidade do mesmo,
influenciando na mobilidade e na capacidade de adsorcdo. O mais comum, no
entanto, é que diversos fatores externos se somem, culminando na degradacgao do

material polimérico (Zhu, et al., 2020; Martins, Rodrigues & Tavares, 2023).

3.9 Impacto dos microplaticos para a saude

Os aditivos, corantes e pigmentos que ja fazem parte da composi¢cao dos MPs
podem lixiviar, contaminando solos e principalmente a agua. Por seu tamanho estas
particulas sédo facilmente ingeridas por meio da agua e principalmente através do
alimento, pois elas migram através da cadeia tréfica.Quando um organismo se
alimenta de outro, as particulas plasticas retidas nos tecidos da presa séao
incorporadas, tornando-se um processo cumulativo cujos danos a longo prazo ainda
sao desconhecidos e seus possiveis impactos a saude humana estdo sendo
investigados por meio da extrapolacédo de dados obtidos a partir de estudos com
organismos modelo (Nelms, et al., 2018).



21

A entrada de MPs no organismo ocorre por meio de ingestdo ou inalagao.
Quando inaladas podem atravessar a membrana das células do trato respiratorio e
causar estresse oxidativo, alergias e inflamag¢ao devido ao tamanho reduzido destas
particulas, liberadas principalmente pela combustdo do diesel em automoéveis.
Quando ingeridas, podem atravessar a barreira intestinal e chegar a corrente
sanguinea, afetando assim todos os sistemas. O fator de maior relevancia na
capacidade de infiltragdo e adsorcdo € o tamanho da particula polimérica, quanto
menor a particula maior sua capacidade de migrar através dos tecidos (Vethaak &
Legler, 2021).

No intestino e nos pulmdes estas particulas causam toxicidade fisica, quimica
e microbioldgica, e ao atingirem a corrente sanguinea, atuam de forma cumulativa em
diversos tecidos, incluindo rins, figado e cérebro, além dos orgaos citados, os MPs
também ja foram identificados no leite materno e na placenta humana (Gasperi, et al.,
2018).

A maioria destas particulas sdo eliminadas do organismo por depuragao
mucociliar, porém, também ja foram encontradas em fezes e urina humanas. Devido
a capacidade das mesmas de atravessar a membrana das células o organismo nao
consegue livrar-se de todas, além disso, existem pessoas com mecanismos de
depuracdo comprometidos tornando-se ainda mais suscetiveis a desenvolver
problemas de saude relacionados a ingestéo e inalagédo de MPs (Gasperi, et al., 2018;
Vethaak & Legler, 2021).

Sabe-se que a presenca de MPs no organismo pode causar reagdes alérgicas
pois estimulam o aumento da produgao de histamina, danos celulares, inclusive ao
DNA com potencial carcinogénico, estresse oxidativo, inflamagédo, e lesdes
pulmonares (Prata et al., 2018; 2020). Ja foi documentado que trabalhadores da
industria téxtil expostos a grandes quantidades de particulas micro plasticas,
apresentam lesées pulmonares, inflamacao, fibrose e alergias causadas pela
superestimulagéo do sistema imunoldgico (Gasperi, et al., 2018; Vethaak & Legler,
2021).

A presenca de MPs no intestino vindos principalmente da ingestao acidental
destas particulas por meio da agua ou de alimentos, € responsavel por aumentar a
permeabilidade intestinal, Em contato com o epitélio intestinal, estimulam processos

inflamatdrios, causando apoptose das células epiteliais, o que interfere na absorcéo
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de nutrientes e na barreira intestinal, permitindo que as particulas plasticas e os
possiveis patdbgenos associados atravessem o epitélio e entrem em contato com a

corrente sanguinea, afetando outros tecidos.(Liang et al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa faz parte do projeto “Avaliacao integrativa ampla de MPs
em uma bacia de alta relevancia ambiental e econémica (Rio Iguagu)” Chamada
CNPg/MCTI/FNDCT N° 18/2021 - Faixa A - Grupos Emergentes. Aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana (CEUA-UTFPR), segundo o parecer 2022-63/2022, com licenga
para coleta perante o SISBIO e Licenga permanente para coleta de material zooldgico
perante o Instituto Chico Mendes de Conservagao e Biodiversidade — ICMBio n.
25039-1.

4.1 Desenho experimental

Foram utilizados exemplares da espécie nativa R. quelen provenientes de
sete pontos de coleta distintos localizados em afluentes do Rio Iguacu, no estado do
Parana (Figura 2). Destes pontos, trés estao localizados na cidade de Dois Vizinhos,
trés na cidade de Curitiba e um no Parque Nacional do Iguagu (PNI), na cidade de
Céu Azul. Os animais coletados no PNI foram utilizados como controle negativo, uma

vez que se considera esta regiao como um local de baixa ag&o antropica.

