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RESUMO

Os corpos hidricos estdo entre os ambientes mais prejudicados pelo crescimento desordenado
da populacdo humana. Considerando-se a grande importancia de rios e lagos, tanto para 0s
organismos residentes, quanto para a salde da populacdo humana, sdo necessarias estratégias
que incluam, concomitantemente, a produtividade e a sustentabilidade em um mesmo
ambiente, visando o equilibrio ecologico. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes tipos de poluicdo ao longo do Rio Jirau Alto, no municipio de Dois
Vizinhos, PR, por meio de biomarcadores genéticos em peixes da espécie Astyanax
bifasciatus, em duas estacfes do ano (verdo e inverno). Foram empregados o teste de
Alteracbes morfoldgicas nucleares (ENA) associado ao teste de microndcleos e Ensaio
Cometa em sangue e figado como biomarcadores genéticos. As coletas foram realizadas em
duas estacdes (verdo e inverno de 2016) em quatro pontos amostrais ao logo do rio Jirau alto,
e um ponto controle em uma APP. Os biomarcadores empregados foram 0 ensaio cometa com
eritrocitos e hepatdcitos, e frequéncia de alteracdes morfoldgicas nucleares (ENA). O teste de
micronucleo pisceo foi utilizado para determinar as quebras irreversiveis nos cromossomos de
eritrécitos dos peixes e também alteracdes morfoldgicas nucleares de varios tipos. O ensaio
cometa é uma técnica bastante eficiente nos estudos de agentes toxicos que causam danos ao
material genético, e por sua vez permite quantificar as quebras de DNA. Os resultados obtidos
demostraram evidéncias de contaminacdo nesse rio, os dados obtidos pelo teste de
micronucleo mostraram danos elevados, em todos 0s pontos amostrais quando comparados ao
ponto controle, em ambas as estacfes. No teste de ensaio cometa, 0s valores de danos
estiveram mais elevados, principalmente no verdo e se mostrando com maior significancia
especialmente no ponto P2. No entanto, essa resposta foi ndo linear, evidenciando variacfes
também entre os pontos e estagcBes. Assim, pesquisas de monitoramento se tornam
indispensaveis para a avaliacdo dos efeitos da poluicdo ambiental sendo necessaria a
conscientizacdo da populagdo, devido a ameaca de contaminacdo nesse rio, uma vez que

desempenha papel importante no abastecimento ptblico da cidade de Dois Vizinhos.

Palavras-chave: Contaminacdo aquética, biomonitoramento, ensaio cometa.



ABSTRACT

The water bodies are among the environments most affected by the disorderly growth of
the human population. Considering the great importance of rivers and lakes, both for the
resident organisms and for the health of the human population, strategies are needed that
include, simultaneously, productivity and sustainability in the same environment, aiming at
ecological balance. The objective of this work was to evaluate different types of pollution
along the Jirau Alto River, in the municipality of Dois Vizinhos, PR, by means of genetic
biomarkers in fish of the species Astyanax bifasciatus, in two seasons of the year (summer
and winter). The Nuclear Morphological Changes (ENA) test associated with the
micronucleus test and the Comet Assay in blood and liver were used as genetic biomarkers.
The collections were carried out in two seasons (summer and winter of 2016) at four
sampling points at the Jirau Alto river, and one control point at an APP. The biomarkers
employed were the comet assay with erythrocytes and hepatocytes, and frequency of
nuclear morphological changes (ENA). The micronucleus test was used to determine
irreversible chromosome breaks in fish erythrocytes as well as nuclear morphological
changes of various types. The comet assay is a very efficient technique in studies of toxic
agents that cause damage to the genetic material, and in turn allows quantification of DNA
breaks. The results obtained showed evidence of contamination in this river, the data
obtained by the micronucleus test showed high damages, in all the sampling points when
compared to the control point, in both stations. In the comet test, damage values were
higher, especially in the summer and showing more significance especially at point P2.
However, this response was non-linear, evidencing variations also between points and
seasons. Thus, monitoring research becomes indispensable for the evaluation of the effects
of environmental pollution and it is necessary to raise awareness of the population due to
the threat of contamination in this river, since it plays an important role in the public supply

of the city of Dois Vizinhos.

Keywords: Water contamination, biomonitoring, comet assay.
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1. INTRODUCAO

O biomonitoramento de ecossistemas aquéticos é uma ferramenta importante para
avaliacdo de impactos ocasionados nesse ambiente, pois detecta agentes estressores que
causam acdo prejudicial sobre populacBes ou comunidades de animais residentes. Assim,
pode-se caracterizar diferentes concentracdes de poluentes, que podem ser vistas em tempo e
espaco diversificado, qualificando as condicdo flutuantes dos corpos hidricos para a
permanéncia de organismos (JAGER et al., 2014).

Os rios e lagos sdo receptores de uma gama de substancias quimicas que podem causar
alteracdes no seu estado natural, deixando-o impréprio para uso dos individuos que
necessitam dele para sobreviver (PICADO et al.,, 2009) e ainda trazendo consequéncias
irreversiveis a saude dos animais residentes, podendo também atingir a populagdo humana
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Existem varios fatores que contribuem progressivamente para o desequilibrio bioldgico
de um ambiente, favorecendo a percolacdo de xenobidticos para o interior dos corpos
hidricos, originarios de diferentes meios, podendo ser agricola, industrial ou urbana (BUENO-
KRAWCZYK et al., 2015). Frente a essas informacdes, é necessario ressaltar a importancia
da pesquisa de campo, relacionada com biomarcadores genéticos, que detectam os efeitos dos
poluentes sobre 0s organismos, destacando o uso principalmente de espécies de peixes como
bioindicadores.

Alguns testes apontam danos genéticos, ocorridos na presenca de xenobidticos, podem
ser utilizados, tais como, microntcleo e ensaio cometa (GUTIERREZ; VILLAR; PLAVAN,
2014; SILVA de ASSIS et al., 2013).

Pesquisas de campo possuem a vantagem de avaliar a satde dos peixes em seu proprio
ambiente, embora nem sempre seja possivel determinar precisamente o agente causador dos
danos. Apesar disto, alguns parametros avaliados nos animais podem fornecer uma boa
estimativa da qualidade geral do ambiente (MARTINEZ; SOUZA, 2002)

Os peixes sdo membros comuns e de facil amostragem, e se revelam como
bioindicadores eficientes para avaliacdo de ambientes aquaticos impactados (FREITAS, E;
SIQUEIRA-SOUZA, 2009; RABITTO et al.,, 2011). A espécie Astyanax bifasciatus é
bastante conhecida na regido sul do pais, principalmente no estado do Parana sendo

amplamente distribuida no Rio Iguagu.
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Biomarcadores sdo definidos como respostas na avaliacdo de toxicidade medidos em
fluidos corporais, avaliando diferentes tipos de modificacbes em tecidos ou células,
encontradas devido a presenca de substancias toxicas no meio, que detectam os efeitos
ocasionados sobre 0s organismos, assim, demonstra a tolerancia adquirida ou controlada por
expressdo génica hereditaria. (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Um dos beneficios de se empregar biomarcadores em peixes, é devido a importancia
dessa espécie na cadeia trofica (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011), pois a avaliacdo dos
mesmos pode retratar a qualidade do ambiente aquatico a longo prazo (RAMSDOREF et al.,
2012), e com isso é possivel prevenir a incidéncia de agentes genotdxicos em niveis mais
elevados, antes que dizimem toda uma populagdo ou comunidade.

Dessa maneira, estudos de investigacdo ambiental sdo indispensaveis, uma vez que
refletem na qualidade e sustentabilidade desses ambientes, sendo relevante para a gestdo das
bacias hidrograficas e na tomada de decisdes dos 6rgdos ambientais (RAMSDOREF et al.,
2012).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMONITORAMENTO AMBIENTAL

Atualmente a sustentabilidade tem sido um assunto amplamente discutido, pois, dentro
de um agroecossistema deve existir o equilibrio ecoldgico. A producdo deve estar associada
ao controle de recursos ambientais, de maneira que esses ambientes possam ter produgéo
economicamente lucrativa, sem causar grandes prejuizos aos seus sistemas naturais
(JONSSON; CASTRO, 2005).

