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LUNARDELLI, B. Analise de biomarcadores em duas espécies de peixes
neotropicais submetidas a testes in situ em um rio que recebe efluente de
curtume. 2014. 107 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

As industrias de curtimento de couros eliminam grande quantidade e diversidade de
contaminantes nos ecossistemas aquaticos e ainda apresentam a problematica
decorrente da utilizagdo do cromo no tratamento do couro. Com isso, o objetivo geral
desta dissertacdo foi a aplicagdo de parametros bioquimicos e genotdxicos dos
teledsteos Prochilodus lineatus e Serrapinnus notomelas, submetidos a testes in
situ, para avaliar a qualidade do rio Bandeirantes do Norte (Rolandia-PR, Brasil), o
qual recebe efluentes liquidos de um curtume. Para isso foi realizado um trabalho
com juvenis de P. lineatus submetidos a testes in situ no rio Bandeirantes do Norte,
durante o inverno, no qual foram analisados biomarcadores bioquimicos e
genotodxicos, acumulo de cromo nos tecidos dos peixes e a concentragdo de cromo
na agua e sedimento. Os pontos selecionados foram: ponto A - a montante do
curtume, ponto B - proximo ao curtume, pontos C e D - localizados a jusante do
curtume. Apds 96 h de confinamento em gaiolas, foi realizada coleta de sangue e
retirada dos tecidos dos animais e amostras de agua e sedimento foram coletadas
em todos os pontos. Os resultados mostraram maior concentragdo de cromo na
agua e sedimento do ponto B em comparagdo com o local sem influéncia do
curtume, assim como maior acumulo de cromo no figado dos peixes expostos nesse
ponto. Os animais expostos no ponto B apresentaram aumento na atividade da
etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) e da glutationa S-transferase (GST) e no
conteudo de glutationa (GSH) e proteinas semelhantes as metalotioneinas (PSMT).
Esses resultados indicam maior contaminagao deste ponto, decorrente do efluente
liquido eliminado préximo a este local, causando alteragdes bioldgicas nos animais
expostos. O segundo trabalho foi realizado com P. lineatus e S. notomelas
submetidos a testes in situ, no verdo, nos mesmos pontos do rio Bandeirantes do
Norte e foram analisadas alteracbes nos mesmos biomarcadores. Com os resultados
pode-se aplicar o indice Integrado das Respostas dos Biomarcadores (IBR), para
cada ponto. Foram observadas varias altera¢gdes nos biomarcadores analisados, nas
duas espécies confinadas nos diferentes pontos. Os pontos localizados préoximo ao
curtume (B e C) foram os locais que apresentaram os maiores valores de IBR para
as duas espécies. Assim, foi possivel concluir que o efluente eliminado pelo curtume
causa comprometimento da qualidade da agua do rio Bandeirantes do Norte, com
maior contaminagdo do ponto B, localizado logo apds o curtume, resultando em
alteragdes bioquimicas e acumulo de cromo nos animais expostos esse ecossistema
contaminado.

Palavras-chaves: Biotransformacado. Bioacumulacdo. Cromo. Estresse oxidativo.
Genotoxicidade. Prochilodus lineatus. Serrapinnus notomelas.



LUNARDELLI, B. Analysis of biomarkers in two neotropical fishes submitted to
in situtests in a river that receives tannery effluents. 2014. 107 p. Master
Dissertation (Master in Biological Sciences) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina-PR, 2014.

ABSTRACT

The industries of leather tanning eliminate large amount and diversity of
contaminants in aquatic ecosystems and still have the problems arising from the use
of chromium in the treatment of leather. Thus the objective of this study was the
application of biochemical and genotoxic parameters of teleost Prochilodus lineatus
and Serrapinnus notomelassubmitted to in situtests in order to assess the quality of
Bandeirantes do Norte River (Rolandia - PR, Brazil), which receives effluents from a
tannery. For that it was performed one work with juveniles of P. lineatus submitted to
in situ tests in Bandeirantes do Norte River, during the winter,and biochemical and
genotoxic biomarkers, chromium accumulation in fish tissues and the concentration
of chromium in water and sediment were analyzed. The selected sites were: site A -
upstream of the tannery, site B - near the tannery, sites C and D - downstream of the
tannery. After 96 h of confinement in cages, blood collection and removal of tissues
of animals was carried and water and sediment samples were collected at all sites.
Chromium accumulation was determined in liver, kidney and muscle samples. The
results showed higher concentrations of chromium in water and sediment from site B
in comparison with the other sites and a higher accumulation of chromium in liver of
fish caged at site B. Fish from site B showed an increase in activity of
ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) and glutathione S-transferase (GST), content
glutathione (GSH) andmetallothionein-like proteins (MT-like). These results indicate
the higher contamination of site B, as the result of the input of liquid effluents in this
location, causing biological changes in the exposed animals. A second study was
performed with P. lineatus and S. notomelas submitted to in situ tests in the same
sites as the other study, but during the summer, and changes in the same
biochemical and genotoxic biomarkers were analyzed. The results obtained were
used to calculate an index of integrated biomarkers responses (IBR) for each site.
Several changes were observed in the biomarkers analyzed in the two fish species
confined in different sites. For both species IBR values showed different patterns,
indicating the points with higher contamination. The points near the tannery (B and
C) were the sites that showed higher IBR for both species. Thus, it is concluded that
the effluent eliminated by the tannery effluent causes the impairment of Bandeirantes
do Norte River, with higher contamination at point B, located just past the tannery,
resulting in biochemical changes and accumulation of chromium in animals exposed
to this contaminated ecosystem.

Keywords: Biotransformation. Bioaccumulation. Chromium. Oxidative stress.
Genotoxicity. Prochilodus lineatus. Serrapinnus notomelas.
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APRESENTACAO

O presente trabalho esta constituido de uma introdugcdo geral, que visa
apresentar o assunto a ser tratado na forma de uma breve revisao bibliografica,
apresentando os principais elementos tedricos necessarios para a compreensido do
tema abordado. Em seguida estdo apresentados os objetivos do trabalho e as
referéncias utilizadas para elaboracao da introdugao. A parte pratica do trabalho esta
dividida em dois manuscritos completos, referentes a dois experimentos distintos.
Cada manuscrito apresenta uma breve Introdugao, Material e Métodos, Resultados,
Discussao, Conclusdo e Referéncias. Os dois experimentos apresentam algumas
semelhangas em suas metodologias, como foram realizados nos mesmos locais e a
maioria das analises dos biomarcadores foram as mesmas. Assim, alguns trechos
dos textos tornaram-se inevitavelmente repetitivos para que cada uma das
metodologias fosse descrita completamente. Como ultimo item da dissertaca o, sao

apresentadas consideracoes finais sobre o trabalho como um todo.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Contaminacdo Aquética

Os ambientes aquaticos estdo sendo cada vez mais prejudicados pela
poluicdo, decorrente do crescimento exacerbado da industrializacdo e da
urbanizagdo e suas atividades: producdo, consumo e eliminagdo de produtos e
residuos. Mais de um tergo da agua doce acessivel € utilizada em atividades
industriais, agricolas e domésticas (FREIRE et al., 2008). A poluigdo aquatica pode
ser definida como uma alteragao quimica e/ou fisica de um corpo d’agua decorrente
do despejo de substancias que podem impossibilitar a utilizagdo da agua (PEREIRA,
2004). Diversos compostos introduzidos nos ecossistemas aquaticos tém contribuido
para a reducdo da qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da
saude dos seres vivos que habitam esses ecossistemas (CAJARAVILLE et al.,
2000).

Aguas superficiais podem ser contaminadas por algumas fontes de poluicéo,
as naturais, como chuvas e escoamento superficial, e decomposicéo de vegetais e
animais; a poluigdo agropastoril, causada por agrotoxicos, fertilizantes, excremento
de animais e erosdo; a poluigdo urbana, provenientes dos esgotos domésticos;
poluicdo industrial, oriunda dos residuos industriais; e a poluicdo acidental, quando
ocorre derramamento de contaminantes atingindo corpos d’agua (LINS et al., 2010).

Além das diferentes fontes de poluigdo mencionadas, os contaminantes
podem ser inseridos no ambiente aquatico por duas vias principais de poluicédo, a
pontual e a difusa. A poluicdo pontual ocorre com descarga direta de efluentes em
um ponto especifico do corpo hidrico, sendo principalmente despejos industriais,
urbanos e domeésticos, com o0s poluentes apresentando-se em elevadas
concentragdes. A poluicédo difusa é caracterizada pela entrada de contaminantes por
diversos pontos de origem ao longo do rio, ndo apresentando um local especifico de
origem, como o escoamento superficial e a deposicdo atmosférica de residuos
agricolas e urbanos, apresentando concentragdes mais baixas dos poluentes, porém

sujeitos ao acumulo progressivo com o tempo (DOUST et al., 1994).
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1.2 Poluicdo Causada por Curtumes

O setor industrial € um dos grandes responsaveis pela contaminagado das
aguas, seja pela falta de tratamento de seus rejeitos antes de despeja-los nos rios, ou
por acidentes que propiciam o vazamento de muitos poluentes nos ecossistemas
aquaticos. Este também ¢é a principal e mais diversificada fonte de introdugdo de metais
no ambiente aquatico. Destacam-se as industrias de curtimento de couros (curtumes),
as quais eliminam grande quantidade de efluentes nos ecossistemas aquaticos fluviais,
apresentando a problematica decorrente da utilizagdo do cromo no tratamento do couro
(JORDAO et al., 1999).

Apesar da tentativa de reducéo das emissdes de poluentes, com a implantagao
de sistemas de controle e esta¢des de tratamento por algumas industrias, a carga de
efluentes langados nos cursos d"agua ainda é consideravelmente elevada, em razao da
diversidade de poluentes e principalmente do grande numero de curtumes que ainda
ndo estdo dentro das normas de seguranga (JORDAO et al., 1999). Mesmo com a
reducdo da emissao de poluentes, muitos compostos tdxicos originarios dos curtumes
ainda estao presentes nas aguas e sedimentos, constituindo um risco potencial ao meio
ambiente, com impacto direto ou cumulativo sobre a vida aquatica e, em Uultima
instancia, sobre a saude humana (RODRIGUES, 2007). Essas consideragdes colocam
a industria de curtume entre as mais poluidoras, mesmo com o surgimento de uma
preocupacao ambiental sobre o destino dos residuos provenientes do tratamento de
couros (JORDAO et al., 1999).

O Brasil possui o maior rebanho comercial bovino do mundo, com 14,4% do
rebanho bovino mundial e foi o segundo maior produtor e exportador de couros em
2012, com cerca de 45 milhdes de couros produzidos (BRAZILIAN LEATHER, 2013),
representando aproximadamente 12,7% da produgcao mundial de couros naquele ano
(GUIA BRASILEIRO DO COURO, 2013). As regides Sul e Sudeste brasileiras juntas
s&o responsaveis por cerca de 70% da produgéo total de couro do pais e registram o
maior numero de curtumes (SANTOS et al., 2002). O Parana esta dentre os principais
estados brasileiros exportadores de couro, com 11,6% da exportagdo nacional, Sdo
Paulo com 20,3%, o Rio Grande do Sul com 19,8% e Goias com 12,5% (CICB, 2013).

Para a producdo do couro, a pele do animal passa por um processo de
transformacao, constituido de limpeza, de estabilizagdo (curtimento) e de acabamento,

para a entdo confeccao de calgcados, méveis e outros produtos. De toda pele “verde”
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(ndo tratada), bruta umida e salgada, que chega a um curtume, apenas cerca de 30 a
35% resultara em couro tratado. O restante da pele, juntamente com o excesso de
produtos quimicos e o grande volume de agua utilizados nas diferentes etapas do
tratamento, constitui os residuos solidos e liquidos. Esses residuos possuem
concentragdes elevadas de cromo (Cr), sulfetos, cal e outros compostos inorganicos e
organicos, que podem contaminar o ambiente (OLIVEIRA, 2008).

O processo de producao do couro € dividido em trés etapas principais: a ribeira,
o curtimento e o acabamento (Figura 1). Na ribeira, todos os processos sao realizados
em meio aquoso. Inicialmente a pele “verde” é hidratada (etapa de pré-remolho), ocorre
a limpeza e eliminagdo das diferentes partes e substancias (gordura, extracdo de
proteinas e materiais interfibrilares) que nao irdo constituir o couro (etapa de pré-
descarne e remolho). Nesta etapa, os produtos quimicos mais utilizados séo: hidroxido
de soédio, hidroxido de amodnio, tenso ativos nado ibnicos, bactericidas e enzimas
proteoliticas. A pele entdo é depilada (etapa de depilagao), ocorre remogao dos pelos e
do sistema epidérmico, e na etapa de caleiro ocorre abertura e intumescimento da
estrutura fibrosa e acédo sobre as gorduras, preparando a pele para reagir com 0s
produtos quimicos do curtimento. Os produtos quimicos mais utilizados nessas etapas
s30: cal hidratada (20,0 a 50,0 g kg™ de pele) e sulfeto de sddio (20,0 a 40,0 g kg™’ de
pele). Nesse sistema, o pH fica em torno de 11,5 a 12,0 (MARTINES, 2005; PACHECO,
2005).
Também sao incluidas na etapa de ribeira, o descarne para eliminar os materiais
aderidos ao tecido subcutaneo e adiposo e a divisdo da pele nas camadas superior e
inferior, flor e raspa, respectivamente. A flor dara origem ao couro e a raspa constitui
residuo solido dessa etapa. Em seguida, a pele passa pelo processo de desencalagem
(ou descalcinagao) para remogao de substancias alcalinas, utilizando mistura de acidos
(sulfurico, cloridrico, lactico, férmico, acético, entre outros), sais amoniacais, tais como
cloreto de aménio e sulfato de aménio e sais acidos como o bissulfito de s6dio. Na
etapa da purga, enzimas proteoliticas sdo utilizadas para limpar a estrutura fibrosa da
pele. Juntamente com sulfato de aménio, bissulfito de sédio ou acidos organicos
utilizados na etapa anterior, as enzimas, neutralizam a alcalinidade das peles e retiram
materiais. E na etapa de piquel, ultima do processo de ribeira, também considerada de
pré-curtimento, sdo utilizados mais produtos quimicos, como cloreto de sddio, acido
sulfurico e acido férmico, para preparar as fibras de colagenos para facilitar penetragéo
dos produtos do curtimento (MARTINES, 2005; PACHECO, 2005).
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Figura 1 - Diagrama esquematico dos processos de fabricagdo do couro e residuos

RIBEIRA «f
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(Adaptado de PACHECO, 2005).
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O curtimento consiste na transformacgao das peles, pré-tratadas na ribeira,
em materiais estaveis e imputresciveis, ou seja, a transformacao das peles em
couros. O curtimento pode ser classificado em trés tipos principais: mineral, vegetal
e sintético. O curtimento vegetal, com taninos vegetais, é geralmente utilizado para
producdo de solas e de alguns tipos especiais de couro. No curtimento sintético
sao empregados resinas ou taninos sintéticos, que proporcionam um curtimento
mais uniforme e aumentam a penetracdo de outros curtentes, propiciando um
melhor tingimento posterior. O curtimento vegetal e sintético sdo mais caros,
relativamente aos outros curtentes, e sdo mais usados como auxiliares de
curtimento (PACHECO, 2005; OLIVEIRA, 2008).

O curtimento mineral é utilizado mundialmente, pois apresenta como
vantagens o tempo relativamente curto de processo e a qualidade que confere aos
couros. Nessa etapa ocorre o aumento da estabilidade de todo o sistema colageno,
diminuindo a capacidade de intumescimento do mesmo, tornando a pele resistente
ao calor e ao desgaste. O cromo é utilizado como reagente curtente, a fonte de
cromo normalmente € o sal sulfato basico de cromo CrOHSO4, onde o metal se
encontra no estado trivalente (Cr**). A reatividade do cromo com a pele é afetada
pelo pH da solugcao de Cr (lll) e ocorre em duas etapas: difusao e fixagao do sal de
cromo. Na difusdo, a penetracédo dos sais de Cr (lll) em toda a espessura da pele é
facilitada em meio acido (originado na etapa de piquel). Na etapa de fixagdo ocorre
um aumento da alcalinidade e temperatura, fazendo com que o complexo de cromo
reaja com o colageno da pele, promovendo a fixagao do Cr (lll) (MARTINES, 2005;
PACHECO, 2005; OLIVEIRA, 2008).

Visualmente, o couro curtido com cromo tem aspecto umedecido, de cor
azul, chamado de couro “wet blue”. Em alguns curtumes, com estruturas mais
modernas, a etapa de curtimento é realizada em tambores rotativos separados,
onde o efluente gerado, com cromo, pode ser reciclado e reutilizado no processo
de curtimento ou conduzido para estacdes de tratamento de efluente, tratado
separadamente. O tratamento consiste na precipitacdo do cromo em meio basico,
formando hidréxido de cromo trivalente (Cr(OH)3), o qual origina um residuo sélido
com alta concentracdo de cromo (MARTINES, 2005). No entanto, esforgos
crescentes para a substituicido do cromo vém sendo verificados, devido ao seu
impacto ambiental potencialmente negativo, utilizando sais de aluminio e zirconio
(PACHECO, 2005).
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A etapa de acabamento compreende varias operagdes (como enxugamento,
tingimento, engraxamento, secagem e lixamento) por via Umida ou seca, e destina-
se a conferir ao couro aspecto e propriedades necessarias ao produto final, como
cor basica, resisténcia a tracdo, impermeabilidade, maciez, flexibilidade, toque e
elasticidade (PACHECO, 2005; OLIVEIRA, 2008).

No processamento convencional do couro, cada 1000 kg de peles salgadas
gera somente 200 a 250 kg de couros acabados. Esse processo gera cerca de 600
kg de residuos sélidos (podendo chegar até 1000 kg), o que implica um potencial de
impacto ambiental significativo da geracdo de residuos sdlidos na produgédo de
couros. Em relagdo ao consumo de agua e geracdo de efluentes liquidos, o
consumo total médio atual do setor brasileiro esta estimado em 25-30 m® agua por
tonelada de pele salgada — cerca de 630 litros agua por pele salgada, em média,
sendo que o volume total de efluentes liquidos gerados € normalmente similar ao
total de agua captada (PACHECO, 2005).

Os efluentes liquidos provém dos banhos e lavagens das peles, a maior
parte é produzida na fase de ribeira (67,6%), seguido do curtimento (21,7%)
(considerando a etapa de piquel) e do acabamento (10,7%). Também devem ser
considerados os efluentes liquidos gerados pelas aguas de lavagem do piso e das
maquinas. Porém, em termos de vazdes efetivas de geracdo e de langamento para
fora dos curtumes (regime de geracdo e de langamento), estas dependem dos
procedimentos operacionais da estacado de tratamento de efluentes (ETE) - também
denominada sistema de tratamento de aguas residuarias (STAR) - de cada curtume
(PACHECO, 2005). Nas ETE os efluentes liquidos passam por tratamentos fisico-
quimicos (tratamento primario) e depois por um tratamento biolégico (tratamento
secundario), resultando na agua residuaria, que deve ter qualidade para langamento
no meio ambiente (MARTINES, 2005).

Os residuos sélidos gerados nos curtumes compreendem os nao-curtidos,
como sal (gerado na etapa de remogao do conservante das peles), a carnaca
(originada na etapa de pré-descarne e que pode ser utilizada como matéria prima na
fabricacdo de sebo, sabdes e racado para a alimentacdo animal), as aparas (séo
constituidas pelos recortes de peles e outras partes rejeitadas no processamento);
os curtidos (aparas de couro curtido e pé de lixadeira); e também o lodo gerado nas
ETE (MARTINES, 2005), em grande quantidade, 100 a 200 kg de matéria seca por
tonelada de pele salgada processada (PACHECO, 2005). No processo de
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acabamento, o couro “wet blue” é aparado para ganhar uniformidade na sua
espessura e cortado, esse processo pode gerar cerca de 225 kg de residuos solidos
por tonelada de pele salgada, considerados pela norma NBR 10.004 (ABNT, 2004)
como residuo industrial perigoso, por conter cromo (OLIVEIRA, 2008).

Também séo gerados residuos gasosos no processamento das peles nos
curtumes. Na etapa de ribeira ha principalmente liberagcdo de aménia (proveniente
da decomposicdo da parte proteica das peles) e gas sulfidrico e subprodutos
aminados, e na etapa de acabamento pode haver emissdes de compostos volateis
provenientes de solventes organicos e material particulado sélido (no rebaixamento
e lixamento) (MARTINES, 2005; PACHECO, 2005).

No quadro a seguir estdo representados os principais residuos gerados pelo

processamento do couro e seus impactos ambientais.

Quadro 1 - Etapas do processo de curtimento e seus residuos gerados (Adaptado
de GANEM, 2007).

