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ESTUDO ECOTOXICOLOGICO EM MACHOS E FEMEAS DE Poecilia reticulata
EXPOSTOS A UM EFLUENTE PESQUEIRO DO MUNICIPIO DE GOIANIA
(GO)

RESUMO

AUTOR: RAFAEL COSME MACHADO
ORIENTADORA: PROFA. DRA. SIMONE MARIA TEIXEIRA DE SABOIA-MORAIS

Palavras-chave: Contaminacdo antrdpica, guppy, ecotoxicologia, endpoints e sazonalidade

E-mail: rafaelcosmegyn@hotmail.com; simonesaboias@gmail.com

A toxicidade de contaminantes ambientais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), metais pesados e cianotoxinas tem sido frequentemente investigada quanto aos seus
aspectos bioquimicos, celulares e patoldgicos sobre animais e seres humanos. Dentre 0s metais
pesados, 0 cobre é um elemento quimico que em concentracGes traco, € comumente encontrado
em lagos naturais e artificiais. O aumento na concentracdo desse metal em pesqueiros, devido ao
uso de algicidas, como o CuSOs, ou pela lixiviagdo do solo, é responsavel pela intoxicacdo dos
organismos aquaticos, particularmente os peixes, que por consequéncia representam um risco
potencial para a salde humana. Esse estudo teve por objetivo determinar a composicao
fitoplanctonica, as caracteristicas fisico-quimicas e 0s principais contaminantes organicos e
inorganicos dos corpos hidricos, além de avaliar a toxicidade aguda do efluente bruto do
pesqueiro Jad utilizando endpoints histoldgicos, etoldgicos, genotoxicos e enzimaticos em
Poecilia reticulata. Foram encontradas concentragdes de Cu?*, fosforo e nitrogénio acima do
permitido pelas resolugdes n® 357 e 430 do CONAMA, elementos que, em sinergia com demais
contaminantes quimicos em mistura, causaram toxicidade aguda para P. reticulata expostos no
periodo de seca (CEso-96n de 60,48% para machos e de 85,08% para fémeas) e de chuva (CEso-g6h
de 32,29% para machos e de 49,50% para fémeas). Este estudo demonstrou que o cobre possui
acentuada deposicdo sobre o parénquima hepéatico de machos e fémeas de P. reticulata. Em
analise da porcdo medial do intestino delgado, foi observado que o aumento na producdo de
mucina é uma reposta fisiolégica ao estresse causado pelo cobre, quantificado no efluente
pesqueiro, de modo que esses mesmos resultados foram observados quando os espécimes foram
expostos a concentragdo letal média de 96 horas (CLso-gsh) do Cu?* (0,82 + 0,17 mg.L? de
CuSO4). Também foi observado o efeito genotoxico do efluente do periodo de seca e de chuva
sobre os eritrocitos de P. reticulata de modo que as fémeas apresentaram maior sensibilidade
(p<0,05) a contaminacdo pelo cobre. Em ensaio enzimético a atividade da carboxilesterase
(CarbE) foi reduzida (p<0,05) em fémeas expostas ao efluente do periodo chuvoso ndo sendo
observadas alteracbes na atividade da catalase (CAT) e da glutationa-S-transferase (GST).
Medidas mitigadoras devem ser tomadas para que se reduza a contaminagdo por cobre e
macronutrientes no pesqueiro estudado, evitando assim 0s riscos potenciais & comunidade
aquatica e pesqueira.
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ECOTOXICOLOGICAL STUDY IN MALES AND FEMALES OF Poecilia
reticulata EXPOSED TO A FISHING EFFLUENT IN THE CITY OF GOIANIA
(GO)

ABSTRACT
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The toxicity of environmental contaminants such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS),
heavy metals and cyanotoxins has frequently been investigated for its biochemical, cellular and
pathological aspects on animals and humans. Among heavy metals, copper is a chemical element
that in trace concentrations is commonly found in natural and artificial lakes. The increase in the
concentration of this metal in fishing ponds due to the use of algicides, such as CuSQas, or by
leaching of the soil, is responsible for the intoxication of aquatic organisms, particularly fish,
therefore representing a potential risk to human health. The aim of this study was to determine the
phytoplanktonic composition, physicochemical characteristics and the main organic and inorganic
contaminants of the water bodies, as well as to evaluate the acute toxicity of the crude effluent
from the Jad fishing pond using histological, ethological, genotoxic and enzymatic endpoints in
Poecilia reticulata. Concentrations of Cu?*, phosphorus and nitrogen were higher than allowed by
CONAMA resolutions 357 and 430, which, in synergy with other chemical contaminants in the
mixture, caused acute toxicity to P. reticulata exposed during the dry season (EC50-96h of
60.48% for males and 85.08% for females) and for rainy (EC50-96h of 32.29% for males and of
49.50% for females). This study demonstrated that copper has a pronounced deposition on the
hepatic parenchyma of males and females of P. reticulata. In the analysis of the medial portion of
the small intestine, it was observed that the increase in mucin production is a physiological
response to stress induced by copper, quantified in the fishing effluent, so that the same results
were observed when the specimens were exposed to the average lethal concentration of 96 hours
(CLso-g6n) to Cu?* (0.82 + 0.17 mg.L™? of CuSQO.). It was also observed the genotoxic effect of the
effluent from the dry and rainy season on the P. reticulata erythrocytes, so that the females had a
higher sensitivity (p <0.05) to the copper contamination. In enzymatic assays, the activity of
carboxylesterase (CarbE) was reduced (p <0.05) in females exposed to the rainy season effluent
and no changes in the activity of catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST) were
observed. Mitigating measures should be taken to reduce contamination by copper and
macronutrients in the fishing pond studied, thus avoiding potential risks to the aquatic and human
communities



1. Introducéo

O constante despejo de poluentes quimicos no meio ambiente tem afetado o equilibrio dos
ecossistemas naturais e, consequentemente, tem chamado a atencdo de varios pesquisadores e
Orgdos governamentais para o estado de salde dos organismos aquaticos (LEME & MARIN-
MORALES, 2009). No geral, o despejo ambiental de efluentes, quando ndo adequadamente
tratado, pode levar a deterioracdo da qualidade da &gua, sendo essa considerada uma das
principais causas da poluicdo de corpos receptores como os rios (MACEDA-VEIGA; MONROY,;
DE SOSTOA, 2012).

Os poluentes quimicos tém se tornado uma crescente ameaca ao ambiente aquatico, sendo
0s seres humanos e 0s ecossistemas expostos a uma mistura altamente varidvel e desconhecida de
compostos. Embora os produtos quimicos, geralmente, sejam presentes em baixas concentracoes
nos rios e lagos, eles podem interagir entre si, resultando em efeitos toxicologicos aditivos ou
sinérgicos (GOUJON et al., 2014).

As 4aguas superficiais, como os rios e lagos, de muitas bacias hidrograficas sdo alvos
recorrentes do acumulo de misturas contaminantes devido a lixiviacdo de residuos urbanos,
agricolas e domésticos (MAZZEO et al., 2015). As interacdes bioldgicas destas misturas
organicas e inorganicas representam uma questdo ecoldgica importante na compreensdo da
toxicidade de xenobidticos e metais pesados nos corpos hidricos, entretanto, as interacdes entre as
misturas e 0s mecanismos de sinergia sdo de dificil compreensdo (TILTON et al., 2011).

Assim, fatores ambientais abi6ticos como a temperatura, pH e 0 oxigénio dissolvido bem
como alguns fatores bidticos como presenca de agentes patogénicos e toxinas naturais, como as de
alguns géneros de cianobactérias, podem contribuir para o aumento da toxicidade de poluentes
aquaticos (AUGUSTYNIAK et al., 2014).

Diversos compostos xenobidticos podem ser comumente encontrados em &guas
eutrofizadas, principalmente nas de sistemas de aquicultura que contém descargas de residuos
industriais ou domésticos, de modo que pouca atencdo tem sido dada as interacdes entre
contaminantes organicos, inorganicos e suas variagdes sazonais (TAO et al., 2013).

Nesse contexto, o crescimento populacional e o aumento na demanda mundial por
alimentos de origem aquatica, como 0s peixes, resultaram em uma expansdo nos sistemas de
aquicultura, entretanto, juntamente com esse crescimento também se tornaram maiores 0s casos
de contaminagdo por compostos xenobidticos em corpos hidricos (CORREA & PENAFORT,
2011).



Devido a poluicéo e consequente eutrofizacdo de corpos hidricos como 0s pesqueiros, 0s
episddios de floracbes de cianobactérias tdxicas tém sido descritos, sempre associados a
problemas de saide humana e envenenamento de animais, devido ao aumento desses organismos
ao longo dos ultimos anos (GARCIA-VILLADA et al., 2004).

Dentre alguns taxons de cianobactérias, os géneros Anabaena sp., Microcystis sp e
Planktothrix sp. sdo descritos como produtores de cianotoxinas, sendo tdxons de ocorréncia
mundial que, dependendo do estado tréfico de um corpo hidrico, podem atingir altas densidades
populacionais formando grandes biomassas fitoplanctonicas denominadas de blooms (SILVA et
al., 2013).

Em ambientes impactados, os seres humanos estdo frequentemente expostos a poluentes
organicos, metais pesados e toxinas por diferentes vias, incluindo pelo consumo de agua ou
produtos alimentares contaminados e pelo contato recreativo. Assim, a contaminacdo das aguas
superficiais pode causar problemas de qualidade da agua para a aquicultura, além de ser um fator
de risco para a satde do ser humano e dos animais. (CORBEL; MOUGIN; BOUAICHA, 2014).

Estudos com cianotoxinas somente passaram a ter destaque ap6s a morte de 52 pacientes
por contaminagdo com microcistinas ocorrida em uma clinica de hemodialise na cidade de
Caruaru-PE (AZEVEDO et al., 2002), onde foram definidas concentragbes méximas desta
cianotoxina em corpos hidricos pela Portaria n° 514 do Ministério da Saude e pela Resolucdo n°
357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), sendo este considerado como o
marco inicial do monitoramento de cianotoxinas em corpos hidricos continentais brasileiros.

Dentre as ferramentas empregadas para o estudo de lagos e rios impactados, no Brasil,
varias espécies de peixes, como Poecilia reticulata, tém sido utilizadas para se avaliar a
toxicidade ambiental de compostos quimicos como as cianotoxinas, o cobre (MACHADO et al.,
2013) e efluentes liquidos, sejam eles industriais (LARSSON et al., 2002), pluviais urbanos
(MACEDA-VEIGA; MONROY; DE SOSTOA, 2012), agricolas ou domésticos (BERTOLETTI,
2009).

Nesse contexto, este estudo buscou monitorar as populaces de cianobactérias e
quantificar poluentes ambientais como cianotoxinas, metais pesados, HPAs, pesticidas e
herbicidas em um lago artificial pesqueiro da cidade de Goiania-GO, investigando os efeitos da
toxicidade aguda dessas aguas sobre o guar( (P. reticulata) por meio da avaliacdo de endpoints
comportamentais, histoldgicos, genotoxicos e enzimaticos. Com isso, busca-se gerar informac6es

sobre a estrutura das populagdes de cianobactérias além de caracterizar esse corpo hidrico quanto



aos principais poluentes organicos e inorganicos oriundos do aumento nas atividades antropicas

dessa regido.

2. Revisao Bibliografica
2.1. Recursos Hidricos

Grande parte da superficie do planeta Terra (cerca de 75%) é coberta com agua, seja ela no
estado sélido, liquido ou gasoso, entretanto, desse total apenas 5% € de agua doce. A maior parte
da agua doce é encontrada sob a forma de geleiras nos polos norte e sul, sendo uma menor
quantidade correspondente aguas subterraneas, e apenas 0,01% distribuida entre rios e lagos
(ODLARE, 2014).

Devido ao crescimento populacional e consequente desenvolvimento econémico, a
demanda de adgua para consumo urbano, industrial e agricola tem aumentado na Gltima década. De
acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU), o racionamento de agua é uma questdo
critica em muitos paises e cerca de 2 bilhdes de pessoas estardo vivendo em regides com escassez
de 4gua até 2025 (WANG & HUANG, 2014).

A poluicdo da &gua é hoje um dos grandes problemas mundiais que é discutido no &mbito
de saude publica, sendo necessaria a avaliacdo e caracterizacdo dos potenciais contaminantes, seja
de origem organica ou inorganica, levando em consideracdo as flutuacdes populacionais nas
comunidades aquaticas e a sazonalidade (TRAN et al., 2014).

Antes do século XIX a qualidade da dgua era associada apenas aos parametros como cor,
sabor, odor e principalmente quanto aos veiculos de transmissdo de doencas sendo estes 0s
aspectos que justificavam a necessidade do seu tratamento e monitoramento de qualidade
(SANCHES et al., 2012).

Ao lidar com as caracteristicas ambientais, a determinacdo, exata, de parametros fisicos,
quimicos e biologicos € dificil devido a grande variabilidade que caracteriza os sistemas naturais.
Assim, a sazonalidade pode ser vista de maneira ciclica, 0 que torna os resultados da detec¢do dos
parametros dependentes da escala temporal, seja ela mensal, semestral ou anual (ANGHILERI;
PIANOSI; SONCINI-SESSA, 2014).

Os ecossistemas aquaticos devem ser monitorados para se obter conhecimento das
alteracbes na composicdo biotica e abidtica que ocorrem em detrimento das ages antropicas,
assim, politicas e estratégias integradas precisam ser implementadas para se minimizar 0s
problemas de conservagéo desses ambientes. O cenario do monitoramento hidrico, principalmente

nas regides dos grandes centros urbanos, é caracterizado pela crescente ocorréncia de poluentes



emergentes como agrotoxicos (HARAYASHIKI et al., 2013) e horménios (YAN et al., 2014) e
pela deficiéncia da legislacdo nacional que regulamenta a qualidade e vigilancia da agua
(HESPANHOL, 2013).

2.2. Ecotoxicologia

A ecotoxicologia € uma ciéncia moderna que estuda os efeitos adversos das substancias
quimicas sobre os ecossistemas e a biodiversidade, sendo intrinsicamente relacionada com a
ecologia e a toxicologia tanto em seu aspecto conceitual quanto metodologico (TARAZONA,
2014). Se divide em trés grandes areas, a ecotoxicologia terrestre, aérea e aquatica, sendo a Ultima
a mais antiga e reconhecida historicamente devido ao fato dos ecossistemas aquaticos serem 0s
principais corpos receptores de contaminantes, sejam eles lancados diretamente nos corpos
hidricos por meio das descargas de efluentes, emitidos no ar ou lixiviados a partir de solos
contaminados (COSTA et al., 2008).

A maioria dos estudos realizados em ecotoxicologia ocorrem a nivel individual e com um
unico agente estressor, entretanto, em condi¢Ges ambientais o estresse multiplo é recorrente
devido a variacdo de caracteristicas abidticas, competicdo intra e interespecifica, dentre as outras
caracteristicas que tornam complexas as andlises e descri¢des dos fatores ambientais (JAGER et
al., 2014).

Vaérios testes para avaliacdo ecotoxicoldgica sdo disponiveis para estudos ambientais e, em
conjunto, sdo capazes de descrever diferentes mecanismos de agdo de substancias toxicas,
tornando-se excelentes ferramentas no diagndstico e prognostico de alteracGes nos ecossistemas,
entretanto, nesse tipo de estudo deve ser dada a devida atencdo a extrapolacao dos resultados dos
testes experimentais para o ambiente (SCHMITT-JANSEN et al., 2008).

Dentre os estudos realizados em ecotoxicologia, destacam-se 0s que se destinam a analise
de cargas excessivas de nutrientes (N e P), tendo em vista que a ampla disponibilidade de
nutrientes é uma condicdo necessaria para o estabelecimento e consolidacdo de densas biomassas
de algas em corpos hidricos o que acaba por reduzir a luminosidade e consequente taxa
fotossintética na coluna de agua desencadeando a mortandade de peixes e outros organismos
aquaticos (LURLING & OOSTERHOUT, 2013).

A deteccdo e caracterizacdo de residuos quimicos em um ambiente torna-se importante
guando se busca conhecer se o residuo promove algum um efeito toxicoldgico significativo sobre
0 meio ambiente. Assim, 0s bioensaios ecotoxicoldgicos tornam-se cada vez mais importantes nos

estudos de ambientes terrestres e aquaticos sob acdo antropica, pois possibilitam detectar



alteracbes biologicas por meio dos efeitos agudos ou cronicos de substancias nos organismos
(ARAUJO et al., 2006).