Os corpos hidricos tem sido um dos ecossistemas mais prejudicados pela producao em
larga escala. Em virtude da sua vital importancia, esses locais vém ganhando atengéo especial
entre os pesquisadores, pois as alteracdes nos corpos hidricos refletem diretamente na saude
humana (BERTI et al., 2009) e, lamentavelmente, sdo receptores de todo tipo de poluicdo,
geralmente proveniente da agricultura, da industria ou ainda pelo esgoto urbano. O fator mais
preocupante € que muitas das substancias toxicas que sdo despejadas nos corpos hidricos
possuem efeitos mutagénicos ou genotdxicos, e podem afetar individuos pertencentes a varios
niveis troficos dentro de uma organizacdo ambiental.

Nesse contexto a deterioracdo dos ambientes aquaticos tem implicado diretamente na
perda da biodiversidade aquéatica que, muitas vezes, traz consequéncias irreversiveis a esses
ambientes. A preocupagdo com esses ambientes naturais vem aumentando, visando o melhor
entendimento sobre a acdo toxica de algumas substancias que sdo depositadas no meio
aquatico, observando a sua atuacdo sobre 0s organismos residentes e nas populacdes que
fazem uso desta 4gua (BERTI et al., 2009).

Nesse aspecto, 0s agroecossistemas tem grande relevancia, porque favorecem o
desenvolvimento econdbmico e ainda instituem estratégias para que a biota aquéatica nao sofra
grandes impactos, tendo como resultado a produgéo sustentavel.

O biomonitoramento é importante, pois proporciona a avaliacdo de ambientes
impactados, sendo também utilizados no controle de poluentes, visando mensurar os danos
ocasionados pelas a¢des antropicas em bacias hidrograficas ao longo do tempo.

Com isso o biomonitoramento se torna importante, pois observa através do uso de
organismos bioindicadores a avaliagcdo de estresses ocorridos no ambiente aquatico, visando a
realizacdo de uma intensa analise da qualidade da agua (TRUJILLO-JIMENEZ et al., 2011).
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Dessa maneira bioindicadores sdo utilizados para analise de ambientes contaminados
sendo provenientes de diversas fontes de polui¢do tais como esgotos domésticos e efluentes
industriais (DUARTE, 2011). Assim bioindicadores sdo definidos como respostas individuais,
que podem demonstrar alteracdes na sua estrutura genética, no qual apresenta modificacdes na
composicéo e diversidade das espécies (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003)

Biomarcadores se referem a alteracdes de parametros bioldgicos individuais ou
populacionais, avaliando organismos expostos a determinadas substancias nocivas em
condi¢cdes ambientais ou laboratoriais. Entre os diferentes biomarcadores, os biomarcadores
genéticos, sdo os mais utilizados em ambientes com ocorréncia de polui¢do (POLARD et al.,
2011).

2.2. TESTE DE MICRONUCLEO PISCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS
NUCLEARES

O teste de micronucleo foi desenvolvido por Schmid (1975) e busca analisar substancias
quimicas que tenham capacidade de realizar a quebra do DNA ou a formacéo incorreta da
lamina nuclear. Atualmente, o teste do micronucleo pisceo é realizado pela observagdo de
celulas sanguineas de peixes, sendo considerado um teste eficaz e bastante simples (GHISI,;
OLIVEIRA; PRIOLI, 2016).

Micronucleos sdo pequenas estruturas cromossdmicas com formas arredondadas e
escura (Fig.1l) que possuem a mesma refracdo do nuacleo principal, formadas quando
determinada quantidade de material genético fica atrasada durante a divisdo celular
(BOMBAIL et al., 2001). Sabe-se que a formacdo do micronucleo se da na teléfase, pois €
nessa fase que se forma o envelope nuclear em torno dos cromossomos e/ou em fragmentos
com atrasos (FENECH, 2000).

No teste de micronucleo também é possivel averiguar alteragdes morfologicas
nucleares, formadas a partir do nucleo principal quando o mesmo apresenta algum tipo de
distor¢do na lamina nuclear (BOMBAIL et al., 2001). O trabalho realizado por Carrasco;
Tilbury; Myers, (1990) apresenta a classificacdo para as deformac6es encontradas nos nucleos
de eritrocitos de peixes, sendo denominadas como itens Bolha: Ndcleos com uma pequena
evaginacdo da membrana nuclear, que ndo estdo totalmente separados do ndcleo principal.
Lobado: Ndcleos com evaginagdes mais largas do que bolha, que podem apresentar mais que
uma estrutura lobado. Vacuolado: Nucleos que apresentam uma regido que lembra os

vacuolos no seu interior. Binucleado: Células que apresentam dois nucleos. Entalhado:
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Nucleos que apresentam um corte bem marcante em sua forma (CARRASCO; TILBURY;
MYERS, 1990).

A formacdo do microndcleo em peixes e alteracGes nucleares se da pela presenca de
agentes clastogénicos que agem diretamente no DNA ou na lamina nuclear das células. Esses
agentes podem ser encontrados no meio aquético, decorrentes de varias vias de poluentes,
sendo sintéticos ou organicos, mas com o poder de causar erros geneticos em cromossomos
(MARTINS; PAZ; BRENTANO, 2010). O teste de Micronucleo Pisceo é um teste apropriado
para averiguar danos citogenéticos induzidos por agentes quimicos ou fisicos (MORENO;
SOFIA; MARTINEZ, 2014).

Figura 1 - Esquema demonstrando a formacéo de micronucleo, sendo uma célula hipotética com apenas
dois pares de cromossomos. a) Origem de um cromossomo inteiro e outro com fragmento de
cromossomos, durante a anafase e na formacao do microndcleo na tel6fase. b) Formacéo do microndcleo
guando, na anafase os cromossomos sdo puxados para os polos da célula, sendo que pode ocorre através
de um agente genotoxicos a quebra do cromossomo e a formacdo do mesmo na tel6fase.

Fonte: (FENECH, 2007).

2.3 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula Unica € outro teste bastante utilizado
em peixes para analise de agentes toxicos, que causam dano ao material genético, sendo que
esse permite quantificar a quebra de DNA, através da observacdo do tamanho da cauda do
cometa.

O ensaio cometa investiga danos ao DNA através da migracdo do material genético em

gel (SINGH et al., 1988). As células s&o inseridas em um gel que é submetido a uma corrente
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elétrica, chamada de eletroforese. Esta, por sua vez, promove através do fluxo de elétrons, a
migracdo dos fragmentos do DNA. As amostras sdo analisadas através de categorias ja
estabelecidas, quantificando o dano sobre o material genético (LEITE; ZANDONATO,;
FLUMINHAM, 2013). O nome cometa se refere a formacdo de uma cauda que é constituida
por fragmentos de DNA que quanto menores, mais rapido migram (BOMBAIL et al., 2001).
De forma geral, o principio do ensaio cometa é estabelecido através da quantificacdo de
quebra do DNA, ou seja, se ele ndo possuir quebra em sua molécula, 0 mesmo migrara sobre
0 gel e formarad um circulo apenas. Quando existirem quebras na fita de DNA, os fragmentos
menores vao correr mais rapido e os maiores vao correr menos durante a eletroforese,
formando assim uma cauda semelhante com um cometa (AVCI; KACMAZ; DURAK, 2005).

2.4 ESPECIE ESTUDADA

Para considerar um organismo como um bom bioindicador, é necessario observar sua
importancia ecologica, a sua sensibilidade junto aos efeitos toxicos e sua abundancia
(JONSSON; CASTRO, 2005). O uso de peixes como bioindicadores constitui-se uma
importante ferramenta para o monitoramento dos ambientes aquéticos, devido sua pluralidade
além de facil amostragem e eficientes para detectar ambientes impactados (FREITAS;
SIQUEIRA-SOUZA, 2009).