Etapa Polui¢io Poluente Impactos Ambientais
. Gasosa A.lTlO]'llEi, CUlTlp'OST.US Organicos Odor dCSHgTHdéVC]
Conservagiio e volateis
Armazenamento de Liquida Liquidos eliminados pela pele . S . S
N Contaminagdo das aguas superficiais
peles e restos animais, sal

Residuos Solidos Contaminagio do solo e aguas

Restos animais e sal

Residuos Solidos

Restos de couros, pd de lixa,
residuos de tintas e resinas

subterrineas
Gasosa Gas sulfidrico, aménia .
o D Odor desagradavel
compostos orginicos voliteis
Liquida Cal, sulfeto de sddio, cloreto
Ribeira de sdédio, aminoacidos ¢ Contaminagdo das aguas superficiais
albuminas
Residuos Solidos . Contaminagido do solo e aguas
Restos animais «
subterrineas
irtiment Liquida Acidos minerais e orginicos y N . -
ETTRD 4 e ? Contaminagdo de aguas superficiais
Cromo ¢ taninos
Gasosa Compostos orginicos voliteis Odor desagradavel
Liquida Banhos residuais contendo — . -
. . Contaminagdo das aguas superficiais
cromo, taninos, sais, etc.
Acabamento

Contaminagdo do solo e aguas
subterrineas
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1.3 Cromo nos Efluentes Liquidos

Dentre as substancias que compdem os efluentes dos curtumes o que mais
se destaca, pelo seu alto potencial de contaminacdo ambiental, € o metal cromo. Os
residuos com a presenga de cromo, segundo a norma brasileira NBR-10004 da
ABNT, sao classificados como perigosos, necessitando de tratamento e disposicao
especifica (SANTOS et al., 2002).

Normalmente, o cromo utilizado no processamento do couro esta na forma
de sulfato basico de cromo Cr(OH)SO4, e atua como ponte, interligando os grupos
proteicos do couro, formando um complexo polinuclear de Cr (lll), envolvendo a
coordenagao do cromo com 0s grupos carboxilicos das cadeias polipeptidicas do
colageno, resultando em um extensivo reticulado destas fibras intermediado pelo Cr
(ll1), proporcionando as caracteristicas do produto final do couro (RODRIGUES,
2007). A presenga do cromo também aumenta as possibilidades de interagdes
idbnicas entre o couro “wet blue” e os corantes do tingimento. Isso & proporcionando
pelo carater eletropositivo do Cr, que interage com compostos aniénicos, o que
proporciona maior adsor¢cao dos corantes. Tanto nos efluentes liquidos quanto nos
residuos solidos gerados nos curtumes, ha grande quantidade de Cr (lll), isso
porque aproximadamente 60% do cromo total utilizado interage com a pele durante
o curtimento. O restante é rejeitado com os efluentes liquidos, o que acarreta

problemas sérios para sua deposi¢ao (OLIVEIRA, 2008).

O cromo apresenta diversos estados de oxidagdo (Cr*? a Cr*®), porém nem
todos apresentam a mesma estabilidade. O Cr (lll) € a forma mais comum na
natureza, e também a forma mais estavel tanto no solo quanto em solugcdes aquosas
naturais e nas de uso industrial. Este elemento esta presente na atmosfera, em
alguns alimentos e faz parte de muitos sistemas bioldgicos, sendo considerado
como elemento-traco essencial para o0 homem. E encontrado naturalmente no solo,
a partir do minério cromita (FeCr,04), amplamente distribuido na superficie terrestre,
porém em concentracdes variaveis, inferiores as consideradas téxicas para os
diversos organismos (KOTAS e STASICKA, 2000).

A toxicidade do cromo em efluentes industriais depende do estado de
oxidagao em que é langado, sendo que o Cr (VI) apresenta maior toxicidade, por ser

permeavel as membranas celulares. Apesar dos efluentes de curtumes
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apresentarem o Cr (lll), a oxidagao deste a Cr (VI) pode ocorrer dependendo de
alguns parametros caracteristicos do corpo hidrico receptor do efluente, podendo
causar contaminac¢do da fauna, da flora e da populagédo que utilizam estas aguas. A
conversdo do Cr (lll) a Cr (VI) e vice-versa podem ocorrer naturalmente no meio,
embora a forma hexavalente normalmente se apresente em menor concentragao
(JORDAO et al., 1999).

Tanto o cromo Cr (lll) quanto o Cr (VI) podem ser biologicamente ativos,
porém diferem em sua capacidade de atravessar membranas bioldgicas. O Cr (lll) é
potencialmente mutagénico, mas nao representa um perigo imediato para células
porque € incapaz de atravessar as membranas celulares, embora possam ser
ambientalmente transformados em Cr (VI), os quais s&o altamente permeaveis nas
membranas celulares (MATSUMOTO et al., 2006). O Cr (VI) entra nas células
através do sistema de transporte de membrana, por transportadores inespecificos de
fosfato ou sulfato, e no interior da célula é reduzido (por redutores ndo enzimaticos)
rapidamente através de intermediarios reativos, tais como Cr (V) e (IV), a Cr (lll)
mais estavel, mas que induz efeitos genotdxicos na célula por se ligar diretamente
ao DNA (SUGIYAMA, 1992). Além disso durante essa reducéo ocorre a formagao de
radicais livres, que podem causar diversos danos celulares (VALKO et al., 2006).

Desta forma, deve-se considerar que mesmo que os efluentes dos curtumes
apresentem o Cr (lll), o qual apresenta baixa toxicidade na natureza, este pode ter

impacto direto ou cumulativo na biota aquética (JORDAO et al., 1999).

1.4 Bioacumulagdo de Metais

Os metais sado constituintes naturais da biosfera, pedosfera e litosfera em
baixas concentragdes, e também participam da constituicdo de algumas moléculas e
de reagdes nos organismos. Porém, estes elementos podem ser toxicos e
prejudiciais quando em excesso ou bioacumulados, pois ndo apresentam
propriedades biodegradaveis, podendo interferir nos processos fisiolégicos normais
e em altas concentragdes sua presencga pode ser fatal (GOEL, 2006).

Os metais em ambientes aquaticos podem estar na sua forma idnica,
complexada (principalmente a moléculas organicas) e particulada (principalmente
como componente dos detritos e da biomassa). Em rios, a carga total de metais

depende das caracteristicas geologicas das bacias de drenagem e do tipo de



21

atividade humana presente. O transporte desses metais em rios € realizado
principalmente sob forma dissolvida ou ligada ao material particulado em suspensao
(ESTEVES, 1998).

Nos ecossistemas aquaticos, os metais e outros compostos tendem a
acumular no sedimento, associados a matéria organica ou inorganica
(SHRIVASTAVA et al., 2003) e, dependendo das condigbes ambientais, podem
comecar a ser liberados na coluna d’agua tornando-se biodisponiveis. Alguns fatores
quimicos e fisicos (pH, oxigénio dissolvido, dureza, temperatura, matéria organica,
salinidade) da agua podem interferir no processo de especiagao dos metais (forma
idnica do metal) e modificar sua toxicidade (GOMEZ et al., 1998).

Quando compostos quimicos s&o assimilados e ficam retidos nos
organismos ocorre o processo chamado de bioacumulagcdo, ou seja, quando a
velocidade de eliminagdo do composto quimico € menor que a velocidade de
entrada deste no animal, ocorre o acumulo do composto. O acumulo de metais em
peixes ocorre através da absorcao pela superficie do tegumento (pele e escamas),
via respiracado (branquias) e através da alimentagcdo (BURATINI e BRANDELLI,
2006). Segundo Chen e Folt (2000), a concentragdo de metais na agua nem sempre
condiz com a concentragao de metais na biota, sendo normalmente a concentragao
na agua menor.

A bioacumulagao direta (ou bioconcentracdo) ocorre pelo acumulo direto do
composto quimico a partir da agua pelas branquias ou pela pele. Ja a
bioacumulagao indireta, também chamada de biomagnificagao, ocorre pelo acumulo
via alimentagdo com transferéncia do contaminante de um nivel tréfico a outro, ou
seja ocorre um incremento progressivo de concentragdes a partir da fonte de
exposicao a medida que passam para niveis troficos mais elevados (VAN DER
OOST et al., 2003). Os peixes podem estar sujeitos a ambos os processos, tanto

bioconcentragdo quanto biomagnificagao de metais.

1.5 Biomonitoramento

Durante muito tempo 0 monitoramento ambiental e a avaliagcido da qualidade
da agua dos ambientes impactados concentraram-se apenas em analises fisicas e
quimicas. Embora essas analises apresentem informacdes sobre os niveis de

contaminagao, nao fornecem informacdes sobre os efeitos os contaminantes nos
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sistemas biolégicos (LAM, 2009; CAJARAVILLE et al., 2000). A ocorréncia de uma
determinada substancia toxica no ambiente, detectada por meio de analises
quimicas, n&o significa necessariamente que ela esta biodisponivel, nem podem ser
tiradas conclusdes sobre seus efeitos nocivos, ou mesmo qualquer efeito
mensuravel que essa substancia possa causar em sistemas biolégicos (LAM, 2009).
Sendo assim, o uso de animais como ferramentas de monitoramento do meio
apresenta a vantagem de detectar os efeitos sub-letais nos organismos (ZHOU et
al., 2008). A avaliagdo dos efeitos dos poluentes aquaticos pode ser realizada por
meio de testes de toxicidade. Estes testes estdo sendo cada vez mais utilizados
para a determinagdao dos efeitos de contaminantes em organismos aquaticos e
também para a avaliagao da qualidade da agua (FERREIRA, 2003).

O monitoramento para avaliacdo dos efeitos dos poluentes pode ser
realizado utilizando organismos, o chamado “monitoramento biolégico” ou
“piomonitoramento” (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). O biomonitoramento é
0 uso sistematico das respostas de organismos vivos para avaliar as mudancgas
ocorridas no ambiente, geralmente causadas por agdes antropogénicas (BUSS et
al.,, 2003). Este deve ocorrer de forma integrada, considerando-se conceitos
quimicos, toxicolégicos e bioldgicos. Assim, & possivel compreender os efeitos
ecotoxicologicos de ecossistemas contaminados (FENT, 2004).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA - Resolugdo n°
357/2005) determina que a qualidade dos ambientes aquaticos seja avaliada por
indicadores biolégicos, utilizando-se organismos e/ou comunidades aquaticas como
instrumentos para monitorar e avaliar a situagdo de corpos d‘agua. Esses
indicadores biolégicos abrangem os bioindicadores e os biomarcadores.

Define-se como bioindicador um organismo que fornece informagdes sobre
as condi¢gdes ambientais de seu habitat por sua presenca ou auséncia ou pelo seu
comportamento (VAN DER OOST et al., 2003). Bioindicadores também podem ser
definidos como organismos ou comunidades que respondem a poluigdo ambiental,
alterando suas fungdes vitais ou acumulando agentes tdéxicos ou modificando sua
composi¢cao quimica, com isso fornecem informagdes sobre a situagdo ambiental
(TOTTlI et al., 2007).

Os peixes constituem um grupo de grande importancia nas avaliagdes de
toxicidade ambiental, pois estdo presentes em varios ambientes, apresentam ampla

distribuicdo geografica e participam de diferentes niveis troficos, sendo considerados
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excelentes modelos bioldgicos. Entretanto, poucas espécies nativas tém sido
utilizadas em testes de toxicidade no Brasil e assim, pouco se sabe sobre a
sensibilidade das espécies de peixes neotropicais as diversas classes de poluentes

em ecossistemas tropicais de agua doce (MARTINEZ et al., 2004).

1.5.1 Modelo experimental

As espécies de peixes Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) e
Serrapinnus notomelas (Eigenmann, 1915), sdo nativos da regido Neotropical. A
espécie P. lineatus (Figura 2), pertencente a ordem Characiformes e familia
Prochilodontidae, popularmente conhecido com curimba ou curimbata, €
amplamente distribuido em toda a bacia do Rio Parana-Rio Paraguai, em rios do
Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia, e rio Paraiba do Sul (CASTRO e
VARI, 2004). A espécie S. notomelas (Figura 3), pertence a ordem Characiformes,
familia Characidae e subfamilia Cheirodontinae, popularmente chamado de pequira,
lambari, lips ou piabinha, é encontrada na Bacia do rio Alto Parana (MALABARBA,
2003).

Figura 2 — Foto de um individuo jovem  Figura 3 — Foto de um individuo de
de Prochilodus lineatus.. Serrapinnus notomelas..

Foto: LEFA-UEL Foto: LEFA-UEL

A espécie Prochilodus lineatus possui corpo de porte médio a grande
(comprimento total maximo registrado de 74 cm (CASTRO e VARI, 2003)) com
coloragao clara a prateada com dorso mais escuro, especialmente a regido da
cabeca, nadadeiras moderadamente escuras, com nadadeira pélvica amarelo-
avermelhada, boca terminal com labios carnudos, com labio superior mais espesso,
e dentes diminutos finos e depressiveis implantados nos labios. Apresenta um
pequeno osso, formando um espinho, antes da nadadeira dorsal. E uma espécie
migradora e apresenta habito alimentar detritivoro (CASTRO e VARI, 2004; BRITTO,

2008). Devido ao seu habito alimentar é considerada uma espécie adequada para
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estudos de monitoramento ambiental, pois esta exposta a qualquer tipo de
substancia que possa estar depositada no sedimento, incluindo compostos téxicos.
Além disso, esta espécie € considerada como um bioindicador em potencial, pois
sua distribuicdo esta restrita a locais poucos impactados (MARTINEZ e COLUS,
2002). A sensibilidade desta espécie estd comprovada em varios estudos de
ecotoxicologia, tanto testes de toxicidade realizados in situ (em ribeirdes do
Municipio de Londrina (WINKALER, 2002), em um ribeirdo urbano de Londrina
(CAMARGO e MARTINEZ, 2006, 2007) e em um ribeirdo de regido agricola em
Londrina (LUNARDELLI, 2011)) como em laboratério expondo o P. lineatus a fragao
soluvel do oleo diesel (VANZELLA et al., 2007; SIMONATO et al.,, 2008), ao
agrotéxico Roundup (CAVALCANTE et al.,, 2008), ao glifosato (LANGIANO e
MARTINEZ, 2008), ao aluminio (CAMARGO et al., 2009), ao chumbo (MONTEIRO
et al., 2011), ao cobre e (NASCIMENTO et al., 2012), a atrazina (SANTOS e
MARTINEZ, 2012) e a cianobactérias Microcystis aeruginosa (GARCIA e
MARTINEZ, 2012).

Os peixes da espécie S. notomelas apresentam corpo claro, nadadeiras
transparentes, as nadadeiras dorsal e anal sdo escuras na porgao proximal, dentes
multi-cuspidados em uma série no prémaxilar e possui na nadadeira caudal uma
mancha escura ovalada longitudinalmente na base do pedunculo caudal seguida de
pequena area de coloracdo amarela (DA GRACA e PAVANELLI, 2007; BRITTO,
2008). Sao peixes pequenos com comprimento total maximo de aproximadamente 4
cm (DA GRACA e PAVANELLI, 2007). Podem ocupar toda a coluna d’agua, sao
considerados algivoros, consomem principalmente algas filamentosas e podem
percistir em uma grande variedade de habitats (LUIZ et al., 1998). Suas
caracteristicas propiciam respostas, quimicas, fisiolégicas e bioldgicas, rapidas da
espécie as variacbes ambientais (PIANA et al., 2006). Essa espécie é recomendada
para uso em testes de toxicidade aquatica pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 1993), pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA, 1990) e pela Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB, 1990), que a utiliza em seus testes, porém ainda

sao poucos os trabalhos cientificos que utilizam esta espécie em teste de toxicidade.
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1.5.2 Teste de toxicidade in situ

Trabalhos de campo s&o ferramentas uteis em Ecotoxicologia principalmente
porque integram relevancia ecolégica em testes de toxicidade, representando mais
fielmente a realidade a qual os animais estdo expostos (CASTRO et al., 2004). Estes
testes apresentam a vantagem de avaliar em tempo real os processos dinamicos
que ocorrem nos ecossistemas aquaticos, considerando todas as variagdes que
possam ocorrer, como mudancas de temperatura, pluviosidade ou pela presenca de
diferentes concentracdes de poluentes (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).
Também pode-se padronizar o sexo e a idade dos animais, fatores que podem
influenciar nas respostas apresentadas. Outra vantagem dos estudos em campo é
de ndo haver a necessidade de se extrapolar os resultados obtidos para o
ecossistema, ja que refletem a realidade (CAMARGO, 2004).

Nesse tipo de teste, os organismos sadios sdo mantidos em gaiolas no local
qgue se deseja estudar. Os animais ficam expostos no ambiente durante determinado
tempo e depois analisa-se a mortalidade, crescimento e reproducdo, ou parametros
biolégicos ou comportamentais (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). Tais
parametros podem ser bioquimicos, genéticos, fisioldgicos e histolégicos, podendo
constituir os chamados biomarcadores. O uso de multiplos biomarcadores fornece
uma melhor caracterizacdo de uma dada area durante um periodo de tempo em
estudos de biomonitoramento. Entretanto, a interpretacao dos resultados obtidos em
estudos de campo é sempre muito complicada, pois varios fatores que nao podem
ser controlados podem interferir e influenciar as respostas a variaveis analisadas
(ZANETTE et al., 2006).

1.6 Biomarcadores

Os biomarcadores sao definidos como qualquer resposta e/ou efeito de um
contaminante ambiental, no nivel individual, medidos no organismo ou seus
produtos, que indica desvio do status normal, e ndo sao detectadas no organismo
intacto (VAN GESTEL e VAN BRUMMELEN, 1996). Ou seja, sédo alteragcdes que
ocorrem nos niveis celular, bioquimico, molecular ou fisiolégico, que podem ser
mensuradas em células, fluidos corporais, tecidos e érgaos dentro do organismo e

que podem indicar a exposi¢cao e/ou efeito de um xenobidtico (LAM, 2009). Desta
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forma, os biomarcadores sdo capazes de prenunciar a incidéncia de um evento de
contaminagao ambiental ou uma doencga (WHO, 2001).

Os biomarcadores refletem a interagdo entre o sistema biolégico e os
contaminantes, podendo ser um ou mais, e sdo normalmente sinais precoces de
alteracdes bioldgicas a serem detectados nos organismos. Além de serem sensiveis
a diversas classes de poluentes, também apresentam relativamente alta
especificidade, dependendo do biomarcador, e fornecem informagdes sobreo efeito
metabdlico causado pelo xenobidtico (VAN DER OOST et al., 2003).

O uso destes biomarcadores no monitoramento ambiental oferece mais
algumas vantagens, pois sdo capazes de medir os efeitos sub-letais promovidos
pela interagdo do contaminante com o organismo, podem detectar agbes de
contaminantes conhecidos ou nao, e ainda sao aplicaveis para estudos laboratoriais
e em campo (MARTINEZ, 2006; JESUS e CARVALHO, 2008). Outra importante
caracteristica dos biomarcadores € a possibilidade de antecipar alteracbes em niveis
superiores de organizagdo Dbioldégica, como populagdes, comunidades ou
ecossistemas (CAJARAVILLE et al., 2000).

Desta forma, auxiliam na priorizagdo de sistemas de controle e estratégias
de intervencgao, preventivas ou de remediacédo, que possam ser desenvolvidas antes
que danos ambientais e ecoldgicos irreversiveis acontecam (CAJARAVILLE et al.,
2000; MARTINEZ, 2006; JESUS e CARVALHO, 2008). Sendo assim, os
biomarcadores tém sido empregados em diversos paises em estudos de
monitoramento de ecossistemas aquaticos impactados, como por exemplo: em Hong
Kong, na China (CHAN, 1995), nos EUA (ROBERTS e ORIS, 2004), no Brasil
(CAMARGO e MARTINEZ, 2006), na Grécia (KONSTANTINOU et al., 2006), na
Suécia (ABRAHAMSON et al., 2007); no México (TEJEDA-VERA et al., 2007), na
Ucrania (FALFUSHYNSKA e STOLYAR, 2009), na Argentina (CAZENAVE et al.,
2009) e no Paquistao (SHAKIR et al., 2012).

Em estudos ecotoxicolégicos aconselha-se o uso de diversos tipos de
biomarcadores simultaneamente, pois a avaliagdo de um unico biomarcador pode
nao refletir de forma completa os danos a saude dos organismos ou as adaptacoes
destes frente aos ambientes impactados ou até mesmo resultar em interpretacoes
errbneas do que estd acontecendo (CAJARAVILLE et al.,, 2000; ZORITA et al.,
2008). Os biomarcadores bioquimicos mais estudados sdo as enzimas envolvidas

na detoxificacdo de xenobidticos e de seus metabdlitos, as enzimas de defesa
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antioxidante, os antioxidantes ndo enzimaticos e a ocorréncia de danos oxidativos
nos diferentes tecidos (MARTINEZ, 2006).

1.6.1 Enzimas de biotransformacéo

Dentre os mais sensiveis biomarcadores bioquimicos estdo as enzimas
responsaveis pelo processo de biotransformacao, e em peixes as atividades destas
enzimas podem ser tanto inibidas quanto induzidas frente a exposicdo aos
xenobidticos (BUCHELI e FENT, 1995). A biotransformagao de xenobidticos envolve
sistemas enzimaticos diferentes, que vao atuar em diferentes substratos organicos.
De modo geral, os xenobidticos organicos podem ser eliminados pelo organismo em
sua forma original (sem alteragédo de sua estrutura) ou podem ser biotransformados,
ter suas estruturas alteradas para que assim sejam mais facilmente eliminados (VAN
DER OOST et al., 2003).