Essas alteracGes bioldgicas, desencadeadas pela contaminacdo por poluentes urbanos,
podem ser reconhecidas por meio da anélise de parametros genéticos, enzimaticos, celulares e
histologicos em 6rgédos de animais contaminados (SANTOS et al., 2016).

Muitos agentes quimicos ndo sdo tdxicos ou apresentam baixa toxicidade, entretanto,
quando ativados por biotransformacéo podem tornar-se metabdlitos toxicos. De forma alternativa,
um toxicante muito potente pode ser detoxificado rapidamente por biotransformacédo (Figura 1).
Efeitos toxicos estdo relacionados & concentragdo desses metabdlitos no 6rgdo-alvo. Assim, a
resposta toxica exercida pelos agentes é consideravelmente influenciada por taxas de absorcao,
distribuicdo, biotransformacéo e excrecdo (KLAASSEN & WATKINS l11l, 2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica da disposicdo e dos efeitos toxicos de agentes quimicos
(KLAASSEN & WATKINS 111, 2012).

2.3. Eutrofizacéo
O acumulo de matéria organica em rios, lagos ou represas pode desencadear o inicio do
processo de eutrofizacdo por meio da deterioracdo da qualidade das dguas superficiais, seja devido
a acdo do proprio contaminante organico ou pela formacédo de subprodutos prejudiciais (ZHANG
et al., 2014). Assim, ambientes aquéaticos altamente suscetiveis a contaminantes, como 0s
pesqueiros ou corpos receptores de efluentes, possuem baixa capacidade de se recuperar e voltar

a0 seu estado original, ou seja, baixa resiliéncia (GOMEZ et al., 2014).



A eutrofizacdo é um processo natural de enriquecimento de corpos hidricos por acimulo
de nutrientes, principalmente compostos nitrogenados e fosfatados, que sdo essenciais na
proliferacdo e crescimento da biomassa fitoplancténica, formando assim uma densa camada de
algas denominada de floragdo ou bloom (NDONG et al., 2014).

O estabelecimento de uma floragdo conduz, entre outros efeitos, a perda de transparéncia,
reducdo da quantidade de oxigénio dissolvido, elevada concentracdo de clorofila-a e a presenca de
odor e sabor nas dguas. Sabe-se que em condic¢des naturais os corpos hidricos podem levar até
milhares de anos para tornarem-se eutrdficos, entretanto, justifica-se o aumento de ocorréncias de
blooms devido a presenca de atividade antrdpica nesses ambientes (KHAN & ANSARI, 2005).

Em um bloom, apenas algumas espécies dominam a comunidade do fitoplancton, sendo
estas algas geralmente pertencentes a divisdo Cyanophyta. Dentre estas, algumas espécies sao
frequentemente relatadas devido a sua ampla ocorréncia e toxicidade (Figura 2), como por
exemplo Microcystis aeruginosa, Anabaena spiroides e espécies do género Planktothrix
(PEREIRA, 2004). Varios fatores abioticos tais como a temperatura, luz, disponibilidade de
nutrientes, e turbuléncia induzida pelo vento, podem desempenhar um papel importante na

formacdo de grandes biomassas fitoplanctonicas de cianobactérias (GENG; QIN; YANG, 2013).
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Figura 2. Origem dos blooms de cianobactérias toxicas e possiveis vias de exposi¢cdo humana.
*80% da exposi¢do humana a cianotoxinas (MEREL & WALKER et al., 2013).




O crescimento excessivo de algas em reservatorios brasileiros € uma realidade que tem
prejudicado esses corpos hidricos, sejam eles para fins de abastecimento, balneabilidade,
agricultura ou atividades pesqueiras. Algumas espécies de cianobactérias podem causar gosto e
odor desagradaveis na agua, entretanto, 0 maior problema esta no fato de que alguns desses taxons
podem produzir cianotoxinas que, dependendo da sua concentracdo nas aguas e tipo de exposicao,
podem causar a morte de animais domesticos e selvagens e também promover a intoxicacao
humana pela ingestdo de aguas ou alimentos contaminados (SANCHES et al., 2012).

Portanto, gestores de recursos hidricos e toxicologistas aquaticos devem utilizar de
tratamentos eficazes para mitigar os processos de eutrofizacdo, sendo que a primeira etapa
necessaria é o controle da eutrofizacdo por meio do combate a entrada direta de poluentes
organicos, seguindo com o seu isolamento dos corpos receptores, contribuindo assim para 0 néo
agrave da qualidade da 4gua (LURLING & OOSTERHOUT, 2013).

2.4. Efluentes Aquaticos
Na maioria dos grandes centros urbanos, a eliminacgdo de elevadas quantidades de residuos
domeésticos, quimicos e industriais em diferentes corpos hidricos tem efeitos negativos sobre 0s
habitats aquaticos, desencadeando modificacdes nos padrdes de reproducdo e sobrevivéncia da
fauna e flora local. Assim, rios e lagos sdo frequentemente usados como corpos receptores de
residuos provenientes de grandes regiGes metropolitanas e municipios que apresentam atividades
agricolas (MONTAG et al., 2011).
Quando ndo se conhece a composicdo de misturas complexas com potencial toxicologico,
0 emprego de biomonitores torna-se importante para se avaliar uma possivel fonte de
contaminacdo. Na analise do efeito de efluentes aquéticos sobre um ecossistema, biomonitores
animais e vegetais sdo muito utilizados, pois, quando comparados com as analises de residuos
guimicos, esses organismos possuem a vantagem de possibilitar inferéncias bioldgicas relevantes.
Assim, quando expostos, além de apresentarem respostas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas
a diferentes grupos de contaminantes quimicos, 0s biomonitores aquéaticos também determinam os
efeitos da exposicdo ao efluente toxico sobre a salde e sobrevivéncia das populacdes expostas
(RIFFAT & AHMAD, 2005).
No Brasil, o despejo de efluentes em um corpo receptor deve estar de acordo com 0s
critérios de ecotoxicidade previstos na Resolugdo n° 430 do CONAMA, de modo que 0s

resultados devem se basear em ensaios ecotoxicoldgicos com validagdo nacional ou internacional,



utilizando organismos de dois niveis troficos distintos. Para isso, a resolucdo exige a realizacdo de
uma estimativa da concentragéo letal mediana (CLso) ou concentracdo efetiva mediana (CEso) que
é a concentracdo do efluente aquatico que causa efeito agudo a 50% dos organismos (CONAMA,
2011).

As descargas de efluentes industriais e domésticos nos rios séo a fonte de polui¢do mais
comum nesses ecossistemas, pois, varios efluentes contém misturas toxicas, como metais
pesados, herbicidas, pesticidas e outros que, juntos, podem agravar as condi¢cGes ambientais de um
ecossistema aquéatico (HOSHINA & MARIN-MORALES, 2009).

2.5. Divisado Cyanobacteria

Cianobactérias (cianoprocariotos, cianoficeas ou algas azuis) representam um antigo,
diverso e abundante grupo de micro-organismos que sao pertencentes ao dominio Eubacteria por
possuirem como principais caracteristicas a presenca de parede celular proteica semelhante a das
bactérias gram-negativas (peptidoglicano), atividade fotossintética (fotossistema | e Il) e auséncia
de organelas em seu citoplasma (STANIER & COHEN-BAZIRE, 1977).

As cianobactérias ocorrem numa grande variedade de morfologias sendo que a sua
classificacdo tem sido baseada em caracteristicas morfoldgicas simples. Possuem organizacdo
unicelular, filamentosa, ramificada ou pseudoramificada podendo ser envolvidas por uma fina ou
difusa camada gelatinosa (bainha) ou permanecendo agrupadas em coldnias. Algumas formas
coloniais formam blooms de superficie que sdo reconheciveis a olho nu. Existem diferentes tipos
morfolégicos de células que variam entre esférica, oval, fusiforme, bastonete ou irregular. Uma
tendéncia evolutiva importante dentro da ordem Chroococcales (unicelulares e coloniais) € a
polarizacdo de células em talos possuindo um padréo de divisdo celular especifico (KOMAREK,
2003).

Devido a sua diversidade morfolégica, as cianobactérias podem ocupar ambientes com
diferentes condicBes abioticas, como por exemplo, 0 ambiente desértico onde ocorre a dispersao
desses organismos durante tempestades de poeira, consequentemente, ocupam diversos habitats e
desempenham um importante papel na producéo primaria devido ao seu crescimento rapido apos
as chuvas sazonais, apresentando assim um papel ecologico na estabilizacdo e fertilizacdo de
habitats aridos (METCALF et al., 2012).

Os géneros Microcystis e Anabaena sdo comumente descritos como uns dos principais

produtores de cianotoxinas hepatotdxicas (MCYSTS), devido a sua comum ocorréncia em blooms



de ambientes sob continuo processo de eutrofizacdo e ampla distribuicdo geogréafica (PIMENTEL
& GIANI, 2013).

2.5.1. Género Microcystis sp.

O género Microcystis Kiitzing ex Lemmermann pertence a ordem Chroococcales e familia
Microcystaceae sendo um grupo estritamente colonial e cosmopolita. Possui dominancia nos
ambientes aquaticos onde é encontrado devido a sua rapida capacidade de movimento vertical, 0
que lhe permite explorar totalmente a coluna de agua e obter as condi¢fes de luminosidade mais
favoraveis (MELO-MAGALHAES et al., 2009).

Uma das principais caracteristicas desse género € a presenca de envoltério mucilaginoso
nas coldnias sendo frequente e ocorréncia de vesiculas gasosas (aerétopos) nas células esféricas
(GENG,; QIN; YANG, 2013). Na distingdo entre espécies para estudos taxonémicos ou cultivos
unialgais, realiza-se o estudo da morfologia das colbnias, podendo estas serem arredondadas,
alongadas, com perfuracdes (clatradas), irregulares ou lobadas. Outra caracteristica importante das
colbnias é quanto a espessura da mucilagem e sua visibilidade, podendo ser classificadas como
facilmente perceptiveis (conspicua) ou ndo facilmente perceptiveis (inconspicua) (NOGUEIRA et
al., 2011).

O cultivo de cianobactérias, dentre elas as do género Microcystis, possui uma vantagem
econbmica em relacdo a outros micro-organismos, uma vez que podem ser mantidas sem a
necessidade de um substrato organico. Apesar de existirem extensivos estudos sobre o cultivo
desses organismos e a producdo de cianotoxinas, algumas espécies podem produzir outros
diferentes tipos de peptideos bioativos (cianopeptideos), como aeruginosinas, cianopeptolinas,
microgininas e microviridinas (SILVA-STENICO et al., 2011).

Dentre esses cianopeptideos as aeruginosinas sdo as mais estudadas sendo caracterizadas
estruturalmente pela presenca de peptideos lineares que possuem atividade de inibicdo da protease
- como a tripsina, plasmina e trombina (ISHIDA et al., 1999) - descritos pela primeira vez em
Microcystis aeruginosa Kitzing, esses peptideos sdo caracterizados pela presenca de quatro
subunidades: um aminoacido N-terminal (acido 3-4 hidroxifenil lactico - Hpla), um aminoacido
hidrofobico qualquer, um residuo central de 2-carboxi-6-hydroxyoctahydroindol (Choi) e um
grupo derivado da arginina C-terminal (LAUGHINGHOUSE et al., 2012).

O arranjo estrutural das aeruginosinas é responsavel pela afinidade desta molécula pelo
sitio catalitico de enzimas como a tripsina, trombina e outras serina proteases envolvidas na

cadeia de reacdes da coagulacdo sanguinea. Devido as suas propriedades quimicas e a possivel
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reatividade de seus grupos funcionais, essas substancias devem ser mais estudadas para que
possam ser enquadradas na legislacdo pertinente ao sistema de abastecimento pablico de agua
(SILVA-STENICO et al., 2012).

2.5.2. Género Anabaena sp.

Assim como varios taxons dentro do grupo das cianoficeas, o género Anabaena tem sido
identificado principalmente com base em suas caracteristicas morfoldgicas, tais como a forma e
tamanho dos tricomas, tamanho e localizacdo dos heterocistos e acinetos e tipos de celulares.
Entretanto, caracteristicas bioquimicas e genéticas devem ser consideradas para a correta
classificacdo desse género pois € comum a auséncia ocasional dos heterocistos e acinetos devido a
alteracdes fenotipicas sob diferentes condi¢cbes ambientais (PRASANNA et al., 2006).

Espécies desse género possuem tricomas solitarios ou aglomerados, retos ou curvos,
geralmente longos, constritos, com célula atenuada e hialina em pelo menos um dos apices;
envelope mucilaginoso ausente ou inconspicuo e hialino nas células vegetativas, heterocistos
intercalares, com bainha rigida e esverdeada, levemente alongados ou sub-esféricos, distribuidos
com mesma distancia ao longo do tricoma (metaméricos); células vegetativas cilindricas, hemi-
esféricas, subquadréticas a quadraticas ou em forma de barril; contetdo celular verde azulado,
sem granulos e com aer6topo central; parede celular espessa e verde azulada (SANTOS &
SANT’ANA, 2010).

2.6. Cianotoxinas

Com a eutrofizacdo progressiva dos ambientes aquaticos e devido as mudancas climaticas
0s blooms de cianobactérias estdo aumentando em muitas regibes do mundo e alterando a
frequéncia e intensidade de ocorréncia de alguns géneros que produzem toxinas. Com o
crescimento da biomassa destas cianobactérias também aumenta-se a producdo de metabdlitos
odoriferos e toxicos nos corpos hidricos (WERT et al., 2014).

Definido por sua estrutura quimica as cianotoxinas se dividem em quatro grupos:
aminoacidos ndo proteinogénicos (beta-n-metilamino-L-alanina) peptideos ciclicos (MCYSTs e
nodularina), alcaldides (anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxina, cilindrospermopsina,
aplisiatoxina, lingbiatoxina-a, lingbiatoxina-b, lingbiatoxina-c) e lipopolissacarideos (ZEGURA;
STRASER; FILIPIC, 2011). No entanto, devido & sua acio farmacoldgica (Figura 3), as principais
classes de cianotoxinas sdo as neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a (s), saxitoxina e beta-n-

metilamino-L-alanina) e hepatotoxinas (MCYSTs, nodularina e cilindrospermopsina) sendo as
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ultimas responsaveis pelas intoxicagcbes mais comuns e frequentes (LAUGHINGHOUSE et al.,
2012).
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Figura 3. Estrutura quimica das principais cianotoxinas encontradas em blooms de cianobactérias

em ambientes eutrofizados. (De acordo com: MEREL et al., 2013).

Em cianobactérias, a evolucdo e sele¢do de genes para a biossintese ndo-ribossémica de
peptideos conduziu a formacdo de uma ampla variedade estrutural ao inves da complexidade

funcional. Deste modo, a producdo de oligopeptideos parece ser vantajosa independentemente da
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distribuicdo e localizagdo geografica, estado trofico e do habitat de cada espécie, ja que, por ser
um processo metabolicamente dispendioso, provavelmente teria sido perdido em uma linha

evolutiva muito antiga nas cianobactérias (WELKER et al., 2006).

2.6.1. Microcistinas (MCYSTys)

As MCYSTs sdo heptapeptideos monociclicos que foram primeiramente isolados a partir
de uma cepa de Microcystis aeruginosa (WU et al., 2014). Dentre as mais de 90 variantes que ja
foram descritas, todas possuem em sua estrutura o acido 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetil-
deca-4,6-diendico (ADDA) como unico aminoacido especifico e diferem apenas quanto ao grau
de metilacdo, hidroxilacdo, epimerizacdo e sequéncia peptidica dos aminoacidos na posi¢édo dois e
quatro (VALE et al., 2009).

Também séo caracterizadas pela presenga de um carbono eletrofilico no aminoécido N-
metil-desidro-alanina (MDHA) que é o responsavel pela inibicdo das fosfatases (PP-1, PP-2A e
PP-2B) devido a formacédo de uma ligacéo covalente com o grupamento sulfidrila (SH) da cisteina
dessas enzimas, causando assim um aumento da fosforilacdo proteica (ETCHEGARAY &
BUENO, 2010).