Os animais que pertencem ao género Astyanax (Teleostei, Characidae) possui elevada
riqueza na regido neotropical (DA SILVA et al., 2010) portanto, amplamente distribuida pelo
Brasil, sdo animais relativamente pequenos mais de grande relevancia, pois séo utilizado para
0 consumo humano (RAMSDOREF et al., 2012). No entanto, apresentam valor comercial
médio devido ao seu tamanho, mas sdo espécies forrageiras isso a torna de grande importancia
ecologica (GODQY, 1975).

A espécie Astyanax bifasciatus possui distribuicdo geografica aparentemente restrita
ao rio Iguacu (BAUMGARTNER et al., 2012). Esta espécie é uma das mais abundantes em
lagoas e também na bacia do baixo Iguacu. Isso deve-se principalmente a sua potencialidade
reprodutiva e alimentar, por ser herbivoro e ainda apresentar oportunismo tréfico (BUENO-
KRAWCZYK etal., 2015; BAUMGARTNER et al., 2012).

E caracterizado pelo seu corpo claro, nadadeira anal, caudal e dorsal avermelhada. Sua
dieta e baseada em plantas e insetos pequenos (BAUMGARTNER et al., 2012),

popularmente conhecida como lambari do rabo vermelho.
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2.5 AREA DE ESTUDO

O Rio Jirau Alto esta situado no municipio de Dois Vizinhos, o qual é localizado na
regido Sudoeste do Estado do Parana, Brasil. Possui uma area de 418 Km? com altitude
média de 509 metros, encontrada entre as coordenadas geograficas 25°44°35”’S e 53°4°30”°W
(PIGOSSO et al., 2009).

O municipio se destaca economicamente no setor agropecuario, especialmente
avicultura, sendo um dos maiores responsaveis pela producdo de aves no Estado do Parana,
considerado um dos melhores no ramo agroindustrial alimenticio da América Latina,
conhecido como Capital Nacional do Frango (BEAL, 2014).

O clima é subtropical e, de acordo com a classificacdo de Koppen, é denominado Cfa,
com verdo quente, sem estacdo de seca, € 0 clima e Umido, com chuvas distribuidas
mensalmente e a temperatura mais quente no verao fica acima dos 22°C (ALVARES et al.,
2013), com volume pluviométrico normalmente entre 2000 a 2500 mm anuais.

O rio Jirau Alto, Este rio € afluente do rio Dois Vizinhos, sub-bacia do rio Chopim,
inserida na Bacia do Rio Iguacu (PIGOSSO et al., 2009).
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1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo foi examina diferentes tipos de poluigcdo, em locais distintos do Rio Jirau
Alto, do Municipio de Dois Vizinhos, utilizando pard@metros genotdxicos e de mutagenicidade
(o ensaio cometa e o teste de micronucleo pisceo) usando peixes da espécie Astyanax

bifasciatus como bioindicadores em duas estagcdes do ano no verdo e inverno.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Verificar as frequéncias de Microndcleo e de Alteracdes Morfologicas Nucleares em
hemaécias de peixes;
- Quantificar os danos no DNA através do ensaio cometa em células do tecido hepéatico e em
células sanguineas.
- Comparar os dados obtidos nos diferentes biomarcadores para os diferentes pontos de coleta

e entre diferentes periodos de seca e de chuva.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

Foram avaliados quatro pontos amostrais do rio Jirau Alto, no municipio de Dois
Vizinhos. Este rio € afluente do rio Dois Vizinhos, sub-bacia do rio Chopim, inserida na Bacia
do Rio Iguacu (PIGOSSO et al., 2009). Os pontos foram constituidos das seguintes
localidades (Fig.2): o primeiro ponto (P1) est& situado préximo a nascente do rio; o segundo
ponto (P2) esta situado proximo a captacdo de agua do municipio e ap6s uma indudstria
frigorifica; o terceiro ponto (P3) fica em um trecho urbano do referido municipio, situado
dentro do Parque Ecoldgico Municipal Jirau Alto; e o quarto ponto (P4) estd na jusante
préximo a foz onde o rio Jirau Alto desagua no rio Dois Vizinhos. O Ponto controle (PC) esta
situado dentro da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, da cidade de Dois Vizinhos
(UTFPR-DV), lago situado em um local preservado, o qual serve de ambiente para pesquisas
com diversas espécies de peixes e possui area total de 2,373 m* (GOOGLE EARTH MAPS,
2017).
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Figura 2 - Area de coleta na cidade de Dois Vizinhos, sudoeste do Estado do Paran4, Brasil, mostrando os
pontos de coleta no Rio Jirau Alto (P1, P2, P3, P4 e PC). Nota: PC é o ponto controle. UTFPR-DV:
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos. Seta: ponto de captacéo de 4gua
para tratamento e abastecimento publico.

Fonte: Fonte: Autoria prépria

Figura 3 - Diferentes Pontos de coleta do Rio Jirau Alto, figuras a) P1, b) P2, c) P3 e d) P4 da cidade de
Dois Vizinhos.
Fonte: Autoria propria

Figura 4 - Foto do Ponto Controle. UTFPR-DV: Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Campus
Dois Vizinhos
Fonte: Autoria propria
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3.2 PROCEDIMENTO AMOSTRAL

A autorizacdo para coleta dos peixes foi obtida juntamente ao 6rgdo competente com o
n°: 50414-1. Este projeto foi aprovado perante a Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UTFPR, com o protocolo n°. 2015-20 (Documentos apresentados em anexo).

A espécie de peixe utilizada como bioindicador foi Astyanax bifasciatus
(GARAVELLO; SAMPAIO, 2010), conhecida como lambari de rabo vermelho. A escolha
desta espécie deu-se pela sua elevada frequéncia na regido, devido a necessidade de captura
de pelo menos oito a 15 exemplares por ponto amostral. No rio Jirau Alto, os peixes foram
coletados por meio de rede de espera (aproximadamente 24 horas), durante 0os meses de
Janeiro e Julho de 2016. O numero total da espécie coletados, foi de 123 peixes entre as
estacdes do verao, inverno e no ponto controle.

No ponto Controle, as coletas foram realizadas durante 0 més de Setembro de 2016, e

foi utilizado um covo para a captura dos exemplares.

Figura 5 - Exemplar da espécie Astyanax bifasciatus coletado no rio Jirau Alto, Dois Vizinhos/ PR. Escala:
barra=2cm.
Fonte: Autoria propria

Os animais foram transportados vivos até o laboratério de Controle Bioldgico da
UTFPR-DV, colocados em recipientes com aeradores e contendo agua do proprio rio.
Os peixes foram anestesiados utilizando cloridrato de benzocaina (250mg/L), segundo as

Diretrizes da Pratica de Eutanasia (CONCEA, 2013) para evitar o sofrimento dos animais.
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Os animais foram identificados por ponto amostral, sendo anotados dados biométricos;
em seguida, foi realizada a coleta de sangue para as analises de micronicleo, alteracGes
morfologicas nucleares e ensaio cometa e apds a seccdo ventral do animal, foi também

coletado o figado para o teste do ensaio cometa.

3.3 TESTE DE MICRONUCLEO PISCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS
NUCLEARES (ENA)

Foi utilizado o protocolo descrito por Heddle (1973) e Schmid (1975) para
observacdo da frequéncia de micronucleos e alteragdes morfoldgicas nucleares em heméacias
periféricas. Este constitui das seguintes etapas: com a ajuda de uma seringa de insulina
previamente heparinizada, foi efetuado uma puncéo cardiaca ou caudal para coleta de sangue.
Apos, uma gota de sangue foi colocada na superficie de uma lamina limpa e identificada.
Com o auxilio de uma laminula foi realizado esfregago, onde o sangue foi espalhando sobre a
superficie da lamina. Apos a secagem, cada lamina foi fixada em etanol 96% por 30 minutos e
corada por Giemsa 10% diluido em tampdo fosfato (pH 8,6) por 15 minutos, posteriormente,
foram lavadas em agua corrente e acondicionadas para secagem.