Essas enzimas apresentam como principal fungao alterar a estrutura quimica
dos compostos organicos, formando derivados mais polares, convertendo estruturas
lipofilicas em estruturas hidrofilicas, € normalmente ocorre reducao ou perda dos
efeitos toxicoldgicos do xenobidticos. Desta forma, acontece a conversao de um
composto téxico em uma forma menos toxica, para que assim essas substancias
possam ser mais facilmente excretadas, sendo este processo também conhecido
como detoxificagdo (AZEVEDO e DE LIMA, 2003; VAN DER OOST et al., 2003). As
enzimas de biotransformacédo ndao apresentam especificidade a algum ou grupo de
compostos quimicos, reagindo da mesma forma por meio de reagdes de oxidagao e
reducao independentemente do tipo de substédncia (AZEVEDO e DE LIMA, 2003).
Porém, algumas vezes os produtos das reagbes de biotransformagdo podem ser
mais toxicos ou reativos que o composto original, reacdo chamada de bioativagao
(NEWMAN e CLEMENTS, 2008).

O processo de biotransformagcdo é dividido normalmente em duas fases
principais (I e Il) e pode apresentar também uma terceira fase de eliminagao (Figura
4). A fase | envolve reagcbes de oxidacao, hidrélise e reducao, conferindo maior
polaridade aos xenobiodticos por inserir ou disponibilizar grupamentos hidroxila
(—OH), amina (-NH.), carboxila (~COOH) ou sulfidrila (-SH), tornando os compostos
mais hidrofilicos. Os produtos desta fase podem ser eliminados diretamente ou

submeter-se a transformacdes de fase Il. As enzimas de fase Il sdo responsaveis
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pela conjugacdao de compostos enddgenos (como acetato, cisteina, acido
glucurdnico, sulfato, glicina, glutamina ou glutationa) com os xenobiéticos ou com os
metabolitos gerados na fase | ou também produtos da peroxidagéo lipidica, para
serem detoxificados ou para acelerar sua eliminagcédo. As reagdes de fase Il podem
ocorrer sem que reacoes de fase | tenham ocorrido, dependendo se o contaminante
apresenta grupamentos funcionais onde as enzimas de fase Il irdo atuar (VAN DER
OOST et al.,, 2003; NEWMAN e CLEMENTS, 2008).A fase Ill do processo de
biotransformacao esta relacionada com a eliminagdo dos metabdlitos provenientes
da fase Il e xenobidticos através de glicoproteinas-P (P-gp) associadas as
membranas plasmaticas, processo esse também chamado de mecanismo de
resisténcia a multixenobidtico (MXR). Como os xenobidticos sdo transformados em
compostos mais hidrofilicos nas fases | e Il, a difusdo destes para fora das células
através da bicamada lipidica é reduzida, necessitando de proteinas de transporte
ativo (as P-gp) que facilitam o efluxo destes compostos (NEWMAN e CLEMENTS,
2008).

Figura 4 - Processo de biotransformagao, envolvendo fase I, Il e Ill
( XENOBIOTICO |

] 1
(BioTRANSFORMAGAO]  (BIOTRANSFORMACEO |

CYP1A

\ 4 v \l'

( EXCRECAO ]
Adaptado de (VAN DER OOST et al., 2003).

Em peixes ha dois tipos principais de enzimas envolvidas no processo de

biotransformacgao: as enzimas de fase |, dentre as quais se destacam as enzimas da



29

subfamilia CYP1A, e as enzimas de fase Il, como as enzimas da familia da
glutationa S-transferase (GST) (VAN DER OOST et al., 2003).

Reacbes de fase | sdo mediadas pelas enzimas da familia do citocromo
P450 (CYP 450), que sdo hemeproteinas com um atomo de ferro no seu nucleo
envolvidas no transporte de elétrons. Essas enzimas estdo localizadas na
membrana do reticulo endoplasmatico e estdo presentes em diversas espécies,
desde bactérias até vertebrados. Além de estarem envolvidas nos processos de
metabolizagcdo de muitos xenobidticos, também metabolizam compostos endégenos
(como esteroides e acidos graxos) (NEWMAN e CLEMENTS, 2008).

No processo de biotransformacgao de fase |, o P450 necessita oxidar um
NADPH para ativar o oxigénio e, finalmente, inserir um atomo de oxigénio na
molécula do xenobiodtico (ZANGAR et al, 2004). Com isso, um produto indesejado na
biotransformacgao de fase | € a produgéo continua de espécies reativas de oxigénio
(ERO) pela oxidagdao do NADPH pelo P450, contribuindo significativamente com a
formacao de ERO nas células (SEVANIAN et al., 1990).

O figado é o principal local de expressdao do P450, mas outros tecidos
também contém niveis mais reduzidos de enzimas P450. Em peixes, a fase | é
mediada principalmente pela subfamilia CYP1A. A subfamilia CYP1A catalisa a
enzima etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), quando ocorre indugao da CYP1A na
presenca do xenobidtico, esta inducdo pode ser detectada indiretamente através da
medida da atividade da enzima EROD. Geralmente, é observada uma boa
correlagao entre niveis proteicos de CYP1A e atividade da EROD (VAN DER OOST
et al., 2003).

As enzimas de biotransformacdo de fase Il de maior interesse como
biomarcadores em testes toxicoldgicos sdo as glutationas S-transferases (GST). As
GSTs estao envolvidas na conjugagao de moléculas endégenas, como a glutationa
(GSH) e acido glucurbnico, com compostos eletrofilicos, como o xenobidticos
diretamente (sem passar pela fase |) ou seus metabdlitos provenientes da fase | de
biotransformacdo e também a produtos da peroxidacao lipidica, resultando desta
forma em produtos mais soluveis em agua, menos toxicos e ionizaveis, facilitando
assim a sua excrecdo. Desta forma, reduzem a probabilidade de que esses
compostos téxicos se liguem a outras moléculas do organismo (VAN DER OOST et
al.,, 2003). Os produtos da conjugacdo formados pela atividade da GST séao

geralmente excretados na bile, através de mecanismos de extrusdo dependentes de
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ATP, ou também sao degradados e acetilados formando acidos mercapturicos, os
quais sao excretados na urina (HERMES-LIMA, 2004).

As GSTs sdo uma familia de enzimas multifuncionais, encontradas
principalmente no citosol das células, mas também presentes no nucleo (VAN DER
OOST et al., 2003). Sdo amplamente distribuidas em todas as formas de vida, sendo
encontradas em bactérias, fungos, plantas e animais. Existem diferentes isoformas
identificadas de GST e podem ser agrupadas em diferentes classes: Alfa, Mu, Pi,
Sigma, Theta, Zeta e Omega, porém em laboratério mede-se, geralmente, a
atividade total da GST (HERMES-LIMA, 2004). Estas enzimas também apresentam
o papel de proteinas carreadoras de compostos lipofilicos enddgenos ou
xenobioticos até os locais de ocorréncia da biotransformacao de fase | (DI GIULIO et
al., 1995). Algumas isoformas da GST, como as GSTs da classe Pi, s&o
responsaveis pela inativacdo de produtos da lipoperoxidacdo e inativacdo de

espécies reativas de oxigénio (DOYEN et al., 2005).

1.6.2 Estresse Oxidativo

A entrada de um xenobidtico na célula pode causar um aumento na
producado de ERO. Contaminantes organicos e metais podem estimular a produgao
de ERO de diferentes maneiras, por ciclo redox, reacbes redox de metais de
transicao, ou também durante os processos de biotransformacg¢ao, bem como durante
o metabolismo celular basal, podem ser formadas ERO, tais como anion radical
superoxido (O27), o radical hidroxil (*OH) e o perdoxido de hidrogénio (H.O,)
(LIVINGSTONE, 2001). Se as ERO n&o forem adequadamente combatidas pelos
antioxidantes, ocorrera um desbalanco redox pré-oxidantes celulares, que pode
resultar no processo de estresse oxidativo, no qual pode haver danos oxidativos nos
componentes celulares, tais como: oxidacao de proteinas, quebras nas moléculas de
DNA, peroxidacdo lipidica e até a morte celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2005).

As ERO representam a classe mais importante de espécies de radicais
geradas nos organismos. O radical hidroxil pode ser considerado o mais reativo
dentre todos os radicais de oxigénio, sendo produzido principalmente quando ha um
excesso de anion radical superdxido e peroxido de hidrogénio. Nos organismos,

grande parte do *OH é gerada através da Reacao de Fenton com a quebra do H,O,
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(Figura 5 - reacédo 1) ou também pode ser formada pela reagcao de Haber Weiss na
presenca do O,” e H,O, (Figura 5 - reagcdo 2). A reatividade do anion radical
superoxido, comparada com a do radical *OH, é muito menor, apesar de bastante
variavel. Este radical pode ser formado em diversos locais nos organismos, como
por exemplo, nos peroxissomos, pela oxidagdo de moléculas biologicamente
importantes (adrenalina, noradrenalina e dopamina). Todavia, a principal fonte de
producdo do O," é a cadeia de transporte de elétrons presente nas mitocondrias. Ja
o peroxido de hidrogénio é formado espontaneamente nos peroxissomos e nas
mitocondrias. Ndo ¢é considerado um radical, por nao apresentar elétrons
desemparelhados, e apresenta uma reatividade quimica moderada (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2005).

Figura 5 — Reagao de Fenton (reagado 1) e Reagao de Haber Weiss (reagao 2).

H,O, + Fe*? > Fe*™@ + OH + *OH (reacéo 1)

0, + H,0, Fe? O, + OH" + *OH (reacéo 2)

1.6.3 Antioxidantes

Para prevenir danos celulares causados pelas ERO, os organismos
aerobicos apresentam mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos de defesa
antioxidante. As principais enzimas que participam deste sistema sao a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), e a glutationa peroxidase (GPx). Quanto aos
antioxidantes n&o-enzimaticos, estes possuem baixo peso molecular e sao
representados principalmente pelas moléculas hidrossoluveis, glutationa (GSH) e
acido ascérbico (vitamina C), e pelas moléculas lipossoluveis como o [3-caroteno
(vitamina B) e o a-tocoferol (vitamina E) (MARTINEZ, 2006).

Dentre os antioxidantes nao enzimaticos, a GSH é a que mais se destaca.
Este tripeptideo enddgeno, de baixo pelo molecular, composto por y-glutamil-
cisteinil-glicina, € encontrado tanto no nucleo quanto no citoplasma das células. E
amplamente distribuido em plantas, animais, fungos e bactérias. Esta presente nas
células principalmente na forma reduzida e um aumento na propor¢cdo da forma
oxidada (GSSG) indica estresse oxidativo (HERMES-LIMA, 2004; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2005).
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A GSH tem importante papel antioxidante, pois atua no sequestro de radicais
livres, impedindo danos celulares causados por eles. Sua capacidade antioxidante
se da pelo grupamento tiol (SH) reativo da cisteina altamente polarizavel.
Considerado um bom redutor, apresentando alta habilidade em doar elétrons a
outros compostos. A GSH também apresenta outras fungdes nas células, tais como:
participa no processo de biotransformacao de fase Il como co-fator para que a GST
possa realizar sua atividade catalitica; e participa do processo de defesa
antioxidante sendo oxidada pela GPx e reduzida pela GR (HERMES-LIMA, 2004). A
GSH pode responder muito bem a contaminacdo ambiental, variando sua
concentracao de acordo com o tempo de exposigao, sendo assim considerada como
um 6timo biomarcador em peixes (MARTINEZ, 2006).

1.6.4 Danos Oxidativos

O sistema de defesa antioxidante pode nao ser suficiente ou adequado para
combater as ERO provenientes da metabolizagdo de produtos enddgenos e
exdgenos. Desta forma, ocorre uma alteracédo do balango redox, e assim estabelece-
se um desequilibrio pré-oxidante celular, denominado de estresse oxidativo. Quando
a célula encontra-se neste estado podem ocorrer danos celulares e teciduais, como
danos em proteinas, inativacdo de enzimas, peroxidacao lipidica e quebras no DNA
(MASELLA et al., 2005; AMADO et al., 2009). Os eventuais danos bioldgicos podem
servir como ferramenta para entender os efeitos de um poluente no organismo, e
podem ser utilizados também como biomarcadores (VALAVANIDIS et al., 2006).

A peroxidacao lipidica (LPO) é definida com reacdo em cadeia iniciada por
um radical livre, principalmente pelo radical hidroxil (*OH), esse oxidante causa a
quebra dos fosfolipidios de membrana que contém acidos graxos poli-insaturados. A
LPO consiste na incorporagdo de um oxigénio molecular a um acido graxo de
membrana produzindo um hidroperdxido lipidico. O processo de LPO (Figura 6)
inicia-se quando uma ERO retira um atomo de hidrogénio do grupo metileno (-CHy)
dos acidos graxos insaturados (PUFAs) formando um radical carbono (-Ce-). Este
radical se estabiliza através de um rearranjo molecular, formando um dieno
conjugado. O radical inicialmente formado pode reagir com um atomo de oxigénio
formando o radical peroxil, que é suficientemente reativo para atacar acidos graxos

adjacentes da cadeia lateral, desta forma o radical peroxil pode extrair um atomo de
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hidrogénio, formando um hidroperédxido lipidico e resultando em outro radical
carbono, continuando as reagdées em cadeia (HERMES-LIMA, 2004; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2005).

Figura 6 - Esquema das reagdes que ocorrem durante o processo de peroxidagao
lipidica

Acido graxo
/\_/\ /\ poliinsaturado

Abstracéo de hidrogénio

/\,—/\ /\\ / Rearranjo molecular

\/—\ — /\ / Dieno conjugado
L ]

+ 0. Captacéo de oxigénio

\/—\ /\ / Radical Peroxil (ROO-)

g .y  Abstraggo de hidrogénio
de cadeias de acidos
graxos adjacentes

}:H/—\ /\ / Peréxido lipidico (ROOH)

(Adaptado de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2005).

Este processo de lipoperoxidagdo € considerado um dos maiores
causadores de injuria e morte celular. A gravidade dos danos as membranas
bioldgicas consequentes da peroxidagao lipidica pode variar, como redugao local na
fluidez da membrana, alteracdo na sua permeabilidade, resultando na perda da
seletividade para entrada e/ou saida substancias, alteracdo no fluxo transmembrana
e até o rompimento da integridade da bicamada (HERMES-LIMA, 2004).

O rompimento da membrana pode produzir uma gama de produtos
altamente citotoxicos, como o malondialdeido (MDA). O malondialdeido € um dos
produtos finais da LPO, é considerado um composto mutagénico e cancerigeno, e
normalmente € empregado em ensaios ecotoxicolégicos para quantificar os niveis
de peroxidagao lipidica através da reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA), em meio
acido e alta temperatura, formando um composto fluorescente de cor rosa
(HERMES-LIMA, 2004).
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Se as espécies reativas de oxigénios nao forem adequadamente combatidas
dentro do corpo do animal, o estresse oxidativo pode ocasionar danos nas
moléculas de DNA (HERMES-LIMA, 2004). Porém nem todos os danos no DNA
podem ser classificados como oxidativos, pois existem substancias, denominadas de
genotodxicas, que apresentam a capacidade de interagir, comprometer e danificar a
estrutura da molécula do DNA (SHUGART, 2000). Os metais, por exemplos, podem
ser considerados agentes genotoxicos, de forma direta e/ou indireta, através da
formagao das ERO (GALARIS e EVANGELOU, 2002).

Os radicais livres, principalmente o radical hidroxil, se ligam as bases
nitrogenadas do DNA, causando modificagdes nas bases puricas, pirimidicas e na
cadeia de desoxirribose. Essas alteracbes podem resultar em quebras de fita
simples ou dupla e formacao de cross-links. Também podem ocorrer alteragdes no
DNA através da formacao de ligagdes covalentes do contaminante ou seu metabdlito
nesta molécula, formando os chamados adutos (TICE et al., 2000; NEWMAN e
CLEMENTS, 2008). Esses danos sdo passiveis de reparos, mas se nao forem
devidamente reparados, podem induzir muta¢cées (HERMES-LIMA, 2004).

As quebras nas ligagdes da molécula de DNA interferem na sua integridade
e isto pode servir como uma 6tima ferramenta no monitoramento dos efeitos sub-
letais de poluentes em peixes, uma vez que existem testes, como por exemplo, o
ensaio do cometa, que sao sensiveis a esse tipo de dano (OHE et al., 2004). O
objetivo do ensaio do cometa ndo é revelar mutagdes, mas avaliar a genotoxicidade
de substancias através de alteracbes no material genético que, se nao forem
corrigidas, podem resultar em mutagdes (GONTIJO e TICE, 2003). O ensaio do
cometa resumidamente consiste em, durante a corrida de eletroforese, fragmentos
de DNA migram do centro nuclear mais rapido do que o DNA intacto, dando origem

assim a um cometa com cauda (Figura 7) (TICE et al., 2000).

Figura 7 - Classificagado visual dos cometas de acordo com o grau de dano no DNA.
A - dano 0 (sem danos); B - dano 1; C - dano 2; D - dano 3 (maximo dano).
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1.6.5 Acetilcolinesterase

Outro tipo de biomarcador bioquimico bastante utilizado ¢é a
acetilcolinesterase (AChE), cuja principal fungdo é quebrar a acetilcolina (ACh),
durante a transmissdo do impulso nervoso, em colina e acido acético. A AChE
encontra-se nas fendas sinapticas e evita a agao continua da acetilcolina durante o
impulso nervoso, mantendo assim o funcionamento normal dos sistemas sensorial e
neuromuscular (VAN DER OOST et al., 2003).

Sao conhecidos principalmente dois tipos de colinesterases (ChE), a
acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase (BChE), também chamada de
pseudocolinesterase. As duas enzimas se distinguem funcionalmente pela
especificidade ao substrato, diferente susceptibilidade aos seus inibidores e
distribuicao tecidual (MONTEIRO et al., 2005). A AChE apresenta elevada afinidade
ao neurotransmissor acetilcolina, por outro lado a BChE apresenta maior afinidade
pela butirilcolina (BCh) e baixa atividade pela acetilcolina, porém o significado
fisiologico para esta enzima ainda ndo € muito esclarecido para peixes (STURM et
al., 2000). De modo geral, nos ensaios com peixes avalia a atividade da AChE no
musculo e no cérebro. O tecido cerebral contém predominantemente AChE e o
tecido muscular pode conter apenas AChE ou as duas colinesterases juntas, AChE
e BChE (STURM et al., 2000; MONTEIRO et al., 2005).

A atividade da AChE é um dos principais biomarcadores utilizados para o
monitoramento de ambientes aquaticos contaminados por agrotoxicos, uma vez que
essa enzima é inibida por pesticidas organofosfatos e carbamatos (FERRARI et al.,
2007). Porém outros estudos comprovam que peixes submetidos a concentragdes
sub-letais de agrotéxicos podem apresentar alteragdes na atividade da
acetilcolinesterase (FERRARI et al., 2007), como o diflubenzuron (PEREIRA
MADUENHO e MARTINEZ, 2008), o Roundup® (MODESTO e MARTINEZ, 2010a),0
Roundup Transorb® (MODESTO e MARTINEZ, 2010b), o clomazone (MIRON et al.,
2005) e outros pesticidas e herbicidas (SANCHO et al., 2000). Estudos também ja
indicam a alteragado da atividade desta enzima com outros contaminantes, como os
metais (FRASCO et al., 2005; ALVES COSTA et al., 2007).

A atividade da AChE é extremamente importante em muitas fungdes
fisioloégicas, como na localizagdo de presas, fuga do predador e orientagdo para o
encontro de alimentos (DUTTA e ARENDS, 2003). Altera¢des na atividade da AChE
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podem provocar a superestimulagao das fibras musculares ocasionando paralisagao
e até morte do animal (FERRARI et al., 2007), bem como alteragdes
comportamentais importantes como agitagdo, tremores, nado erratico, letargia, e
convulsbes (FERNANDEZ-VEGA et al., 2002).Disturbios na sua atividade podem
afetar além dos fatores ja citados, como também no equilibrio, apetite e
comportamento reprodutivo (BRETAUD et al., 2000).

1.6.6 Metalotioneinas

Existem também importantes biomarcadores especificos para exposi¢ao a
determinadas substancias, como as metalotioneinas (MTs), as quais estédo
diretamente relacionadas com a exposi¢cao a metais (VIARENGO et al.; 2007). Estas
sao proteinas citosolicas de baixo peso molecular, ricas em cisteinas, devido a
presenca de grupos tiol (-SH) dos residuos de cisteinas, apresentam uma alta
afinidade por ions metalicos livres, se ligando tanto ao excesso de metais essenciais
guanto aos ndo essenciais, desta forma protegendo o organismo dos efeitos desses
compostos toxicos (MONSERRAT et al., 2007). Sendo assim, como fungao biolégica
das MTs, destaca-se a detoxificagdo de metais, pois atuam como quelantes destes
compostos quando se encontram em excesso nas células, e também atuam na
homeostase de metais essenciais (Cu e Zn), mantendo a concentragdo destes nas
células (MONSERRAT et al., 2007; VIARENGO et al., 2007).

Geralmente, o0 aumento da expressao de MTs é induzido pelo aumento da
concentracdo de metais que entram no tecido, o que torna estas metaloproteinas
biomarcadores diretamente associados a contaminagdo por metais (MONSERRAT
et al., 2007; VIARENGO et al., 2007). Além de atuar como quelantes de metais, as
MTs podem atuar como antioxidantes, sequestrando espécies reativas de oxigénio,
evitando as possiveis lesdes oxidativas causadas pelas ERO (SUZUKI et al., 2002;
FALFUSHYNSKA e STOLYAR, 2009).