Grande parte das MCYSTs sdo encontradas no meio intracelular, entretanto, podem
rapidamente ser liberadas por lise devido a processos de senescéncia natural, uso de algicidas,
estresse fisico ou durante os processos de tratamento de agua, aumentando assim a quantidade de
MCY STs extracelulares disponiveis (WERT et al., 2014).

A variante mais frequentemente estudada ¢ a MCYST-LR tendo como amino&cidos
varidveis a leucina (L) e a arginina (R), entretanto, outras variantes que também ocorrem com
mais frequéncia séo MCYST-RR (arginina-arginina), MCYST-YR (tirosina-arginina) e MCYST-
LA (leucina-alanina) sendo também encontradas em diferentes géneros (AME et al., 2010).

A estrutura da MCYST-LR é quimicamente referida como D-ALA-LEU-D-metil-ASP-
ARG-ADDA-D-GLU-MDHA e assim como as suas demais variantes, € caracterizada por ser um
peptideo ndo ribossémico que possui trés aminoacidos ndo proteicos, 0 ADDA, o acido D-eritro-
beta-metil-aspartico (D-Metil-ASP) e 0o MDHA (ETCHEGARAY & BUENO, 2010).

2.7. Métodos de Avaliacdo da Poluicdo Aquética
Aguas residuais de industrias, lavouras e pesqueiros sdo exemplos de misturas quimicas
complexas nas quais os efeitos bioldgicos sdo dificeis de se prever. Para a avaliagdo dos riscos

ambientais da descarga de efluentes tdxicos em lagos, deve-se empregar diferentes espécies
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biomonitoras, entretanto, no caso de misturas, analises quimicas se fazem necessarias para que se
definam os principais compostos poluentes presentes nesses ambientes (FISKESJO, 1985).

As interacBes entre 0 aquecimento, os cursos hidrolégicos em mudanca, a expansdo
agricola e industrial e a distribuicdo de nutrientes para os ecossistemas aquaticos (Figura 4)
exigem abordagens interdisciplinares para a melhor compreensdo dos mecanismos de
contaminacdo assim como para o gerenciamento das alteracdes e implicacdes sobre biota aquatica
(PAERL et al., 2016).

A HIGH FLOW drought LOW FLOW

nutrient input
(N&P)
longer
residence
times

()
denitrification hypoxia

()
organic rich sediments organic rich sediments

Figura 4. Efeito do periodo de seca e de chuva, da descarga e escoamento de contaminantes
urbanos, do aumento da variabilidade hidroldgica e das alteragcdes nas condicdes fisico-quimicas e
bidticas que modulam a composicgdo fitoplanctonica nos ecossistemas aquéaticos (PAERL et al.,
2016). Sob as fortes condigdes pluviométricas do periodo chuvoso (a esquerda), ocorrerd um
aumento na concentracdo de nutrientes, devido ao lixiviamento e com isso maiores taxas de
crescimento das algas aumentando a biomassa fitoplancténica. Em condicGes de seca, com aguas
qgue ndo fluem continuamente (a direita), o lixiviamento de nutrientes diminuira, entretanto, a
auséncia de movimentacdo das aguas, devido a pouca da acdo dos ventos, promove um periodo de
estratificagdo vertical que permite que as cianobactérias flutuantes dominem a superficie do corpo
hidrico.

2.7.1. Parametros de Analise Quimica
Dentre os poluentes organicos mais estudados em ecotoxicologia estdo os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) (TRAVEN, 2013), pesticidas como o paration (SHARBIDRE;
METKARI; PATODE, 2011a), herbicidas como o glifosato (LOPES et al., 2014) e o &cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) (UYANIKGIL et al., 2009), por se tratarem de contaminantes
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provenientes de acdo antropica e por possuirem mecanismos de acdo conhecidos em seus aspectos
bioquimicos, celulares, histoldgicos e sistémicos (SOUZA FILHO et al., 2013).

O aumento das atividades antropicas nas metropoles tem causado impactos ambientais nos
ecossistemas devido ao crescente nimero de automoveis e aeronaves que emitem combustiveis
responsaveis pela producdo de hidrocarbonetos ndo metano (NMHCSs), como por exemplo o grupo
dos HPAs. Esse grupo de hidrocarbonetos sdo originarios principalmente de fontes antropogénicas
de poluicdo atmosférica, sendo atualmente um assunto de preocupacdo publica devido a sua
deposicéo no solo, rios e lagos (RAY et al., 2008).

Assim como o setor de transporte as indUstrias quimicas sdo responsaveis pela producdo
de compostos poluentes (herbicidas, pesticidas) que, quando lixiviados, se acumulam sobre lagos
e rios desencadeando a contaminacdo de organismos aquaticos como 0S peixes,
microinvertebrados e algas. Herbicidas como o 2,4-D e o glifosato, que sdo agentes quimicos
empregados no aumento do rendimento agricola, apresentam caracteristica hidrofilica e podem
facilmente ser lixiviados para os corpos receptores (UYANIKGIL et al., 2009).

A poluicdo aquética desencadeada pelo processo de urbanizagédo das cidades também esta
relacionada com o langamento de metais pesados em corpos hidricos como rios e lagos. Dentre 0s
metais pesados comumente observados em amostras ambientais, o cobre € um importante
elemento quimico para 0s organismos aquaticos sendo a sua concentracdo relacionada com a
atividade da catalase, no entanto, quando se encontra em concentra¢fes ndo fisiologicas, ocorre
um desequilibrio oxidativo formando radicais livres que podem se ligar a biomoléculas como o
DNA gerando estresse oxidativo (EYCKMANS et al., 2011).

Assim, em elevadas concentracoes eles sdo considerados poluentes inorganicos que podem
colocar em risco ndo somente a salde animal, mas também a humana e a vegetal. Nesse sentido,
faz-se necesséria a determinacdo da concentracdo de cobre em pesqueiros e efluentes pesqueiros
como uma estratégia de gestdo dos recursos hidricos para que ndo ocorra a contaminacao de
diferentes niveis troficos, assim como da populacdo consumidora do pescado (PAPAGIANNIS et
al., 2004).

2.7.2. Genotoxicidade de Xenobioticos
O material genético da maioria dos seres vivos - apesar de encontrar-se no interior das
células, protegido por membranas, imerso no citoplasma e com um complexo sistema de reparo -
ndo esta livre de sofrer constantes alteracbes em sua estrutura devido as interacGes com agentes

quimicos ou aos erros ocorridos durante o processo divisdo celular (GRIFFITHS et al., 2008).
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Quando as mutagdes genéticas afetam as celulas somaéticas, os efeitos sdo observados no
préprio individuo, pois é possivel observar reducdo ou perda de funcdo da célula atingida. Ja
guando a mutacdo genética ocorre em células germinativas, os efeitos destas alteracbes sdo
observados na prole, que apresenta desde disfungdes orgénicas até a morte do individuo
(GRIFFITHS et al., 2008).

Segundo Zapata et al. (2016) estas alteracbes podem ser decorrentes de processos celulares
normais (mutacGes espontaneas) ou devidas a exposi¢cdo dos organismos a agentes bioldgicos,
fisicos ou quimicos (mutagBes induzidas) como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais
pesados, herbicidas, pesticidas, solventes, etc.

Nesse sentido é importante o uso de ferramentas toxicoldgicas que possibilitem a avaliacdo
da integridade do material genético exposto a esses agentes. Dentre 0os métodos empregados para
a avaliacdo da genotoxicidade o Ensaio Cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) é um
método rapido e muito sensivel para mensurar as lesbes no DNA em células individuais de
diversas espécies de eucariotos (TICE et al., 2000; COLLINS et al., 2008).

E uma ferramenta de avaliacdo da genotoxicidade de compostos xenobidticos e diversos
agentes quimicos, sendo amplamente utilizada devido a grande praticidade de realizacdo do
ensaio e relativa simplicidade de execucdo do método. Este teste detecta lesdes genbmicas que
apos serem processadas podem resultar em mutacdo (ARALDI et al., 2015).

A metodologia desenvolvida por Singh et al. (1988), no qual o ensaio cometa era realizado
em condigdes alcalinas (pH>13), possibilitou uma intensificagdo e uma maior eficiéncia da
técnica. Essa alteracdo no método proporcionou a detec¢do conjunta de quebras de fita simples,
quebras de fita dupla, sitio alcali-labeis, sitios abasicos, excisdo de sitios incompletos de reparo e
ligacGes cruzadas (TICE et al., 2000).

2.7.3. Atividade da Catalase, Carboxilesterase e Glutationa-S-Transferase
Um grande numero de estudos tém utilizado biomarcadores bioguimicos como ferramentas
na avalicdo da ecotoxicidade desses compostos quimicos (LETICIA & GERARDO, 2008). As
interacdes entre xenobioticos e o0s sistemas bioldgicos, de organismos como 0s peixes, podem
promover alteracOes sobre as atividades bioquimicas, as quais podem ser utilizadas como
bioindicadoras de toxicidade em ensaios laboratoriais ou na avaliacdo de poluentes ambientais
(SHARBIDRE et al., 2011).
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Em organismos expostos, 0s xenobidticos, ap6s absorcdo e distribuicdo, podem ser
detoxificados ou ativados durante a biotransformacdo — na fase | ou Il — o que definira se o
metabolito originado por esse processo tera algum efeito sistémico, patologico, genotdxico ou se
somente seguira para as vias de excre¢do (COSTA et al., 2012; JAVED et al., 2016).

Assim, é importante se avaliar as enzimas da fase | e 11 da biotransformag&o tal como as
enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (GUMPU et al., 2015; RIBALTA et al., 2015) tendo
em vista que mudancas na atividade dessas enzimas podem auxiliar na deteccdo precoce de uma
exposicdo a contaminantes, podendo diminuir significativamente a ocorréncia de efeitos adversos
nos organismos expostos (GONZALEZ et al., 2009).

A fase | da biotransformacdo inclui essencialmente as reacGes de oxidacdo, reducdo e
hidrolise. Dentre as enzimas relacionadas a fase | esta a carboxilesterase (CarbE, EC 3.1.1.1) —
uma serino-hidrolase — importante por promover o aumento da hidrofilicidade dos compostos,
adicionando um grupamento polar nos xenobioticos lipofilicos que possuam grupamento éster
carboxilico (SOLE & SANCHEZ-HERNANDEZ, 2015).

Na fase Il da biotransformacdo ocorrem as reacdes de sintese — como a glicuronidacao,
sulfatacdo, metilacdo e conjugacdo com aminoécidos ou com a glutationa — sendo a glutationa-S-
transferase (GST, EC 2.5.1.18) uma das enzimas mais estudadas desse grupo por representar até
10% do total de proteinas citosolicas do figado (HANUS et al., 2008). Sua importancia também é
atribuida ao fato de, juntamente com outras enzimas, ser responsavel pelo maior aumento na
hidrofilicidade de compostos xenobioticos, promovendo a excrecdo desses compostos (FRASCO
& GUILHERMINO, 2002).

Comumente, como um dos produtos das reacBes de biotransformacdo dos xenobidticos
também tem-se a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que correspondem aos
produtos da redugdo do oxigénio molecular nas formas do &nion radical superéxido (027°), radical
hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H20.), dentre outros (AHMAD et al., 2000). As enzimas
antioxidantes podem ter sua sintese induzida pelo aumento da concentraces de ROS, sendo esse
um mecanismo celular de protecdo para a contencédo do stress oxidativo (ZHANG et al., 2012).

Assim, faz-se importante a avaliacdo da atividade de enzimas que componham parte do
sistema de defesa antioxidante, como a catalase (CAT, EC 1.11.1.6), uma vez que essa enzima
protege os tecidos e células contra o dano induzido pelas EROs sendo encontrada em varios
Orgdos de praticamente todos os organismos aerébios (VASYLKIV et al., 2011). A CAT é uma

enzima oxidoredutase que catalisa a conversdo de duas moléculas de perdxido de hidrogénio,



17

composto instavel e altamente reativo, em duas moléculas de &gua e uma de gas oxigénio
(GONGCALVES-SOARES et al., 2012).

E frequente em literatura o uso de biomarcadores enzimaticos (CarbE, GST, CAT, dentre
outros) sem se ter definido as condic¢Bes 6timas de pH e da concentracdo dos substratos. Nessas
condicBes, esses resultados ndo representam a atividade das enzimas em seu estado 6timo o que
inviabiliza comparacGes com outros estudos assim como a interpretacdo dos proprios resultados
(BASTOS et al., 2013).

2.7.4. Poecilia reticulata como Modelo Bioldgico

Segundo MACHADO et al. (2013) estudos que relacionam biomonitores de niveis tréficos
distintos assim como diferentes biomarcadores (genéticos, bioquimicos, etoldgicos, histologicos,
morfoldgicos e enzimaticos) sdo necessarios para o0 processo de biomonitoramento de um corpo
hidrico, bem como para se estabelecer a relacdo entre o grau da resposta toxicoldgica dos
biomarcadores e a condicao de satde ambiental.

A familia Poeciliidae é compreendida por espécies que, em sua maioria, possuem pequeno
porte e sdo encontradas em climas tropicais, dentre essas, a espécie Poecilia reticulata
(popularmente conhecida como “guppy” ou guaru) é originaria da América Central (Caribe),
embora também seja nativa da Venezuela, Suriname, norte do Brasil, Trinidad e Tobago,
Barbados, México e Guiana (MURILLO et al., 2014).

Os guarus foram introduzidos em muitas regiées do mundo como uma importante espécie
para o controle bioldgico atuando na predacdo de larvas de mosquito, além de haver interesse em
torna-lo um peixe ornamental, com isso, ocorreu a sua ampla distribuicdo geografica, onde passou
a ser caracterizado como uma espécie cosmopolita (MONTAG et al., 2011).

Individuos da espécie P. reticulata apresentam dimorfismo sexual (Figura 5) e séo
caracterizados por apresentarem seu corpo coberto por escamas, nadadeira anal curta com 10 raios
ou menos, sendo que, em individuos machos que se encontram em fase reprodutiva, essa
nadadeira ¢ modificada em uma estrutura copuladora denominada de gonopddio. Individuos
machos possuem ainda manchas esféricas negras (ocelos) e regibes de coloragdo variada na
metade posterior do corpo e na nadadeira dorsal. As fémeas apresentam coloracdo castanho claro
uniforme, ventre acinzentado, nadadeiras hialinas e, quando adultas, sdo maiores quando
comparadas aos machos (CASTRO et al., 2004).
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Figura 5. Dimorfismo sexual entre espécimes de Poecilia reticulata. (A) Espécime macho de P.
reticulata com ocelos negros em regides de coloragéo alaranjada nos flancos, no pedunculo caudal
e nas nadadeiras. (B) Espécime fémea de P. reticulata caracterizada pela presenca de flancos e
dorso na coloracdo castanho claro uniforme, apresentando o pedinculo caudal, nadadeira dorsal e
anal com aspecto hialino.

Em geral, os machos que apresentam coloracdo alaranjada mais intensa e ocelos mais
nitidos sdo preferidos pelas fémeas tendo maior sucesso reprodutivo, entretanto, o tamanho do
macho também se relaciona com o sucesso de cOpula, e com a sua susceptibilidade a predacéo.
Assim em P. reticulata, o tamanho reduzido do macho em relagcdo a fémea se deve ao fato das
cores em animais maiores serem percebidas com facilidade pelos predadores determinando assim
uma selecdo direcional, prevalecendo em sua maioria 0s machos com menor porte.

P. reticulata é um peixe viviparo que possui desenvolvimento embrionéario com a duragdo
de 25 a 30 dias, entretanto, o intervalo de variacdo desse periodo depende da temperatura da dgua
e da dieta que € destinada a fémea. Nessa espécie a ovoviviparidade se desenvolveu como um
mecanismo de protecdo contra condi¢des ambientais adversas e como uma tentativa de diminuir o
frequente canibalismo que € comum nesse grupo, onde os pais comem seus filhotes logo apds o
nascimento (MURILLO et al., 2014).