Em microscopio de luz com aumento de 1000x, procedeu-se as analises, varrendo
sistematicamente as ldminas até quantificar o nimero 1000 celulas por animal. Foram
computados como micronucleos as células que se apresentaram ilesas, assim considerados
micronucleos agueles que, em relagdo ao nudcleo principal ndo ultrapassaram 1/3 do seu
tamanho, estando nitidamente separados, com bordas distinguiveis e com a mesma cor e
refringéncia do nucleo.

As alteracbes na forma eliptica normal dos ndcleos das hemaécias, que nao se
enquadraram dentro dos pardmetros do micronucleo, foram quantificadas como alteracGes
morfologicas nucleares e classificadas de acordo com a categorizagdo de Carrasco; Tilbury;

Myers, (1990) em lobado, bolha, vacuolado, binucleado e entalhado.
3.3 ENSAIO COMETA
Para o0 ensaio cometa, foi empregado o protocolo de Speit e Hartmann (1999) com

algumas modificacdes de Ferraro et al. (2004). No teste do ensaio cometa, foram utilizadas

amostras de sangue e figado, realizando-se 0s seguintes procedimentos:
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Com o auxilio de um microhomogeinizador, tanto as células de sangue como as de
figado foram homogeneizadas em soro bovino fetal. Desta solucéo, foi retirada uma amostra
de 15 pL ¢ diluida em 120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Essa suspensdo foi
espalhada sobre uma lamina, contendo uma fina camada de agarose normal, e entdo foi
coberta com uma laminula. Apos esse procedimento, ambas foram levadas a geladeira para
polimerizagéo da agarose.

Retirou-se a laminula, e alocou-se as laminas em uma solucédo de lise, para degradacéo
das membranas celulares e nuclear, as quais permaneceram por pelo menos 24 horas a 4°C.
Passado o tempo, as laminas permaneceram por 30 minutos em cuba de eletroforese, imersas
em solucéo de NaOH (300 mM) e 200 mM EDTA, pH>13. Entéo foi executada a eletroforese
por 30 minutos, a 300 mA e 25V.

Em seguida, foi realizada a neutralizacdo em solucdo de TRIS 0,4 M, pH 7,5 e fixacéo
em etanol 96% por 10 minutos. Depois de secas, as laminas foram coradas com 20 pL de
brometo de etideo 10% e analisadas em microscopio de epifluorescéncia.

Para cada espécime, foram analisados 100 nucleoides, usando a classificacdo visual
baseada na migracdo de fragmentos de DNA, seguindo as classes: 0 (sem dano aparente), 1
(pouco dano), 2 (dano médio) 3 (dano extenso), 4 (dano méximo, apoptose). O escore foi
calculado multiplicando o nimero de nucleos encontrado em dada classe pelo nimero da
classe, assim a formula utilizada foi: (0xA) + (1xB) + (2xC) + (3xD) + (4xE), onde: A, B, C,
D e E correspondem ao numero de células em cada uma das classes. Com os valores
encontrados para cada individuo, foi obtido uma média para cada ponto amostral e para o

grupo controle.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS DOS BIOMARCADORES

Os resultados dos biomarcadores foram planilhados e submetidos a testes de
pressupostos de normalidade dos residuos e homocedasticidade, a partir do teste de Shapiro-
Wilk e do teste de Levene, respectivamente. Como os dados se mostraram ndo parameétricos,
foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Mann-Whitney o qual, realiza a
comparacdo multipla de ranques médios (medianas) para todos os grupos. Todos os testes
foram executados com o programa Statistica (STATSOFT, 2007). O nivel de significancia
considerado foi 5%. O programa Excell para Windows foi utilizado para o calculo das médias

e medianas.
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4. RESULTADOS
4.1 MICRONUCLEO PISCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES

Por meio dos resultados obtidos no teste do microndcleo e ENA, foram encontrados
eritrécitos que apresentaram micronucleos bem como alteragdes no ndcleo principal dos
mesmos, dessa forma foi possivel observar os efeitos mutagénicos e citotoxicos em todos 0s
pontos amostrais e em ambas as estacdes do ano no rio Jirau Alto. Na comparacdo entre as
estacOes e 0 ponto controle, foi observado diferenca significativa importante, ficando o ponto
controle com a menor frequéncia de alteragdes morfoldgicas e presenca de microndcleo, nos

eritrocitos dos peixes da espécie Astyanax bifasciatus (fig.6).

MN: KW-H(8,133) = 34.4895, p = 0.00003
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Figura 6 — Frequéncia de Micronucleo Pisceo e alteragdes morfologicas nucleares (ENAs) em Astyanax
bifasciatus, coletados no Rio Jirau Alto nos diferentes pontos amostrais (P1, P2, P3 e P4) da cidade de Dois
Vizinhos durante o inverno (winter) e o verdo (summer) e Ponto Controle (control). KW-H: resultado do
teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes sobre as barras (a, b) representam diferenca significativa no
teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria

A Tabela 1 mostra a frequéncia de cada tipo de alteracdo nuclear por ponto em cada

estacdo. Observou-se através das analises a maior frequéncia de micronucleo principalmente
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no ponto P4 e maior frequéncia do tipo lobado no ponto P2, ambos com média e desvio
padrdo mais elevada durante o verdo, ficando o inverno e o ponto controle com valores

inferiores.

Tabela 1 - Média e desvio padrao (X + SD) encontradas através do teste de micronutcleos e outras
anormalidades nucleares nos diferentes pontos amostrais e estacdes.

Estagéo/Local MN BL LB VC BN NT TOTAL
Veréo
P1 1.35+£1.37 0.94+2.01 5.65+4.62 0.47+0.72 2.41+4.95 2.12+1.93 12.94+15.60
P2 4.33+2.97 0.44+0.86 10.89+11.44 0.83+1.76 0.11+0.32 0.06+0.24 16.67+17.58
P3 3.75£2.57 0.5+2.00 7.75%6.51 0.56x0.89 2.19+6.47 0.0£0.0 14.75+18.44
P4 6.38+3.12 0.31+0.6 5.94+4.97 0.19+0.4 1.13+1.71 0.0+0.0 13.94+10.80
Inverno
P1 1.50+2.33 0.19+0,54 2.88+2.57 0.63+1.40 1.12+1.14 0.18+0.35 6.5+8.37
P2 2.16+2.62 1.41+2.53 2.91+3.23 0.75£0.96 1.58+1.78 0.25+0.62 9.08+11.76
P3 0.74£1.05 0.9+1.37 2.1+2.13 0.4+051 0.4+0.51 0.9+0.87 5.3+6.44
P4 0.24¢0.41 0.86+1.12 153+2.16 0.8+1.56 0.13+0.35 0.4+0.63 3.9316.26

Controle  0.15+0.38 0.23+0.44 0.46+0.97 0.38+0.65 0.46+0.97 0.23+0.44 1.92+3.84

MN: Micronucleo, BL: Bolha, LB: Lobado, VC: Vacuolado, BN: Binucleado, NT: Entalhado.
Fonte: Autoria prépria

4.2 ENSAIO COMETA SANGUE E FIGADO

Através dos resultados obtidos com o ensaio cometa, foi possivel observar diferentes

classes de danos no DNA, os quais séo representados na figura 7.

Damage 3 Damage 4

Figura 7 - Classes de danos encontrado no DNA de Astyanax bifasciatus, coletados no rio Jirau Alto.
Fonte: Autoria prépria
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Nas analises do ensaio cometa de sangue, verificou-se que durante o verdo todos 0s
pontos apresentaram maior taxa de dano quando comparados com o ponto controle (Fig.8). Ja
no inverno foi possivel observar um padrdo ndo linear: os pontos P2 e P3 se mostraram
estatisticamente iguais ao ponto controle enquanto que os pontos P1 e P4 mostraram-se

diferentes do controle, com menores taxas de dano.