Figura 2: Exemplar de R. quelen, coletado em afluente do Rio Iguagu, Parana, Brasil
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os pontos de coleta localizados em Dois Vizinhos e Curitiba foram escolhidos
de acordo com as caracteristicas de uso e ocupag¢ao do solo que cercam cada
afluente. O ponto de coleta localizado proximo a area rural de ambos 0s municipios

foi identificado com a letra R, o ponto preservado localizado em area com maior taxa
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de mata ciliar ao redor do afluente, foi identificado por meio da letra P e o ultimo ponto,
préximo ao perimetro urbano, foi identificado pela letra U. Em todos os casos, as letras
estdo associadas a sigla do respectivo municipio (Quadro 1). Por meio das variaveis
as quais os animais de cada ponto de coleta estdo expostos, foi possivel avaliar

individuos sob influéncia de diferentes tipos de agao antrdpica.

Quadro 1: Identificagdo dos pontos de coleta e suas respectivas siglas.

LOCALIDADE SIGLA DESCRIGCAO
R-DV Area rural
DOIS VIZINNHOS P-DV Area preservada
U-DV Area urbana
R-CWB Area rural
CURITIBA P-CWB Area preservada
U-cwB Area urbana
PARQUE NACIONAL PNI Controle negativo
DO IGUAGU

Fonte: Autoria prépria (2025)

Projetos de pesquisa correlatos a esse realizaram a analise de MPs presentes
nas branquias e musculos dos mesmos peixes coletados para este trabalho. Outros
dados como alteragdes micronucleares e avaliagdo das concentragdes de agrotoxicos
e metais presentes na agua e sedimentos dos rios, foram realizadas simultaneamente
a esta pesquisa, os resultados, no entanto, ainda nao foram publicados e por esta

razao nao constam neste trabalho.
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4.2 Pontos de coleta

Foram utilizados 70 peixes para avaliagao morfométrica e quantitativa, obtidos
em sete pontos de coleta distintos, conforme demostrado nas Figuras 3 e 4.

Figura 3: Pontos de coleta na cidade de Curitiba
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Fonte: Autoria Prépria (2025)



Figura 4: Ponto de coleta na cidade de Dois Vizinhos

Fonte: Autoria prépria (2025)
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As Figuras 3 e 4 ilustram cada um dos pontos utilizados para a coleta dos
peixes e identificados no quadro 1. E possivel observar por meio dos registros de
satélite obtidos através do Google Earth, como os pontos diferem entre si, em especial
quanto a presenca de mata ciliar ao redor de cada afluente, bem como, pela expanséao
da atividade agricola e pecuaria, visivel em todos os pontos com excec¢éo do controle
negativo identificado como PNI, inclusive nos pontos denominados como preservados,
que apesar de apresentarem uma alta taxa de mata ciliar no entorno do afluente, ainda
contam com grandes areas de monocultura em seu entorno. As caracteristicas de uso
e ocupacdo do solo destacam a dificuldade de encontrar na regidao em que foi

realizado este estudo, um ambiente com baixa ag&o antropica (Figuras 5 e 6).

Figura 5: Mapa de uso e ocupacgao do solo, os pontos representam os locais
utilizados para a coleta dos individuos da espécie R. quelen
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Fonte: Autoria prépria (2024)
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Figura 6: Mapa de uso e ocupagao do solo, os pontos representam os locais
utilizados para a coleta dos individuos da espécie R. quelen
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Fontes: Autoria prépria (2024)

Os diferentes usos do solo em cada ponto escolhido proporcionam amostras
heterogéneas, expostas a diferentes niveis de pressao antropogénica e organismos
que se desenvolveram em um ecossistema sob a agdo de um variado conjunto de
contaminantes. Por se tratar de um estudo a campo, é impossivel determinar as
condigdes especificas a que os bioindicadores estiveram expostos durante sua vida,
bem como apontar um unico poluente como o causador das alteragdes.

Isso, no entanto, ndo diminui a relevancia deste trabalho, pois ele avalia um
cenario real, nos quais o0s organismos estdo expostos a uma variedade de
contaminantes que agem de forma combinada. Os resultados aqui apresentados séo

de grande importancia para o monitoramento ambiental da regiéo.
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4.3 Eutanasia e coleta das amostras

Ao todo foram coletados 10 animais adultos por ponto; estes atendiam a
parametros minimos pré-estabelecidos quanto ao tamanho, para padronizar as
amostras e evitar possiveis alteracdes nos resultados decorrentes de diferengas no
estagio de vida de cada animal. O comprimento médio dos animais coletados foi de
13,64 centimetros (cm), com desvio padrao de +1,75 cm, o peso médio dos animais
foi de 24,25 gramas (g) com desvio padrao de + 10,56 g.