De modo geral, as caracteristicas ecoldgicas relacionadas com a variada dieta dos guarus
possibilitam a sua sobrevivéncia em ambientes que sofreram alteraces antropicas, condigdes
estas que muitas outras espécies ndo suportariam. Assim, muitas espécies da familia Poeciliidae,
principalmente P. reticulata sdo usadas como indicadoras da integridade dos habitats aquaticos
por meio do estudo de suas caracteristicas bioguimicas, fisiolégicas, anatdmicas, histologicas e
etoldgicas (MONTAG et al., 2011).
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Os organismos recomendados para os testes toxicolégicos e para 0s processos de
classificacdo de risco ambiental devem ser de importancia significativa na cadeia tréfica aquatica
(VILLARROEL et al., 2003). Nesse contexto, a espécie Poecilia reticulata apresenta-se como
eficaz por se tratar de um organismo que faz parte da cadeia alimentar, além de ser indicado em
normas de estudos toxicoldgicos por Orgdos competentes para se realizar 0s ensaios
ecotoxicoldgicos (OECD, 1992).

E comum na literatura cientifica a referéncia a utilizacdo de espécies nativas em ensaios
ecotoxicolégicos (SANTOS et al. 2012; SINHIRIN et al. 2014), entretanto, a captura desses
organismos, em ambientes naturais, com a finalidade de uso em ensaios laboratoriais, pode ser
considerada de carater predatorio, visto que dificilmente sdo cultivadas por possuirem reproducao
sazonal. Por outro lado, a espécie Poecilia reticulata pode ser utilizada rotineiramente, tanto pela
sensibilidade equivalente a algumas espécies nativas de caracideos (Hemigrammus marginatus e
Serrapinnus notomelas) como pela relativa facilidade de cultivo, além de ser uma espécie que
possui reproducdo continua ao longo do ano (BERTOLETTI, 2009).

Uma vasta informacdo sobre a sensibilidade de Poecilia reticulata em compara¢do com
outras espécies de peixes, como Brachydanio rerio, Cyprinus carpio, Lepomis macrochirus,
Pimephales promelas, Salmo gairdneri pode ser obtida em estudo realizado por Vittozzi e Angelis
(1991). Os bioensaios que utilizam P. reticulata como modelo biolégico demonstram ser uma
excelente forma de se monitorar lagos (ARAUJO et al., 2006), sobretudo os eutrofizados, sendo
os estudos em laboratério indicados pela possibilidade de se controlar as variagBes abioticas que
alterariam os resultados da analise, portanto, esse método de exposicao torna-se mais preciso, uma
vez que reflete somente o efeito de contaminantes aquaticos (misturas) sobre 0s organismos
aquaticos.

Mediante a intensa contaminacao dos corpos hidricos por diferentes cargas poluidoras, tem
sido crescente o0 interesse em se utilizar sistemas testes rapidos e sensiveis para a deteccdo da
toxicidade de produtos quimicos e misturas complexas, tais como os contidos em efluentes
pesqueiros, industriais, agricolas e domésticos (RANK& NIELSEN, 1994).

3. Justificativa

Devido aos diversos casos de intoxicagdo de organismos aquaticos por compostos como as
cianotoxinas, HPAs e o0s metais pesados, estudos ecotoxicologicos em lagos sob eutrofizagédo
antropica, como grandes pesqueiros urbanos, sdo necessarios para se estimar o risco associado a

esses contaminantes assim como a variacéo de suas concentracfes devido a sazonalidade.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo Geral

Caracterizar a comunidade fitoplanctonica e realizar estudo ecotoxicologico de
contaminacdo de peixes por poluentes organicos e inorganicos em um lago artificial pesqueiro de
Goiania/Goias, no periodo de seca e chuva, utilizando endpoints comportamentais,
histopatoldgicos, genotdxicos e enzimaticos para o entendimento de processos de intoxicacao de
peixes sob efeito agudo de contaminantes aquaticos.

4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o corpo d’agua quanto a composi¢do fitoplanctonica e suas caracteristicas fisico-
quimicas;

- Analisar o corpo hidrico quanto a presenca de algicidas (metais pesados), herbicidas, pesticidas,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e outros compostos inorganicos como possiveis
agentes agravantes da toxicidade aquatica;

- Quantificar a cianotoxina microcistina-LR no efluente pesqueiro do periodo de seca e de chuva
utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

- Investigar os efeitos toxicos do efluente pesqueiro, do periodo de seca e chuva, sobre Poecilia
reticulata avaliando os disturbios comportamentais e a mortalidade de machos e fémeas por
exposicéo aguda;

- Avaliar os efeitos histopatoldgicos na por¢do medial do intestino delgado e a possivel deposicdo
de Cu?* sobre o parénquima hepatico de P. reticulata exposto ao efluente pesqueiro;

- Determinar os efeitos genotdxicos em eritrocitos de individuos de P. reticulata expostos ao
efluente pesqueiro utilizando a técnica do ensaio cometa alcalino;

- Verificar o efeito da exposi¢cdo ao efluente pesqueiro sobre a atividade especifica da catalase
(CAT), glutationa-S-transferase (GST) e carboxilesterase (CarbE).

5. Area de Estudo

A cidade de Goiania (Goiés, Brasil) possui uma populacdo de cerca de 1,4 milhGes de
habitantes, altitude aproximada de 749 metros acima do nivel do mar sendo o cerrado (conhecido
como Savana Brasileira) sua vegetacdo predominante segundo o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 2014). O clima da regido é caracterizado por duas estagdes bem definidas: a

estacdo de seca (maio a setembro) e a estacdo de chuva (outubro & abril) (FRANZ et al., 2013).
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Segundo NOGUEIRA et al. (2011) na regido nordeste do municipio de Goiania se encontra
0 pesqueiro Jad, um lago artificial localizado no setor Ja6 (16°39°13” S-49°13°26” O) destinado a
criagdo e consumo de peixes, além de ter instalacdes para a pratica de esportes aquaticos (Figura
6).

Figura 6. Aspectos gerais do lago artificial do Clube de Pesca Jad e seus efluentes. (A) Clube de
Pesca Jao (B) adensamento de algas e cianobactérias na lamina superficial do pesqueiro (C) Rio
Meia Ponte sendo corpo receptor do efluente do pesqueiro; (D) corpo hidrico apresentando
coloracdo esverdeada intensa devido ao acimulo de algas e cianobactérias; (E) antiga barragem
da usina hidrelétrica Jad; (F) grande biomassa fitoplanctonica no curso de despejo no Rio Meia

Ponte.
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Esse lago possui nascente situada no Aeroporto Santa Genoveva, que devido ao fluxo de
automotores pode ocorrer a contaminacao de sua nascente com produtos de combustdo incompleta
como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e particulados solidos como as fuligens.
Outra caracteristica importante das &guas que abastecem esse lago é que durante o0 seu percurso da
nascente até o pesqueiro, hd uma grande extensao territorial urbana que por meio da lixiviacdo de
residuos, pode promover a contaminagdo desse pesqueiro.

De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) esse pesqueiro possui
caracteristicas que o enquadra segundo a Resolucdo n° 357/2005 que dispde sobre a classificacdo
dos corpos hidricos. Tendo em vista que esse pesqueiro desagua no Rio Meia Ponte — um dos
responsaveis pelo abastecimento dos municipios de Goiania, Trindade e Aparecida de Goiania —
ele também ¢ classificado segundo a Resolugédo n°® 430/2011 que dispde sobre condi¢des e padrbes
de langamento de efluentes.

O pesqueiro Ja6 tem suas origens na primeira usina geradora de energia elétrica da cidade
de Goiania, a hidrelétrica Jad, que se localizava em uma represa no trecho do Rio Meia Ponte
(OLIVEIRA, 2011). Entretanto, em 1945, ap0s danos estruturais, a hidrelétrica Jaé deixou de
funcionar normalmente e em 1970 foi desativada, sendo a barragem da usina demolida (Figura 6,
E) e em seu lugar construido um lago artificial, abastecido pelo Unico manancial ndo poluido da
cidade de Goiania, surgindo assim o Clube Jaé (LEITE, 2011).

6. Material e Métodos

Para a realizacdo desse estudo foram feitas amostragens, no periodo de seca e de chuva, da
agua do lago artificial do Clube de Pesca Jad, tendo como finalidade a analise da composicao
fitoplanctonica, a caracterizacdo da cianotoxina microcistina-LR pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC) e a determinacdo
de pardmetros organicos, inorganicos e fisico-quimicos (Figura 5).

ApoOs essas caracterizagbes, foram realizadas exposi¢fes agudas, com Poecilia reticulata
como modelo bioldgico, para a elucidacéo da possivel toxicidade das aguas desse lago, por meio
de analises de genotoxicidade (ensaio cometa em eritrécitos), morfomeétricas (em intestino
delgado), histoquimicas e enzimaticas (em figado), das alteracbes comportamentais e da taxa de

mortalidade dos espécimes expostos (Figura 07).
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Figura 7. Representacdo esquematica das analises fisicas, quimicas e bioldgicas realizadas no
lago artificial do Clube de Pesca Jad e dos ensaios de toxicidade (histoldgicos, enzimaticos,
comportamentais, de mortalidade e de genotoxicidade) realizados nos espécimes de P. reticulata
expostos as amostras de dgua desse lago.

6.1 Parametros fisico-quimicos, inorganicos e organicos

O municipio de Goiania, situado na regido centro-oeste do estado de Goias, tem como
caracteristica de sua sazonalidade os climas Umidos tropicais com apenas duas estacdes bem
definidas, a seca no inverno e imida no verdo (PEROLA et al., 2012). Assim, foram realizadas
coletas de agua no periodo de seca (julho/2014) e de chuva (novembro/2014) sendo as amostras
de &gua superficial do pesqueiro armazenadas em frascos do tipo &mbar, vedadas e mantidas sob
refrigeracdo a temperatura de 4°C em caixa térmica, sendo posteriormente encaminhadas para
analise laboratorial de pardmetros organicos e inorganicos.

Parametros como pH, temperatura, condutividade, turbidez, oxigénio dissolvido (OD) e
solidos totais dissolvidos (STD) foram amostrados em campo, utilizando uma sonda
multiparametros Horiba U50. Dentre os pardmetros organicos foram analisados clorofila a, O,0-
dietil-O-4-nitro-feniltiofosfato  (paration), N-fosfonometil-glicina (glifosato), &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, indeno(1,2,3,cd)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e dente os inorganicos o nitrito, nitrato, cobre, cloreto, nitrogénio e fdsforo.

A razdo entre o nitrogénio total e o fosforo total (N:P) foi calculada por essa permitir classificar os
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cursos d'dgua em classes categoricas, ou seja, em niveis que determinam o estado trofico de um
lago (KIM & KIM, 2013).

6.2 Andlise qualitativa e quantitativa do fitoplancton

Para a analise qualitativa foram efetuadas coletas de arrasto com rede de plancton (20 pm)
sendo as amostras fixadas em formol a 4%, acondicionadas em frascos &mbar E mantidas sob
auséncia de luminosidade (Gkelis & Zaoutsos 2014) a temperatura de 4°C. O material qualitativo
foi utilizado para uma triagem inicial das cianobactérias e as amostras para identificacdo
morfologica foram encaminhadas ao Laboratério de Analise e Gerenciamento Ambiental de
Recursos Hidricos — LAMARH, da Universidade Federal de Goias (UFG).

Para o estudo quantitativo das cianobactérias planctdnicas, as amostras foram coletadas da
lamina d’agua superficial, fixadas em lugol acético a 5%, sendo posteriormente decantadas em
camara de sedimentacdo de Utermohl e examinadas em microscopio invertido com o aumento de
450x. Para identificacdo dos taxons, foi utilizada a chave de classificacdo dicotdmica proposta por
Nogueira e colaboradores (2011), sendo esta especifica para o lago artificial pesqueiro do Jad. A
quantificacdo dos organismos foi realizada por meio da contagem de campos aleatérios até que se
estabilizasse a curva de acumulacéo de espécies (CHAPMAN, 2006).

No estudo quantitativo a densidade do fitoplancton (individuos.mL™) foi determinada pelo

método de Utermohl (1958) a partir da formula:

Vtc = (sc.nc. h)/10°
Onde: Vtc = Volume Total Contado (mL)
sc = Area do Campo de Analise (um)
nc = Numero de Campos Aleatorios Contados

h = Altura da Camara de Contagem (mm)

Aplicando-se o Volume Total Contado (Vtc) na férmula abaixo tem-se o Fator de Contagem (Fc):

Fc =1/Vtc
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Ao final dos célculos a determinacdo da concentra¢do de individuos é dada pelo produto
do fator de contagem (Fc) pelo total de individuos contados (Tic) em todos os campos aleatdrios
(individuo.mL1=Fc . Tic).

6.3 Caracterizagdo da Microcistina L-R por HPLC

Dente os métodos disponiveis para a caracterizacdo da cianotoxina microcistina L-R em
um corpo hidrico estdo os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), ensaios com inibidor de fosfatase
(PP1A e PP2A), cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) e cromatografia liquida associada
a espectrometria de massa (LC/MS) (SIVOVEN, 2008).

Para a caracterizacdo da microcistina-LR as amostras de agua foram coletadas,
concentradas 10x em rede de arrasto, armazenadas em frascos de vidro @mbar e acondicionadas
em caixas de isopor com gelo, sendo posteriormente transportadas ao Laboratorio de
Cromatografia Liquida do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade de Brasilia -
UnB, onde foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C. O processo de extracdo em fase solida
(SPE) foi realizado em amostras de agua bruta e no bloom liofilizado, conforme especificacdes
definidas por SANCHES et al (2007) com modificagdes.

As amostras de agua bruta foram pré-filtradas em papel filtro e posteriormente em filtro
Millipore® de microfibra de vidro (pré-filtro AP20) com retencdo nominal de 0,8 a 8 micra
(47mm de diametro). Para 0 método de SPE foi utilizado sistema de kitassato acoplado a cartucho
Cis onde a amostra bruta pré-filtrada foi novamente concentrada em cartucho previamente limpo
com 20 mL de agua ultra pura, ativado com 6 mL de metanol seguido de 6 mL de &gua ultra pura.

ApoOs a concentracdo das amostras em cartucho Cig realizou-se a etapa de clean-up
(aplicacdo sob vacuo de 20mL de agua ultra pura) para que o sorvente ficasse livre de contetidos
residuais da matriz aquosa. Apds a completa secagem do sorvente, este foi novamente eluido em
10 mL de metanol e armazenado sob refrigeracdo em tubos Falcon® sendo as amostras contendo
0 analito mantidas ao abrigo da luz. Para a remocdo do metanol e posterior dilui¢cdo do analito na
fase liquida para cromatografia, utilizou-se um concentrador a vacuo da marca Speed Vac® a
temperatura de 35+5°C.

Para a caracterizagdo do conteldo de microcistina-LR no concentrado do fitoplancton o
bloom concentrado congelado (5x) foi submetido ao processo de liofilizagdo nas condicGes de 96
MHg; -40°C; 21442 vca, onde o produto resultante da sublimagéo foi denominado de extrato seco.
Para diluicdo do analito pesou-se 5mg do extrato seco e o diluiu em 20mL de metanol sendo

mantido sob constante homogeneizacdo por um periodo de 2 horas. Posteriormente, para uma
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melhor separacdo do analito do extrato bruto, as amostras diluidas em metanol foram
centrifugadas (10 minutos; 3000 RPM), de modo que o sobrenadante foi reservado e o pellet
(corpo de fundo) novamente ressuspenso em 20mL de metanol P.A, sendo esse processo realizado
trés vezes. Ao final desse processo o volume final de metanol obtido (60 mL) contendo o analito
de interesse foi concentrado em centrifuga a vacuo (Speed Vac®) a temperatura de 35°C, obtendo-
se assim o extrato seco. Apds essa etapa a matriz para SPE foi obtida diluindo o extrato seco em
20mL de agua ultra pura, onde se prosseguiu da mesma forma como a descrita para 0 método de
SPE para as amostras de &gua bruta.

As fragdes extraidas da agua bruta e do concentrado do fitoplancton foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando as condi¢des cromatogréaficas ideais
para a determinacdo da microcistina-LR conforme descrito por PAVAN DA SILVA et al (2011).

A cromatografia foi realizada sob condicOes isocraticas utilizando coluna Cig de fase
reversa (Synergi Fusion- RP 4180 (250 x 4, 60mm; Phenomenex), fase mdvel de 20mM de
formiato de aménio, pH 5,0 e acetonitrila (7:3) durante o periodo de 30 minutos de corrida. A
identificacdo das microcistinas em &gua bruta e no concentrado de algas foi realizado pela
comparacdo do indice de semelhanca com o espectrograma do padrdo de microcistina-LR
(SIGMA, CO) sendo a absorvéancia definida para a faixa de comprimento de onda de 200-300nm.