As metalotioneinas sao indicadoras de concentracdes sub-letais de metais,
logo apresentam grande importancia bioloégica, indicando a presenca destes
poluentes em ambientes aquaticos (CHAN, 1995). Em organismos aquaticos, as
branquias, figado e rim possuem grande capacidade de producdo de MTs, pois sao
orgados relacionados com a entrada, estocagem e excrecdo de metais,
respectivamente (FREIRE et al., 2008).
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1.7 Resposta Integrada de Biomarcadores: IBR

Como ja mencionado, os biomarcadores sao estudados no campo desde o
final de 1980 e sado considerados ferramentas uteis para o monitoramento dos
efeitos bioldgicos de poluentes e de estresse ambiental. No entanto, a validagéo dos
meétodos, embora basica e necessaria para o processo de interpretagcao dos dados,
nao é suficiente. O potencial do uso de uma abordagem de monitoramento baseado
em biomarcadores, como uma ferramenta para a avaliagdo ambiental, € muitas
vezes limitado pela falta de andlises estatisticas integradas. Desta forma, fez-se
necessaria uma metodologia capaz de avaliar e integrar as variagbes nas respostas
de uma bateria de biomarcadores em um unico valor ou grafico, facilitando a
interpretacdo e compreensao das alteracdes encontradas nos varios biomarcadores
utilizados para o diagnostico ambiental (BELIAEFF e BURGEOT, 2002).

Uma dessas metodologias foi criada por Beliaeff e Burgeot (2002), chamada
de "Integrated Biomaker Response" ou "Resposta Integrada de Biomarcadores"
(IBR). Esse indice é descrito pelo uso de graficos de radar, onde a area do grafico é
calculada, dando a resposta dos biomarcadores integrados, permitindo a integragao
visual de um conjunto de respostas dos biomarcadores analisados. Esse indice tem
sido utilizado em estudos de campo e de laboratério (DAMIENS et al., 2007;
ARZATE-CARDENAS e MARTINEZ-JERONIMO, 2011; SERAFIM et al., 2011).

Porém, o IBR apresentava dois pontos fracos: seus resultados eram
fortemente dependentes do arranjo dos biomarcadores no grafico em radar e eram
consideradas apenas respostas de indugcdo ou respostas de inibicdo de todos os
biomarcadores analisados, ndo eram consideradas indugdo e inibicdo em um
mesmo grafico. Com isso, Sanchez e colaboradores (2013) propuseram uma
segunda versao para o indice (IBRv2) com o objetivo de modificar o calculo IBR para
evitar erros devido aos pontos fracos. Para isto, utilizaram o conceito baseado nos
desvios encontrados dos resultados dos biomarcadores do local estudado
(contaminado) comparados com os resultados dos biomarcadores de um local
referéncia, comparando um estado de perturbacdo com um estado sem
perturbacdes. Assim, através da aplicagdo do IBRv2, pode-se classificar diferentes
ambientes em relagdo ao grau de contaminagdo de acordo com os valores obtidos

do IBR de cada local.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar biomarcadores bioquimicos e genotoxicos dos teledsteos Prochilodus
lineatus e Serrapinnus notomelas submetidos a testes in situ para avaliar a
qualidade da agua do rio Bandeirantes do Norte, o qual recebe efluentes

liquidos de um curtume.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar testes in situ por periodos de 96 h em 4 pontos ao longo do rio
Bandeirantes do Norte, o qual recebe diversos tipos de efluentes, destacando

os de curtume.

Analisar o0s biomarcadores: etoxiresorufina-O-deetilase, glutationa-S-
transferase, glutationa, acetilcolinesterase, peroxidacao lipidica (por meio do
ensaio TBARS), proteinas carboniladas, metalotioneina e danos no DNA (por
meio do ensaio do cometa), nos peixes P. lineatus e S. notomelas submetidos

a testes in situ em rio que recebe efluentes de curtume.

Quantificar a concentragdo do cromo na agua, no sedimento e em tecidos de

P. lineatus submetidos a testes in situ no rio Bandeirantes do Norte.

Comparar a sensibilidade das duas espécies P. lineatus e S. notomelas,
submetidas a testes de toxicidade in situ nos mesmos locais do rio

Bandeirantes do Norte.

Aplicar e avaliar o IBR para P. lineatus e S. notomelas nos 4 pontos do rio
Bandeirantes do Norte para avaliar a qualidade desse rio, que recebe

efluentes de curtume no seu percurso.
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RESUMO

Para testar as possiveis alteragdes causadas na biota aquatica de um rio que recebe
efluente de um curtume, juvenis de Prochilodus lineatus foram submetidos a testes
in situ em quatro pontos do rio Bandeirantes do Norte (Rolandia/PR - Brasil): ponto A
- a montante do curtume, ponto B - préximo ao curtume, pontos C e D - localizados a
jusante do curtume. Apos 96 h de confinamento em gaiolas, os animais foram
anestesiados para a coleta dos tecidos e amostras de agua e sedimento do rio foram
coletadas para quantificacdo de cromo. Para analisar o acumulo de cromo nos
tecidos foram utilizados o figado, rim e musculo. As seguintes analises bioquimicas
foram realizadas no figado e nas branquias: atividade da etoxiresorufina-O-deetilase
(EROD), glutationa S-transferase (GST), conteudo de glutationa (GSH), peroxidagao
lipidica (LPO), e conteudo de proteinas semelhantes as metalotioneinas (PSMT). No
cérebro e o musculo foi determinada a atividade da acetilcolinesterase (AChE). Para
analise de danos do DNA, por meio do ensaio do cometa, foram utilizadas células
sanguineas. Os resultados mostraram maior concentragdo de cromo dissolvido na
agua e no sedimento coletados no ponto B em comparagdo com o local sem
influéncia do curtume e maior acumulo de cromo no figado dos peixes confinados
nesse ponto. Em comparagao com os peixes do ponto A, os animais mantidos no
ponto B também apresentaram aumento na atividade da EROD e GST, no conteudo
de GSH e PSMT. Esses resultados indicaram que o efluente eliminado pelo curtume,
apesar de apresentar tratamento prévio, causa comprometimento da qualidade da
agua do rio Bandeirantes do Norte, com maior contaminag¢ao do ponto B, localizado
logo apdés o curtume, causando alteragdes bioquimicas e acumulo de cromo nos
animais expostos esse ecossistema contaminado.

Palavras-chave: Bioacumulagao, biotransformacgao, estresse oxidativo, cromo.
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5.1 INTRODUCAO

O setor industrial € um dos grandes responsaveis pela contaminagao das
aguas, seja pela falta de tratamento de seus rejeitos antes de despeja-los nos rios,
ou por acidentes que propiciam o vazamento de muitos poluentes. Dentre as
industrias, destacam-se as de curtimento de couros (curtumes), as quais eliminam
grande quantidade e diversidade de contaminantes no efluente liquido, como alcalis,
sulfetos, sais de aménio, enzimas proteoliticas, acido sulfurico e outros compostos.
Porém a grande problematica dos efluentes de curtumes € a presenga do metal
cromo utilizado no tratamento do couro (JORDAO et al., 1999).

Mesmo com a redugdo da emissao de poluentes, com a implantagcdo de
sistemas de controle por alguns curtumes, muitos compostos toxicos originarios
dessas industrias continuam presentes nas aguas e sedimentos, principalmente o
metal cromo, sendo um risco ao ambiente, com impacto direto e cumulativo sobre a
biota aquatica (RODRIGUES, 2007).A toxicidade do cromo (Cr) em efluentes
industriais depende do estado de oxidacdo em que é langado. Apesar dos efluentes
de curtumes apresentarem o Cr (lll), a oxidagdo deste a Cr (VI) pode ocorrer
dependendo de alguns parametros caracteristicos do corpo hidrico receptor
(JORDAO et al.,, 1999). Tanto o cromo Cr (lll) quanto o Cr (VI) podem ser
biologicamente ativos, porém diferem em sua capacidade de atravessar membranas
biolégicas. O Cr (lll) é potencialmente mutagénico, mas ndo representa um perigo
imediato para células porque € incapaz de atravessar as membranas celulares,
embora possa ser ambientalmente transformado em Cr (VI), o qual é altamente
permeavel nas membranas celulares (MATSUMOTO et al., 2006). O Cr (VI) entra
nas ceélulas e é reduzido rapidamente a Cr (lll), mais estavel, porém induz efeitos
genotoéxicos na célula por se ligar diretamente ao DNA (SUGIYAMA, 1992).

Durante muito tempo, o monitoramento ambiental e a avaliagao da qualidade
da agua dos ambientes impactados concentraram-se apenas em analises fisicas e
quimicas. Embora essas analises apresentem informacdes sobre os niveis de
contaminacgao, nao fornecem informacgdes sobre os efeitos dos contaminantes nos
sistemas biolégicos (CAJARAVILLE et al., 2000; LAM, 2009). Sendo assim, o uso de

animais como ferramentas de monitoramento do meio apresenta a vantagem de
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detectar os efeitos sub-letais nos organismos (ZHOU et al., 2008). O
biomonitoramento € o uso sistematico das respostas de organismos vivos para
avaliar as mudangas ocorridas no ambiente, geralmente causadas por acgdes
antropogénicas (BUSS et al., 2003). Algumas ferramentas sdo usadas para a
realizacdo do biomonitoramento, sendo os biomarcadores uma delas. Os
biomarcadores sado definidos como alteragcbes que ocorrem no nivel celular,
bioquimico, molecular ou fisiolégico, que podem ser mensuradas em células, fluidos
corporais, tecidos e 6rgaos dentro do organismo e que podem indicar a exposi¢céo
e/ou efeito de um xenobidtico (LAM, 2009).

Em estudos Ecotoxicolégicos aconselha-se o uso de diversos tipos de
biomarcadores simultaneamente, pois a avaliagdo de um unico biomarcador pode
nao refletir de forma completa os danos a saude dos organismos ou até mesmo
resultar em interpretagcdes errbneas do que esta acontecendo (CAJARAVILLE et al.
2000; ZORITA et al., 2008). Sendo assim, dentre os biomarcadores bioquimicos
mais investigados estdo as enzimas envolvidas na detoxificacdo de xenobidticos e
de seus metabdlitos, como a etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) e glutationa S-
transferase (GST) e os antioxidantes, como a glutationa (GSH) (MARTINEZ, 2006).
A ocorréncia de danos oxidativos nos diferentes tecidos também pode ser utilizada
como biomarcador, como a peroxidacao lipidica, a oxidagao de proteinas e os danos
no DNA. Outro biomarcador muito utilizado é a enzima acetilcolinesterase (AChE),
relacionada com contaminantes neurotoxicos e as metalotioneinas (MTs),
biomarcador diretamente associada a exposicdo a metais (VAN DER OOST et al.,
2003).

Os peixes sao amplamente utilizados para avaliar a saude dos sistemas
aquaticos e suas alteracdes bioquimicas servem como biomarcadores de poluicao
ambiental. A espécie Prochilodus lineatus € considerada adequada para estudos de
monitoramento ambiental devido ao seu habito alimentar detritivoro, que o deixa
exposto a qualquer tipo de substancia que possa estar depositada no sedimento,
incluindo compostos toxicos. Além disso, esta espécie € considerada como um
bioindicador em potencial, pois sua distribuicdo esta restrita a locais poucos
impactados (MARTINEZ e COLUS, 2002). A sensibilidade desta espécie esta
comprovada em varios estudos de Ecotoxicologia, tanto testes de toxicidade
realizados in situ (CAMARGO e MARTINEZ, 2006, 2007) como em laboratério

expondo o P. lineatus a derivados de petréleo, como a fragdo soluvel do 6leo diesel
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(VANZELLA et al., 2007; SIMONATO et al., 2008), a agrotdxicos como ao Roundup
(CAVALCANTE et al.,, 2008; MODESTO e MARTINEZ, 2010), ao glifosato
(LANGIANO e MARTINEZ, 2008), a atrazina (SANTOS e MARTINEZ, 2012) e
também aos metais, como o aluminio (CAMARGO et al.,, 2009), o chumbo
(MONTEIRO et al., 2011) e o cobre (NASCIMENTO et al., 2012).

O rio Bandeirantes do Norte apresenta 149 km de extensao e é considerado
o maior afluente do rio Pirapd, cuja bacia hidrografica localiza-se no norte do Estado
do Parana (MARTINEZ, 2005). Este rio esta sujeito a receber efluentes domésticos,
industriais, pois sua nascente esta localizada em area urbana, também recebe
efluentes agricolas por passar por regido rural e passa préximo a um curtume, o qual
contribui com sua contaminacg&o devido o despejo de efluentes liquidos.

Com isso o objetivo do presente trabalho foi avaliar alteragbes em
parametros bioquimicos, ocorréncia de danos no DNA e acumulo de cromo em
tecidos de Prochilodus lineatus, submetidos a testes in situ por 96 h no rio
Bandeirantes do Norte (Roléndia, Brasil), e quantificar o cromo na agua e no

sedimento desse rio, que recebe efluente de curtume.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Locais dos Testes in situ

Os testes in situ foram realizados em quatro locais do rio Bandeirantes do
Norte no municipio de Roléndia, norte do Parana (Figura 8). O Ponto A (PA),
23°18'23.94"S / 51°25'5.38"0, esta localizado 1000 m antes do local de langamento
de efluente do curtume, desta forma € o Unico ponto que nio apresenta influéncia da
contaminagcdo gerada por esta industria. O Ponto B (PB), 23°18'9.34"S /
51°25'27.75"0, esta a 50m apds o local de descarga de efluentes do curtume. O
Ponto C (PC), 23°17'51.31"S / 51°25'35.67"0, e o Ponto D (PD), 23°17'32.11"S /
51°25'20.44"0, localizados a 800 m e 1750 m, respectivamente, apds curtume, afim
de verificar a ocorréncia de um gradiente de contaminacdo gerados pelos

contaminantes desta industria.
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Figura 8: A:Localizacdo da Bacia Hidrografica do Rio Pirapd no norte do Estado do Parana. B:
Localizagao do Rio Bandeirantes do Norte na Bacia do rio Pirapd. C: Localizagdo dos pontos (PA, PB,
PC e PD) onde foram realizados os testes in situ no rio Bandeirante do Norte em Rolandia.

4.2.2 Delineamento experimental

Para os testes in situ foram utilizados juvenis de Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836), medindo 12,3 + 0,89 cm e pesando 22,53 * 4,55 g(média +
D.P., n = 96) fornecidos pela Estagdo de Piscicultura da Universidade Estadual de
Londrina, PR. Os testes in situ foram realizados no inverno, entre julho e agosto de
2012, considerada época de seca para regiao.

Os animais foram transportados para o campo em sacos plasticos, com
agua e oxigénio, e transferidos para gaiolas de monitoramento, ja devidamente
posicionadas dentro d’agua, onde ficaram confinados por um periodo de 96 h. Em
cada ponto experimental foram expostos 32 peixes, divididos em duas gaiolas. As
gaiolas foram confeccionadas em ferro e revestidas com tela de malha de 5 mm,
com dimensdes de 50x60x30 cm (volume de 90 litros), permitindo a circulagdo da
agua e que os animais se alimentassem junto ao sedimento.

Em cada ponto de teste in situ foram realizadas, no dia em que as gaiolas
foram expostas no rio e no dia de retirada delas, medidas de temperatura, pH,

turbidez e condutividade da agua, por meio de um medidor multiparametros (Horiba
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U-52). Foram coletadas, nestes mesmos dias, amostras do sedimento superficial e
15 mL de agua, para determinacdo de cromo. Metade das amostras de agua foi
filtrada (filtro com malha de 0,45 um) e posteriormente acidificada (HNO3 1%) para a
analise da concentragcao de cromo dissolvido e a outra metade foi acidificada sem
filtrar, para determinacéo da concentragcao de cromo total.

Decorrido o periodo de 96 h, os exemplares de P. lineatus foram amostrados
no campo, imediatamente apos serem retirados da gaiola. Os peixes foram
anestesiados com benzocaina (0,1 g.L”'), medidos, pesados e foram coletadas
amostras de sangue da veia caudal. Em seguida, os animais foram mortos por
seccao medular e foram dissecadas amostras de branquias, figado, rim, musculo e
cérebro. As amostras foram transportadas, em gelo, para o laboratorio, onde foram
congeladas em ultra-freezer (-70°C) até o momento das analises dos biomarcadores.

O delineamento experimental e procedimento amostral foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UEL: Processo n° 19623.2012.17.

4.2.3 Acumulo de cromo na agua, no sedimento e nos tecidos

Para determinagdo da concentracdo de cromo, 1 g de sedimento,
previamente seco a 60°C, foi submetido a agitagao horizontal por 2 horas com acido
cloridrico (HCI) 0,1M. Apds este periodo, a suspenséo foi filtrada (malha de 8 um) e
no filtrado foi determinada a concentragdo do metal (MOZETO, 2004).

O cromo foi quantificado no figado, musculo e rim dos peixes. Os tecidos
foram mantidos em estufa a 60°C para secagem total. Depois de secos foram
submetidos a digestao acida em acido nitrico suprapuro 2N, em estufa a 60° C por
48h. Apds a digestdo, o sobrenadante foi utilizado para a determinagdo da
concentragao de cromo.

A determinagao da concentragdo de cromo nas amostras de agua (filtradas e
nao filtradas), no sedimento e nos tecidos foi realizada por atomizagao eletrotérmica,
em forno de grafite acoplado a um espectrofotometro de absorgdo atémica (AA 700

Perkin Elmer).

4.2.4 Biomarcadores bioquimicos
Para determinacdo da atividade da etoxiresorufina-O-deetilase e da
glutationa-S-transferase, do conteudo de glutationa e a ocorréncia de peroxidacao

lipidica, as amostras de branquias e figado, foram pesadas, homogeneizadas (1:5 -
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m/v para as branquias e 1:10 - m/v para o figado) em tampao fosfato de K (0,1 M),
pH 7, centrifugadas (20 min, 16000 g, 4°C) e o sobrenadante foi separado para os
ensaios enzimaticos. Para determinagcdo do conteudo de proteinas semelhantes as
metalotioneinas, o figado foi pesado, homogeneizado (1:5 - m/v) em tampéao
(sacarose 0,5 M, Tris 26 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,5 mM, B-mercaptaetanol
1,3 mM), centrifugado (45 min., 21300 g; 4°C) e o sobrenadante separado para
posterior analise. Para determinagdo da atividade da acetilcolinesterase, amostras
de cérebro e musculo foram pesadas, homogeneizadas (1:10 - m/v) em tampé&o
fosfato de K (0,1 M), pH 7,5, centrifugadas (20 min, 15000 g, 4°C) e o sobrenadante

separado para o ensaio enzimatico.

a)Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

A inducado da CYP1A foi determinada pela analise da atividade da EROD,
estimada pela taxa de conversdo da 7-etoxiresorufina em resorufina, seguindo o
protocolo de Eggens e Galgani (1992), com modificagdes. A reacgao foi iniciada pela
adicdo da amostra na mistura reativa (tampéao fosfato de K 0,1 M; pH 7,6: NADPH 2
mM e 0,1 mM 7-etoxiresorufina). O aumento progressivo da fluorescéncia, resultante
da formagéo de resorufina, foi medido a cada minuto, durante 10 minutos para o
figado e 20 minutos para a branquia (excitagdo: 530 nm/ emissao: 590 nm). A
porcao inicial linear da curva foi utilizada para avaliar a taxa de reacao e a atividade
da EROD foi expressa em pmol de resorufina min™'. mg de proteina™, baseada em

uma curva padrao de resorufina.

b) Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada seguindo a complexacéo da glutationa
(GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em 340 nm, e foi expressa em
nmol CDNB min™'. mg de proteina™, de acordo com a metodologia descrita por Keen
et al. (1976).

c) Glutationa (GSH)

A concentracdo de GSH foi determinada pela quantidade de tiol nao
proteico, de acordo com o método de Beutler et al. (1963), pela reagdo da GSH com
o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB), formando o tiolato (TNB) de cor
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amarelada, que foi determinado em 412 nm. A GSH foi expressa em ug de GSH. mg

de proteina ™, a partir de uma curva padrdo para a GSH.

d) Peroxidacéo lipidica (TBARS)

A peroxidagao lipidica foi estimada pela quantificagcdo do malondialdeido
(MDA), um dos produtos finais da peroxidacgao lipidica, por meio do ensaio TBARS,
seguindo a metodologia de Camejo et al. (1998). A determinagdo do conteudo de
MDA ocorreu pela reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA), com leitura de
fluorescéncia (excitagao: 535 nm/ emissédo: 590 nm) e expresso em equivalentes de
malondialdeido (MDA) como pmol MDA. mg de proteina™, utilizando uma curva
padrao de MDA.

e) Proteinas Semelhantes as Metalotioneinas (PSMT)

O conteudo de proteinas semelhantes as metalotioneinas foi determinado
segundo a metodologia descrita por Viarengo et al. (1997) com modificagdes. Os
sobrenadantes dos tecidos centrifugados foram submetidos a fracionamento acido
etanol/cloroformio para obtencdo de uma fracdo de metaloproteinas parcialmente
purificada. Nesta fracdo foram quantificados os grupos sulfidril (-SH) utilizando o
reagente de Ellman, em espectrofotometro a 412 nm. A glutationa (GSH) foi utilizada
como padrao e o conteudo de proteinas semelhantes as metalotioneinas expresso

em nmol de GSH. mg de proteina™.

f) Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase foi determinada de acordo com a técnica
de Ellman et al. (1961), adaptada para microplacas conforme descrito por Alves
Costa et al. (2007), a partir da reacao do iodeto de acetilcolina com o reagente de
cor DTNB. O produto da degradacgéo do iodeto de acetilcolina pela AChE, a tiocolina,
reage com o DTNB, formando o nitrobenzoato, uma anion de coloragdo amarela. As
leituras de absorbancia ocorreram durante 6 minutos, em espectrofotbmetro de
microplacas a 415 nm. A atividade da AChE foi expressa em nmol min™. mg de

proteina .
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g) Proteinas totais

Os resultados dos biomarcadores foram expressos por mg de proteina,
determinada pelo método de Bradford (1976), que se baseia na reagao de proteinas
com o corante Coomassie Brilliant Blue G-250, utilizando uma curva de calibragao

com albumina de soro bovino (BSA) e leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.