Os animais foram capturados com equipamento de pesca elétrica e
anestesiados utilizando cloridrato de benzocaina (C9H11NO2) em concentracdes de
100 mg/L, assim como estabelecido pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que dispde
sobre os procedimentos e métodos de eutanasia em animais, incluindo aqueles
utilizados para pesquisa académica (CONCEA, 2013).

Apos esta etapa realizamos a laparotomia, permitindo a retirada da porgao
cranial do intestino delgado do peixe e a remogao da porgéo cranial (Figura 7). A
porcao cranial do intestino delgado, foi com o auxilio de pingas, a qual foi lavada,
fotografada e armazenada em solugdo fixadora de Giemsa, dentro de recipientes

devidamente identificados e vedados para transporte.

Figura 7: R. quelen apés laparotomia

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Cada amostra do segmento cranial do intestino delgado foi limpa com solugao
salina, utilizando uma seringa para facilitar a lavagem. A solugao utilizada € composta

por 9 g de cloreto de sddio (NaCl), dissolvidos em 1000 mililitros (mL) agua destilada.

Apos a limpeza do conteudo presente no lumen do intestino, uma das
extremidades da amostra foi presa com um fio de algoddo e com o auxilio de uma
seringa limpa, foi injetado fixador de Giemsa pela outra extremidade até o
preenchimento do segmento. A fung¢ao da solugao fixadora nesse caso, nao é apenas

preservar a amostra, mas também, expandir a musculatura do intestino.

Caso o lumen ndo seja preenchido da forma correta, as etapas seguintes
serdo prejudicadas, em especial a microdissecc¢éo. O preparado final, deve apresentar

aspecto de “bexiga” como ilustrado na Figura 8.

Figura 8: Intestino delgado de R. quelen preenchido com fixador de Giemsa.

Fonte: Autoria prépria (2023)
O fixador de Giemsa utilizado para preencher as amostras internamente

também foi utilizado como solugdo de armazenamento, na qual as amostras ficaram
submersas. A solugédo é composta por 30 mL de formaldeido 35% (CH20), 15 mL de
acido acético glacial (CH3COOH), 9 g de cloreto de sédio (NaCl) e 1000 mL de agua
destilada, como descrito por Barbosa (1978). Cada uma das amostras foi armazenada
em recipientes individuais identificados para transporte até a UTFPR-DV, onde apds
48 horas submersas no fixador de Giemsa, foram removidas e descartadas cada uma
das extremidades atadas com o fio de algodéo, retornando as amostras em seguida
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para o fixador até 0 momento da dissecc¢ao, coloragao, desidratacdo e montagem das

laminas permanentes.

4.4 Evidenciagao neuronal

Para a evidenciagao neuronal, as amostras foram coradas com azul de
metileno de acordo com a técnica de Giemsa modificada por Barbosa (1978). Esta
técnica permite que as células musculares figuem com aspecto diafano em contraste
com as células neuronais que sdo bem coradas e delimitadas, facilitando a analise.

Seguindo esta técnica, foi realizada a dissecgao de parte da amostra. Com o
auxilio de um estereomicroscopio foi removido um segmento de aproximadamente 5
milimetros (mm) de comprimento. Os segmentos removidos foram abertos pela borda
mesenterica, essa etapa € de grande importancia, pois a avaliagdo quantitativa das
amostras é realizada em uma regiao especifica da area intestinal, dessa forma, caso
o corte ndo seja realizado na regido mesentérica, os resultados obtidos seréo
comprometidos em decorréncia da variagao natural ja presente no animal.

A etapa subsequente foi realizada com o auxilio de duas ping¢as de ponta fina,
com as quais foram removidas a tunica mucosa e a tunica submucosa, além de
algumas faixas de tecido muscular circular, bem como vasos sanguineos e pontos de
gordura presentes na tunica serosa da amostra. O preparado total resultado da etapa
de dissecg¢ao contém a tunica serosa, a tunica muscular externa e o plexo mioentérico.

Estes preparados totais foram corados para a evidenciacdo neuronal. A
solugdo corante utilizada é composta por 4 mL de solugéo A, contendo 9,780 g de
monofosfato acido de potassio (KH2PO4) a qual apresenta pH em torno de 4,60; 6 mL
de solucao B, contendo 9,465g de fosfato acido de sddio (Na3PO4), apresentando pH
em torno de 9,23; 20 gotas de solugao estoque de Giemsa composta por 1 g de azul
eosina e azul de metileno, 54 mL de glicerol (C3H803), 84 mL de metanol (CH30OH)
em 90 mL de agua destilada.

As amostras permaneceram 48 horas mergulhadas em solugdo corante,
posteriormente elas passaram por um processo de desidratagcdo no qual foram
mergulhadas em diferentes concentragdes de etanol seguindo a ordem crescente de
concentracéo: 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% (I), 100% (II) e 100% (lll), em
seguida foi realizada a diafanizacédo, onde cada amostra passou por dois banhos em
xilol. Apds o processo de desidratagao e diafanizacdo, as amostras foram dispostas



32

entre lamina e laminula com resina sintética Permount, posteriormente a secagem

foram armazenadas em um laminario (Figura 9).