Comet Blood: KW-H(8,120) = 76.555, p = 0.0000
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Figura 8 - Ensaio cometa de sangue em Astyanax bifasciatus, coletados no Rio Jirau Alto nos diferente
pontos amostrais (P1, P2, P3 e P4,) da cidade de Dois Vizinhos durante o inverno (winter) e o verdo
(summer) e Ponto Controle (control). KW-H: resultado do teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes (a, b,
¢, d, g, f) representam diferenca significativa p<0,05.

Fonte: Autoria prépria

Na avaliagdo de genotoxicidade em células do figado, observou-se diferenga estatistica
entre os pontos estudados e entre as duas estagdes, verificando menor taxa de dano no periodo
de inverno, estacdo na qual nenhum dos pontos do Rio Jirau Alto mostrou diferenga em
relagdo ao ponto controle. As analises demonstram que no verdo, os pontos P1 e P4 foram
diferentes estatisticamente do ponto controle, sendo observado maior taxa de dano no DNA

nos pontos amostrais (Fig. 6).
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Figura 9 — Frequéncia do Ensaio cometa do figado em Astyanax bifasciatus, coletados no Rio Jirau Alto
nos diferentes pontos amostrais (P1, P2, P3 e P4,) da cidade de Dois Vizinhos durante o inverno (Winter) e
0 verdo (Summer) e Ponto Controle (Control). KW-H: resultado do teste de Kruskal-Wallis. Letras

diferentes (a, b, c) representam diferenca significativa p<0,05.
Fonte: Autoria prépria

No verdo, o ponto de amostragem P3, ndo diferiu do ponto controle. Ja o ponto P2 se

mostrou estatisticamente igual a todos os pontos da mesma estacao e também ao PC.

No inverno, todos 0s pontos se mostraram iguais estatisticamente quando comparados

ao PC. Na comparacdo entre as estacdes, durante o verdo, somente o ponto P3 mostrou

resultados similares aos pontos do inverno. O ponto P1 no periodo de verdo apresentou

diferenga significativa em comparagdo com todos os dados avaliados no inverno, bem como o

ponto P2 no verdo se mostrou igual estatisticamente ao ponto P3 do inverno.
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4. DISCUSSAO

Ambientes aquaticos sdo afetados por uma grande dispersdo de poluentes. Alguns
mananciais se destacam por serem receptores de altas concentracdes de substancias toxicas,
providos de areas urbanas, rurais e/ou industriais (RICHARDS; GLEGG; CULLINANE,
2000). Os peixes sdo animais muito utilizados em experimentos genéticos e, se expostos a
contaminantes, podem apresentar mutacdes irreversiveis (RUSSO et al., 2004). No entanto, a
implicacdo desses agentes genotoxicos ainda ndo € completamente compreendida pela
comunidade cientifica (HUSSAIN et al., 2016). Os biomarcadores sdo ferramentas sensiveis,
de fator relevante para deteccdo de substéncias que tem a capacidade de alterar o material
genético (SCALON et al., 2010).

Este estudo se destaca por ser um dos primeiros trabalhos desenvolvidos no rio Jirau
Alto para avaliacdo de toxicidade por meio dos biomarcadores. Esse rio possui grande
relevancia para a regido, uma vez que €é utilizado no abastecimento publico de grande parte da
cidade de Dois Vizinhos, no Sudoeste do Parana. Por ser um rio de curta extensdo, que nasce
préximo ao inicio da zona urbana e desadgua na saida da cidade, é possivel, desta maneira,
avaliar a decorréncia exclusiva de efeitos antropicos ao longo de seu deslocamento por zonas
rurais, urbanas e industriais.

Nas analises de mutagenicidade e citotoxicidade por meio do teste de micronucleo e de
alteracdes morfologicas nucleares observou-se um grande nimero de anormalidades nucleares
nos eritrocitos dos peixes da espécie Astyanax bifasciatus. Alteracfes foram vistas em todos
0s pontos amostrais ao longo do corpo hidrico estudado, principalmente no verdo, isso
demonstra o potencial mutagénico desse rio (DUARTE et al., 2012).

As médias e 0 desvio padrdo calculado principalmente nos pontos P2 e P4 para
micronucleos e ENA durante o verdo, evidenciou que nessa época do ano ocorreram maiores
frequéncias destas alteracdes. Tambem foi possivel observar que, através do ensaio cometa do
sangue, houve um aumento significativo na taxa de dano durante a mesma estacdo do que no
PC ou no inverno. As anormalidades que demonstram maior frequéncia séo do tipo lobado, o
qual evidencia a alta concentracdo de agentes mutagénicos (GHISI et al., 2014).

Estes resultados podem estar ligados a ocorréncia de maior indice de precipitagdo nesse
periodo, pois nestas condi¢Oes as substancias quimicas sdao mais facilmente lixiviadas para
dentro do rio (DA SILVA et al., 2014). Segundo Duarte et al., (2012) o qual observou que no

periodo mais chuvoso ocorreu aumento significativo na taxa de dano, quando realizou
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andlises do teste de ensaio cometa por meio de analises de sangue na espécie Oreochromis
niloticus.

Foi observado o mesmo padrdo de resultado para o teste de ENA, no ensaio cometa de
sangue e do tecido hepatico. O ponto de coleta P1 se mostrou com maior incidéncia de danos
na estacdo do verdo, provavelmente devido ao volume de chuvas, pois € uma estagdo com
maior concentracdo de precipitacdo nessa regido, dessa forma explicando o maior indice de
dano.

Os trabalhos de Da Silva et al. (2014) e Bueno-Krawczyk et al. (2015) mostram
resultado semelhante, com danos mais elevados no periodo chuvoso, principalmente quando
relacionado as areas rurais como é caso do ponto Pl. Esse € um dos fatores mais
preocupantes, pois através do uso de defensivos agricolas, em areas que sdo proximas aos
mananciais, a chuva se torna um importante condutor para direcionar varios componentes
quimicos que sdo prejudiciais a sanidade dos peixes (DA SILVA et al., 2014).

Bueno-Krawczyk et al., (2015) em pesquisa realizada na bacia do Rio Iguacu, ressaltam
gue na estacdo mais pluviosa, foi possivel verificar a presenca de chumbo e aluminio em areas
préximas a plantacGes agricolas, em valores maiores do que o permitido por lei. Estes metais
pesados podem ser atribuidos aos pesticidas aplicados nas culturas, tais como os pesticidas
inorgéanicos e organometéalicos.

Nos ultimos anos, estudos tém mostrado altas taxas de micronlcleo e alteracGes
morfoldgicas em peixes que estdo em areas proximas a plantacdes com risco de contaminacgéo
por pesticidas (ATEEQ et al., 2002; CAVAS, 2011; DA SILVA et al., 2014).

Em areas de agricultura convencional, destaca-se o perigo oferecido pelos defensivos
agricolas. Segundo informacdes cedidas pelo ADAPAR (Agéncia de Defesa Agropecudaria do
Parana), o agroquimico mais utilizado nas lavouras da regido € o glifosato (ADAPAR, 2016),
gue pode ser altamente mutagénico e prejudicial a espécies ndo alvos, como 0s peixes
(GUILHERME et al., 2010; PRASAD et al., 2009).

Em experimentos realizados em laboratdrio apos a exposicéo ao herbicida glifosato, foi
observada elevada taxa de dano nas células, através do ensaio cometa tanto no figado como
no sangue da espécie Corydoras paleatus, mesmo em concentragdes muito baixas de glifosato
(GHISI; CESTARI, 2013), Também foram encontrados valores elevados em outras espécies
de peixe exposto a esse herbicidas (MORENO; SOFIA; MARTINEZ, 2014; GUILHERME et
al., 2010).

O Brasil esta se destacando no ranking mundial desde 2008 no uso de pesticidas.

Pesquisas sobre o mercado brasileiro de agroguimicos, mostram um rapido desenvolvimento
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nos Gltimos anos, com crescimento de 190%. Esse valor se mostra maior que o dobro do
mercado global, que é de 93% (RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014).

Segundo Adapar (2016), através do relatério do Sistema de Controle do Comeércio e Uso
de Agrotéxicos no Estado do Parana — SIAGRO, a cidade de Dois Vizinhos possui uma
crescente demanda de insumos agricolas, sendo que do ano de 2013 a 2015 foi observado um
significativo aumento, de 100 toneladas no consumo desses defensivos.