4.2.5 Ensaio do Cometa

O ensaio alcalino do cometa foi realizado com eritrocitos, com base na
metodologia descrita por Singh et al. (1988) e com modificacbes descritas por
Ramsdorf et al. (2009). Apds a amostragem, o sangue foi adicionado em soro bovino
fetal (1:100 - v/v), a fim manter as células viaveis at¢é o momento do teste, no
maximo 48 h apos a coleta do sangue. Esta solugéo foi misturada com agarose de
baixo ponto de fusdo e esta mistura distribuida em Iaminas recobertas com agarose
normal (1,5%), as quais foram cobertas por laminulas, e em seguida mantidas em
temperatura de 4-8 °C por cerca de 30 minutos. Apds esse periodo, as laminulas
foram retiradas e as laminas passaram por etapa de lise, mantidas por 1 h em
solucao de lise (NaCl 2,5M, EDTA 100mM e Tris 10 mM, DMSO 10 %, 1 mL Triton
X-100, pH 10,0) a 4-8 °C. Em seguida, foram submetidas a etapa de
desespiralizacdo do DNA, na qual as laminas foram transferidas para cubas
horizontais de eletroforese contendo solugéo tampéao de eletroforese (NaOH 10 N e
EDTA 200 mM, pH > 13), durante 30 minutos. Depois, foram submetidas a etapa de
eletroforese, a 25 volts e 300 mA, por 20 minutos. Apds término da corrida de
eletroforese as laminas passaram por etapa de neutralizagdo com tampéao (0,4 M
Tris, pH 7,5), em 3 lavagens de 5 minutos, e em seguida, fixacdo em etanol por 10
minutos. Apds a secagem das laminas, estas foram armazenadas sob refrigeragao
até o momento das analises.

Para as analises, as laminas foram coradas com GelRed (Uniscience) e
cobertas com laminula. Foram examinadas em microscépio de fluorescéncia na
objetiva de 40 vezes. Foram analisados 100 nucledides por animal, por meio de
teste cego e de acordo com Kobayashi et al. (1995), os danos no DNA foram
classificados considerando o tamanho da cauda do cometa, em 4 classes: classe 0 =
sem dano aparente; classe 1 = cauda curta, menor que o didmetro do nucledide;
classe 2 = comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o diametro

do nucledide; classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro do didmetro do
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nucleodide. A partir dessa classificagao foram feitos os calculos dos escores de danos
para cada individuo, somando o produto do numero de nucledides encontrados em

cada classe pelo valor da classe, gerando um valor entre 0 e 300.

4.2.6 Analises estatisticas

Os valores médios obtidos de cada biomarcador e para o acumulo de cromo
foram comparados entre os locais onde foram realizados os testes in situ (Ponto A,
B, C e D). Para estas analises foi utilizada analise de variancia paramétrica (ANOVA)
ou nao paramétrica (Teste de Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos
dados (normalidade e homogeneidade de variancia), seguido por um teste de
comparag¢des multiplas quando indicado. Foram considerados significativos valores
de P < 0,05.

4.3 RESULTADOS

Os parametros fisicos e quimicos da agua estado apresentados na Tabela 1.
Os valores de temperatura e pH n&o apresentaram variagdes relevantes entre os
locais analisados. Os valores de condutividade apresentaram variagdes entre os
pontos do rio Bandeirantes do Norte, com elevagao da condutividade entre o ponto A
e o ponto B, e maiores valores nos pontos pods-curtume. Os valores de turbidez
apresentaram variagdes entre os locais analisados, sendo maior no Ponto B e os

valores dos pontos A, C e D variaram entre 23 e 30 NTU.

Tabela 1: Parametros fisicos e quimicos da agua ao longo do Rio Bandeirantes do Norte
(Pontos A, B, C e D) durante o periodo experimental.

Pontos Temperatura pH Condutiviﬂade Turbidez
CC) (S cm’) (NTU)
Ponto A 17,76 - 16,73 7,04 -7,15 167 - 208 23,6 - 30,0
Ponto B 17,07 - 18,37 7,35-7,57 414 - 560 42,2-473
Ponto C 17,89 - 17,46 7,14 - 7,05 398 - 406 30,7 - 25,8
Ponto D 17,81 - 16,35 6,90-7,18 263 - 612 24.1-28,7

Valores referentes as medidas realizadas no dia em que as gaiolas com os peixes foram
colocadas na agua e no dia em que foram retiradas da agua em cada ponto no rio
Bandeirantes do Norte.

Os resultados da concentragao de cromo, total e dissolvido, analisados na

agua coleta em cada ponto estdo representados na Figura 9 A. O ponto B
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apresentou o maior valor de concentragao de cromo total comparado com os demais
pontos (P < 0,001), seguido dos pontos C e D, os quais apresentaram valores
significativamente maiores que os pontos A. Em relagdo a concentracdo de cromo
dissolvido (P < 0,001), o ponto B apresentou maior concentragédo quando comparado
com todos os outros pontos. Os pontos A, C e D apresentaram concentracbes de
cromo dissolvido estatisticamente semelhantes.

No sedimento (Figura 9 B) o ponto B apresentou maior concentragdo de
cromo que os demais pontos do rio Bandeirantes do Norte (P = 0,004), seguido pelo
ponto C que apresentou concentracbes maiores que os pontos A e D, porém menor
que a concentragdo analisada no ponto B. Os pontos A e D presentaram

concentracdes de cromo no sedimento estatisticamente semelhantes entre si.
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Figura 9: Concentracdo de cromo total e dissolvido em amostras de agua (A) e sedimento (B)
coletadas nos diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padréo (n = 8). Letras diferentes representam
diferengas significativas entre os pontos (P < 0,05).

As concentragbes de cromo analisadas nos diferentes tecidos dos peixes
estdo representadas na Figura 10. Os animais expostos no ponto B apresentaram as
maiores concentracbes de cromo no figado (P < 0,001) em relagdo aos demais
grupos. E os peixes expostos nos pontos A, C e D apresentaram concentragdes
estatisticamente semelhantes entre si. No rim (P = 0,604) e no musculo (P = 0,44),
as concentragdes deste metal ndo apresentaram diferengas significativas entre os

peixes de todos os grupos analisados.
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Figura 10 Concentragdo de cromo em figado, rim e musculo de Prochilodus lineatus expostos nos
diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam
as médias e as linhas verticais o erro padréo (n = 8-7). Letras diferentes representam diferencas
significativas entre os pontos (P < 0,05).

O conteudo de proteinas semelhantes as metalotioneinas hepatica (Figura
11 A) apresentou-se significativamente maior (P < 0,001) nos peixes do ponto B em
relacdo aos outros grupos. Também houve um aumento significativo na
concentragdo de PSMT no figado dos peixes do ponto C em relagdo aos peixes
expostos no ponto A. Os peixes expostos no ponto D apresentaram valores de

concentracao dessas proteinas estatisticamente semelhantes aos do ponto A e C.
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Figura 11: Conteudo Proteinas Semelhantes as Metalotioneinas (PSMT) no figado (A) e nas
branquias (B) de Prochilodus lineatus expostos nos diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do
Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padréo (n = 5-
7). Letras diferentes representam diferencas significativas entre os pontos (P < 0,05).

Os resultados obtidos das analises da atividade das enzimas responsaveis

pelo processo de biotransformacao estdo representados nas Figuras 12 e 13. Os
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peixes expostos no ponto B apresentaram maior atividade da EROD (Figura 12),
quando comparado com os grupos A e D (P = 0,005), sendo que os pontos A, Ce D
foram estatisticamente semelhantes entre si. Nao foi possivel realizar o ensaio da

atividade da EROD na branquia, devido a sua baixa atividade nesse tecido.
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Figura 12: Atividade da EROD hepatica de Prochilodus lineatus expostos nos diferentes pontos ao
longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam as médias e as linhas
verticais o erro padrao (n = 8-6). Letras diferentes representam diferengas significativas entre os
pontos (P < 0,05).

A atividade da enzimaa glutationa S-transferase, mostrou-se aumentada (P
< 0,001) no figado dos peixes expostos nos pontos B e D, em relagao aos demais
pontos (Figura 13 A). Nas branquias, a atividade da GST foi maior (P < 0,001) nos
peixes expostos no ponto B em relagéo aos outros grupos analisados (Figura 13 B).
Os peixes expostos no ponto C apresentaram atividade da GST maior que o ponto D

e semelhante ao ponto A. E os pontos A e D foram semelhantes entre si.
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Figura 13: Atividade da GST hepatica (A) e branquial (B) de Prochilodus lineatus expostos nos
diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam
as médias e as linhas verticais o erro padréo (n = 8-6). Letras diferentes representam diferengas
significativas entre os pontos (P < 0,05).
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A concentracao de glutationa apresentou aumento (P < 0,001) no figado dos
peixes expostos no ponto B e D, quando comparados com os outros grupos (Figura
14 A). As branquias nao apresentaram variagdes significativas (P = 0,131) entre os

grupos analisados (Figura 14 B).
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Figura 14: Conteudo de GSH no figado (A) e nas branquias (B) de Prochilodus lineatus expostos nos
diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam
as médias e as linhas verticais o erro padréo (n = 8-7). Letras diferentes representam diferencas
significativas entre os pontos (P < 0,05).

O conteudo de MDA em figado esta representado na Figura 15 A e em
branquias na Figura 15 B. Tanto em figado (P = 0,434) quanto em branquias (P =

0,282) o conteudo de MDA nao apresentou variagdes significativas entre os grupos

analisados.
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Figura 15: Conteudo de MDA no figado (A) e nas branquias (B) de Prochilodus lineatus expostos nos
diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam
as médias e as linhas verticais o erro padrao (n = 8-6).
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Na Figura 16 estdo os escores médios de danos encontrados no DNA dos

peixes de cada ponto experimental. Nao foram evidenciadas alteracdes significativas

na ocorréncia de danos do DNA em eritrocitos dos P. lineatus expostos em todos os

pontos do rio Bandeirantes do Norte (P = 0,087).
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Figura 16: Escores de danos no DNA em eritrocitos de Prochilodus lineatus expostos nos diferentes
pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras representam as médias e

as linhas verticais o erro padréo (n = 10-9).

Ndo foram evidenciadas alteragbes significativas na atividade da

acetilcolinesterase, tanto cerebral (Figura 17 A) (P = 0,296) quanto muscular (Figura

17 B) (P = 0,561), em nenhum dos grupos analisados.
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Figura 17: Atividade da acetilcolinesterase no cérebro
expostos nos diferentes pontos ao longo do rio Bandeirantes do Norte (PA, PB, PC e PD). As barras
verticais o erro padrdo (n = 10-8).
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4.4 DISCUSSAO

Os testes toxicologicos in situ sdo ferramentas uteis em Ecotoxicologia
principalmente porque integram relevancia ecolégica em testes de toxicidade,
representando mais fielmente a realidade a qual os animais estdo expostos
(CASTRO, 2004). No caso do presente trabalho, estes testes foram utilizados para
avaliar a qualidade da agua e os efeitos a biota de um rio que recebe efluente de um
curtume, que é composto por uma mistura contaminantes, dentre eles o metal
cromo. E mesmo com o surgimento de uma preocupagao ambiental sobre o destino
dos residuos provenientes do tratamento dos couros e com a implementacdo de
estacdes de tratamento de efluentes por alguns curtumes, ainda ocorre a eliminagéo
da agua residuaria dessas estagées no meio ambiente.

Essa eliminacdao de efluentes liquidos pode ser demonstrada pelos
resultados dos parametros fisico e quimicos, nos quais se destaca o aumento da
condutividade entre os pontos A e B, localizado antes e logo apdés o curtume,
respectivamente, sugerindo uma adicdo de compostos ibnicos nesse local, e nos
pontos subsequentes. Em geral, niveis superiores a 100 uS/cm indicam ambientes
impactados (CETESB, 2009), sendo assim a alta condutividade foi evidenciada
desde o ponto A, indicando grande concentragao iGnica nesse rio, causada por
contaminagdo ao longo de seu trajeto desde a nascente, o qual passa por area
urbana e rural até chegar ao curtume. Outro pardmetro da agua que pode indicar a
presenca do efluente do curtume é a turbidez, a qual foi maior no ponto B do que
nos demais pontos do rio Bandeirantes do Norte. Isso se deve as caracteristicas da
agua apresentadas nesse local, com uma coloragdo opaca e com a presenga de
substancias organicas com aparéncia gordurosa. Os valores de pH estédo
relacionados com a biodisponibilidade de muitos metais e com sua toxicidade
(CAMARGO et al., 2009; VELMA et al., 2009), entretanto, ndo foram encontradas
variagdes importantes nos valores que merecessem destaque. Todos os valores de
pH no rio Bandeirantes do Norte ficaram entre 6 e 8. E segundo Velma et al. (2009),
muitos estudos, indicaram que os valores de pH ideais para maior toxicidade do
cromo para peixes teleésteos variam de 6,4 - 7,8. Desta forma, os valores de pH
encontrados no rio Bandeirantes do Norte favorece a maior toxicidade deste metal

aos peixes.
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Os valores dos parametros fisicos e quimicos da agua corroboram os
valores de concentragdo de cromo encontrada na agua e no sedimento dos locais
pos-curtume, nos quais a concentragado de cromo total na agua apresentou-se maior
que o local sem influéncia do dessa industria. A concentragcao de cromo dissolvido
foi maior no ponto B, e a concentragao de cromo no sedimento foi 8 vezes maior no
ponto B e 5 vezes maior no ponto C em relacdo ao ponto A. Esses valores de
concentragdo de cromo podem indicar contaminagéo recente da agua pelas aguas
residuarias do curtume, mesmo com o tratamento do efluente, ou também uma
contaminagado duradoura, com a permanéncia do cromo no sedimento e sua
possivel disponibilizagdo para agua. Essas concentragdes de cromo na agua estao
abaixo do permitido pela legislagéo brasileira (CONAMA 357/2005), a qual determina
que o limite maximo de cromo na agua seja de 50 pg.L™'. Em alguns cursos d’agua
na regiao sudeste de Minas Gerais, proximos as industrias de curtimento de couro,
Jordao et al. (1999) determinaram em 32% das amostras valores de cromo na agua
acima da legislagéo brasileira. Matsumoto et al. (2003) determinaram concentragdes
maiores de cromo, que variaram até 380 pg.L'1, dependendo da estagao do ano, no
“Cérrego dos Bagres” em Franca (SP), que recebe efluente de um curtume. As
concentragdes de cromo encontradas no sedimento também estiveram abaixo das
encontradas por Jorddo et al. (1997), em rios de Minas Gerais, e por Tagliari et al.
(2004), no rio Feitoria no Rio Grande do Sul, os quais apresentam influéncia de
industrias de tratamento de couros. Os menores valores encontrados no presente
trabalho podem ser explicados pelo tratamento do efluente com cromo realizado
pelo curtume localizado proximo ao rio Bandeirantes do Norte. Porém, mesmo com o
tratamento, esses resultados indicam que ndo € possivel a eliminacao total do cromo
presente no efluente gerado no tratamento do couro.

Os metais podem ser toxicos e prejudiciais quando em excesso ou
bioacumulados nos organismos, pois ndao apresentam propriedades biodegradaveis,
assim interferindo nos processos fisioldgicos normais e em altas concentragdes sua
presenca pode ser fatal (GOEL, 2006). O acumulo de metais em peixe ocorre
através da absorcao pela superficie do tegumento (pele e escamas), via respiragcao
(pelas branquias) e através da alimentagdo (BURATINI e BRANDELLI, 2006). O
acumulo desses elementos depende de fatores como a concentragcdo do metal

disponivel no meio, tempo de exposicdo em que o animal ficou em contato com o
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contaminante e da capacidade de absorcdo de cada organismo, que varia de
espécie para espécie, de acordo com a biologia de cada animal (ZHOU et al., 2008).

Mesmo as concentragbes de cromo nos pontos pods-curtume serem
consideradas baixas, quando comparadas com a legislagdo brasileira e outros
trabalhos, ocorreu maior acumulo de cromo no figado dos peixes expostos no ponto
localizado logo apés o curtume (ponto B). Essa alta concentragao do metal no tecido
esta diretamente relacionada com a presenga deste na agua e sedimento desse
local, decorrente da eliminagcdo do efluente do curtume que contém cromo. Isso
porque apos exposigcdo a metais, os 6rgdos com maior atividade metabdlica,
responsaveis por desintoxicagdo e eliminagdo de substancias, como o figado,
tendem a acumular mais metais, em virtude da presenca das metalotioneinas, que
sdo proteinas envolvidas na eliminagdo desses ions (THOPHON et al.,, 2003;
KLAVINS et al., 2009). Alguns autores também indicaram maior acumulo de cromo
em figado de alguns peixes (OBASOHAN, 2007; VINODHINI e NARAYANAN, 2008;
PALANIAPPAN e KARTHIKEYAN, 2009). Ndo foram constatadas diferencas
significativas na concentragdo de cromo no rim e no musculo de P. lineatus,
sugerindo que estes tecidos necessitam de maior tempo de exposi¢ao ao metal para
poder acumula-lo via metabolismo.

Existem importantes biomarcadores diretamente associados a exposi¢ao a
determinadas substancias, como as metalotioneinas (MTs), relacionadas aos metais
(VIARENGO et al.,, 2007). Os peixes expostos nos pontos poés-curtume B e C
apresentaram aumento na concentragdo hepatica de proteinas semelhantes as
metalotioneinas (PSMT), devido a presenga do cromo, tanto na agua quanto no
sedimento desses locais. Isso ocorreu porque, geralmente, o aumento da expresséo
de MTs é induzido pelo aumento da concentracdo de metais que entram no tecido
(MONSERRAT et al., 2007; VIARENGO et al., 2007). Estas proteinas apresentam
uma alta afinidade por ions metalicos livres, se ligando tanto ao excesso de metais
essenciais quanto aos nao essenciais, protegendo o organismo dos efeitos tdxicos
desses compostos (MONSERRAT et al., 2007). Fleet et al. (1990) afirmam que o Cr
(Ill) é capaz de induzir a sintese de MTs em maior escala do que o Cr (VI), isso
explica a indugcado na sintese dessas proteinas nos peixes expostos nos pontos pés-
curtume, pois no efluente liquido eliminado pelo curtume o cromo esta presente na

sua forma trivalente. As MTs também podem atuar como antioxidantes,
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sequestrando espécies reativas de oxigénio e evitando possiveis lesbes oxidativas
(SUZUKI et al., 2002; FALFUSHYNSKA e STOLYAR, 2009).

Estudos ja relataram a indugao de sintese de metalotioneinas na presenca do
metal cromo, como relatado por Roberts e Oris (2004) que expuseram a espécie
Oncorhynchus mykiss ao cromo e verificaram aumento da expressao do gene da
MTs nas branquias, com apenas 12 h de exposi¢cdo e no figado apds 48 h de
exposi¢cao. Alguns trabalhos realizados com o P. lineatus ja indicaram aumento na
sintese de metalotioneinas quando expostos a metais em testes realizados in vivo,
com aumento na produg¢do de PSMT no figado frente a exposicdo ao cromo
(SANTOS, 2013) e ao chumbo (MONTEIRO et al., 2011), no figado e nas branquias
dos peixes expostos ao niquel (PALERMO, 2012) e no figado e musculo dos peixes
expostos ao cadmio (SILVA, 2013). Com isso, pode-se dizer que nesta espécie o
figado é considerado um o6rgdo-alvo nos processos de desintoxicacdo e
armazenamento de metais e as metalotioneinas sao um sistema de defesa
importante em P. lineatus contra os efeitos deletérios dos metais.