Figura 9: Fotografias do processamento das amostras para analise. (A) Recipiente de
armazenamento; (B) Porgéao cranial do intestino delgado; (C) Amostra de intestino aberta pela
porgdo mesentérica; (D) Amostra em processo de dissecgdo, com as tinicas mucosa e
submucosa parcialmente removidas; (E) Membrana totalmente dissecada, com remogao de
faixas de fibras da tanica muscular circular; (F) Corante de Giemsa; (G) Membrana corada, (H)
Membrana pronta para desidratagao e diafanizagao (I) Processo de desidratagao e diafanizagao
(J) Montagem das laminas permanentes (K) Secagem das laminas para armazenamento.




Fonte: Autoria prépria, (2025)

33



34

4.5 Avaliagao morfométrica

Sendo o intestino delgado um érgéao tubular, foi considerada a borda de
insercdo do mesentério no intestino como o ponto 0°, a regido mesentérica se
estendendo entre 0° a 60° e 300° a 360°, a regido intermediaria se estendendo entre
60° a 120° e 240° a 300° e a regido anti-mesentérica representando o intervalo entre
120° a 240° (Miranda-Neto et al., 2001).

Visando a padronizagdo das analises, a avaliacdo neuronal foi realizada
apenas na regiao intermediaria da circunferéncia intestinal. Proximo a linha de
insercao do mesentério a densidade neuronal é maior, dificultando a avaliagado devido
a sobreposigdo das células, o oposto acorre na regidao anti-mesentérica, onde a
densidade neuronal é baixa, dificultando a obtengdo do niumero minimo de células

para avaliagédo (Figura 10) (Miranda-Neto et al., 2001).

Figura 10: Segmento da porgéo cranial do intestino delgado de R. quelen, corado com
azul de metileno. (1) Area mesentérica (2) Area intermediaria (3) Area anti-mesentérica

Fonte: Autoria prépria, (2025)

As laminas permanentes devidamente demarcadas, foram analisadas em
microscopio de luz (Zeiss Primo Star), em lente objetiva de 40X. O equipamento é
acoplado a camera de captura de imagens (Zeiss Axiocam), com a qual foram obtidas
imagens da regido intermediaria em campos microscopicos aleatorios. As imagens

foram posteriormente importadas para o software Image J, no qual foram mensuradas
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em micrémetros quadrados (um’) as areas de 50 neurdnios mioentéricos por animal,

totalizando 3500 células analisadas.

4.6 Avaliagao quantitativa

Para estudo do numero de neurbnios, as laminas permanentes foram
visualizadas em microscopio de luz (Zeiss Primo Star), em lente objetiva de 40X.
Foram contabilizadas todas as células nervosas visiveis dentro de 25 campos
microscopicos escolhidos aleatoriamente na regiao intermediaria de cada animal. Em
cada campo foram excluidos da contagem neurbnios que nao estavam
completamente visiveis nas laterais, para evitar a dupla contagem.

A técnica histoldgica utilizada para preparo de todas as amostras utilizadas
neste experimento, ndo faz uso de cortes em microtomo. Como a dissecgao é
realizada inteiramente de forma manual, a espessura da membrana intestinal varia
dentro de uma mesma amostra, por essa raz&o a contagem das células foi realizada
ajustando o foco constantemente a fim de tornar visivel o numero total de perfis

celulares visiveis dentro de cada um dos campos analisados.

4.7 Analise estatistica

Os dados correspondentes a todas as variaveis coletadas foram submetidos
a analise estatistica pelo uso do software GraphPad Prism 6. As informacgdes
coletadas apresentaram distribuicdo normal, detectadas pelo teste de Shapiro-Wilk.

Posteriormente os dados de cada ponto de coleta foram comparados todos
contra todos por meio do teste de ANOVA one-way, com posterior teste de Tukey. As
distribuicoes de frequéncia foram analisadas por teste de qui quadrado sendo o nivel

de significancia adotado o de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Morfologia do plexo mioentérico de Rhamdia quelen

O plexo mioentérico na porgao cranial do intestino delgado de R. quelen
apresenta-se formado por glanglios pequenos, ocorrendo também muitos neurdnios
isolados (Figura 11). Essas observagdes sao corroboradas pelo descrito por Dossena
(2018) para animais de cativeiro e pelo descrito por Hernandez, Pérez & Domitrovic,

(2009) para juvenis coletados a campo.