Outro fator importante que aumenta muito o aporte de xenobioticos aos corpos hidricos
¢ a falta de mata ciliar. Esta cobertura vegetal desempenha papel indispensavel para
conservacao do ambiente aquatico, através da filtragem de substéncias que sdo carreadas até o
rio (GHISI; OLIVEIRA, 2013). Quando o rio ndo tem esse suporte total para a retencéo, o
escoamento de poluentes toxicos € potencializado para dentro do curso da dgua. Ha autores
que defendem com muita propriedade que, na presenca da cobertura vegetal, os gastos para
tratamento de agua seriam bem menores (FAGUNDES; JUNIOR, 2008).

Através do teste de micronucleo pisceo foi possivel observar que todos 0s pontos no Rio
Jirau Alto obtiveram danos expressivos, quando comparados com o PC. Préximos aos pontos
de coletas encontram-se varios indicios de poluicdo, como areas agricolas que se situam nas
proximidades do ponto P1. Este local é o mais proximo a nascente do rio e a jusante deste
ponto se coleta a 4gua para abastecimento publico da cidade.

Assim, era de se esperar que o0 ponto P1 fosse 0 ambiente mais preservado dentre 0s
avaliados no Rio Jirau Alto. Apesar disto, neste ponto encontram-se atividades agricolas, além
de atividades pecudarias como suinoculturas e pisciculturas proximas do ponto de coleta. Isso
pode auxiliar na concentracdo de poluentes quimicos, através da lixiviacdo do solo (BUENO-
KRAWCZYK et al., 2015).

Com a crescente demanda agricola e industrial, ha um excessivo nimero de substancias
guimicas que sdo liberadas para os ambientes aquaticos, sem tratamento adequado, esses por
sua vez transferidos para 0s organismos que residem ou fazem uso deste recurso. Estas
substancias desencadeiam papéis determinantes no processo de danos genéticos
(VALAVANIDIS et al., 2006). Este fato é preocupante, pois mesmo no ponto mais a
montante, anterior a captacdo de agua para tratamento e distribuicdo urbana, j& encontramos
indicios de sustancias com potencial genotoxico, especialmente no verao.

O ponto P2 foi o que mostrou as maiores médias de taxas de dano ao material genético e
ENAs. Pode-se perceber que no mesmo foram registradas as maiores mensuragdes de ENA do
tipo lobado, em ambas as estacdes. As alteragOes do tipo lobado foram caracterizadas por

Carrasco et al. (1990) como nucleos com evaginacGes maiores que as bolhas, em um continuo
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de formas, variando de simples inchacos da superficie nuclear a presenga de multiplos I6bulos
formados. Os lobado, juntamente com entalhado sdo principalmente associados com
citotoxicidade (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011), apesar de o seu mecanismo de formacéo
ndo ser completamente conhecido.

Trabalhos como de Fernandez et al., (2011) e Azevedo et al., (2012) também
encontraram lobado como a ENA mais prevalente na comparacgao de um local referéncia com
relacdo a um local antropizado sob influéncia de urbanizacdo. No ponto P2 a agua apresenta
cor amarelada e com forte odor, que provavelmente esta relacionada com a presenca de uma
indUstria frigorifica anterior desse ponto de coleta, que possivelmente faz liberacdo de cargas
organicas com sangue e alto teor de gordura (PARDI, 2005). As descargas de residuos
industriais podem conter substancias toxicas que causam dano celular e alteragdes genéticas,
afetando a salde dos peixes (PRAVEENA; SAILAJA; RAO, 2014).

Os resultados obtidos através do ensaio cometa no ponto P2 mostraram danos no sangue
e no DNA hepético, evidenciando que nesse local durante o verdo foram langadas substancias
com potencial genotoxico. Os efluentes gerados pela industria frigorifica possuem
componentes organicos biodegradaveis, assim contribuem para a presenca de alguns
nutrientes, além do aumento de nitrogénio nas suas distintas formas. Alguns minerais sdo
disponibilizados durante o processamento e lavagem, oriundos dos equipamentos, como
cobre, molibdénio, niquel, titdnio e vanadio e que podem estar sendo direcionados ao
manancial (TEIXEIRA et al., 2008).

O ponto P3 esta situado em um trecho urbano da cidade, localizado dentro do Parque
Ecol6gico Municipal Jirau Alto e foi possivel observar evidéncias de contaminacao por dguas
residuais urbanas. A lei n°. 1311/2007 da providéncias relativas ao planejamento e a gestéo do
territério do municipio de Dois Vizinhos, e segundo o Art. 86 relata que o parque municipal
Jirau Alto é uma Zona de Protecdo (ZP), portanto deve ser uma é&rea de preservacado
permanente (DOIS VIZINHOS, 2007). No entanto, através de varios tipos de danos que os
mananciais vém sofrendo ao longo de décadas, um dos impactos ambientais mais constantes
estd ligado a acdo humana (GUEDES, 2011), e principalmente ao descaso das autoridades
governamentais.

O Parque Ecolégico Municipal Jirau Alto possui area total de 415.840,15 m?. A
vegetacdo deste parque é caracterizada como ecotonal entre Floresta Ombrofila Mista e
Floresta Estacional Semidecidual, ambas pertencente ao Bioma Mata Atlantica. As areas

ecotonais geralmente abrigam maior biodiversidade se comparado aos ecossistemas
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particulares e, por isso, sdo descritas em indmeros trabalhos como prioritérias a conservagéo
(DOIS VIZINHQOS, 1997).

Em particular, no Parque Municipal Jirau Alto as acdes conservacionistas sao de fatos
urgentes, devido ao histérico de degradacéo desta area. Este parque esta dentro da area urbana
do municipio de Dois Vizinhos e convive com inimeros problemas, tais como invasdes, caca,
corte ilegal de &rvores, introdugdo de animais domésticos e exdticos invasores, incéndios e
poluicdo. Devido a falta de investimentos, visitacGes e programas de educacdo ambiental, a
referida UC praticamente ndo tem mais recebido repasse do ICMS-Ecoldgico, acarretando no
abandono da area (DOIS VIZINHOS, 1997).

Como o desenvolvimento urbano tem aumentado nos Gltimos anos, ha uma grande
producdo de efluentes lancados pela populacdo através de esgoto doméstico, produzindo um
ciclo de contaminacdo que estd refletindo nos animais aquéaticos (TUCCI, 2008), e
consequentemente influenciando na satide da populagao.

No ultimo ponto (P4) alteraces de origem genotdxica nas células dos peixes Astyanax
bifasciatus também foram encontradas. Este resultado pode estar relacionado ao fato de que
este local esta situado a jusante da zona urbana, perto da foz do rio Jirau Alto, que desagua no
rio Dois Vizinhos. Assim, o rio pode coletar varios tipos de residuos descartados por toda a
cidade, através das estradas rurais, industrias e esgoto urbano da cidade.

Em relacdo ao Ponto Controle foi primeiramente selecionado peixes para serem
criados em aquarios, com agua limpa para serem utilizados como controle negativo, para
avaliar a presenca de alteracdes genéticas nucleares mesmo em peixes criados em ambientes
livre de agentes mutagénicos, entretanto a criagdo de lambaris em aquéarios é muito dificil,
com baixa sobrevivéncia (CORREIA, 2008), e os peixes morreram. Alternativamente foi
selecionado uma lagoa localizada dentro do campus de Dois Vizinhos da UTFPR. Essa lagoa
apresenta condicOes ecologicas de ambiente preservado, sem indicios de degradacao
ambiental como por exemplo, grau de trofia do tipo oligotrofico. O local apresenta ainda mata
riparia preservada e sem indicios de acdo antropica. Dessa maneira 0s peixes analisados nesse
local ndo devem estar sofrendo acdo de agentes mutagénicos, pelo menos ndo na mesma
intensidade que nos pontos de coleta no rio Jirau alto. Por isso esse ambiente foi considerado
por nds como ponto controle negativo para presenca de agentes mutagénicos.