6.4 Dieta dos espécimes de Poecilia reticulata

Os espécimes de Poecilia reticulata (guaru) foram obtidos em comercio local (Goiania,
GO) mantidos sob condicGes padronizadas segundo a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD, 1992). Para que se tivesse uma maior confiabilidade
quanto a qualidade do lote de peixe obtido comercialmente, estes, foram alimentados diariamente,
ad libitum, com nauplios Artemia spp. (Leach, 1819), sendo essa alimentacdo complementada
com larvas de Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) por serem uma rica fonte de proteinas.

Em todos os ensaios foram utilizados individuos machos e fémeas, ambos adultos, sendo
previamente analisados quanto a presenca de ectoparasitas, endoparasitas ou quaisquer alteracdes
morfoanatdbmicas, de modo que, quando alterados ou infectados foram removidos do grupo de
aclimatacdo e destinados aos aquérios de quarentena (MACEDA-VEIGA; MONROY; DE
SOSTOA, 2012).

6.5 Aclimatacéo
Durante todo o periodo de aclimatacdo, a qualidade da &gua dos aquarios foi verificada

onde o pH foi mantido entre 7,4 + 0,1, a concentracdo de oxigénio maior que 80%, a dureza de 13



27

DH (WESTER & CANTON, 1987) e a temperatura de 23 + 2 °C, todos de acordo com o definido
pela normatizacdo numero 203 da OECD.

Em seu ambiente natural os espécimes de P. reticulata vivem em aguas com temperatura
que varia de 16 a 30 °C, tendendo a permanecer nas regides mais quentes da coluna d’agua, assim,
sabe-se que em biotérios e tanques de aquariofilia a temperatura 6tima de manutengdo dos
espécimes se encontra entre o intervalo de 25 a 28 °C (MURILLO et al., 2014).

Em alguns ensaios ecotoxicologicos a agua de manutencdo dos espécimes e diluicdo das
amostras dos efluentes, geralmente, apresenta constituicdo ndo conhecida, 0 que pode tornar o0s
bioensaios indevidos pela possibilidade dessas aguas conterem diferentes concentracdes de metais
pesados, particulados de matéria organica, entre outros compostos quimicos, que poderiam
contribuir para o aumento da toxicidade das amostras testes, talvez, por um efeito sinérgico
(BERTOLETT], 2009).

A OECD, em sua normatizacdo numero 203 (1992), recomenda que a &gua para a
manutencdo dos espécimes seja preparada a partir de quatro solucgdes salinas (Tabela 1), assim
como a agua destinada aos bioensaios e para a realizacéo das trocas parciais, visando a diminuicao

da concentragdo de amonia tdxica, solidos totais dissolvidos (STD), nitrito e nitrato.

Tabela 1. Solugbes salinas empregadas para o preparo da agua de manutencdo (agua doce

artificial) de espécimes de P. reticulata segundo normatizacao n° 203 (OECD, 1992).

Solucéo A B C D
Solutos (Sais) CaCl; 2H.O0  MgSOs4 7H20 NaHCOs KCI
Massa Molecular 147, 015 246,475 84,007 74,551
Concentragéo (g.L ™) 11,76 4,9 2,59 0,23

Para a obtencdo da solucdo final diluiu-se as solucdes de cloreto de célcio dihidratado
(CaCl2.2H20), sulfato de magneésio heptahidratado (MgS0O4.7H20), bicarbonato de sédio
(NaHCOg) e cloreto de potassio (KCI) para um volume final de 40 litros obtendo assim as
concentragdes de 294 mg.L! de CaCl, 2H.0; 122,5 mg.L"! de MgSO4 7H;0; 64,75 mg.L" de
NaHCOs e 5,75 mg.L™? de KCI. Apds diluicdo, a solucdo final foi mantida sob aeragdo por um
periodo de 48 horas e somente ap6s esse periodo foi utilizada para a manutencdo dos animais.

Todos os procedimentos de aclimatacdo dos espécimes de Poecilia reticulata, assim como
as condicOes necessarias para a realizagdo do bioensaio de exposicdo aguda (Tabela 2) foram
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adotadas conforme o preconizado pelo Guia da OECD (n°203, 1992) "Guia para Testes

Quimicos™ o que determina as condi¢des de experimentacdo utilizadas nesse estudo.

Tabela 2 — Critérios para a realizacdo de bioensaios com peixes definidos pelo Guia para Testes
Quimicos (n° 203) da Organizacgdo para a Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD).

Manutencéo dos Espécimes

Luminosidade Fotoperiodo de 12 horas (12:12)

Temperatura Entre 21 e 25°C

Oxigénio Dissolvido | > 80%

Alimentacio Trés vezes por dia, até 24 horas antes do inicio do bioensaio

Critérios de Avaliacao do Lote de Peixes

Mortalidade superior a 10 por cento da populacdo em sete dias: Rejeicdo de todo o lote;

Mortalidade de 5 e 10 por cento da populagéo: aclimatagdo continua por mais sete dias;

Mortalidade inferior a 5 por cento da populacdo: aceitagéo do lote.

Critério de Experimentacao

A mortalidade no grupo controle deve ser inferior a 10 por cento em até 96 horas
Segundo OECD (1992).

6.6. Bioensaios para avaliacdo da toxicidade do efluente

Apoés aclimatacdo, 250 machos e 250 fémeas de P. reticulata foram distribuidos
aleatoriamente em 25 aquérios (10 machos e 10 fémeas por aquério) com dimensdes de 30cm X
14cm x 20cm (comprimento x largura x altura). O grupo experimental foi composto pelo controle
negativo (mantido em solugdo padrdo de agua doce artificial) e as concentrag¢fes de 100; 75; 50 e
25% do efluente do pesqueiro, sendo realizada exposicdo aguda, em um sistema estéatico de
aeracao constante por um periodo de 96 horas.

Durante toda a exposicdo a agua foi mantida na temperatura de 25 £+ 1 °C, pH 7,4 + 1,
oxigénio dissolvido de 6,73 + 0,54 mg.L™ (81,73% de saturacio) e salinidade de 0,02 +
0,00378%. A mortalidade dos peixes foi verificada por um periodo de quatro dias, de modo que a
cada 24 horas 0s peixes mortos foram removidos imediatamente para evitar efeitos adversos como
contaminagdo fungica, bacteriana e a elevacdo da concentracdo de aménia toxica - devido ao

inicio decomposicao dos organismos.
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6.6.1. Concentracéo letal do cobre (Cu?*)

Para que fosse verificada a toxicidade do cobre sobre os espécimes de P. reticulata,
utilizando dessa concentracdo letal média para 96 horas de exposi¢do (CLso-96n) do CuSO4 como
controle positivo de contaminacdo por cobre, realizou-se a exposi¢cdo dos peixes a concentragdo
letal média do sulfato de cobre definida por BERTOLETTI (2009) para espécimes de P. reticulata
mantidos em aguas moderadamente duras (CLso-gsn de 0,08 mg.L™?), entretanto, ndo foi observada
nenhuma mortalidade dos individuos expostos, assim, houve a necessidade que se definisse uma
nova CLso-96n do CuSO4 para 0s guppies.

Para isso, foram realizadas dez dilui¢bes do CuSO4.5H20 (0,012; 0,078; 1,17; 1,56; 1,95;
2,34; 2,73; 3,12; 4,69; 6,25 mg.L™?), utilizando agua doce artificial sendo cada solucgdo
homogeneizada por trinta minutos em agitador magnético, sendo esse periodo necessario para a
completa dissociacdo desse sal. Os espécimes que compreenderam 0 grupo controle negativo
foram mantidos em aquérios separados em solucdo padrdo de agua doce artificial. Como o sulfato
de cobre somente é encontrado comercialmente em sua forma pentahidratada (CuSQOa4.5H20)
foram realizados calculos de proporcdo entre a massa molar do CuS04.5H,0 e do CuSQO4 para a
determinacdo da real concentracdo desse sal em solucdo, ou seja, sendo desconsiderada a
hidratacdo, onde foram obtidas as concentragdes de exposicdo de 0,08; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5;
1,75; 2,0; 3,0 e 4,0 mg.L de CuSO4 respectivas para cada diluigdo.

Apbs aclimatacdo, 330 guppies foram distribuidos aleatoriamente em 33 aquarios (10
individuos por aquario) divididos em subgrupos de trés (n=3) compondo assim dez grupos
tratados e um grupo controle negativo (mantido em &gua doce artificial), sendo realizada
exposicdo aguda, em sistema estatico de aeracdo constante por um periodo de 96 horas. Sempre
que observada a mortalidade dos espécimes (verificada no maximo a cada 12 horas) os peixes
mortos foram removidos imediatamente dos aquarios.

Na determinacdo da concentracdo de cobre letal a 50% dos espécimes expostos (CLso-g6h)
foi utilizado o algoritmo para o software R definido por PACHECO & REBELO (2013) pois este
fornece dados importantes como o intervalo de confianga, p-value, o valor da estatistica qui-
quadrado além de ser possivel a determinagdo de parametros de CL ndo medianos (CL 30; 40; 50;
60; 70; 80; 90).

6.6.2. Parametros comportamentais
A alteracdo do comportamento dos peixes € um importante indicador dos efeitos

toxicoldgicos de contaminantes ambientais, sendo util na avaliagdo das mudancas
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comportamentais recentes como resposta a exposi¢cdo aguda (UYANIKGIL et al., 2009). Para
iSs0, as respostas comportamentais foram registradas como porcentagem de espécimes alterados
durante o periodo de 10 minutos de avaliacdo, por aquéario, ap0s 0 periodo de exposi¢do aguda
(96h).

Para o célculo da porcentagem de espécimes com alteraces comportamentais foram
analisados padrdes reacionais como disturbios respiratorios (natacdo longitudinal; disposicdo na
superficie da 4gua e aumento na frequéncia de batimento opercular), tegumentares (escurecimento
das nadadeiras, escurecimento corporal, escamas ericadas e midriase), natatorios (tremores,
letargia, hiperatividade, ataxia) e sociais (canibalismo e agressividade), sendo definida a
porcentagem de espécimes com alteracGes comportamentais em cada concentracdo do efluente
pesqueiro avaliado.

Durante toda a exposicdo, foi observada a taxa de mortalidade dos espécimes machos e
fémeas expostos ao efluente pesqueiro de modo que estes foram considerados mortos somente na
auséncia da movimentacdo do opérculo associada a falta de resposta a natacdo apos a estimulo
(ARAUJO et al., 2006).

Para o célculo da concentracdo do efluente causadora de alteracdes comportamentais em
50% dos espécimes expostos (CEso-g6n), foi utilizado o algoritmo para o software R definido por
PACHECO & REBELO (2013) pois este fornece dados importantes como o intervalo de
confianca, p-value, o valor da estatistica qui-quadrado além de ser possivel a determinacdo de
parametros de CE ndo medianos (CE 30; 50; 70; 90).

Ap0s exposicdo, todos espécimes de P. reticulata utilizados como modelo biolégico foram
eutanasiados por decapitaco, segundo as orientacdes do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Goias (UFG) por meio de projeto aprovado e

protocolado sob o nimero 046/2010.

6.6.3. Analise morfométrica e histoquimica
Amostras de figado e da por¢do medial do intestino delgado foram dissecadas, fixadas por
um periodo de 24 horas em solugdo de paraformaldeido a 4% tamponado (pH 7,3) e acrescido de
sacarose a 0,09 M, posteriormente, foram transferidas para solugédo de etanol 70% até o inicio do
processamento histolégico. Os tecidos fixados foram desidratados em etanol 100% (seis imersdes
de uma hora), diafanizados em xilol 100% (duas imersdes de uma hora), infiltrados em parafina

liquida pura a 56°C (duas imersdes de uma hora) e inclusos em parafina também a 56°C.
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Todos os cortes histoldgicos foram realizados com 4 um de espessura em micrétomo
rotativo. Para as sec¢des de figado empregou-se a técnica histoquimica de Perls, modificada para
cobre, e para as seccbes da porcdo medial do intestino delgado foi utilizado o método
histoquimico de Ferro Coloidal (Azul da Prassia) para marcacao de mucinas.

Para 0 método de Perls os cortes foram desparafinizados em estufa a 70°C, seguido de
imersGes em xilol e etanol até a hidratacdo em agua corrente, procedeu-se a coloracdo com
solucdo acida de ferrocianeto de potassio trihidratado (ferrocianeto de potassio trihidratado a
0,04M acrescido de &cido cloridrico a 0,71M na proporcdo de 1:1), e a contracoloragdo com
solucdo acidificada de verde luz amarelado a 2,66mM (&cido acético a 0,03M) sendo
posteriormente lavados em agua corrente, desidratados por trés imersdes de etanol 100% e duas
em Xxilol 100%.

Para 0 método de Azul da Prussia os cortes foram desparafinizados em estufa a 70°C,
seguido de imersGes em xilol e etanol até a hidratacdo em &gua corrente, acidificados por trés
minutos (acido acético a 2,38M), corados por 60 minutos em solucdo de ferro coloidal de Muller
(cloreto férrico hexahidratado a 0,53M e acido acético a 2,18M), novamente acidificados, corados
com solugdo &cida de ferrocianeto de potassio trihidratado (ferrocianeto de potéssio trihidratado a
0,12M acrescido de HCI a 1,7M na proporcao de 1:1), lavados em agua corrente, contracorados
com eosina amarelada e desidratados por trés imersées de etanol 100% e duas em Xilol 100%.

Finalmente, as laminas foram montadas com Entellan®, observadas sob microscopia Optica
com o aumento de 400x. Foram obtidas cinco fotomicrografias (campos aleatorios) por espécime
sendo que as analises morfométricas intestinais foram realizadas utilizando como parametros a

area das células caliciformes e o didmetro das vilosidades.

6.6.4. Ensaio cometa

O ensaio do cometa foi realizado utilizando o método alcalino descrito por SINGH et al.
(1988) com modificacGes segundo FRENZILLI et al. (2009). Apds o periodo de exposicao,
amostras de sangue periférico foram suspensas em soro fetal bovino (1:4) e homogeneizadas em
solugdo tamponada (PBS pH 7,4) de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5%. Posteriormente o
homogeneizado foi adicionado sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%, coberto
com laminula e mantido sob refrigeracéo até a solidificacdo da agarose.

Apos a solidificacdo do gel de agarose, as laminulas foram removidas e as [aminas imersas
solugéo de lise com pH 10 (NaCl a 2,22M; EDTA a 89 mM; Tris a 8,9 mM; NaOH a 0,2 M; lauril
sarcosinato de sodio a 34mM; Triton X-100 a 16,53 mM e DMSO a 1,4M) sendo mantidas sob



refrigeracdo a 4°C durante 24 horas. Apos a lise, as laminas foram dispostas em cuba de
eletroforese horizontal e acrescidas de tampao de eletroforese (NaOH a 8,69mM, EDTA 0,96mM,
pH=13) para a desnaturacdo do DNA sendo mantidas a 4°C por 30 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada com uma corrente elétrica de 1V.cm™ a 300 mA
durante 25 minutos. Apds a eletroforese, as [aminas foram neutralizadas (Tris 0,42 M, pH 7,5) em
trés séries de 5 minutos de cada, lavadas em agua destilada, secas e fixadas em etanol absoluto.

Para a analise, as laminas foram coradas com 25 pL de solucdo de brometo de etidio
(50uM) e cobertas com laminula. Foram analisados 50 nucledides por lamina (Figura 8),
totalizando 150 nucledides por tratamento (n=3). Como controle positivo foi utilizada
ciclofosfamida na concentracdo de 5mg.L™* (CANDIOTI et al. 2010; MURANLI & GUNER,
2011). As fotomicrografias de epifluorescéncia foram obtidas pelo sistema de microscopia Leica
DM, camera CITOGEN ProgRes® MF Jenoptik com o auxilio do software LUCIA
Cytogenetics™ com um aumento de 200x. A mensuragdo do dano gendmico foi realizada com o
parametro porcentagem de DNA na cauda do cometa usando o software CASP (Comet Assay
Software Project, http://casp.sourceforge.net/) (AHMED et al., 2010).

l 2 um I I 2 um I
D
Figura 8. Fotomicrografias de epifluorescéncia de cometas e nucledides obtidos a partir de
eritrocitos de machos e fémeas de P. reticulata. O &nodo é disposto a direita das fotomicrografias.