Figura 11: Plexo mioentérico de R. quelen, corado por azul de metileno. As setas indicam
neurodnios isolados, circulos indicam ganglios nervosos

R

10 pm

Fonte: Autoria prépria, (2025)

Observou-se o mesmo arranjo morfolégico nos animais de todos os pontos de
coleta. Isto é, independentemente do tipo de acao antrépica a que estiveram expostos,
nos individuos estudados, ndo houve perda do arranjo geral do plexo mioentérico no
intestino delgado. Entretanto, € importante considerar que alteragdes drasticas no
plexo mioentérico podem levar a disturbios nos processos de digestao e absorgéo dos
nutrientes. Considerando que sdo animais de vida livre, expostos a pressao de

predacao, parasitismo e infeccbes, a reducdo na absorgcdo de nutrientes pode



37

provocar a morte do animal antes que este chegue a idade adulta, fase na qual os

individuos deste estudo foram coletados.

5.2 Dois Vizinhos

A analise morfométrica nos animais coletados em Dois Vizinhos revelou area
meédia do perfil do corpo celular em ym? £ desvio padrao de 85,67 = 38,57; 92,28 +
36,68; 104,26 + 52,36, respectivamente, para as regides urbana, rural e preservada.
Para comparagéo, nos animais do PNI obteve-se 97,98 + 40,40. Esses dados séo

demonstrados na Figura 12.

Figura 12: Perfil do corpo celular de neurénios mioentéricos da porg¢ao cranial do
intestino delgado de R. quelen, coletados em Dois Vizinhos (urbano, rural e preservado) e
Parque Nacional do Iguagu (PNI). p>0,05 segundo teste de ANOVA com pos-teste de Tukey,
n=10
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Fonte: Autoria prépria (2024)
A analise das médias nédo apresentou diferenga significativa. Entretanto,

observa-se que existe consideravel variagao na area do perfil do corpo celular dos
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neurdnios, para os animais coletados no ponto denominado como preservado. Desta
forma, a média n&o é o melhor indicador para a andlise desse parametro.

Por essa razao, os dados de mensuragao neuronal foram convertidos em
distribuicdo de frequéncia em fungéo de classes de tamanho arbitrariamente definidas
em intervalos de 40 um?2. Esses dados estao plotados como histograma de distribuicéo
de frequéncia na Figura 13, assim, pode-se visualizar melhor todo o leque de variagéao

no tamanho dos neuroénios.

Figura 13: Histograma de distribuicdo de frequéncia em fun¢édo do tamanho de
neurdnios mioentéricos da porcao cranial do intestino delgado de R. quelen, coletados em
locais com diferentes tipos de poluigdo antrépica na cidade de Dois Vizinhos (urbano, rural e
preservado) e Parque Nacional do Iguacu (PNI). p>0,05 pelo teste de Qui quadrado, n=10
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Através da analise morfométrica, concluimos que nao ha diferencas
significativas (p>0,05), entre os pontos avaliados em Dois Vizinhos. O histograma de
distribuicdo de frequéncias, no entanto, permite a visualizagdo de uma tendéncia de
deslocamento a direita nos animais coletados no ponto localizado em regiao
predominantemente urbana quanto ao uso e ocupagdo do solo e a acentuada

variabilidade do ponto preservado.
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Os dados apresentados nas Figuras 12 e 13, reforcam a necessidade de mais
pesquisas na regidao de Dois Vizinhos. O ponto preservado apresentou a maior
variagdo nos dados morfométricos, outras analises dentro do mesmo projeto (dados
ainda nao publicados) destacaram a presenga de um agrotoxico. Ressalva-se que foi
realizada apenas uma coleta de agua para avaliagdo de agrotdxicos por ponto, fator
que pode interferir na detecgédo destes poluentes, cujas concentragdes em ambiente
aquatico variam ao longo do ano. A substancia detectada foi o imidacloprido, em
concentragdes abaixo de <1,0 pg/L.

Os efeitos nocivos de baixas concentragbes de imidacloprido sdo descritos
como nao letais, mas neurotoxicos, sendo os peixes bons bioindicadores por
apresentarem sensibilidade a agentes estressores (Von, 2022). Nesse sentido,
Huslystyi, et al., (2021) observaram que o imidacloprido causa neurotoxicidade em
organismos nao alvo, em doses de 0,1-0,4 ug/cm?2.

Segundo Nimet, et al., (2018), a regido do Baixo Iguacu, onde esta localizado
o municipio de Dois Vizinhos, € predominantemente agricola quanto ao uso e
ocupacao do solo. Dessa forma, os poluentes presentes, sdo em sua maioria
agrotoxicos a base de organofosforados e carbamatos.

Conforme dados da Prefeitura Municipal de Dois Vizinhos (2024), o municipio
apresenta um relevo predominantemente ondulado, com areas ingremes e declives.
No ponto agricola, o relevo apresentava poucas ondulagdes, o que € comum em
lavouras de monoculturas. O ponto preservado, no entanto, apresentou regides de
declive, fator que facilita o escoamento de poluentes no afluente. Além disso, segundo
o censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2017), 74% do
territério de Dois Vizinhos é destinado a lavoura e a pecuaria, sendo que 73% das

propriedades declaradas, confirmam o uso de agrotéxicos em suas culturas.