No se refere aos testes utilizados, observa-se que o teste de ENA mostrou uma
diferenciacdo bem clara entre o ponto controle e os pontos do Rio Jirau Alto. No entanto, néo
foi sensivel o suficiente para detectar diferencas entre os pontos amostrais neste rio e nem

diferenca entre as estacoes.
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Segundo (JESUS; CARVALHO, 2008), o teste do micronlcleo é um método bastante
eficaz na identificacdo de danos sobre células eucariontes individuais. Existem varios
mecanismos que podem ocasionar a quebra do material genético, oriundos de varias
substancias que estdo em constante contato com o meio aquatico (RAMSDOREF et al., 2012),
destacando a provavel relagdo com produtos quimicos mutagénicos e citotoxicos encontrados
no local (BUENO-KRAWCZYK et al., 2015).

O biomarcador chamado de teste de micronucleo s6 detecta danos ao material genético
depois de um ciclo celular completo, ap6s a finalizagdo da mitose. Ja o ensaio cometa €
apresentado como mais sensivel e foi capaz de diferenciar os pontos, além de oferecer uma
resposta tecido-especifica. Normalmente, para essa técnica sdo utilizadas células sanguineas
dos peixes, porém outros tecidos também sdo empregados, como o figado, que é o 6rgdo
principal responsavel pelo metabolismo de agentes toxicos e que tem, o qual tem se mostrado
eficiente para detectar a presenca de substancias contaminantes (ROUIMI et al., 2012).

O biomarcador apresentado como ensaio cometa é conhecido como um metodo que
possui varias vantagens para detectar quebra na cadeia de DNA, bem como ligacdo de DNA-
DNA, sitios de ligagdo no DNA ou ainda DNA-proteinas, causados por agentes fisicos ou
quimicos (JINDAL; VERMA, 2015). Esse método é rapido, relativamente econémico, e
bastante sensivel para observar, mesmo em baixos niveis, 0os danos ao material genético.
Assim, tem sido amplamente utilizado em pesquisa de monitoramento com diferentes
espécies de peixes (JINDAL e VERMA, 2015; BUCKER et al., 2012).

Na literatura sdo encontrados dados importantes relatando diferencas significativas entre
lugares poluidos e ndo poluidos com relacdo a danos genéticos, e seus resultados tém indicado
efeitos genotdxicos de substancias quimicas presentes na agua, principalmente em ambientes
como 0s rios, que estdo proximos a industrias, areas agricolas e urbanas (FREIRE et al., 2015;
BRITO et al., 2012).

O rio Iguagu € citado como o segundo rio mais poluido do Brasil, sendo o maior rio em
extensdo no estado do Parand, o qual esta inserido o rio Jirau Alto. Este afluente tem grande
importancia no entanto, recebe toda a deposi¢édo de esgoto, substancias industrias e agricolas,
pois atravessa diversas margens de producdo agricola do estado. Dessa forma, esse curso da
agua representa um importante problema na saude publica (FREIRE et al., 2015). Ainda, o rio
Iguacu possui um alto grau de espécies endémicas devida sua geografia acidentada, dessa

maneira, a poluicdo se torna mais grave, pois leva espécies endémicas a extincao.
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Assim, trabalhos de biomonitoramento como este revelam importantes fontes de
contaminag¢do e mostram 0s riscos que espécies locais estdo expostas, além de apresentar a

populacdo humana os perigos no uso dessa agua.
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5. CONCLUSAO

Com base na analise de mutagenicidade e genotoxicidade, observou-se uma taxa
elevada de danos nos eritrocitos e hepaticos de Astyanax bifasciatus, estudados em todos os
pontos de amostragens no rio Jirau Alto, demonstrando um grande risco de contaminacao
neste rio. Os danos genéticos observados estdo ligados, devido aos diferentes fatores que
favorecem e proporcionam a entrada de poluente no rio, como matas ciliares reduzidas,
agricultura intensiva e esgoto ilegal. Este fato € de extrema preocupacdo, porque o rio Jirau
Alto é um dos mais importantes para a cidade de Dois Vizinhos, uma vez que é utilizado para
abastecimento publico, de 4gua a toda a populagéo urbana.

Desta forma, é muito importante o desenvolvimento de estudos para avaliar os efeitos
da poluicdo ambiental, orientando e buscando a regularizacdo de parametros de qualidade dos
corpos hidricos, principalmente os que sdo utilizados para o abastecimento das populacgdes.
Deste modo, métodos que utilizam biomarcadores tém agdes preventivas, que auxiliam na
avaliacdo de impactos e alertam os 6rgdos publicos competentes.

Assim, pode-se concluir que o rio Jirau Alto possui um grau elevado de contaminacao,
devido a presenca de diversas fontes de poluicdo, observadas ao derredor do rio,
principalmente no ponto P2 o qual se situa proximo a atividades agricolas, tendo 0 manejo
convencional. Com isso se torna importante a introducdo dos agroecossistemas, para
preservacdo da qualidade da &dgua dos rios, pois oferece um sistema agricola mais ecoldgico.
Portanto se as propriedades ao longo do rio adotassem esse sistema, provavelmente os danos

aos peixes seriam bem menores.
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ANEXOS
ANEXO 1- AUTORIZACAO PARA COLETA DE ANIMAIS SILVESTRES
Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50414-1 Data da Emissao: 02/09/2015 15:43 Data para Revalidagao*: 01/10/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacéio tem prazo de validade equivalente ao previste no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Elton Celton de Oliveira CPF: 039.062.859-01

Titulo do Projeto: A utilizagdo de peixes como bicindicadores para avaliar um gradiente de poluigéio aquatica no sudoeste do estado do Parana

Nome da Instituicdo : Universidade Tecnolégica Federal do Parana CNPJ: 75.101.873/0006-02

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Coleta mensal de espécimes 09/2015 10/2016
2 | Triagem de material em laboratério 09/2015 10/2016
3 | Proc 1to de amostras biocldgicas em lab oric 10/2015 12/2018
4 | Divulgacdo dos resultados 06/2016 06/2017

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tenda por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estio sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao
federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdc Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugé&o Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material biolégice ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagées do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

Q titular de autoriza¢do ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclacdo da legislac&o vigente, ou quando da inadequacdo,
6 | omissdo ou falsa descrigdo de informag&es relevantes que subsidiaram a expedigdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territdrio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccdo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informag 8es em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicfes, as condicdes para realizacdo das caletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

Reiteramos nesta ressalva que, conforme preenchido/solicitado pelo pesquisador, © mesmo declarou que ndo pretende coletar especies

1 ameacadas de extingdo. A coleta de espécimes representantes de espécies constantes em listas oficiais de espécies ameacadas, seja em ambito
federal, estadual, distrital ou municipal no esta coberta por esta autorizaco, sujeitando os infratores aas penalidades previstas no Decreto

Federal 6514/08, sem prejuizo de outros instrumentos legais cabiveis.