De (A) até (B) é representada uma escala gradual do dano genémico observado nos eritrocitos

apos a realizacdo do ensaio cometa.
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6.6.5. Dosagem de proteina e ensaios enzimaticos

Para a extracdo de proteinas as amostras de figado, apds serem dissecadas e pesadas em
pool (n=3), foram congeladas e maceradas em tampao fosfato de potéssio 0,1M (pH 7,0),
contendo 0,25M de sacarose, sendo definida a proporcéo de 1 parte de figado para cada 8 partes
da solugdo tampdo. Ap6s completa maceracdo e homogeneizagdo das amostras de figado, o
macerado bruto foi utilizado para a determinacdo das proteinas totais conforme descrito por
Peterson (1983) com o estabelecimento de curva padrdao com albumina bovina (10ug e 100 pg).

Para a determinacdo da atividade enzimatica é necessario que se conhegca os valores
cinéticos correspondentes a saturacdo de cada enzima, assim, como nao sao descritas em literatura
as concentracdes de saturacdo e pH de ensaio da catalase (CAT), carboxilesterase (CarbE) e
glutationa-S-transferase (GST), para Poecilia reticulata, foram realizados ensaios de
padronizacdo para obtencdo dessas condi¢fes. Os ensaios de padronizacdo da atividade
enzimética foram realizados conforme descrito por BASTOS et al. (2013), posteriormente a
padronizacdo, foi realizada a avaliacdo da atividade especifica da CAT e GST conforme descrito
para P. reticulata por SHARBIDRE et al., (2011) e da atividade da CarbE conforme descrito por
(XING et al., 2010), ambos com modificagdes.

As padronizagdes foram realizadas pela variagdo do pH e das concentragfes dos substratos
de cada enzima. Para a CAT foram definidos valores de pH de 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 ¢ 7,0 e
concentragfes de H.O. de 15; 25; 35; 45; 65; 85 e 100 mM. Para a CarbE os valores de pH
ensaiados foram de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0 e as concentra¢des do substrato p-NPA foram
de 0,25; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 6,0 mM. Para a GST a variagdo de pH foi de 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5 sendo
as concentrac@es de CDNB de 0,125; 0,5; 1,5; 2,5; 2,75 e 3,0 mM e as de GSH de 0,5; 1,0; 2,5;
4,0; 5,0 mM. Calculou-se a velocidade maxima de reacdo (Vmax) € a partir desta a concentracao
de substrato correspondente a constante de Michaelis-Menten (Kwm), onde Kwm = Vmax/2, € entéo
definiu-se a concentracdo de substrato responsavel pelo 6timo enzimatico.

Apds padronizacdo com a definicdo dos valores de pH e concentracdo de substrato 6timos
para 0 ensaio enzimatico, prosseguiu-se com avaliacdo da atividade enzimatica da CAT, CarbE e
GST nos especimes machos e fémeas tratados com o efluente pesqueiro de seca e chuva e com a
CLso-g6n do cobre ibnico (Cu?").

Na determinagdo da atividade da CAT, foi registrado o consumo de peroxido de
hidrogénio (H20.) baseado no decréscimo da absorbancia a 240 nm. Aliquotas de 2 pL do
macerado bruto diluido (na proporcao de uma parte de macerado para 19 partes de tampéo fosfato

de potéssio a 0,1M e pH 7,0) foram acrescidas ao meio de reacdo constituido por 370,5 pL de
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tampao fosfato de sodio 0,1M (pH 5,83), 12,5 pL de EDTA (40mM) e de 15 pL de H20. a 2,66M
de modo que a concentragdo final do substrato H202 no meio reacional foi de 100mM. A atividade
da CAT foi expressa pelo valor modular em pmol.min"* de H20; por pg de proteina.

Para a determinacdo da atividade da CarbE foi registrada a formacéao de 4-nitrofenol (PNF)
pela hidrolise do 4-nitrofenil acetato (p-NPA) determinado pelo aumento da absorbéancia lida no
comprimento de onda de 400nm. Aliquotas de 1 pL do macerado bruto foram acrescidas ao meio
reacional constituido por 384 uL de tampéo fosfato de sddio 0,1M (pH 8,33), 15 uL de p-NPA a
234,4mM (diluido em etanol) de modo que a concentracdo final desse substrato foi de 8,79mM. A
atividade da CarbE foi expressa em pmol.min™ de PNF por pg de proteina.

Na avaliacdo da atividade da GST foi registrada a formacdo do conjugado da glutationa
reduzida com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (GS-DNB) determinado pelo aumento da absorbancia
observada no comprimento de onda de 340nm. Aliquotas de 1 pL do macerado bruto foram
acrescidas ao meio de reacdo constituido por 364 pL de tampdo fosfato de potéassio 0,1M (pH
6,0), 15 uL de CDNB (416,66mM) e de 20 uL de GSH a 166,8mM de modo que a concentracao
final dos substratos CDNB e GSH no meio reacional foi de 15,625mM e 8,34mM
respectivamente. A atividade da GST foi expressa em pumol.min'* de DNB-GS por g de proteina.

As leituras de absorvancia foram realizadas a cada dez segundos (6x), totalizando um
minuto de reacdo, em espectrofotbmetro da marca HACH (DR 500) em modo de operacdo
cinético. Para a dosagem de proteinas foram utilizadas cubetas de poliestireno e para 0s ensaios
enzimaticos foram utilizadas cubetas de quartzo, ambas com o caminho éptico de 1cm. Para o
calculo da atividade enzimatica foram utilizados os coeficientes de extingdo molar do H202 (240 =
43600M.cm™), PNF (g400 = 13000M.cm™) e GS-DNB (340 = 9600M.cm™).

6.7.  Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism v5.01
(GraphPad Software, Inc.) e o software R v3.0.1 (R Software, Inc). Segundo Callegari-Jacques
(2007) quando as pressuposicdes de normalidade e homocedasticidade ndo sdo atendidas ndo se
deve realizar uma andlise de variancia tradicional (ANOVA) pois a probabilidade de cometer o
erro do Tipo | torna-se maior, nesse caso, 0 teste de Kuskal-Wallis € referido como uma
alternativa ndo-paramétrica para a ANOVA de um critério.

Assim, quando os requisitos de normalidade e homocedasticidade ndo foram satisfeitos
(testados utilizando o teste de Shapiro-Wilk e Bartlett respectivamente), testes ndo paramétricos

equivalentes foram usados (Kruskal-Wallis). Os testes Tukey e Dunn foram usados sempre que a
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ANOVA ou o Kruskal-Wallis, respectivamente, detectaram a existéncia de diferencas

significativas entre os tratamentos ao nivel de significancia (o) de 5%.

7. Resultados

Segundo a resolucdo numero 357 do conselho nacional do meio ambiente (CONAMA) as
aguas do pesqueiro Jad sdo enquadradas na classe 2, por serem destinadas a atividades de pesca e
a balneabilidade. Corpos hidricos dessa classe podem ser destinados ao abastecimento para
consumo humano, ap6s tratamento convencional; a protecdo das comunidades aquaticas; a
recreacdo de contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; a irrigacdo de
hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com o0s quais a
populacdo possa vir a ter contato direto; a aquicultura e a atividade de pesca (CONAMA, 2005).

Como ferramenta de validacdo dos experimentos realizados, tendo em vista as condi¢Ges
de manutencdo e aclimatacdo da espécie P. reticulata, a porcentagem de sobrevivéncia no grupo
controle foi superior a 90%, no periodo de seca e de chuva, permanecendo dentro dos limites
definidos para os testes de toxicidade aguda segundo a normatizacdo n° 203 da Organizacao para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1992).

7.1. Parametros fisico-quimicos, inorganicos e organicos

Para os resultados das andlises fisico-quimicas, os valores de pH, temperatura, turbidez,
oxigénio dissolvido (OD) e s6lidos totais dissolvidos (STD), tanto para a amostragem realizada no
periodo de seca quanto no periodo de chuva, apresentaram resultados dentro dos valores maximos
permitidos pelas resolugbes n°® 357 e n° 430 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2005 e 2011). Os resultados obtidos para condutividade das aguas do pesqueiro no
periodo de seca (0,027 mS.cm™) e no periodo de chuva (0,028 mS.cm™) ndo apresentaram
variacdo significativa e ndo possuem limites maximos ou minimos definidos pelas resolucdes
brasileiras.

Apos quantificacdo dos parametros inorgénicos, no periodo de seca, foram encontradas
altas concentracdes de cobre (0,013 mg.L™?) e fésforo (0,80 mg.L 1) em relagdo ao limite maximo
(0,009 e 0,020 mg.L? respectivamente) permitido pelas resolucdes n° 357 e n° 430 (CONAMA,
2005 e 2011). A concentragdo de nitrogénio total (0,76 mg.L™) permaneceu abaixo do limite (1,27
mg.L 1) definido pela resolugdo n° 430 (que dispde sobre os efluentes) ndo sendo estabelecida
uma concentragdo méaxima desse composto segundo resolugdo que dispde sobre 0s pesqueiros,

sendo esse mesmo resultado encontrado para o nitrito, nitrato e cloretos totais (Tabela 3).
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No periodo de chuva, concentragfes ainda maiores foram determinadas para o cobre
(1,709 mg.L 1) correspondendo a um aumento de aproximadamente 13000% dessa concentragio
em relacdo ao periodo de seca (Tabela 3). Também foi observada alta concentracdo de fosforo
(0,38 mg.L1), que foi superior ao limite definido pela resolugdo n° 357 (0,020 mg.L) e pela
resolucdo 430 (0,030 mg.L™?), sendo esta caracteristica comum de ambientes em processo de

eutrofizacao.

Tabela 3 - Valores da aferi¢do de parametros fisico-quimicos, inorganicos, organicos, realizados

no pesqueiro do lago artificial do Jab em periodo de seca e chuva de 2014.

Parametros Seca Chuva Res. (n°357)" Res. (n°430)™
P.F.Q.
pH 7,99 8,61 6,0a9,0 6,0a9,0
Temperatura 24,24 °C 28,69 °C > 40 °C Nd
Condutividade 0,027 mS.cm™ 0,028 mS.cm™ Nd Nd
Turbidez 54,1 NTU 48 NTU <100 NTU <100 NTU
oD 13,09 mg.L* 11,13 mg.L*? >5mg.L? >5mg.L*?
STD 0,017 g.L 0,018 g.L* <0,5g.L*! <0,5g.L"!
P.l.
Nitrito <0,01 mg.L* <0,01 mg.L* <1mg.L? <1mg.L?
Nitrato 0,2 mg.L"? 0,7 mg.L? <10mg.L? <10mg.L?
Cobre (Algicida) 0,013 mg.L* 1,7092 mg.L? <0,009 mg.L? <0,009 mg.L*
Cloreto (Algicida) 2,4 mg.L? 1,4mg.L? <250 mg.L? <250 mg.L*
Nitrogénio 0,76 mg.L! 1,822 mg.L* Nd <1,27mg.L?
Fosforo 0,802 mg.L 038mg.L!  <0,020mg.L? <0,030 mg.L?
P.O.
Clorofilaa <1,0pg.L? <1,0pg.L? <30 pg.L? <30 pg.L?
Paration < 0,01 pg.L? <0,01 pg.L? <0,04 pg.L* <0,04 pg.L*
Glifosato <0,01 mg.L? <0,01 mg.L* < 0,065 mg.L* < 0,065 mg.L?
24-D <0,01 pg.L? <0,01 pg.L* <4pg.L? Nd
Benzo(a)pireno <0,001 pg.L*  <0,001 pg.L? <0,018 pg.L* <0,05 pg.L*
Benzo(b)fluoranteno <0001 pg.Lt  <0,00lpglL?  <0,018pgL?t  <0,05ugL?
Indeno(1,2,3,cd)pireno <0,001 pg.L?  <0,001pg.L?  <0,018 pg.L? <0,05pg.L*
Dibenzo(a,h)antraceno <0,001 pug.L*  <0,001pgL*  <0,018 pg.L? <0,05pg.L*

*Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para 0 seu
enquadramento; **Dispde sobre as condi¢des e padrdes de langamento de efluentes, complementa
e altera a Resolucao n° 357, de 17 de margo de 2005. Parametros seguidos de letra “a” indicam
concentragdes acima do preconizado pela resolugédo n° 357 do CONAMA. Nd = Né&o definido.
P.F.Q. = Parametros Fisico-Quimicos. P.l. = Parametros Inorganicos. P.O. = Parametros
Organicos.
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Também ndo foram encontradas altas concentracfes do pesticida paration (O,O-dietil-O-4-
nitro-feniltiofosfato) e dos herbicidas glifosato (N-fosfonometil-glicina) e 2,4-D (&cido 2,4-
diclorofendxiacético) de modo que esses valores permaneceram abaixo do limite maximo definido
pelas normatizacdes brasileiras (CONAMA, 2005, 2011), tanto para o despejo de efluentes,
quanto para a manutencdo de corpos hidricos como os pesqueiros. Os mesmos resultados foram
obtidos ap6s a quantificacdo de clorofila a de modo que esta se apresentou em concentracfes
inferiores a 1,0 pg.L* para dos dois periodos amostrados.

Quanto aos hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), tanto para as guas coletadas no
periodo de seca quanto o de chuva, ndo foram encontradas altas concentracfes de benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, indeno(1,2,3,cd)pireno e dibenzo(a,h)antraceno, de modo que esses HPAS se
encontram dentro do limite maximo permitido pela resolugdo n°357 (dispdem sobre pesqueiros) e
n° 430 (dispdem sobre efluentes) do CONAMA.

Como foi observada uma contaminagdo por cobre, tanto no periodo de seca quanto de chuva,
foi calculada a concentracdo letal media (CLso-96h) do CuSO4 para os espécimes de P. reticulata
expostos por um periodo de 96 horas onde foram obtidos os valores de CLso.g6h de 0,82 + 0,17
mg.L?, sendo essa exposicdo adicionada nas avaliagdes e comparagdes histopatoldgicas,

genotoxicoldgicas e enzimaticas.

7.2. Andlise qualitativa e quantitativa do fitoplancton
Foram encontrados 29 taxons de algas distribuidos entre os filos Cyanobacteria,
Chlorophyra, Cryptophyta, Carophyta e Bacillariophyta. As cianobactérias apresentaram maior
ocorréncia dentre as algas fitoplancténicas amostradas ocorrendo o predominio dos géneros
Anabaena (28,57%), Monoraphidium (13,13%) e Synechocystis (10,62%). Para 0 género
Microcystis, comumente referido como o maior produtor de microcistinas, foram identificadas

trés espécies correspondendo a 4,45% de individuos contabilizados por mL de amostra (Tabela 4).

Tabela 4. Espécies de algas planctonicas dos filos Cyanobacteria, Chlorophyta, Cryptophyta,
Carophyta e Bacillariophyta identificadas no lago artificial do Clube de Pesca Jad.

Filo Cyanobacteria Ind.mL}(%)
Anabaena sp 28,57
Aphanocapsa elachistaWest & G.S.West (1894) 0,58
Aphanocapsa sp 6,58
Chroococcus planctonicus Bethge (1935) 0,19
Chroococcus sp 0,39

Continua
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Continuacédo

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya, G. & Subba Raju, N. (1972) 1,74
Dolichospermum circinale (Rabenhorst ex Bornet & Flahault) P.Wacklin, L.Hoffmann &
J.Komarek (2009) 1,16
Dolichospermum planctonicum (Brunnthaler) Wacklin, L.Hoffmann & Komarek (2009) 1,54
Microcystis aeruginosa Kutzing (1846) 2,90
Microcystis protocystis Crow (1923) 0,97
Microcystis wesenbergii Joosten (2006) 0,58
Phormidiumsp 2,32
Pseudanabaena mucicola (Naumann & Huber-Pestalozzi) Schwabe (1964) 9,49
Pseudoanabaena sp 4,44
Radiocystis fernandoi Komarek, J. & Komarkova-Legnerova, J. (1993) 3,09
Synechoccoccus sp 1,93
Synechocystis aquatilis Geitler (1935) 10,62
Filo Chlorophyta
Coelastrum proboscideum (Bohlin) Wittrock, Nordstedt & Lagerheim (1896) 0,39
Desmodesmus communis Hegewald (2000) 0,77
Desmodesmus intermedius (Chodat) E.Hegewald (2000) 0,39
Micractinium pusillum Fresenius (1858) 0,19
Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova (1969) 13,13
Rhaphidocelis sp 1,16
Filo Cryptophyta
Cryptomonas erosa Ehrenberg (1832) 0,77
Cryptomonas marsonii Skuja (1948) 0,19
Cryptomonas obovata Skuja (1948) 0,39
Filo Charophyta
Staurastrum leptocladum Nordstedt (1870) 0,19
Filo Bacillariophyta
Nitzchia sp 0,19

A espécie Microcystis aeruginosa (Figura 10A), a mais estudada quanto a producdo de

cianotoxinas (MCYSTs), apresentou baixa densidade populacional (1.588 individuos.mL™)

correspondendo a 2,9% de toda a comunidade fitoplanctonica, entretanto, o género Anabaena que

também possui espécies produtoras de MCYSTs foi caracterizado como de alta densidade

populacional (15.170 individuos.mL™) correspondendo a um total de 28,57% de todo o

fitoplancton amostrado (Figura 9).
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Figura 9. Densidade populacional de diferentes tdxons de algas coletadas no lago artificial do

pesqueiro Jad.