Segundo os resultados obtidos pela a analise de densidade neuronal, os
peixes coletados em dois vizinhos ndo apresentaram alteragdes significativas quanto
ao numero de neurdnios, com meédia em cm? + desvio padrao de 2361,50 + 738,93;
2230,28 + 799,70; 2895,38 + 1034,30 respectivamente para urbano, rural e
preservado. Para comparacdo, nos animais do PNI obteve-se 2263,95 + 769,45.

Esses dados sdo demonstrados na Figura 14.
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Figura 14: Densidade de neurénios no intestino delgado de R. quelen, coletados em
pontos sob diferentes tipos de antropizag¢ao na cidade de Dois Vizinhos. p>0,05 segundo
ANOVA com pés-teste de Tukey, n=6
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Fonte: Autoria prépria (2025)

Assim como na avaliagdo morfométrica ndo foram encontradas diferengas
estatisticas, todavia, é possivel observar que o ponto descrito como preservado
apresentou maior variabilidade e tendéncia a maior densidade neuronal.
Considerando-se que os neurbnios sao células que nao realizam mitose, ndo é
possivel argumentar que eventuais diferengas na densidade neuronal sejam

decorrentes de maior proliferagao celular.

Por outro lado, a tendéncia a maior densidade neuronal pode ser
consequéncia de uma elevada taxa de sobrevivéncia neuronal ao longo do tempo, ou
ainda, a diferencas no tamanho do intestino do peixe. Isso porque, mesmo que todos
0s animais tenham aproximadamente o mesmo numero de neurbnios, que sao
definidos ainda no periodo embrionario, diferencas no tamanho do intestino podem
alterar a densidade de células por cm?. A fim de avaliar essa hipotese, foram
mensuradas as areas em cm? das porgdes craniais dos intestinos delgados coletados
(Figura 15).
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Figura 15: Perfil do intestino delgado de R. quelen, coletados em locais com diferentes
tipos de poluigcado antrépica na cidade de Dois Vizinhos. p>0,05 segundo teste de ANOVA com
pos-teste de Tukey, n=6
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Fonte: Autoria prépria (2025)

A Figura 15 demonstra que n&o houveram diferencas significativas nos
tamanhos das porgdes craniais de intestino delgado, coletados em Dois Vizinhos.
Outra justificativa para a maior contagem neuronal, é que possivelmente o método de
evidenciagao utilizado influenciou na marcagao dos neurénios. O método de Giemsa,
modificado por Barbosa (1978), marca o corpo celular através da interagdo entre o
azul de metileno com os polirribossomos. Desta forma células com maior atividade de
sintese proteica ficam bem delimitadas, sendo contabilizadas com mais facilidade do
que células com baixa atividade de sintese proteica e que podem passar
despercebidas durante a contagem por apresentarem coloragao palida (Dossena,
2018).

Sendo assim, a tendéncia ao aumento da densidade neuronal no ponto
preservado pode ser decorrente do aumento na sintese proteica neuronal neste ponto,
sem representar uma tendéncia a maior sobrevivéncia. A grande variancia nos dados

do ponto nomeado como preservado, sugerem que novos estudos com diferentes
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técnicas precisam ser realizados na regido, avaliando bioindicadores com diferentes

habitos alimentares.

5.3 Curitiba

A analise morfométrica nos animais coletados em Curitiba revelou area média
do perfil do corpo celular em pm? + desvio padrao de 102,91 £ 52,01; 76,90 £ 41,07;
147,11 + 68,08, respectivamente para as regides preservada, rural e urbana. Para
comparagao, nos animais do PNI obteve-se 97,98 + 40,40. Esses dados sao

demonstrados na Figura 16.

Figura 16: Perfil do corpo celular de neurénios mioentéricos da por¢ao cranial do
intestino delgado de R. quelen, coletados em Curitiba (urbano, rural e preservado) e Parque
Nacional do Iguagu (PNI). p<0,05 segundo teste de ANOVA com poés-teste de Tukey, n=10

E 200-

= *

T - 1

S 150- o

i T T

S 100+

S T

© 504 —— T

S

s

& 0 L Ll | L

0 » () »
c"bb Q~°& 3 &
e?e' o
Q‘

Fonte: Autoria prépria (2025)

Diferindo das amostras provenientes de Dois Vizinhos, os dados provenientes
dos peixes coletados em Curitiba, apresentaram diferenga estatistica significativa
(p>0,05), quando comparados com o grupo controle representado por PNI. Segundo
o teste de ANOVA, o ponto urbano difere estatisticamente dos demais, apresentando
perfis celulares (um?) maiores que as dos demais pontos avaliados, com tendéncia a

esquerda no grafico. Além disso, na regidao predominantemente rural os neurénios
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apresentam perfis do corpo celular menores, com tendéncia a direita no grafico (Figura
17).