Em virtude da diversidade de contaminantes existentes nos efluentes de
curtumes, enzimas que nao apresentam suas atividades diretamente ligadas a
eliminacao de metais também foram analisadas, como é o caso das enzimas de
biotransformacdo EROD e GST. Desta forma, o aumento da atividade da EROD no
figado dos peixes mantidos préoximo ao curtume (ponto B), pode estar relacionado
com a eliminagdo de compostos organicos atuando na conversao de estruturas
lipofilicas em estruturas hidrofilicas, com a adicdo de grupamentos polares, tornando
0s compostos menos téxicos, para que assim sejam mais facilmente excretados
(VAN DER OOST et al.,, 2003). Porém, mesmo a atividade da EROD n&o estar
diretamente relacionada com a contaminacdo por metais, Bozcaarmutlu e Aring
(2007), que estudaram o efeito in vitro de alguns metais, incluindo o cromo, sobre as
propriedades cinéticas de P450 NADPH-citocromo (CYP450) redutase, uma enzima
que catalisa a transferéncia de elétrons a partir do NADPH para o citocromo P450,
no peixe Liza saliens, e obtiveram como resposta que o cromo, independente do seu
estado de oxidacao, é inibidor da atividade de redutase de CYP450 no peixe. Com
isso, pode-se dizer que o0 aumento na atividade da EROD né&o esta relacionado com
a presenca do cromo no efluente do curtume, mas sim aos outros contaminantes

presentes nesses residuos.
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A atividade da GST no figado e nas branquias apresentou aumento nos
peixes expostos no ponto préximo ao curtume (B), indicando desta forma ativagao
do processo de biotransformacgéo de fase Il de xenobibticos organicos presentes nos
residuos liquidos do curtume. O ocorreu aumento da atividade da GST hepatica nos
peixes expostos no ponto D, pode ter ocorrido devido a presenca de produtos da
transformacao/degradacao das substancias presentes no efluente do curtume ao
longo do trajeto do rio, que podem ser mais téxicos que aquelas liberadas
inicialmente, isso vai depender, principalmente, das propriedades do ambiente
(quimicas e fisicas) e das caracteristicas dos contaminantes (LYMAN, 1995;
MOZETO e ZAGATTO, 2006). Esse aumento da GST nos peixes do ponto D
também pode ter ocorrido devido a entrada de contaminantes nessa localidade, pois
durante o periodo em que os peixes ficaram expostos, ocorreu aumento da
condutividade, evidenciado nas medidas realizadas no dia da retirada das gaiolas da
agua nesse ponto e nao ocorreram alteragdes significativas na atividade dessa
enzima nos peixes expostos no ponto anterior (C). Alteragao na atividade da GST no
figado do peixe Carassius auratus (LUSHCHAK et al., 2009; KUBRAK et al., 2010) e
nas branquias de Danio rerio (DOMINGUES et al., 2010) foram encontradas na
presenga do cromo, 0s quais apresentaram redugdo da atividade enzimatica em
todos os trabalhos. Desta forma, sugere-se que o aumento da atividade enzimatica
no presente trabalho esta relacionado com compostos organicos e néo diretamente
a presenga do cromo.

Esses resultados da atividade das enzimas de biotransformacado, EROD e
GST, mostraram que o efluente eliminado pelo curtume causa ativagado do processo
de biotransformacao tanto em figado quanto em branquia de P. lineatus. Porém né&o
€ possivel discriminar se as alteragdes encontradas estio relacionadas diretamente
ao cromo ou a outros contaminantes presentes no efluente do curtume.

A entrada de um xenobi6tico no organismo pode causar um aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Contaminantes organicos e
metais podem estimular a produgao de ERO de diferentes maneiras, por ciclo redox,
reacbes redox de metais de transicdo, ou também durante os processos de
biotransformagao (principalmente de fase I), e se ndo forem adequadamente
combatidas podem dar inicio ao processo de estresse oxidativo, causando danos
oxidativos nos componentes celulares (LIVINGSTONE, 2001). A glutationa (GSH) é

considerada um dos principais antioxidantes n&do enzimaticos, participando da
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primeira linha de defesa contra as ERO, neutralizando diretamente os pré-oxidantes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2005).

A concentracdo de glutationa apresentou-se aumentada no figado dos
peixes expostos no ponto B, e também no figado dos peixes mantidos no ponto D.
Esse aumento na concentragdo de GSH pode estar relacionado com aumento da
sintese de GSH pelo organismo para suprir a demanda exigida pela atividade
aumentada da GST nesses mesmos grupos, sendo a GSH conjugada com o
xenobidtico pela GST, para que assim o contaminante seja mais facilmente
excretado. Ou também pode estar atuando diretamente como antioxidante,
protegendo as células contra os efeitos deletérios dos contaminantes presentes no
efluente do curtume. Esse aumento na sintese de GSH também pode ter ocorrido
para suprir o uso desta na presenga do cromo, pois quando o Cr (VI) entra nas
células é rapidamente reduzido aos seus intermediarios Cr (V), Cr (IV) até Cr (lll) de
maior estabilidade. E esta redugdo pode ser realizada por redutores intracelulares
como a propria GSH, acido ascorbico, cisteina, acido lipdico, frutose, ribose e outros,
porém durante esse processo de reducdo do Cr (VI) ocorre a formacao de radicais
livres, os quais podem reagir com proteinas, lipidios, DNA, causando varios danos
celulares (VALKO et al., 2006). Lushchak et al. (2008) e Kubrak et al. (2010)
relataram aumento da concentragdo de GSH no figado dos peixes Carassius auratus
frente a exposig¢ao ao cromo.

No presente trabalho ndo foram evidenciados danos celulares, como
peroxidagao lipidica e quebras no DNA, entre os grupos analisados, possivelmente
porque as concentragdes dos antioxidantes, GSH e PSMT, apresentaram-se
elevadas nos pontos pos-curtume (B), evitando os danos direta ou indiretamente
causados pelos contaminantes presentes no efluente do curtume. Isso porque
quando o sistema de defesa antioxidante ndo é suficiente ou adequado para
combater as ERO, pode ocorrer uma alteracdo do balango redox e assim se
estabelecer um desequilibrio pré-oxidante celular, denominado de estresse
oxidativo, que pode gerar danos celulares e teciduais, como peroxidagao lipidica,
danos em proteinas, inativagao de enzimas e quebras no DNA (MASELLA et al.,
2005; AMADO et al., 2009). Mesmo nao apresentando danos celulares nos peixes
expostos pds-curtume no presente trabalho, outros estudos realizados com efluentes
liquidos de curtume evidenciaram que estes podem causar danos a biota residente

nesses locais contaminados. Como por exemplo, Tagliari et al. (2004) encontraram
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aumento na peroxidagdo lipidica em figado de peixes Gymnogeophagus
gymnogenys coletados em um rio no Rio Grande do Sul, que recebe efluente de
industrias de couros e calgados, quando comparado com peixes coletados de uma
lagoa referéncia. Matsumoto et al. (2003) indicaram efeito genotoxico de agua
contaminada por curtume, com concentracdes baixas de cromo (10 pgL™"), em testes
realizados in vitro com células CHO-K1 (células de ovario de hamster chinés). E
Matsumoto et al. (2006) expuseram peixes da espécie Oreochromis niloticus a agua
coletada de um rio em Franca (SP), que recebe efluente de um curtume, diluida 1:1
(v/v), durante 72 h e também obtiveram, através do teste do cometa, aumento de
danos no DNA nos peixes expostos a agua coletada pds-curtume. Desta foram, o
efluente liquido gerado por curtumes pode causar danos no as membranas
biolégicas e também no DNA, podendo ser considerados genotéxicos.

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) é um biomarcador bioquimico
bastante utilizado em monitoramento de ambientes contaminados, sua principal
funcdo é quebrar a acetilcolina (ACh), durante a transmissdo do impulso nervoso,
mantendo assim o funcionamento normal dos sistemas sensorial e neuromuscular
(VAN DER OOST et al., 2003). A atividade da AChE é extremamente importante em
muitas fungdes fisioldgicas, como na localizagao de presas, fuga do predador e
orientagcdo para o encontro de alimentos (DUTTA e ARENDS, 2003). A atividade
desta enzima foi avaliada tanto no cérebro quanto no musculo dos peixes, porém
nao foram observadas alteragdes de sua atividade entre os pontos em nenhum dos
tecidos analisados. Desta forma, pode-se dizer que nas devidas condicbes do
presente estudo, o efluente eliminado pelo curtume n&o apresentou neurotoxicidade.
Domingues et al. (2010), analisaram a atividade da AChE em adultos de Zebrafish
(Danio rerio) expostos ao cromo, em diferentes concentragbes, durante 96 h e
também nao evidenciaram alteragdo na atividade desta enzima no cérebro dos

peixes.
4.5 CONCLUSOES

Diante dos resultados deste trabalho, pode-se inferir que o efluente
eliminado pelo curtume, apesar de apresentar tratamento prévio, causa
comprometimento da qualidade da agua do rio Bandeirantes do Norte, podendo

causar alteragdes nos biomarcadores bioquimicos e acumulo de cromo nos animais
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que habitam esse ecossistema. Isto foi constatado pelas concentragdes de cromo na
agua e no sedimento coletados nos pontos apds a descarga de efluentes do curtume
e 0s peixes expostos no ponto B apresentaram maiores alteracbes nos
biomarcadores analisados que 0s peixes expostos nos demais locais. Pois,
apresentaram acumulo de cromo no figado, aumento da atividade da EROD e GST,
aumento na concentragdo de proteinas semelhantes as metalotioneinas e no
conteudo de GSH, quando comparados com os peixes do anterior ao curtume (ponto
A). Desta forma, a aplicagdo de um conjunto de biomarcadores em Prochilodus
lineatus pode ser considerada uma boa ferramenta para monitoramento da
qualidade da agua de ambientes impactados por curtumes e pode ser aplicada em
futuros trabalhos de monitoramento ambiental, para que assim acdes preventivas e

medidas mitigadoras possam ser efetivadas.
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5 MANUSCRITO I

indice integrado de resposta de biomarcadores em duas espécies de peixes
neotropicais para avalicdo da contaminag¢éo aquéatica de um rio que

recebe efluente de curtume

Bruna Lunardelli, Millena Terezinha Cabral e Claudia Bueno dos Reis Martinez

Laboratdrio de Ecofisiologia Animal - Departamento de Ciéncias Fisiologicas
Universidade Estadual de Londrina. Parana. Brasil.

RESUMO

O monitoramento de ambientes contaminados pode ser realizado através de
analises de biomarcadores bioquimicos e genéticos em animais expostos nesses
locais, e para melhores resultados €& recomendada a avaliacdo de varios
biomarcadores simultaneamente. Desta forma, para avaliagdo da qualidade do rio
Bandeirantes do Norte (Rolandia-PR, Brasil), que recebe efluente de um curtume,
testes in situ foram realizados com as espécies de peixes nativas Prochilodus
lineatus e Serrapinnus notomelas. Para isto, foram selecionados quatro pontos neste
rio: ponto A - a montante do curtume, ponto B - proximo ao curtume, pontos C e D -
localizados a jusante do curtume. Os peixes das duas espécies confinados durante
96 h no rio Bandeirantes do Norte apresentaram varias alteragcbes nos
biomarcadores analisados, como aumento na biotransformacdo, no conteudo de
antioxidantes, na acetilcolinesterase e danos celulares. Com esses resultados foi
aplicado o IBR (indice Integrado de Resposta dos Biomarcadores). Os valores de
IBR, para as duas espécies, apresentaram padrdes diferentes, mas apresentaram os
pontos com maior contaminagdo, localizados mais proximos ao curtume (B e C).
Com isso, conclui-se que efluentes eliminados por curtumes em ecossistemas
aquaticos potencializa a contaminacdo existente nesse rio e podem causar
alteracbes bioquimicas na biota desses locais, podendo ser diferentes para as
espécies, sendo umas mais sensiveis que outras.

Palavras-chaves: Biotransformacao, estresse oxidativo, danos oxidativos,
genotoxicidade, Prochilodus lineatus, Serrapinnus notomelas.
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5.1 INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos estdo sendo cada vez mais prejudicados pela
poluicdo decorrente do crescimento exacerbado da industrializacdo e da
urbanizagdo e suas atividades: producdo, consumo e eliminagdo de produtos e
residuos. Mais de um tergo da agua doce acessivel € utilizada em atividades
industriais, agricolas e domésticas (FREIRE et al., 2008). As industrias de curtimento
de couros (curtumes) sao consideradas grandes poluidoras dos ecossistemas
aquaticos fluviais devido a eliminacdo de grande quantidade e diversidade de
poluentes utilizados no tratamento do couro, visando a melhoria e qualidade do
produto (JORDAO et al., 1999). Essa problematica contribui para a redugéo da
qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da saude dos seres vivos
que habitam esses ecossistemas (CAJARAVILLE et al., 2000).

A avaliagcao dos efeitos dos poluentes aquaticos pode ser realizada por meio
de testes de toxicidade, que estdo sendo cada vez mais utilizados para a
determinagao dos efeitos de contaminantes em organismos aquaticos e também
para a avaliacdo da qualidade da agua (FERREIRA, 2003). Os testes in situ sao
considerados ferramentas uteis em Ecotoxicologia principalmente porque integram
relevancia ecolégica em testes de toxicidade, representando mais fielmente a
realidade a qual os animais estdo expostos (CASTRO, 2004). Estes testes
consideram todas as variagcbes que podem ocorrer no ambiente que se deseja
estudar, como mudangas de temperatura, pluviosidade e variagbes nas
concentragcdes de contaminantes ou na biodisponibilidade dos mesmos.

Os peixes constituem um grupo de grande importancia nas avaliagdes de
toxicidade ambiental, pois estdo presentes em varios ambientes, apresentam ampla
distribuicdo geografica e participam de diferentes niveis troficos, sendo considerados
excelentes modelos biolégicos (JESUS e CARVALHO, 2008). Entretanto, poucas
espécies nativas sao utilizadas em testes de toxicidade no Brasil e assim, pouco se
sabe sobre a sensibilidade das espécies de peixes neotropicais a diversas classes
de poluentes em ecossistemas tropicais de agua doce (MARTINEZ et al., 2004).

Duas espécies de peixes nativas da regido Neotropical que podem ser
utilizadas em testes de toxicidade sdo: Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) e

Serrapinnus notomelas (Eigenmann, 1915). A espécie P. lineatus, pertencente a
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ordem Characiformes e familia Prochilodontidae, € amplamente distribuida em toda
a bacia do Rio Parana-Rio Paraguai, em rios do Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai
e Bolivia, e rio Paraiba do Sul (CASTRO e VARI, 2004). E considerada uma espécie
de peixe adequada para estudos de monitoramento ambiental devido ao seu habito
alimentar detritivoro, o que o deixa em contato com xenobidticos na agua e nos
sedimentos e também se tem mostrado ser sensivel a diversidade de contaminantes
na agua (CAMARGO e MARTINEZ, 2006; LANGIANO e MARTINEZ, 2008;
SIMONATO et al., 2008). J& a espécie S. notomelas, da ordem Characiformes,
familia Characidae e subfamilia Cheirodontinae, é encontrada na Bacia do Alto rio
Parana (MALABARBA, 2003) e é indicada para uso em testes de toxicidade
aquatica, pois € um peixe pequeno, ndo necessitando de gaiolas complexas para os
testes (CASTRO et al.,, 2004) e é de facil criacdo em tanques de piscicultura
(MELETTI, 2003). Esta espécie é recomendada pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 1993), pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 1990) e pela Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB, 1990), que a utiliza em seus testes, porém ainda
sao poucos os trabalhos cientificos que utilizam esta espécie em teste de toxicidade.

As alteragdes bioquimicas, fisiolégicas, histolégicas ou genéticas
encontradas em peixes utilizados no monitoramento de ambientes contaminados
podem servir como biomarcadores de poluicdo ambiental (CAZENAVE et al., 2009).
Os biomarcadores refletem a interagao entre o sistema bioldgico e os contaminantes
e sao normalmente sinais iniciais de alteragdes bioldgicas a serem detectados nos
organismos (VAN DER OOST et al., 2003). Desta forma, o uso de biomarcadores
possibilita antecipar alteragdes em niveis superiores de organizagao bioldgica, como
populacdes, comunidades ou ecossistemas, auxiliando na priorizagao de sistemas
de controle e estratégias de intervengdo, preventivas ou de remediagao
(CAJARAVILLE et al., 2000; MARTINEZ, 2006; JESUS e CARVALHO, 2008). Sendo
assim, € recomendado em testes de toxicidade o uso de diversos tipos de
biomarcadores simultaneamente, refletindo de forma mais completa os danos a
saude dos organismos ou as adaptagdes destes frente aos ambientes impactados
(CAJARAVILLE et al., 2000; ZORITA et al., 2008).

O uso de uma abordagem de monitoramento baseado em biomarcadores,
como uma ferramenta para a avaliacdo ambiental, € muitas vezes limitado pela falta

de anadlises estatisticas integradas. Desta forma, Beliaeff e Burgeot (2002)
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desenvolveram uma metodologia, chamada de "Resposta Integrada de
Biomarcadores" (IBR), capaz de avaliar e integrar as variagcbes nas respostas de
uma bateria de biomarcadores em um unico valor ou grafico, facilitando a
interpretacdo e compreensao das alteragdes encontradas nos varios biomarcadores
utilizados para o diagnéstico ambiental. O IBR tem sido utilizado em estudos de
campo e de laboratério (DAMIENS et al., 2007; ARZATE-CARDENAS; MARTINEZ-
JERONIMO, 2011; SERAFIM et al., 2011). Uma segunda versdo para o indice
(IBRv2) foi desenvolvida por Sanchez et al. (2013), com o objetivo de modificar o
célculo IBR para evitar erros devido a alguns pontos fracos existentes na primeira
versdo. Para isto, basearam o calculo do IBRv2 nos desvios encontrados dos
resultados dos biomarcadores do local estudado (contaminado) comparados com 0s
resultados dos biomarcadores de um local referéncia, sendo assim comparando um
estado de perturbagcdo com um estado sem perturbacdes.

Com isso, o objetivo deste trabalho foi aplicar os biomarcadores:
etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), glutationa-S-transferase (GST), glutationa
(GSH), acetilcolinesterase (AChE), peroxidagdo lipidica (LPO), proteinas
carboniladas (PCO), proteinas semelhantes as metalotioneina (PSMT) e danos no
DNA em tecidos das espécies de peixes Prochilodus lineatus e Serrapinnus
notomelas, submetidos a testes in situ no rio Bandeirantes do Norte (Rolandia, PR -
Brasil), e aplicagdo do IBR nos pontos selecionados para avaliagdo da qualidade da

agua desse rio.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Locais dos Testes in situ

O rio Bandeirantes do Norte apresenta 149 km de extensao e é considerado
o maior afluente do rio Pirapd, cuja bacia hidrografica localiza-se no norte do Estado
do Parana (Figura 18 A e B) (MARTINEZ, 2005). Este rio esta sujeito a receber
efluentes domésticos, industriais e agricolas desde sua nascente e em Rolandia
(PR)na regiao rural do municipio, passa préximo a um curtume, o qual contribui com
sua contaminagao devido o despejo de efluentes liquidos.

Os testes in situ foram realizados em quatro locais do rio Bandeirantes do
Norte no municipio de Rolandia, norte do Parana (Figura 18 C). O Ponto A (PA),
23°18'23.94"S / 51°25'56.38"0, esta localizado 1000 m antes do local de langamento
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de efluente do curtume, desta forma € o Unico ponto que nao apresenta influéncia da
contaminagdo gerada por esta industria. O Ponto B (PB), 23°18'9.34"S /
51°25'27.75"0, esta a 50 m apds o local de descarga de efluentes do curtume. O
Ponto C (PC), 23°17'51.31"S / 51°25'35.67"0, e o Ponto D (PD), 23°17'32.11"S /
51°25'20.44"0, localizados a 800 m e 1750 m, respectivamente, apds curtume, afim
de verificar a ocorréncia de um gradiente de contaminacdo gerados pelos

contaminantes desta industria.

BACIA HIDROGRAFICA ! C
DORIO PIRAPO
; PD

RIO BANDEIRANTES "
DO NORTE o .L; .

! PC

DE ROLANDIA

1
: AREA URBANA
1

BRASIL

PARANA

Figura 18 - Localizagdo da Bacia Hidrografica do Rio Pirap6 no norte do Estado do Parana (A). B:
Localizacao do Rio Bandeirantes do Norte na Bacia do rio Pirapé. C: Localizagao dos pontos (PA, PB,
PC e PD) onde foram realizados os testes in situ no rio Bandeirante do Norte em Rolandia.

5.2.2 Delineamento experimental

Para os testes in situ foram utilizados juvenis de Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1847), medindo 12,01 + 0,96 cm e pesando 19,77 + 4,75 g(média +
D.P., n = 120) e Serrapinnus notomelas (Eingenmann, 1915) medindo 4,17 = 0,33
cm e pesando 0,96 + 0,23 g (média = D.P., n = 480). Ambos fornecidos pela Estacao
de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina (EPUEL), PR. Os testes in situ
foram realizados entre fevereiro e margco de 2013, na estacao de verao, considerada

chuvosa para regiao.
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Uma amostragem de um grupo de peixes foi realizada logo apds a coleta
nos tanques de cultivo na Estagcdo de Piscicultura da UEL, antes destes serem
submetidos aos testes in situ, sendo que os parametros analisados neste grupo
indicaram os niveis basais dos biomarcadores dos peixes utilizados no trabalho. Os
resultados desses parametros foram utilizados para aplicacdo do indice IBR.

Para os testes in situ, os animais foram transportados para o campo em
sacos plasticos, com agua e oxigénio, e transferidos para gaiolas de monitoramento,
ja devidamente posicionadas dentro d’agua, onde ficaram confinados por um
periodo de 96 h. Em cada ponto experimental foram expostos 24 P. lineatus,
divididos em duas gaiolas e 96 S. notomelas divididos em seis gaiolas menores.