Os espécimes do género Anabaena que foram amostrados, sdo caracterizados
morfologicamente pela presenga, em sua maioria, de um acineto e um heterdcito por filamento
(Figura 10B), sendo os acinetos também denominados esporos de resisténcia por serem

encontrados em populagdes senescentes.

Figura 10. Principais géneros produtores de microcistina encontrados em amostras de
fitoplancton coletadas no lago artificial pesqueiro do Ja6. (A) a seta preta indica uma coldnia
irregular de Microcystis sp evidenciando mucilagem conspicua envolvendo a colbnia. (B)
filamento simples de Anabaena sp caracterizado pela presenca de heterdcito (seta) e acineto

(cabeca de seta) ao longo do filamento.

7.3. Caracterizacéo da microcistina L-R por HPLC
Em anélise do cromatograma gerado ap0ds a injecdo da fracdo extraida das amostras de

agua bruta e do concentrado de algas, tanto para o periodo de seca quanto para o periodo de
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chuva, ndo foram observados picos que permitissem a caracterizacdo da presenca de microcistina
L-R (MCYST-LR) nessas amostras. Assim, nao foi observada contaminacdo por MCYST-LR no

pesqueiro apos analise das aguas pelo método de HPLC.

7.4. Bioensaios para avaliagio da toxicidade do efluente
Quando avaliada a taxa de mortalidade, o efluente pesqueiro estudado néo foi letal para os
espéecimes de Poecilia reticulata. Assim, ndo foram registradas mortalidades, de machos e fémeas,
de P. reticulata expostos as concentragdes de 25, 50, 75 e 100% do efluente pesqueiro do periodo
de seca e de chuva, ap6s o periodo de 96 horas de exposicao, sendo possivel inferir um provavel

efeito subletal associado as amostras de aguas eutroficas coletadas.

7.4.1. Concentracdo letal do cobre (Cu?*)

A CLso (96h) determinada para o CuSOs em P. reticulata foi de 0,82+0,16mg.L™,
observou-se ainda a CLso (0,3mg.L™?), CL4o (0,57mg.L ™), Cleo (1,08mg.L ), CL7o (1,35mg.L™Y),
CLso (1,67mg.L™) e CLgo (2,11mg.L?) (Tabela 5).

Tabela 5 - Toxicidade aguda (96h) do Cu?* determinada pela concentracdo letal (CL) em

machos e fémeas de guppies (Poecilia reticulata)

CL Cu?* (mg.L?) IC (95%) Y p-valor
CL 30 0,30 0,05-0,51 47,26 p<0,05
CL 40 0,57 0,38-0,75 47,26 p<0,05
CL 50 0,82 0,66 - 0,99 47,26 p<0,05
CL 60 1,08 0,92-1,25 47,26 p<0,05
CL 70 1,35 1,18 -1,54 47,26 p<0,05
CL 80 1,67 1,46-1,92 47,26 p<0,05
CL 90 2,11 1,85-251 47,26 p<0,05

IC = Intervalo de confianca

E descrito em literatura que a CLso-96h do cobre, em aguas moderadamente duras, para o P.
reticulata é de 0,08 mg.L* (BERTOLETTI, 2009), entretanto, nesse estudo, foram encontrados
resultados de toxicidade distintos dos ja descritos, sendo a CLso-g6h para 0 cobre (como CuSQa4) de
0,82 mg.L* (Tabela 4). Ressalta-se a possibilidade de que a CLso-o6n para 0 cobre descrita para P.
reticulata foi calculada a partir do sulfato de cobre em sua formulacdo pentahidratada
(CuS0O4.5H20) ao invés da formulagdo anidra (CuSOa), 0 que altera significativamente o valor da

concentragédo letal média.
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7.4.2. Parametros comportamentais

Vérias alteracBes comportamentais foram observadas nos espécimes, dentre elas as mais
frequentes foram as alteragdes tegumentares do tipo retracdo da nadadeira caudal, escurecimento
corporeo, e midriase. Também foram observadas alteracGes comportamentais respiratérias como a
disposicdo dos especimes sobre superficie da agua e perda de orientagdo horizontal na 4gua. Os
espécimes machos mostraram-se mais susceptiveis as alteracdes comportamentais que as fémeas,
tanto no periodo de seca quanto no periodo de chuva, o que demostra uma maior sensibilidade
desses organismos as repostas comportamentais quando expostos a aguas contaminadas/efluentes
como o avaliado nesse estudo.

No periodo de seca a CEspgsn para machos foi de 60,48+11,15% e para fémeas de
85,08+14,92%, entretanto, na exposicdo referente ao periodo de chuva houve uma maior
toxicidade do efluente pois esse, em concentracbes menores, também promoveu alteracoes
comportamentais em 50% dos individuos expostos sendo a CEse.9en para 0S machos
(32,29+7,28%) e para fémeas (49,50£10,45) inferiores a observada no periodo de seca (Tabela 6).

Tabela 6. Toxicidade aguda (96h) do efluente pesqueiro, no periodo de seca e de chuva,
determinada pela concentracdo efetiva (CE) causadora de disfungdes etol6gicas em machos e

fémeas de guppies (Poecilia reticulata).

Seca Chuva

CE [%] IC (95%) ¥’ p-valor| CE [%] IC (95%) y?  p-valor
CE30 30,11 16,14-4249 1286 <005 |CE30 1501 4,98-2363 952 <0,05

o CE40 4581 34,45-56,63 12,86 <0,05 |CE40 2394 1568-31,71 952 <0,05
& CE50 6048 49,33-71,63 12,86 <005 |CE50 32,29 2501-39,58 952 <0,05
= CE60 75,16 6242-88,66 12,86 <005 |CE60 40,64 33,72-47,96 952 <0,05
CE70 90,86 75,43-100,00 1286 <0,05 |CE70 4957 4242-5767 952 <0,05
CE30 37,65 18,18-5513 1293 <0,05 |CE30 20,27 5,23-3342 10,25 <0,05

8 CE40 62,17 44,60-7890 1293 <0,05 |CE40 35,38 23,68-46,49 10,25 <0,05
(GE) CES0 85,08 6251-100 12,93 <0,05 ICE50 4950 39,05-59,95 10,25 <0,05
- CE 60 Nd Nd Nd Nd |CE60 63,63 52,60-7524 10,25 <0,05
CE70 Nd Nd Nd Nd |CE70 78,73 65,72-93,60 10,25 <0,05

IC = Intervalo de confianca

Do total de espécimes expostos ao efluente bruto do periodo de seca aproximadamente
70% dos guppies machos apresentaram algum tipo de alteragdo comportamental, enquanto que em
fémeas essas alteragdes ocorreram em aproximadamente 50% dos especimes. Para o periodo de

chuva o efluente bruto foi responsavel pelas alteracbes comportamentais em aproximadamente
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90% dos espécimes machos sendo em que em fémeas essas disfungdes ocorreram em pouco mais
que 70% dos espécimes expostos.

A concentracdo do efluente pesqueiro, do periodo de seca, que causou uma menor
frequéncia (<30%) de alteragbes comportamentais nos especimes de guppies foi de,
aproximadamente, 16% para machos e 18% para fémeas. J4 para o periodo de chuva, a
concentracdo minima do efluente responsavel por causar menos de 30% das alteracGes

comportamentais foi de aproximadamente 5% para machos e fémeas.

7.4.3. Analise morfométrica e histoquimica

Apds a andlise do parénquima hepatico dos espécimes machos e fémeas de P. reticulata
expostos ao efluente pesqueiro foram identificados depositos intracelulares de Cu?* (marcados de
vermelho pelo método histoquimico de Perls), tanto para os espécimes expostos no periodo de
seca quanto os expostos no periodo chuvoso. Foi encontrada uma maior distribuicdo desse metal
sobre o figado de fémeas, principalmente, as expostas ao efluente pesqueiro do periodo chuvoso
(Figura 11, H).
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Figura 11. Fotomicrografias de tecido hepatico de P. reticulata exposto ao efluente pesqueiro nos
periodos de seca e de chuva (2014) e a CLso do Cu?* (Coloragdo pelo método de Perls para cobre,
com modificagdes). Imagens a esquerda correspondem ao figado de machos e a direita de fémeas.
(A) e (B) grupo controle sem deposicdo de Cu?*; (C) e (D) grupo tratado com Cu?* mostra
instensa deposi¢édo de ions cupricos no citoplasma dos hepéatdcitos, sendo as fémeas caracterizadas
pelo maior acimulo desses ions;

Continua
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Continuacao

(E) e (F) grupo tratado com efluente pesqueiro do periodo de seca apresentando pouca deposicao
de Cu?" nos hepatocitos, tanto nos espécimes machos quanto nas fémeas; (G) e (H) grupo tratado
com efluente pesqueiro do periodo de chuva apresenta maior deposicdo de cobre nos hepatocitos,
em relagdo a seca, sendo esse aspecto caracterizado pela colora¢do avermelhada dessas células em
todo o tecido hepatico.

Nos especimes expostos ao efluente pesqueiro, principalmente do periodo chuvoso, as lesdes
histopatoldgicas mais encontradas na por¢do medial do intestio delgado foram os centros de
melanomacrofagos circunscritos por tecido capsular aparentemente fibroso (Figura 12, D). Todos
os centros de melanomacréfagos encontrados apresentaram disposicdo externa a serosa intestinal
sem nenhuma distribuicéo regular.

As superficies das vilosidades intestinais apresentaram grande deposicdo de mucina que pode
ser identificada pela coloragdo azul escuro, corada pela técnica de azul da prussia, sobre o epitélio
intestinal (Figura 12, D e E). Foi observado um aumento na area das células caliciformes, tanto
em machos quanto em fémeas de P. reticulata, fato este que pode ser associado a uma maior

producéo de mucinas intestinais.



45

JB ONEE, - L

Figura 12. Fotomicrografias de perfis histopatologicos na por¢do medial do intestinal delgado de
P. reticulata exposto ao efluente pesqueiro nos periodos de seca e de chuva (2014) e a CLso do
Cu?* (Coloragdo pelo método de Ferro Coloidal). (A) grupo controle mostra citoarquitetura e
dispodicdo normal das vilosidades (corte transversal); (B) grupo tratado com Cu?* apresenta
vilosidades com deposicdo de mucina, células caliciformes com maior area e em grande numero
(setas pretas) (corte transversal).

Continua
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Continuacao

(C) grupo tratado com efluente pesqueiro do periodo de seca e (D) grupo tratado com efluente
pesqueiro do periodo de chuva, ambos, apresentam intestino com numerosas células califormes
em processo de lise para deposicdo de mucina, assim como maior diametro das vilosidades e
maior area das células caliciformes (corte transversal); (E) grupo tratado com efluente pesqueiro
do periodo de chuva apresenta secfes intestinais distintas com numero variavel de ceélulas
calificormes e deposicdo de mucina na luz intestinal e centros de melanomacréfagos (setas pretas)
(corte longitudinal). mm: muscular mucosa; pl: lamina propria; cp: cripta; ep: epitélio; Im: limen;
v: vilosidade.

Quando expostos ao efluente pesqueiro do periodo de seca 0s espécimes machos
apresentaram células caliciformes com éarea de 14,82 + 0,73 pum? sendo esse valor inferior
(p<0,05) ao observado no grupo controle para esse periodo (18,41 + 0,73 pm?). Para esse mesmo
periodo as fémeas expostas ao efluente apresentaram células caliciformes com area de 21,74 +
0,53 um? sendo esse valor superior (p<0,05) ao observado no grupo controle para esse periodo
(17,24 + 0,83 um2).

Quando os espécimes machos e fémeas foram expostos ao efluente coletado no periodo
chuvoso, ambos apresentaram aumento (p<0,05) na area das células caliciformes (24,57 + 0,58
um? e 19,90 + 0,74 pm?, respectivamente) quando comparados aos seus respectivos controles
(Figura 13, A). Ao se comparar a area das células caliciformes dos espécimes machos e fémeas
expostos & CLso-96h do Cu?* (como CuSOs) observou-se um aumento da area desse tipo celular em
fémeas do que em machos. Adicionalmente, pode-se observar que os espécimes machos expostos
a CLsogeh do Cu?* apresentaram 0 mesmo aumento na area das células caliciformes quando

comparados aos expostos ao efluente pesqueiro do periodo chuvoso (p>0,05).
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Figura 13. Morfometria intestinal de machos e fémeas de P. reticulata sob exposi¢do aguda ao
efluente pesqueiro nos periodos de seca e chuva (2014) e a CLso do Cu?'. (A) Area das células
caliciformes como parametro morfométrico da porcao medial do intestino delgado. (B) Diametro
das vilosidades intestinais como parametro morfométrico da por¢do medial do intestino delgado.
Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa entre grupos tratados e controles (p<0,05).

Foi observado um aumento no didmetro das vilosidades intestinais, tanto em machos quanto
em fémeas de P. reticulata, fato este que pode ser relacionado ao aumento na producdo de
mucinas caracterizado pela maior area das células caliciformes. Quando os espécimes machos e
fémeas foram expostos ao efluente coletado no periodo de seca, ambos apresentaram aumento
(p<0,05) no diametro das vilosidades intestinais (16,30 = 3,25 pum e 18,63 £ 2,80 pm,
respectivamente) quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 13, B).

Quando expostos ao efluente pesqueiro do periodo de chuva os espécimes machos
apresentaram vilosidade com diametro de 25,03 + 2,48 um ndo havendo diferenca significativa

(p>0,05) em relacdo ao diametro observado no grupo controle para esse periodo (22,16 + 2,07
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pum). Para esse mesmo periodo as fémeas expostas ao efluente apresentaram vilosidades com
diametro de 19,47 + 2,46 um sendo esse valor superior (p<0,05) ao observado no grupo controle
para esse periodo (15,13 + 2,99 pum). Ao se comparar o diametro das vilosidades dos espécimes
machos e fémeas expostos a Clso-9sn do Cu?* (como CuSO.) observou-se que as fémeas
apresentaram suas vilosidades com maior didmetro quando comparadas aos machos de sua
espécie. Pode-se observar que os espécimes machos expostos a CLso.gsh do Cu?* apresentaram
maior aumento no diametro das vilosidades quando comparados aos expostos ao efluente

pesqueiro do periodo de seca e de chuva (p>0,05).

7.4.4. Ensaio cometa
Apdbs a realizacdo do ensaio cometa em eritrocitos de machos e fémeas de P. reticulata

expostos ao efluente pesqueiro dos periodos de seca e de chuva, foi observado o efeito genotdxico
da exposicdo aguda (96h) a esse efluente (Figura 14), de modo que tanto 0s espécimes machos
quanto as fémeas apresentaram um aumento da genotoxicidade, para ambos os periodos avaliados,

determinado pelo parametro de porcentagem de DNA na cauda do cometa.
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Figura 14. Porcentagem de DNA na cauda do cometa como parametro de dano genémico
mensurado em P. reticulata sob exposicdo aguda ao efluente pesqueiro nos periodos de seca e
chuva (2014) e a CLsp do Cu?*. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
entre grupos tratados e controles (p<0,05). Porcentagem de DNA da cauda do cometa com base na
média de 50 ndcledides analisados por espécime (n=5) em cada tratamento. Ciclofosfamida (5
mg.L1) foi usado como controle positivo.