Figura 17: Histograma de distribuicao de frequéncia em funcédo do tamanho de
neurdnios mioentéricos da porcao cranial do intestino delgado de R. quelen, coletados em
locais com diferentes tipos de poluigido antrépica na cidade de Curitiba (urbano, rural e
preservado) e Parque Nacional do Iguacu (PNI). p<0,05 pelo teste de Qui quadrado, n=10
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Fonte: Autoria prépria (2025)
A analise quantitativa realizada a partir dos peixes coletados na cidade de

Curitiba, apresentou diferenga significativa (p<0,05), para o ponto localizado em

regido predominantemente agricola, como mostra a Figura 18.



44

Figura 18: Densidade de neurdnios no intestino delgado de R. quelen, coletados em
pontos sob diferentes tipos de antropizagdo na cidade de Curitiba. p<0,05 segundo ANOVA
com pos-teste de Tukey, n=6
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Fonte: Autoria prépria (2025)

Os dados apresentados na Figura 18, demonstram que os peixes coletados
no ponto rural, localizado em area predominantemente agricola, apresentaram uma
tendéncia a maior densidade de neurénios/cm? quando comparados com os demais
pontos. A tendéncia a maior densidade neuronal pode ser consequéncia da maior
sobrevivéncia neuronal, ou ainda, a diferengas no tamanho do intestino dos peixes
coletados. Mesmo que dois animais tenham o mesmo numero de neurénios em seu
SNE, caso um deles tenha uma maior area disponivel para a distribuicdo destes, a
densidade por cm? sera afetada, sendo menor em animais com intestinos maiores
(Figura 18).
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Figura 19: Perfil do intestino delgado de R. quelen, coletados em locais com diferentes
tipos de poluigcado antrépica na cidade de Curitiba. p>0,05 segundo teste de ANOVA com poés-
teste de Tukey, n=6
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Fonte: Autoria Prépria (2025)

A Figura 18 demonstra que nao houveram diferencgas significativas (p>0,05),
no tamanho da porg¢éo cranial dos intestinos coletados em Curitiba.Todavia, o ponto
rural, que possui a maior densidade de neurbnios por cm?, apresentou uma tendéncia
a area média menor que a dos demais pontos, mesmo sem diferencas estatisticas
significativas. Além disso, este ponto apresentou concentragdes abaixo de <1,0 ug/L
do agrotoxico atrazina.

A atrazina é um herbicida altamente neurotéxico, em especial para o sistema
nervoso central e entérico. Sua utilizacao esta proibida em paises da Unido Europeia
(UE) desde 2004 (Stradtman & Freeman 2021). No Brasil, o uso da atrazina ainda é
permitido, embora em 2023 tenha sido proposto o Projeto de Lei (PL) 5080/23 com o
objetivo de vetar qualquer agrotéxico que utilize o principio ativo da atrazina em
territério nacional. Essa proposicdo se justifica pelo potencial toxicolégico da
substancia para organismos nao alvo, mesmo em baixas concentragdes. Contudo, o
PL 5080/23 foi vetado no final de 2024 (Camara dos Deputados, 2024).
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Para peixes, a atrazina é descrita como neurotoxica afetando diretamente o
SNC. Para a espécie Danio rerio em concentragdes de 0,0003 ug/mL; 0,003 ug/mL
0,001 pg/mL, ela causa neurotoxicidade, problemas motores e reprodutivos
(Horzmann et al., 2021).

O trabalho de Marinsek et al., (2018), corrobora os resultados obtidos nesta
pesquisa. Ele realizou um estudo a campo similar, comparando peixes da espécie
Sphoeroides testudineus provenientes de uma reserva de protegcdo ambiental, com
exemplares de uma regido predominantemente urbana. Ele concluiu que a polui¢do
antropica afetou significativamente as populagdes de neurénios entéricos, causando
alteracdes na densidade e morfologia das células nervosas. A regido metropolitana
de Curitiba, onde foi realizada a coleta do ponto urbano € descrita por Brito, et al,,
(2018), como local de despejo de esgoto doméstico e industrial.

Alteracdes significativas quanto a densidade e morfologia dos neurdnios
entéricos, foram descritas por Guimaraes, et al., (2021) ao avaliar os efeitos do fluor
sobre o SNE. O fluor é um contaminante de preocupagdo emergente presente no
cotidiano da populagao, tanto em produtos de higiene como em alimentos e que por
consequéncia de seu amplo e continuo uso, esta presente no meio ambiente, em
especial em ambientes aquaticos, em concentragcdes variadas cuja toxicidade ainda
esta sendo elucidada (Guimaraes, et al., 2021).