As gaiolas onde foram mantidos os P. lineatus foram confeccionadas em
ferro e revestidas com tela de malha de 5 mm, com dimensdes de 50x60x30 cm
(volume de 90 litros). As gaiolas para os S. notomelas, foram confeccionadas
seguindo metodologia de Meletti e Rocha (2002), com tubos de PVC, com 4
aberturas laterais e uma no fundo, revestidas com tela de nylon de 2 mm, com
capacidade de 3,3 L. Ambos os tipos de gaiola ficaram apoiadas no substrato e
permitiram a circulagdo da agua e a alimentagao das duas espécies de peixes.

No dia em que as gaiolas foram colocadas no rio e no dia de retirada das
mesmas, em cada ponto de teste in situ foram realizadas medidas de temperatura,
pH, turbidez e condutividade da agua, por meio de um medidor multiparametros
(Horiba U-52).

Decorrido o periodo de 96 h, os exemplares de P. lineatus foram
amostrados, no campo, imediatamente apos retirados das gaiolas. Os peixes foram
anestesiados com benzocaina (0,1 g.L”), medidos, pesados e foi coletada amostra
de sangue da veia caudal. Em seguida, os animais foram mortos por secgéo
medular e foram dissecadas amostras de branquias, figado, musculo e cérebro e
transportadas, em gelo, para o laboratério, onde foram congeladas em ultra-freezer
(-70°C) até o momento das analises dos biomarcadores.

Os exemplares de S. notomelas, apds o periodo de confinamento (96 h),
foram retirados das gaiolas e transferidos para sacos plasticos com agua do rio, e
em seguida levados para o laboratério, onde foram amostrados. Os peixes foram
anestesiados com benzocaina (0,05 g.L™"), foram medidos e pesados, e em seguida
foram mortos por sec¢ao medular. Uma aliquota de sangue foi retirada, com auxilio

de uma pipeta, do local da secgao e o sangue foi armazenado para o teste do
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cometa. Em seguida, foi realizado nos S. notomelas o mesmo procedimento utilizado
com os P. lineatus, de retirada dos tecidos e armazenamento das amostras. Foi
realizado um “pool” de 4 animais, para conseguir quantidade suficiente de tecido e
sangue para as analises dos biomarcadores.

O delineamento experimental e procedimento amostral foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UEL: Processo n° 19623.2012.17.

5.2.3 Biomarcadores bioguimicos

Para determinacdo da atividade da etoxiresorufina-O-deetilase e da
glutationa-S-transferase, do conteudo de glutationa e a ocorréncia de peroxidacao
lipidica, as amostras de branquias e figado, foram pesadas, homogeneizadas (1:5 -
m/v para as branquias e 1:10 - m/v para o figado) em tampéao fosfato de K (0,1 M),
pH 7, centrifugadas (20 min, 16000 g, 4°C) e o sobrenadante foi separado para os
ensaios enzimaticos. Para determinacdo do conteudo de proteinas semelhantes as
metalotioneinas, as branquias e figado foram pesados, homogeneizados (1:5 - m/v)
em tampéo (sacarose 0,5 M, Tris 26 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,5 mM, [3-
mercaptaetanol 1,3 mM), centrifugados (45 min., 21300 g; 4°C) e o sobrenadante
separado para posterior analise. Para determinacdo da atividade da
acetilcolinesterase, amostras de cérebro e musculo foram pesadas,
homogeneizadas (1:10 - m/v) em tampé&o fosfato de K (0,1 M), pH 7,5, centrifugadas

(20 min, 15000 g, 4°C) e o sobrenadante separado para o ensaio enzimatico.

a)Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

A inducado da CYP1A foi determinada pela analise da atividade da EROD,
estimada pela taxa de conversdao da 7-etoxiresorufina em resorufina, seguindo o
protocolo de Eggens e Galgani (1992), com modificagdes. A reacgao foi iniciada pela
adicdo da amostra na mistura reativa (tampéao fosfato de K 0,1 M; pH 7,6: NADPH 2
mM e 0,1 mM 7-etoxiresorufina). O aumento progressivo da fluorescéncia, resultante
da formacao de resorufina, foi medido a cada minuto, durante 10 minutos para o
figado e 20 minutos para a branquia (excitagdo: 530 nm / emissdo: 590 nm). A
porcao inicial linear da curva foi utilizada para avaliar a taxa de reacao e a atividade
da EROD foi expressa em pmol de resorufina min™'. mg de proteina™, baseada em

uma curva padrao de resorufina.
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b) Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada seguindo a complexacado da glutationa
(GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em 340 nm, e foi expressa em
nmol CDNB min™". mg de proteina™, de acordo com a metodologia descrita por Keen
et al. (1976).

c) Glutationa (GSH)

A concentragdo de GSH foi determinada pela quantidade de tiol ndo
proteico, de acordo com o método de Beutler et al. (1963), pela reagdo da GSH com
o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), formando o tiolato (TNB) de cor
amarelada, que foi determinado em 412 nm. A GSH foi expressa em ug de GSH. mg

de proteina ™, a partir de uma curva padrdo para a GSH.

d) Peroxidacao lipidica (TBARS)

A peroxidagao lipidica foi estimada pela quantificagdo do malondialdeido
(MDA), um dos produtos finais da peroxidacao lipidica, por meio do ensaio TBARS,
seguindo a metodologia de Camejo et al. (1998). A determinagdo do conteudo de
MDA ocorreu pela reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA), com leitura de
fluorescéncia (excitagdo: 535 nm / emissdo: 590 nm) e expresso em equivalentes de
malondialdeido (MDA) como umol MDA. mg de proteina™, utilizando uma curva
padrao de MDA.

e) Proteinas Semelhantes as Metalotioneinas (PSMT)

O conteudo de proteinas semelhantes as metalotioneinas foi determinado
segundo a metodologia descrita por Viarengo et al. (1997) com modificagdes. Os
sobrenadantes dos tecidos centrifugados foram submetidos a fracionamento acido
etanol/cloroformio para obtencdo de uma fracdo de metaloproteinas parcialmente
purificada. Nesta fragdo foram quantificados os grupos sulfidril (-SH) utilizando o
reagente de Ellman, em espectrofotometro a 412 nm. A glutationa (GSH) foi utilizada
como padrao e o conteudo de proteinas semelhantes as metalotioneinas expresso

em nmol de GSH. mg de proteina™.
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f) Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase foi determinada de acordo com a técnica
de Ellman et al. (1961), adaptada para microplacas conforme descrito por Alves
Costa et al. (2007), a partir da reagdo do iodeto de acetilcolina com o reagente de
cor DTNB. O produto da degradacgéo do iodeto de acetilcolina pela AChE, a tiocolina,
reage com o DTNB, formando o nitrobenzoato, uma anion de coloragdo amarela. As
leituras de absorbancia ocorreram durante 6 minutos, em espectrofotbmetro de
microplacas a 415 nm. A atividade da AChE foi expressa em nmol min™. mg de

proteina .

g) Proteinas totais

Os resultados dos biomarcadores foram expressos por mg de proteina,
determinada pelo método de Bradford (1976), que se baseia na reagao de proteinas
com o corante Coomassie Brilliant Blue G-250, utilizando uma curva de calibracao

com albumina de soro bovino (BSA) e leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.

5.2.4 Ensaio do Cometa

O ensaio alcalino do cometa foi realizado com eritrécitos, com base na
metodologia descrita por Singh et al. (1988) e com modificacbes descritas por
Ramsdorf et al. (2009). Apds a amostragem, o sangue foi adicionado a soro bovino
fetal (1:100 - v/v), a fim manter as células viaveis até o momento do teste, no
maximo 48 h apods a coleta do sangue. Esta solucéo foi misturada com agarose de
baixo ponto de fusdo e esta mistura distribuida em Iaminas recobertas com agarose
normal (1,5%), as quais foram cobertas por laminulas, e em seguida mantidas em
temperatura de 4-8 °C por cerca de 30 minutos. Apds esse periodo, as laminulas
foram retiradas e as laminas passaram por etapa de lise, mantidas por 1 h em
solugao de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, DMSO 10 %, 1 mL Triton
X-100, pH 10,0) a 4-8 °C. Em seguida, foram submetidas a etapa de
desespiralizacdo do DNA, na qual as laminas foram transferidas para cubas
horizontais de eletroforese contendo solugdo tampao de eletroforese (NaOH 10 N e
EDTA 200 mM, pH > 13), durante 30 minutos. Depois, foram submetidas a etapa de
eletroforese, a 25 volts e 300 mA, por 20 minutos. Apds término da corrida de
eletroforese as laminas passaram por etapa de neutralizagdo com tampao (0,4 M

Tris, pH 7,5), em 3 lavagens de 5 minutos, e em seguida, fixacdo em etanol por 10
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minutos. Apds a secagem das laminas, estas foram armazenadas sob refrigeragao
até o momento das analises.

Para as analises, as laminas foram coradas com GelRed (Uniscience) e
cobertas com laminula. Foram examinadas em microscépio de fluorescéncia na
objetiva de 40 vezes. Foram analisados 100 nucledides por animal, por meio de
teste cego e de acordo com Kobayashi et al. (1995), os danos no DNA foram
classificados considerando o tamanho da cauda do cometa, em 4 classes: classe 0 =
sem dano aparente; classe 1 = cauda curta, menor que o didmetro do nucledide;
classe 2 = comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o diametro
do nucledide; classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro do didmetro do
nucledide. A partir dessa classificagdo foram feitos os calculos dos escores de danos
para cada individuo, somando o produto do numero de nucledides encontrados em

cada classe pelo valor da classe, gerando um valor entre 0 e 300.

5.2.5 Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR)

O indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) foi aplicado nos
biomarcadores analisados no presente trabalho de acordo com Beliaeff e Burgeot
(2002) e modificado por Sanchez et al. (2013). Para o calculo do indice, a razao dos
dados de cada biomarcador entre os pontos experimentais (A, B, C e D)
individualmente e os niveis basais dos biomarcadores (do grupo de peixes
amostrados na piscicultura) foi logaritmizada (Y;), e calculada a média (M) e o desvio
padrao (s) gerais para cada parametro. Os valores de Yi foram padronizados através
da formula: Z; = (Y; - y)/s e a diferenga entre Z; e Z, (niveis basais) determinaram os
valores de A. Por meio da somatéria dos valores de A de cada biomarcador, o IBR
foi calculado para cada local de exposi¢cdo. Em cada local, os parametros foram
representados em um valor unico, indicando o desvio do biomarcador investigado
em cada ponto com relagcdo aos biomarcadores dos peixes amostrados na

piscultura.

5.2.6 Analises estatisticas

Os valores médios obtidos de cada biomarcador de cada espécie de peixe
foram comparados entre os locais onde foram realizados os testes in situ (Ponto A,
B, C e D). Para estas analises foi utilizada analise de variancia paramétrica (ANOVA)

ou nao paramétrica (Teste de Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos
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dados (normalidade e homogeneidade de variancia), seguido por um teste de
comparagoes multiplas quando indicado. Foram considerados significativos valores
de P < 0,05.

5.3 RESULTADOS

Na tabela 2 estdo expressos os resultados dos biomarcadores analisados
nos grupos de peixes amostrados na piscicultura (UEL) antes de serem submetidos
aos testes in situ. Esses resultados indicaram os niveis basais dos biomarcadores

para cada espécie e foram utilizados posteriormente para o calculo do IBR.

Tabela 2: Resultados dos biomarcadores bioquimicos e genotdxico em diferentes tecidos dos peixes
P. lineatus e S. notomelas antes de serem submetidos aos testes no rio Bandeirantes do Norte.

Biomarcador Tecidos P. lineatus 5. notomelas
EROD Figado 0,05 £ 0,01 (6) 0,08 £ 0,02 (7)
(pmol resorufina mint. mg ptnt)

GST Figado 75,03 + 2,81 (6) 158,73 + 7,74 (7)

(nmol CDNB min-. mg ptn-) Branquias 103,71 + 61,42 (6) 73,66 5,73 (6)

GSH Figado 8,71+ 0,80 (7) 6,81+ 1,13 (7)

(ug GSH. mg ptn?) Branquias 17,10 + 1,49 (6) 3,70 + 0,51 (8)

PSMT Figado 4,99 £ 0,35 (7) 11,15 + 0,73 (7)

{(nmol GSH. mg ptrs) Branquias 4,02 + 1,34 (7) 8,58 + 1,19 (7)

AChE Cérebro 33,65 + 2,57 (9) 91,50 + 5,94 (9)
(nmol mint. mg ptr) Madsculo 93,62 + 5,38 (8) 108,89 + 10,69 (7)

LPO Figado 0,34 + 0,06 (6) 0,25 + 0,01 (7)

{umol MDA. mg ptn) Branquias 0,41 + 0,08 (8) 0,19 + 0,02 (8)
Danos DNA Eritrécitos 114,36 + 8,84 (7) 110,67 + 4,76 (6)

(escore de danos)

Valores referentes as médias + erro padréo (n)

Os paréametros fisicos e quimicos da agua estao apresentados na Tabela 3.
Destacam-se os altos valores de condutividade obtidos nos pontos C e D, medidos
nos dias em que as gaiolas foram retiradas da agua, isso se deve porque durante o
periodo de exposicdo da gaiola no rio nesses pontos houve precipitagao

pluviométrica, elevando a condutividade da agua.
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Tabela 3: Pardmetros fisicos e quimicos da agua ao longo do Rio Bandeirantes do Norte
(Pontos A, B, C e D) durante o periodo experimental.

Pontos Temperatura pH Condutiviﬂade Turbidez
CC) (S cm’) (NTU)
Ponto A 21,74 - 21,19 7,53-7,43 181 - 222 14,8 - 14,8
Ponto B 21,20 - 21,26 7,50 - 7,44 192 - 259 17,5-16,5
Ponto C 20,61 - 21,22 7,85-7,21 293 - 518 13,1-38,8
Ponto D 21,90 - 20,11 7,66 - 7,48 197-483 = -

Valores referentes as medidas realizadas no dia em que as gaiolas com os peixes foram
colocadas na agua e no dia em que foram retiradas da agua em cada ponto no rio
Bandeirantes do Norte.

A atividade da enzima de biotransformacéo de fase | em peixes, a CYP1A,
foi determinada pela atividade da enzima EROD e em P. lineatus essa enzima nao
apresentou alteragdes significativas (P = 0,615) entre os grupos testados (Figura
19). No figado dos S. notomelas a atividade da EROD apresentou aumento nos
peixes expostos no ponto C, comparados com os demais pontos (P < 0,001), e os
peixes do ponto B e D também apresentaram aumento na atividade da EROD

comparados com o ponto A.
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Figura 19: Atividade da EROD hepatica de Prochilodus lineatus e Serrapinnus notomelas submetidos
a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A, B, C e D). As barras representam as
médias e as linhas verticais o erro padrdo (n = 8-6). Letras diferentes representam diferencas
significativas entre os pontos (P < 0,05).

A atividade da enzima de biotransformacao de fase Il, a glutationa S-
transferase no figado de P. lineatus ndo variou entre os grupos analisados (P =
0,170). Em S. notomelas, os peixes expostos no ponto B, C e D apresentaram

aumentos significativos quando comparados com o ponto A (P < 0,001) (Figura 20
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A). Nas branquias, a atividade da GST em P. lineatus foi significativamente maior
nos peixes expostos nos pontos pés-curtume (B, C e D) quando comparados com 0s
peixesdo ponto A (P = 0,005). Em S. notomelas, a atividade da enzima GST nao

variou entre os grupos analisados (P = 0,035) (Figura 20 B).
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Figura 20: Atividade da GST no figado (A) e nas branquias (B) de Prochilodus lineatus e Serrapinnus
notomelas submetidos a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A, B, C e D). As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdao (n = 8-7). Letras diferentes
representam diferengas significativas entre os pontos (P < 0,05).

No figado de P. lineatus ndo houve alteragdes significativas na concentragao
de GSH (P = 0,208), em nenhum dos grupos analisados (Figura 21 A). Em S.
notomelas, os peixes expostos nos pontos B e C apresentaram concentracdes
maiores de GSH em relagéo aos peixes do ponto A (P < 0,001). Nas branquias de P.
lineatus ocorreu aumento significativo (P = 0,023) no conteudo de GSH nos peixes
expostos nos pontos poés-curtume (B, C e D) comparado com o ponto sem
interferéncia dessa industria. Nas branquias de S. notomelas também foi verificado
aumento significativo da concentracdo de GSH nos animais expostos nos ponto B, C
e D em comparagdo com os peixes do ponto A (P < 0,001) e os ponto B e C

apresentaram valores maiores que o ponto D (Figura 21 B).
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Figura 21: Conteudo de GSH no figado (A) e branquias (B) de Prochilodus lineatus e Serrapinnus
notomelas submetidos a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A, B, C e D). As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrado. Letras diferentes representam
diferencgas significativas entre os pontos (P < 0,05).

A concentragdo de PSMT em P. lineatus apresentou aumento no figado dos
peixes expostos no ponto B (P < 0,001) comparando com os demais pontos. Em S.
notomelas, os peixes expostos no ponto B apresentaram a maior concentracédo de
PSMT (P = 0,008) comparando com os peixes do ponto A, os animais dos pontos C
e D apresentaram concentragdes médias de PSMT semelhantes estatisticamente os
pontos A e B (Figura 22 A). Nas branquias, o conteudo de PSMT aumentou nos P.
lineatus mantidos no ponto D comparado com os outros grupos (P = 0,002). Em S.
notomelas, os peixes expostos no ponto D apresentaram aumento do conteudo de
PSMT quando comparados com os animais mantidos no ponto Ae C (P = 0,019), e
os peixes do ponto B apresentaram valores estatisticamente semelhantes aos

demais grupos (Figura 22 B).
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Figura 22: Concentracdo de PMST no figado (A) e nas branquias (B) de Prochilodus lineatus e
Serrapinnus notomelas submetidos a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A,
B, C e D). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrao (n = 8-6). Letras
diferentes representam diferencas significativas entre os pontos (P < 0,05).
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Os resultados de peroxidacdo lipidica hepatica e branquial estéao
apresentados na Figura 23. Em P. lineatus (P = 0,006) as concentracées de MDA, a
qual indica peroxidacédo lipidica, no figado dos animais expostos nos pontos pos-
curtume (B, C e D) apresentaram aumento significativo comparados com os animais
do ponto A. Em S. notomelas, houve aumento significativo (P = 0,006) no conteudo
de MDA nos peixes expostos nos pontos C e D, quando comparados com o ponto A
(Figura 23 A). As branquias de P. lineatus n&o apresentaram diferencas
significativas entre os grupos quanto ao conteudo de MDA (P = 0,478). Porém em S.
notomelas ocorreu redugdao (P = 0,002) na concentracdo de MDA nos peixes

mantidos no ponto D em relagdo aos demais grupos (Figura 23 B).
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Figura 23: Conteudo de MDA no figado (A) e nas branquias (B) de Prochilodus lineatus e
Serrapinnus notomelas submetidos a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A,
B, C e D). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo (n = 8-6). Letras
diferentes representam diferencas significativas entre os pontos (P < 0,05).

A analise de danos no DNA em células sanguineas mostrou que houve um
aumento nos P. lineatus expostos no ponto B em relagdo aos outros grupos (P <
0,001) e nos peixes expostos no ponto C quando comparados com os pontos A e D.
Em S. notomelas nao houve diferencgas significativas (P = 0,079) no escore de danos

no DNA entre os grupos analisados (Figura 24).
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Figura 24: Escores médios de Danos no DNA em eritrécitos de Prochilodus lineatus e Serrapinnus
notomelas submetidos a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A, B, C e D). As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrédo (n = 10-8). Letras diferentes
representam diferengas significativas entre os pontos (P < 0,05).

A atividade da acetilcolinesterase cerebral, em P. lineatus apresentou
aumento significativo (P = 0,011) nos peixes expostos nos pontos pés-curtume (B, C
e D) comparados com o ponto A. Ja em S. notomelas apenas o ponto C apresentou
aumento (P = 0,026) na atividade enzimatica em relagéo ao ponto A, os pontos B e
D apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre todos os pontos (Figura
25 A). Em P. lineatus, a atividade da AChE no musculo apresentou aumento (P <
0,001) significativo nos pontos B e C comparados com os demais grupos. Em S.
notomelas, ocorreu aumento significativo (P < 0,001) na atividade dessa enzima nos
pontos B, C e D comparados com o ponto A, e os pontos C e D apresentaram

valores maiores que o ponto B (Figura 25 B).
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Figura 25: Atividade da acetilcolinesterase no cérebro (A) e musculo (B) de Prochilodus lineatus e
Serrapinnus notomelas submetidos a testes in situ ao longo do rio Bandeirantes do Norte (pontos A,
B, C e D). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo (n = 10-8). Letras
diferentes representam diferengas significativas entre os pontos (P < 0,05).
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A partir dos resultados obtidos para cada biomarcador analisado, em cada
ponto e em cada espécie, o valor de IBR foi calculado dos pontos comparados com
os valores dos biomarcadores do grupo de peixes amostrados antes de serem
submetidos aos testes in situ, sendo esse valor distinto para cada espécie de peixe,
dependo das respostas de cada uma a exposigao.