Equipe

# Nome Funcido CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Maria Anténia Michels de Souza colaboradora 889.023.409-10 11.121.962-1 SSP-PR Brasileira

2 | Alexandre Augusto Auache Filha Colaborador 096.118.329-23 98199721 SESP-PR Brasileira

3 | Fernanda Ferrari colaboradora 037.942.219-07 68087414 SSP-PR Brasileira

4 | Luis Fernando Favaro colaborador 629.110.749-04 14560787 SSP-SP Brasileira

5 | NEDIA DE CASTILHOS GHISI Colaboradora 049.814.579-44 88051343 SESP-PR Brasileira

6 | Ricardo Yuji Sado Colaborador 281.002.768-46 22.446.506-5 SSP-SP Brasileira

Este documento (Autorizaco para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meic da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacio: 72416734 H“ ‘IH“ ‘"HI‘ “ |‘
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Namero: 504141 ‘ Data da Emissdo: 02/09/2015 15:43 ‘ Data para Revalidagao®*: 01/10/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previste no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatéric de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Elton Celton de Oliveira CPF: 039.062.859-01

Titulo do Projeto: A utilizagdo de peixes como bioindicadores para avaliar um gradiente de poluigéo aquatica no sudoeste do estado do Parana

Nome da Instituic8o : Universidade Tecnolégica Federal do Parana CNPJ: 75.101.873/0006-02

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipo

|
|1 | DOIS VIZINHOS |PR__ | Bacia do Rio Jirau Alto | Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
Gymnotiformes (*Qtde: 30), Cypriniformes (*Qtde: 50), Cyprinodontiformes (*Qtde: 100),
1 | Coletaltransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Atheriniformes (*Qtde: 10), Synbranchiformes (*Qtde: 10), Characiformes (*Qtde: 600),
Siluriformes (*Qtde: 200), Perciformes (*Qtde: 100)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amostras biolégicas (Peixes) Sangue, Fragmento de tecidoforgdo, Ectoparasita
Rede de emalhar (emalhe de deriva, de fundo, malhadeiras, caceio, feiticeiras,tresmalhos e cagoeira),
2 | Método de capturalcoleta (Peixes) Outros métodos de captura/coleta( Peneira), Armadilha (covo, manzud, potes para polvos, substrato
especifica, manilha e variagbes)

Destino do material biol4gico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino
[T | UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA [colecao

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo

de autenticacdo abaixo, qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50414-1 | Data da Emisséo: 02/09/2015 15:43 Data para Revalidagdo*: 01/10/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagédo do relatério de atividades a ser enviade por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Elton Celton de Oliveira CPF: 039.062.859-01

Titulo do Projeto: A utilizac&o de peixes como bioindicadores para avaliar um gradiente de poluicéo aquatica no sudoeste do estado do Parana

Nome da Instituicéo : Universidade Tecnologica Federal do Parana ‘ CNPJ: 75.101.873/0006-02

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato néo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecao biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢des Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o especime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacé@o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO 2: PARECER DE APROVACAO NO CEUA — UTFPR

Ministério da Educacio
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
Campus Dois Vizinhos
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

PROJETO DE PESQUISA / AULA PRATICA

Titulo: A utilizagdo de diatomdceas e peixes como bioindicadores para avaliar um gradiente
de poluigdo aquética no sudoeste do estado do Parand
Area Tematica: Ciéncias Ambientais
Pesquisador / Professor: Prof. Dr. Elton Celton de Oliveira
Institui¢do: UTFPR/ Dois Vizinhos
Financiamento: CNPQ - MCTI/CNPQ/Universal 14/2014; Processo: 455513/2014-7
Versdo: 01
PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA Protocolo n? 2015-020

Apresentacdo do Projeto:

O projeto em apreciagdo visa avaliar um pressuposto gradiente de poluicdo em ambiente dulcicola (incluindo, em
parte, zona urbana) usando peixes e diatomdceas como bioindicadores.

Objetivo:

- Caracterizar o ambiente a partir dos dados abidticos de forma comparativa ao longo do pressuposto gradiente de
poluicdo aquatica;

- Avaliar composicdo e estrutura de peixes e diatomaceas ao longo do gradiente;

- Averiguar a consondncia entre os dados biéticos e abiéticos ao longo do gradiente;

- Estimar o estresse ambiental a partir de biomarcadores genéticos, teciduais, celulares e hematoldgicos dos peixes.

Avaliag¢do dos Riscos e Beneficios:

Estudos que demonstram a real situagdio em termos fisicos, quimicos e de diversidade biolégica, principalmente em
dreas de preservagdo ambiental, tém relevéncia consideravel, uma vez que podem retratar as condigdes dos recursos
naturais, sejam terrestres ou aqudticos. Tais recursos, por consequéncia, tém seus efeitos em comunidades
humanas, o que é automaticamente associado a satde individual e também ao bem-estar coletivo. Principalmente
em ambientes adjacentes, ou muito préximos, a aglomerac8es humanas, uma variedade de substéncias de origem
antrépica, com potencial efeito mutagénico, genotéxico e histopatolégico, pode atingir rios e lagos. Nestas situagdes,
virtualmente todos os organismos residentes, ou que dependam em algum grau destes corpor d’dgua, poderdo
sofrer diretamente de tais efeitos.

Neste contexto, o estudo proposto é justificado visto a necessidade de monitoramento de ambientes de alta
influéncia em comunidades humanas e sua qualidade de vida. Neste caso em particular, o corpo hidrico é fonte de
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Ministério da Educacdo
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
Campus Dois Vizinhos
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

UNIVERSIDADE TEGNOLOGIGA FEDERAL DO PARANA

abastecimento publico de agua do municipio de Dois Vizinhos.

Muito embora seja revelado no projeto que os animais coletados passardo por estresse minimo pelo préprio evento
da captura, o proponente e sua equipe tomardo medidas atenuantes em dois momentos. Primeiramente, ainda em
campo, os peixes serdo acondicionados em caixas termicamente isolantes de grande volume, contendo dgua da
prépria localidade e aeradas artificialmente. Ou seja, certas condi¢des quimicas e fisicas serdo mantidas préximas das
do ambiente original. Segundo, em laboratdrio, os animais serdo anestesiados com cloridrato de benzocaina ainda
antes de serem manipulados para a anotagdo de seus dados corporais. Para a eutanasia (necessaria para a tomada
de tecidos corporais para os testes com marcadores moleculares), os peixes serdo imersos numa solugdo de

benzocaina alcodlica tamponada até cessarem os movimentos operculares (dentro das diretrizes de prética de
eutanasia do CONCEA).

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa / Aula Pratica:

A metodologia a ser aplicada é compativel com os objetivos da proposta e também encontra-se dentro dos
parametros usualmente aplicados naquela érea especifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Foram anexados a presente solicitagdo os seguintes termos e documentos: 1) o requerimento preenchido e assinado
pelo pesquisador responsavel pelo projeto; 2) o formuldrio unificado de encaminhamento ao CEUA-UTFPR; 3)
projeto de pesquisa completo no modelo da PROPPG-CEUA; 4) a declaracdo de néo inicio do projeto (com assinatura

e data); 5) a cdpia da autorizagdo de coleta e transporte do SISBIO, nimero 50414-1 de 02/09/2015; 6); o registro de
projeto junto a DIRPPG-DV.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

A metodologia proposta segue parametros usualmente aplicados na érea especifica. Os procedimentos para

eutandsia dos peixes estdo de acordo com as diretrizes do CONCEA. Todos os documentos exigidos foram
apresentados e em ordem.

Situagdo do Parecer:

O parecerista é favordvel a aprovacgdo da proposta.

ConsideragGes Finais a Critério da CEUA:

Todos os membros presentes na reunido de 08 de outubro de 2015 acompanharam a decisdo do parecerista.
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Ministério da Educagio
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
Campus Dois Vizinhos
Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CEUA

UNIVERSIDADE TECHOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "A utilizacdo de diatomdceas e peixes como bioindicadores para
avaliar um gradiente de poluicdio aqudtica no sudoeste do estado do Parana", protocolo n® 2015/020, sob a
responsabilidade de Elton Celton de Oliveira - que envolve a produgdo, manutencio e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lej n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),

e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UTFPR) da UNIVERSIDADE TECNOLOGICA
FEDERAL DO PARANA, em reunio de 08/10/2015.

N¢ da Solicitagdo ou Autorizacio | 50414-1 de 02/09/2015

SISBIO:

Atividades: Captura e coleta de espécimes.

Espécies/Grupos Taxondmicos: Variadas espécies de peixes Actinopterygii, provavelmente pertencentes as
seguintes Ordens: Gymnotiformes, Cypriniformes, Cyprinodontiformes,
Atheriniformes, Synbranchiformes, Characiformes, Siluriformes e Perciformes.

Peso/Idade: Indefinidos

Local(is): Rio Jirau Alto, municipio de Dois Vizinhos, Parana.

Dois Vizinhos, 08 de outubro de 2015.
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Gustavo Sene Silva
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Assinado por:

Vice-Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Tecnolégica Federal do Parana
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