Um experimento realizado em laboratério por Wang, et al., (2021), identificou
neurotoxicidade em embrides de Danio rerio expostos a concentragdes
ambientalmente relevantes do poluente benzofenona-3, contaminante derivado da
degradacao de filtros ultravioleta. Os embrides apresentaram uma diminuicéo de 46%
das células nervosas em comparagaéo com o grupo controle, evidenciando o potencial
neurotoxico deste poluente encontrado em ecossistemas aquaticos.

O presente trabalho avaliou animais adultos coletados a campo e expostos a
uma variedade de contaminantes ambientais. As analises se basearam nos dados
obtidos de individuos que sobreviveram a sele¢ao natural. Isso justifica porqué os
resultados apresentados, mesmo que significativos, sdo estatisticamente menores
que aqueles encontrados por Wang, et al., (2021), que avaliou peixes em estagio
embrionario, ou seja, organismos que ainda nao foram expostos a pressdes de

predacao, parasitismo ou doengas. Segundo Lizama, et al., (2022), a idade do
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individuo, bem como seu estagio de desenvolvimento, interfere na resposta a
estressores ambientais.

Além disso, a auséncia de alteragdes nos demais pontos nao exclui a
possibilidade de que os animais la presentes, estejam expostos a niveis toxicos de
diferentes contaminantes. E preciso considerar que ao avaliar um ambiente natural,
nao é possivel quantificar a mortalidade dos individuos, além disso, a escolha de
animais adultos exclui a identificacdo de organismos que apresentaram ma formagdes
congénitas que os impediram de atingir a idade reprodutiva ou que pereceram ainda
na fase embrionaria, como demonstrou o experimento de Wang, et al., (2021), em

propor¢gdes maiores que as esperadas para a espécie.



48

6 TOPICO APLICADO A LICENCIATURA

Como componente obrigatério dos trabalhos de conclusao de curso realizados
por alunos da area da licenciatura, bem como forma de atuacao cidada e retorno a
comunidade, este projeto realizou uma postagem no perfil do Instagram @ecotoxigen,
grupo de pesquisa responsavel pela execucdo deste e de projetos correlatos
pertencentes ao projeto “Avaliagao integrativa ampla de MPs em uma bacia de alta
relevancia ambiental e econémica (Rio Iguacgu)”. O post em questédo foi elaborado
utilizando uma linguagem acessivel e figuras, a fim cativar a atengéo do leitor e atingir
diferentes faixas etarias (Figura 20). O objetivo desta postagem foi elucidar duvidas a
respeito desses poluentes e como estes podem prejudicar nossas vidas e a de outros

organismos.

Figura 20: Publicagéao realizada no perfil do grupo Ecotoxigen, a respeito dos
contaminantes de preocupacido emergente.
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Fonte: Autoria prépria (2024)
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Além da postagem, foi realizada em conjunto com o Colégio Leonardo da
Vinci, uma visita técnica a UTFPR-DV (Figura 21). Durante ela, aproximadamente 120
alunos pertencentes ao ensino médio participaram de uma palestra, conduzida pela
autora deste trabalho e pela graduanda Gabrielli Adami, a respeito dos MPs e de

outros contaminantes de preocupagao emergente.

Figura 21: Fotografia do grupo de alunos do Colégio Leonardo da Vinci, apos palestra
sobre MPs e contaminantes emergentes

Fonte: Autoria prépria (2024)

Esta atividade foi desenvolvida juntamente com a professora Dra. Mara
Luciane Kowalski, responsavel pela disciplina de estagio obrigatério da UTFPR-DV. A
infraestrutura utilizada para desenvolvimento desta atividade foi o laboratério de
Biologia Molecular, disponibilizado pela professora Dra. Nédia de Castilhos Ghisi.

Por meio da atividade realizada em parceria com a UTFPR-DV foi possivel
identificar na microrregiao de Dois Vizinhos, uma lacuna no ensino no que diz respeito
ao tema “contaminantes de preocupac¢ao emergente”. Ela foi apontada pelos proprios
professores que participaram da visita e pelos alunos, que apresentaram estranheza

com relac&o ao termo e seus impactos ambientais e socioecondmicos.
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7 CONCLUSAO

Por meio desta pesquisa, é possivel concluir que a agao antrdpica tem efeitos
neurotoxicos sobre o plexo mioentérico de R. quelen. Na cidade de Curitiba a poluicao
presente no afluente de uso e ocupacéo do solo predominantemente urbano, levou a
alteragdes celulares, manifestadas pelo aumento na propor¢ao de neurdnios grandes
e diminuicdo na densidade de neurbnios mioentéricos. Além disso, nos pontos de
coleta de uso e ocupacao do solo predominantemente agricolas houve uma tendéncia,
sem diferenga estatistica significativa, a presenga de neurénios menores tanto em

Dois vizinhos quanto em Curitiba.
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