Os valores de IBR de cada ponto do rio Bandeirantes do Norte para P.
lineatus estao representados na Tabela 4. O ponto A apresentou o menor valor de
IBR (12,35), seguido pelo ponto D (14,54), depois pelo ponto C (16,08) e pelo ponto
B, o qual apresentou maior valor de IBR (20,42). Na Tabela 5 estdo os valores de
IBR calculados a partir dos biomarcadores de S. notomelas em cada ponto
experimental. O ponto D foi o ponto que apresentou menor indice de IBR (11,46),
seguido pelo ponto A com valor de 14,18; o ponto B e C apresentaram os maiores

valores de IBR, sendo estes bem de 16,04 e 17,68, respectivamente.

Tabela 4: indices integrado das respostas de biomarcadores (IBRs) dos quatro pontos (A, B, C e D)
do rio Bandeirantes do Norte para a espécie Prochilodus lineatus.
IBR TODOS OS PONTOS PARA Prochilodus lineatus
EROD GST GST GSH GSH PSMT PSMT AChE AChE LPO LPO Danos

figado figado brénquias figado branquias figado brénquias cérebro musculo figado branquias DNA IBR
Ponto A 2,23 0,38 0,40 1,58 1,36 0,61 0,52 1,03 0,83 0,59 1,98 0,84 12,35
Ponto B 2,43 1,17 1,57 1,82 0,79 2,05 1.37 2,22 1,66 1,18 2,62 1,54 20,42
Ponto C 2,16 0,76 1,73 2,12 1,00 0,18 0,68 2,35 1,23 1,70 2,12 0,04 16,08
Ponto D 1,39 1,53 1,51 0,10 0,95 0,21 2,59 2,04 0,14 1,50 1,62 0,97 14,54

Tabela 5: indices integrado das respostas de biomarcadores (IBRs) dos quatro pontos (A, B, C e D)
do rio Bandeirantes do Norte para a espécie Serrapinnus notomelas.
IBR TODOS OS PONTOS PARA Serrapinnus notomelas
EROD GST GST GSH GSH PSMT PSMT AChE AChE LPO LPO Danos

figado figado brénquias figado branquias figado brénquias cérebro musculo figado branquias DNA IBR
Ponto A 132 1,42 0,85 0,26 0,08 0,19 0,55 2,74 2,47 0,29 1,69 2,31 14,18
Ponto B 0,36 0,09 2,12 1,83 1,98 2,46 0,82 1,51 1,72 0,98 2,15 0,01 16,04
Ponto C 1,47 1,03 2,32 1,82 2,10 1,48 0,70 1,09 0,69 1,92 1,75 1,30 17,68
Ponto D 0,00 0,97 0,62 0,40 1,11 1,04 1,68 1,77 0,49 1,75 0,14 1,48 11,46

Assim, verificam-se maiores valores de IBR para o P. lineatus e o padrao de
IBR dos pontos para cada espécie também nao foi o mesmo. Para P. lineatus a
ordem dos valores de IBR foi: ponto B > ponto C > ponto D > ponto A. Para S.
notomelas a ordem de valores de IBR foi diferente: ponto C > ponto B > ponto A >

ponto D.
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5.4 DISCUSSAO

O rio Bandeirantes do Norte € um dos principais rios do municipio de
Rolandia, sendo que desde 1970 até 1984 sua &gua era utilizada para
abastecimento publico da regido, essa atividade se encerrou devido ao aumento da
poluigdo, tornando a agua impropria para o consumo. Esse rio esta sujeito a receber
efluentes domésticos e industriais, desde sua nascente, localizada em area urbana e
industrial no municipio de Arapongas (PR). No seu trajeto, esse rio também recebe
contaminantes agricolas, como agrotoxicos e fertilizantes, pois esta cercado por
area rural. E passa proximo a um curtume, o qual contribui com sua contaminagao
devido o despejo de efluentes liquidos. Logo apds o curtume o rio continua seu
trajeto por area agricola. A mata ciliar deste rio € pouco preservada, o que facilita
ainda mais a entrada de poluentes para suas aguas e consequentemente a
exposicao de sua biota a contaminacdo. Como este rio recebe diversos tipos de
contaminantes ao longo de seu curso, as alteragdes encontradas nos biomarcadores
dos peixes expostos nos diferentes pontos, podem ser diretamente relacionadas a
um tipo especifico de contaminante ou a mistura de contaminantes pré-existente no
rio e/ou no efluente do curtume.

Os parametros fisicos e quimicos da agua nos pontos experimentais n&o
apresentaram grandes variagbes em seus valores. Ocorreu um aumento apenas na
condutividade, no dia de retirada das gaiolas, nos pontos C e D. Isto pode ser devido
ao fato de que durante a exposi¢cao dos animais choveu, aumentado a concentracao
ibnica da agua durante o periodo do experimento, pois ocorre ressuspensao do
substrato e lixiviagdo superficial nas margens do rio.

Os biomarcadores sao ferramentas de grande relevancia ecolégica e estéao
sendo utilizados em diversos trabalhos e estudos de monitoramento de ambientes
impactados (VAN DER OOST et al., 2003). Na detoxificacdo de xenobidticos estao
envolvidas enzimas responsaveis pelo processo de biotransformacdo dos
contaminantes. Essas enzimas apresentam como principal fungao alterar a estrutura
quimica dos compostos organicos, formando derivados mais polares, convertendo
estruturas lipofilicas em estruturas hidrofilicas, para que assim essas substancias
possam ser mais facilmente excretadas (AZEVEDO e DE LIMA, 2003). Ha dois tipos
principais de enzimas envolvidas no processo de biotransformacdo em peixes: as

enzimas de fase |, dentre as quais se destacam as enzimas da subfamilia CYP1A, e
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as enzimas de fase Il, como as enzimas da familia da glutationa S-transferase (VAN
DER OOST et al.,, 2003). Nos peixes expostos no rio Bandeirantes do Norte, 0
processo de biotransformagdo aumentou principalmente no figado de S. notomelas
nos peixes expostos nos pontos pos-curtume com alteracdo na atividade das
enzimas EROD e GST. Em P. lineatus também ocorreu aumento de GST apenas em
branquias. A EROD é uma enzima catalisada pela subfamilia CYP1A, quando ocorre
inducdo da CYP1A na presencga do xenobidtico, esta indugdo pode ser detectada
indiretamente através da medida da atividade da enzima EROD. A CYP1A atua em
reacoes de oxidacdo, hidrélise e redugdo, conferindo maior polaridade aos
xenobidticos por inserir ou disponibilizar grupamentos hidroxila, tornando os
compostos mais hidrofilicos. (VAN DER OOST et al., 2003). Ja a GST atua na
conjugacgao do xenobidtico com moléculas enddgenas, a glutationa, resultando desta
forma em produtos mais soluveis em agua, menos toxicos e ionizaveis, facilitando
assim a sua excrecao (NEWMAN e CLEMENTS, 2008). Desta forma, pode-se inferir
que apos o curtume ocorreu um aumento na concentragdo de contaminantes
organicos na agua e a necessidade dos organismos de eliminarem esses compostos
via biotransformagao. Foi verificado no figado de S. notomelas expostos no ponto C,
aumento na atividade da EROD em relagéo aos peixes nos demais pontos. Esse alto
valor de atividade enzimatica pode estar relacionado com a chuva presente durante
a exposicao desses animais, pois ocorreu aumento na entrada de contaminantes no
rio e ressuspensao do sedimento, deixando os animais expostos aos xenobidticos.

A entrada de um xenobidtico, como contaminantes organicos e metais no
organismo pode causar aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Essas ERO sao oxidantes extremamente potentes, podendo reagir com
macromoléculas celulares, causando diferentes tipos de danos bioldgicos que
podem levar a morte celular. Para prevenir danos celulares causados pelas ERO, os
organismos aerobicos apresentam mecanismos, enzimaticos e ndo enzimaticos, de
defesa antioxidante (MARTINEZ, 2006). Dentre os antioxidantes n&o enzimaticos, a
GSH é a que mais se destaca, atuando no sequestro de radicais livres,
neutralizando as ERO e assim impedindo danos celulares causados por elas
(HERMES-LIMA, 2004). As duas espécies apresentaram aumento do conteudo de
GSH nas branquias dos peixes expostos nos pontos pds-curtume (B, C e D) e
apenas S. notomelas apresentou aumento desse tripeptideo no figado dos peixes

expostos nos pontos pos-curtume. Estes resultados indicam tentativa dos
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organismos de se defenderem contra a agdo das ERO, e possivel estado de
estresse oxidativo. Outro fator que pode ter levado ao aumento na concentracéo de
GSH, é da utilizagdo deste nas reagdes de conjugagcdo com o xenobidtico mediadas
pela enzima GST (VAN DER OOST et al.,, 2003), desta forma pode ter ocorrido
aumento na sintese ou na reciclagem de GSH, visto que ocorreu aumento da
atividade enzimatica da GST, consequentemente o uso e necessidade de GSH.

Como um dos principais poluentes existente nos efluentes de curtume é o
metal cromo, foi realizada a analise da concentracdo de proteinas semelhantes as
metalotioneinas, que sdo biomarcadores diretamente relacionados a exposicao a
metais, pois apresentam uma alta afinidade por ions metalicos livres, se ligando ao
excesso de metais no organismo (MONSERRAT et al., 2007). No presente trabalho,
P. lineatus e S. notomelas apresentaram aumento na concentracido dessas
proteinas no figado dos peixes expostos no ponto logo apés o curtume (ponto B),
indicando possivel contaminagédo por cromo nesse local, que poderia ter estimulado
a sintese dessas proteinas. Um estudo realizado nesse rio no ano anterior mostrou
contaminagdo da agua e do sedimento por cromo apos o curtume e também maior
acumulo de cromo e aumento na concentracdo de PSMT no figado de peixes P.
lineatus expostos nesse local (LUNARDELLI et al., 2014). Nas branquias, ocorreu
aumento da concentracdo de PSMT nos peixes das duas espécies mantidos no
ponto D, que podem estar atuando como agente quelante de metais ou como
antioxidantes, evitando as possiveis lesdes oxidativas causadas pelas espécies
reativas de oxigénio (SUZUKI et al., 2002; FALFUSHYNSKA e STOLYAR, 2009).
Essa resposta das PSMT nas branquias dos peixes expostos apenas no ponto D
pode ter ocorrido devido a presenga de produtos da transformagao/degradacéo das
substancias presentes no efluente do curtume ao longo do trajeto do rio, que podem
ser mais toxicos que aquelas liberadas inicialmente, isso vai depender,
principalmente, das propriedades do ambiente (quimicas e fisicas) e das
caracteristicas dos contaminantes (LYMAN, 1995; MOZETO e ZAGATTO, 2006). Ou
também devido a entrada de contaminantes nessa localidade, pois durante o
periodo em que os peixes ficaram expostos.

Um aumento na producédo de ERO, formadas direta ou indiretamente pela
entrada de um contaminante, pode ter como resultado o estresse oxidativo e
eventuais danos biolégicos, como peroxidagao lipidica, danos em proteinas,
inativacdo de enzimas e quebras no DNA (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2005).
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Foram verificados varios danos oxidativos nos peixes expostos no rio Bandeirantes
do Norte. A peroxidagao lipidica no figado apresentou-se maior nas duas espécies
mantidas nos pontos apds o curtume, em P. lineatus nos pontos B, Ce D e em S.
notomelas nos pontos C e D, comparados com os animais mantidos no ponto A.
Também foi encontrado aumento de danos no DNA nas células sanguineas, que
podem ser causados pelas ERO ou por contaminantes genotoxicos, apenas em P.
lineatus expostos no ponto B e C, sendo que os peixes mantidos no ponto B
apresentaram a maior média de escore de danos em relacdo a todos os grupos
analisados. Esses resultados indicam que apds o local de descarga de efluentes
pelo curtume, a agua do rio Bandeirantes do Norte aumenta a ocorréncia de danos
celulares nos peixes, dessa forma também podem causar danos nos organismos
que residem nesse ecossistema impactado.

Outro biomarcador bioquimico que apresentou alteragcdes em sua atividade foi
a enzima acetilcolinesterase, cuja principal funcao é quebrar a acetilcolina (ACh),
durante a transmissdo do impulso nervoso, em colina e acido acético, evitando
assim a acgao continua da acetilcolina durante o impulso nervoso, mantendo o
funcionamento normal dos sistemas sensorial € neuromuscular (VAN DER OOST et
al., 2003). A maioria dos trabalhos esta relacionada com a inibicao da atividade da
AChE, e existem muitos anti-colinesterasicos ja testado, dentre os quais se destaca
os inseticidas com enfoque principalmente para os carbamatos e organofosforados
(FERRARI et al., 2007). Porém, outros estudos comprovam que peixes submetidos a
concentragdes sub-letais de outros agrotoxicos podem apresentar alteragdes na
atividade da acetilcolinesterase (FERRARI et al., 2007; MODESTO e MARTINEZ,
2010a). Em P. lineatus alteragbes na atividade da acetilcolinesterase causada por
agrotoxicos ja foram evidenciadas por Pereira Maduenho e Martinez (2008) e
Modesto e Martinez (2010a e 2010b), expondo os peixes a Diflubenzuron®,
Roundup® e Roundup Transorb®, respectivamente. E estudos ja indicam a
alteracdo da atividade desta enzima com outros contaminantes, como por exemplo
os metais (FRASCO et al., 2005; ALVES COSTA et al., 2007). Entretanto, quando se
trata de mistura de poluentes torna-se complicada a afirmacédo e discussao dos
resultados encontrados para as alteragdes na atividade enzimatica da AChE.

Em P. lineatus ocorreu aumento da atividade enzimatica no cérebro dos
peixes expostos nos pontos pds-curtume e no musculo nos peixes mantidos nos

pontos B e C. Em S. notomelas aumento na atividade da AChE nos cérebro dos
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peixes expostos no ponto C e no musculo dos animais dos pontos B, C e D. Essa
estimulacdo pode ter ocorrido devido a contaminantes existentes no efluente do
curtume, como por exemplo o metal cromo, ja que o aumento na atividade dessa
enzima ocorreu nos animais mantidos pos-curtume. Porém, estudos publicados
sobre os efeitos de metais sobre a atividade da AChE apresentaram alguns
resultados contraditérios, alguns estudos apresentam inibigdo enzimatica e outros
estimulacdo para um mesmo metal (FRASCO et al.,, 2005). Desta forma, para
afirmacdo de que a estimulagado da AChE ocorreu devido efeito do cromo, estudos in
vivo com esse metal isolado e essas espécies deveriam ser realizados.

Através da aplicagcéo do indice integrado de respostas de biomarcadores,
baseado nas respostas dos biomarcadores das duas espécies, foi possivel
classificar os pontos de acordo com o nivel de contaminag¢ao de cada local. Para P.
lineatus os valores de IBR seguiram a seguinte ordem: ponto B > ponto C > ponto D
> ponto A. Com isso, fica evidente que para essa espécie as maiores alteragdes nos
seus biomarcadores ocorreram nos pontos pos-curtume, sendo o ponto proximo ao
curtume o mais comprometido, seguindo um gradiente de contaminacéo gerado pelo
efluente liberado pelo curtume. O baixo valor de IBR no ponto A para P. lineatus,
pois nao apresenta influéncia da industria de curtimento de couros, apesar de ja
possuir contaminagéo prévia ao longo de seu trajeto. Esses valores de IBR indicam
que P. lineatus apresentou sensibilidade aos contaminantes presentes no efluente
eliminado pelo curtume. Os valores de IBR para a espécie S. notomelas foram
diferentes dos encontrados em P. lineatus, ndo apresentando o gradiente de
contaminagao gerado pelo curtume que ocorreu com a outra espécie, sendo o ponto
C o que apresentou maior contaminagéao, seguido do ponto B > ponto A > ponto D.
Porém, mesmo ndo apresentando o gradiente de contaminagédo, os pontos que
apresentaram maior contaminacgao para S. notomelas também foram os localizados
apoés o curtume. Esses valores indicam que essa espécie ndao mostrou-se sensivel
apenas a contaminagao gerada pelo curtume, mas desde a exposi¢gao ao ponto A,
pois apresentou uma diferengca de IBR pequena entre o ponto A e B. Com os
resultados de IBR para as duas espécies, fica evidente que os locais com maior
contaminagao estdo localizados préximo ao curtume (ponto B e C), devido ao
acréscimo de contaminantes gerados e eliminados no efluente dessa industria.

Em resumo, os resultados deste trabalho indicam que a qualidade da agua

do rio Bandeirantes do Norte esta comprometida desde sua nascente até a regido de
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Rolandia, onde foram realizados os estudos, e que o efluente liquido do curtume
contribui para o aumento da contaminagcdo do rio, podendo comprometer a biota
aquatica desse ecossistema. A utilizagcdo de duas espécies para o monitoramento
ambiental mostrou-se interessante, pois alteracdes diferentes nos biomarcadores
foram encontradas, P. lineatus apresentou principalmente alteragdes nos
biomarcadores nas branquias, em proteinas semelhantes as metalotioneinas no
figado, alteragdo na acetilcolinesterase e danos celulares. Ja a espécie S.
notomelas apresentou biotransformagédo no figado, alteragdo nos antioxidantes, na
acetilcolinesterase e apenas dano de peroxidacéo lipidica. A aplicacédo do indice IBR
independente da espécie estudada e da ordem dos pontos em relacdo a
contaminagdo, apresentou-se eficiente apontando os pontos com maior
contaminacgao, proximos ao curtume. Desta forma, a utilizagdo de biomarcadores de
P. lineatus e S. notomelas em testes in situ mostrou-se eficaz para a avaliacido da
qualidade da agua, podendo ser empregada em futuros estudos de contaminagao de

ecossistemas aquaticos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho possibilitaram a avaliacdo da qualidade
da agua do rio Bandeirantes do Norte na regido de Rolandia (PR) através do
biomonitoramento realizado com duas espécies de peixes nativas Prochilodus
lineatus e Serrapinnus notomelas. Alteragdes encontradas nos biomarcadores
desses peixes indicam contaminacdo frente a poluentes presentes na agua e no
sedimento desse rio. Apesar do rio Bandeirantes do Norte apresentar contaminagao
de sua agua proveniente de diversos meios poluentes (doméstico, industrial e
agricola), a presenca de uma industria de curtimento de couros préximo ao corpo
d’agua mostrou-se potencializadora da contaminagdo desse ecossistema. Mesmo
com a implementagcdo de medidas redutoras de poluicdo, como a estacdo de
tratamento de efluentes, o efluente liquido eliminado no rio mostrou-se capaz de
alterar diversos parametros bioquimicos e genéticos nos peixes.

As alteracdes nos biomarcadores dos peixes indicam que o acréscimo do
efluente gerado pelo curtume no rio causa ativagdo do processo de
biotransformacdo, aumento na concentracdo do antioxidante nao enzimatico
glutationa, aumento na concentragcéo de proteinas semelhantes as metalotioneinas,
danos celulares, como peroxidacido lipidica e quebras no DNA, e alteracdo na
atividade da acetilcolinesterase. Também induziu ao acumulo de cromo no figado de
P. lineatus e maiores concentragdes deste metal na agua e no sedimento.

Como este trabalho foi realizado em dois periodos distintos, pode-se
encontrar algumas diferengas nas respostas dos biomarcadores para uma mesma
espécie, devido a dinamica de poluicdo presente nesse rio. Fatores como aumentos
na precipitacdo pluvial, época de aplicagdo de agrotdxicos, periodos com maior
eliminacao dos efluentes do curtume, composi¢cao e concentragcdo dos poluentes
deste efluente, variagbes metabdlicas em funcdo da temperatura, entre outros
fatores, devem ser levados em consideracao para essas diferencas encontradas.

A utilizacdo de duas espécies no monitoramento da qualidade da agua
mostrou-se vantajosa, da mesma forma que a aplicagdo de mais de um biomarcador
faz-se necessaria nesses programas de monitoramento. IsSso porque respostas
diferentes foram encontradas nas duas espécies, indicando sensibilidade e

alteracdes nos biomarcadores caracteristica de cada uma.
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Como as respostas dos biomarcadores das duas espécies foram diferentes,
os valores de IBR para as duas espécies também foram distintos, porém
apresentaram os locais com maior contaminagdo, sendo estes os pontos mais
proximos ao curtume. A diferenca no IBR das duas espécies ocorreu na
classificagdo da contaminagdo no ponto anterior ao curtume e no ultimo ponto
analisado, onde S. notomelas teve valor de IBR préoximo aos dos pontos pos-
curtume, enquanto P. lineatus apresentou maiores valores de IBR apenas nos
pontos pos-curtume. Mesmo com essa diferenga existente nos IBRs para as duas
espécies, a aplicagcao deste indice mostrou-se satisfatéria, pois apresentam de
forma clara os locais mais afetados com maior contaminagao, no caso gerado pelo
efluente liberado pelo curtume.

Poucos sao os trabalhos que fazem uso de biomarcadores bioquimicos e
genotdxicos em peixes expostos em rios que recebem efluentes de curtume. Desta
forma, esse trabalho vem contribuir para futuros estudos de monitoramento de
ambientes impactados com contaminagdo semelhantes a estudada, e que a partir
disso possam ser empregadas metodologias de mitigagdo ou redugdo de impacto,

evitando maiores danos a saude da biota residente nesses locais.