Quando expostos ao efluente pesqueiro do periodo de seca os eritrocitos dos especimes
machos apresentaram maior dano genémico (43,99 *+ 9,19%) quando comparados com 0 grupo

controle para esse mesmo periodo (20,51 + 9,14%). Da mesma forma, os eritrocitos das fémeas
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expostas ao efluente pesqueiro do periodo de seca também apresentaram maior dano genotéxico
(41,56 + 11,41%) quando comparados com o grupo controle (16,15 + 11,45%).

Os mesmos efeitos genotoxicos da exposicdo ao efluente pesqueiro do periodo de seca
foram observados no periodo de chuva (Figura 15), de maneira que, 0s eritrocitos dos machos
apresentaram maior dano genémico (35,57 + 13,41%) quando comparados com 0 grupo controle
para esse mesmo periodo (17,55 = 9,24%). Os eritrocitos das fémeas expostas ao efluente
pesqueiro do periodo de seca também apresentaram maior dano genotoxico (27,53 £ 16,24%)

quando comparados com o grupo controle (18,24 + 10,10%).

A 8
D

Figura 15. Fotomicrografias de epifluorescéncia de cometas e nucledides obtidos a partir de
eritrocitos de machos e fémeas de P. reticulata mantidos sob exposicdo aguda ao efluente
pesqueiro nos periodos de seca e chuva (2014) e a CLso do Cu?*. O anodo é disposto a direita das
fotomicrografias. Nucledides sem dano observados no grupo controle (A); Migracdo do DNA
apos exposicdo dos eritrocitos a CLso do Cu?* (B); Nucledides com pouco dano genémico obtidos
a partir dos espécimes expostos ao efluente pesqueiro no periodo de seca (C). Grande extenséo de
dano genémico apds exposicao ao efluente pesqueiro coletado no periodo de chuva (D).

Ao se comprar a genotoxicidade do cobre (como CuSOa4) em eritrécitos de machos e fémeas

de P. reticulata expostos & Clso-osn do Cu?*, foi observado um elevado aumento no dano
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gendémico nos eritrocitos das fémeas expostas do que dos machos, mostrando assim uma maior

susceptibilidade de dano genémico em fémeas expostas ao cobre.

7.4.5. Parametros cinéticos enzimaticos e atividade especifica

7.4.5.1. Atividade da catalase (CAT)

Para a CAT a velocidade maxima de reagdo (Vmax) obtida com o H20. foi de 1,083
umol.min.mg? (valor correspondente a atividade especifica) sendo a Km de 53,92 mM. O valor
de saturagdo da CAT foi obtido pela multiplicagdo da constante Km por 2 onde definiu-se a
concentracéo aproximada de 100mM de H202 como 6tima para 0 ensaio enzimatico (Figura 16A).
Em relacdo ao pH, ap0s a construcdo da curva da atividade especifica em fungédo ao pH, o 6timo
enzimatico foi obtido pelo pico de maxima atividade especifica da CAT sendo definido o pH 5,83

como valor padréo (Figura 16B).
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Figura 16. Em A sdo apresentados os dados cinéticos (Ku € Vuax) € em B sdo representados 0s
dados da variacdo de pH da padronizacdo da atividade da catalase em guppies (Poecilia
reticulata). Todos os dados sdo apresentados como meédia + erro padrdo da media, sendo 0s
ensaios enzimaticos realizados em triplicata a partir de pools de trés figados.

Nos espécimes machos e fémeas de P. reticulata expostos ao efluente pesqueiro do
periodo de seca a atividade especifica da CAT ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
quando comparada ao grupo controle desse periodo, sendo esse mesmo resultado observado

quando esses espéecimes foram expostos ao efluente pesqueiro do periodo chuvoso (Figura 17).
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Figura 17. Catalase como parametro de estresse oxidativo em P. retlculata exposto ao efluente
pesqueiro nos periodos de seca e de chuva (2014) e a CLso do Cu?*. Os dados sdo apresentados
como média e erro padrdo da média da atividade da catalase (CAT) em pools (n=3) de figado de
P. reticulata. Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa (p>0,05) entre 0os grupos
tratado e controle de cada periodo de exposicao separadamente.

Quando analisada a atividade da CAT sobre o figado de espécimes de P. reticulata
expostos a CLso-genh do ion cobre (como CuSOs4) foi evidenciada uma maior sensibilidade das
fémeas em exposicdo a esse metal, sendo esse aspecto observado pela reducdo da atividade da

CAT sobre esses organismos.

7.4.5.2. Atividade da carboxilesterase (CarbE)

Para a CarbE a velocidade maxima de reacdo (Vmax) obtida com o substrato p-NPA foi de
0,2716 pumol.min*mg™ (valor correspondente a atividade especifica) sendo a Kmv de 1,758 mM. O
valor de saturacdo da CarbE foi obtido pela multiplicagéo da constante Km por 5 onde definiu-se a
concentracdo de 8,79mM de p-NPA como 6tima para 0 ensaio enzimatico (Figura 18A). Em
relacdo ao pH, apo6s a construcdo da curva da atividade especifica em funcdo ao pH, o 6timo
enzimatico foi obtido pelo pico de méaxima atividade especifica da CarbE sendo definido o pH

8,33 como valor padréo (Figura 18B).
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Figura 18. Em A sdo apresentados os dados cinéticos (Kv e Vuax) € em B séo representados os
dados da variacdo de pH da padronizacdo da atividade da carboxilesterase em guppies (Poecilia
reticulata). Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, sendo 0s
ensaios enzimaticos realizados em triplicata a partir de pools de trés figados.

Nos peixes expostos ao efluente pesqueiro do periodo de seca a atividade especifica da
CarbE né&o apresentou diferencga significativa (p>0,05) quando comparada ao grupo controle desse
periodo, sendo observado esse mesmo resultado tanto em machos quanto em fémeas. Ja em
exposicdo realizada ao efluente pesqueiro do periodo chuvoso as fémeas de P. reticulata
apresentaram reducdo da atividade enzimatica da CarbE, entretanto, em machos ndo foram

observadas diferengas significativas na atividade dessa enzima (Figura 19).
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Figura 19. Carboxilesterase como parametro de biotransformagdo em P. reticulata exposto ao
efluente pesqueiro nos periodos de seca e de chuva (2014) e a CLso do Cu?". Os dados s&o
apresentados como média e erro padrdo da média da atividade da carboxilesterase (CarbE) em
pools (n=3) de figado de P. reticulata. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s grupos tratado e controle de cada periodo de exposicao separadamente.
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Quando analisada a atividade da CarbE sobre o figado de espécimes de P. reticulata
expostos a CLso-gen do ion cobre (como CuSOs) foi evidenciada uma maior sensibilidade das
fémeas em exposicao a esse metal, sendo esse aspecto observado por uma reducdo da atividade da

CarbE sobre esses organismos.

7.4.5.3. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

Para a GST a velocidade maxima de reacdo (Vwmax) obtida com o CDNB foi de 1,255
umol.min*mg® (valor correspondente a atividade especifica) e com a GSH foi de 0,8051
umol.min*mg® sendo a Km de 3,125 e 1,668 mM, respectivamente. O valor de saturacdo da GST
foi obtido pela multiplicacdo da constante Km por 5, para os dois substratos, onde definiu-se a
concentracdo de 15,625mM de CDNB e 8,34mM de GSH como 6timas para 0 ensaio enzimatico
(Figura 20 A e B). Em relacdo ao pH, apds a construcdo da curva da atividade especifica em
funcdo ao pH, o étimo enzimatico foi obtido pelo pico de maxima atividade especifica da GST

sendo definido o pH 6,0 como valor padréo (Figura 20C).
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Figura 20. Na figura A sdo apresentados dos dados cinéticos (Kw e Vuax) da atividade da
carboxilesterase referentes ao substrato CDNB, e na figura B sdo apresentados dos dados cinéticos
da atividade da carboxilesterase referentes ao substrato GSH. Na figura C é representada a
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variacdo do pH realizada para a padronizagdo da atividade da carboxilesterase. Todos os dados
sdo apresentados como média £ erro padrdo da média, sendo as padronizacOes realizadas em
triplicata a partir de pools compostos por trés figados.

Nos peixes expostos ao efluente pesqueiro do periodo de seca a atividade especifica da
GST néo apresentou diferenca significativa (p>0,05) quando comparada ao grupo controle desse
periodo, sendo observado esse resultado tanto em machos quanto em fémeas de P. reticulata. Esse
mesmo resultado foi observado quando esses espécimes foram expostos ao efluente pesqueiro do
periodo de chuva ndo havendo aumento ou diminuigdo da atividade da GST no figado desses

organismos (Figura 21).
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Figura 21. Glutationa-S-transferase como parametro de biotransformacdo em P. reticulata
exposto ao efluente pesqueiro nos periodos de seca e de chuva (2014) e a CLso do Cu?*. Os dados
sdo apresentados como média e erro padrdo da média da atividade da glutationa-S-transferase
(GST) em pools (n=3) de figado de P. reticulata. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos tratado e controle de cada periodo de exposicdo
separadamente.

Quando analisada a atividade da GST sobre o figado de espécimes de P. reticulata expostos
a CLso-96h do ion cobre (como CuSO.) também ndo foi observada qualquer alteracdo na atividade

da GST.

8. Discussao
8.1. Parametros fisico-quimicos, inorganicos e organicos
Segundo a resolugdo numero 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
as aguas do pesqueiro estudado sdo enquadradas na classe 2, por serem destinadas a atividades de
pesca e a balneabilidade. Corpos hidricos dessa classe podem ser destinados ao abastecimento

para consumo humano, apds tratamento convencional; a protecdo das comunidades aquaticas; a
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recreacdo de contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; a irrigacdo de
hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais a
populacéo possa vir a ter contato direto; a aquicultura e a atividade de pesca (CONAMA, 2005).

Tendo em vista que o lago artificial estudado também possui atividade de balneabilidade,
ocorre a exposic¢do direta e por tempo prolongado dos esportistas aquéaticos e pescadores as aguas
contaminadas por Cu?*. Nos Estados Unidos as concentracdes de cobre sdo monitoradas de forma
sistematica pelo poder publico, sendo a Agéncia de Protecdo Ambiental responsavel pela
determinacdo da concentracdo de cobre na &gua potével, e no caso dessa concentracdo estar acima
de 1,3 mg.L! medidas de remediacio, estabelecidas pelo “Lead and Copper Rule”, sdo tomadas
(GRIGOLETTO et al., 2012).

Esse mesmo lago possui uma frequente proliferacdo de espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas, e estas, quando expostas a concentragcdes do Cu2+ acima do traco podem
ter sua membrana celular lisada, liberando cianotoxinas intracelulares para o corpo hidrico
(GARCIA-VILLADA et al., 2004).

Caétions bivalentes de cobre ndo sdo biodegradaveis, e uma vez que sdo liberados nos
corpos hidricos, ou lixiviados, eles bioacumulam nos organismos aquéaticos. As elevadas
concentracdes de cobre observadas no pesqueiro (0,013 mg.L™* no periodo de seca e 1,709 mg.L*
no periodo de chuva) podem estar associadas a utilizacdo de substancias quimicas como o sulfato
de cobre (CuSOs), conhecido por ser um algicida que atua na reducdo da biomassa
fitoplanctonica, tendo efeito nocivo para microrganismos aquaticos como as cianobactérias
produtoras de toxinas (ZHOU et al., 2013; FAN et al., 2014; TSAI, 2015).

Dentre os contaminantes inorganicos, alguns macronutrientes como 0 nitrogénio e o
fosforo, sdo liberados no ambiente através de fertilizantes quimicos, efluentes de esgotos, queima
de combustiveis fosseis ou como residuos de processos industriais (STARK et al., 2015). Como
esses compostos, em sua maioria, apresentam atividade biolégica, sua lixiviagdo coloca em risco,
em termos de toxicidade, a biota aquética do corpo hidrico receptor desses contaminantes.

E importante que, em ambientes em que seja utilizado o sulfato de cobre como algicida, se
tenha em mente que, apos a dissociacdo desse composto, as cianobactérias reduzem o sulfato livre
no corpo hidrico utilizando-o para a sintese de proteinas, coenzimas e para a biossintese dos
sulfolipideos - lipideos predominantemente encontrados em membranas fotossintéticas - o que
favorece ainda mais para o aumento da biomassa desses organismos (SCHMIDT, 1988).

Outra fonte de contamina¢do de corpos hidricos devido ao aumento das atividades

antropicas e intenso processo de urbanizacdo tem sido associado as elevadas das concentracdes de
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hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (OTTER et al., 2012). Devido ao pesqueiro
estudado possuir sua nascente em uma area de aeroporto na cidade de Goiania, e os HPAs serem
emitidos em sua proximidade por motores de aeronaves e automodveis, a quantificacdo dessa
classe de hidrocarbonetos nos corpos hidricos se torna uma importante informag&o sobre o estado
de poluicéo desse lago.

Contudo, dentre os contaminantes organicos avaliados no lago artificial estudado, nao
foram observadas elevadas concentragfes dos HPAs, provavelmente, devido ao lago ndo se
encontrar nas proximidades da fonte poluidora (aeroporto), alguns estudos (KOROSI et al., 2013;
MIKI et al., 2014) demonstram que regibes sob intensa acdo antropica, como 0 aeroporto Santa
Genoveva (Goiania-GO) possuem altas concentracdes desses poluentes que apOs emissdo na
atmosfera se depositam sobre os corpos hidricos e solos desencadeando efeitos toxicos diversos.

Apesar de ndo terem sido encontradas altas concentracdes do pesticida paration (O,O-
dietil-O-4-nitro-feniltiofosfato) e dos herbicidas glifosato (N-fosfonometil-glicina) e 2,4-D (acido
2,4-diclorofendxiacético), estudos que determinem a concentracdo dos principais grupos de
pesticidas e herbicidas em corpos hidricos sdo importantes pois a exposicdo das espécies aquaticas
a esses poluentes organicos pode causar efeitos ecologicamente importantes sobre 0s niveis
tréficos, sendo bem documentados os casos de reducdo do sucesso reprodutivo (TIAN et al.,
2012), perda neuronal (UYANIKGIL et al., 2009) e dano genémico (HARAYASHIKI et al.,

2013) para esses tipos de contaminantes ambientais.

8.2. Andlise qualitativa e quantitativa do fitoplancton

Uma condicao favoravel a dominancia de cianobactérias fixadoras de nitrogénio, como as
pertencentes ao género Anabaena, é a alta concentracdo de fosforo dada pela razdo N:P no
ambiente, assim, o aumento da densidade populacional desses organismos é favorecido em
ambientes onde a razdo N:P é baixa, como no pesqueiro Jad (N:P = 0,95 para o periodo de seca e
N:P = para o de chuva 4,79), sendo esse fato observado principalmente em ecossistemas aquaticos
eutréficos (SMITH, 1983).

Segundo GIRALDEZ-RUIZ et. al (1999) cianobactérias, como as do género Microcystis e
Anabaena (PIERINI & THOMAZ, 2004), possuem a capacidade de utilizar bicarbonato como
fonte de carbono, assim, em um lago com pH alcalino como o do pesqueiro do Jad (pH de 7,99),
ocorre uma maior disponibilidade de bicarbonato o que favorece o aumento na densidade

populacional dessas cianobactérias (CHI et al., 2011; 2013).
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Resultados semelhantes foram encontrados por KIM & KIM, (2013) em avaliacdo de um
corpo hidrico impactado por blooms de cianobactérias, onde a dominancia desse grupo ocorreu
devido as baixas razdes observadas entre o nitrogénio total e o fosforo total (N:P < 12) que sdo
descritas como sendo altamente favoraveis para o crescimento de grandes biomassas de
cianobactérias, caracterizando a condicao eutréfica do ecossistema aquatico impactado.

O fosforo € um macronutriente essencial para o crescimento de cianobactérias nas aguas
doces, entretanto, em elevadas concentracGes é responsavel pela ocorréncia de floracbes de
cianobactérias, devendo a concentracdo desse elemento ser monitorada nos corpos hidricos, além
disso, pouca atencdo tem sido dada as interacfes entre os diferentes contaminantes inorganicos
nos ecossistemas aquaticos (TAO et al., 2013).

As espécimes do género Anabaena que foram quantificados, apresentaram, em sua
maioria, um acineto e um heterdcito por filamento, entretanto, sabe-se que as células das
cianobactérias filamentosas somente se diferenciam em acinetos (esporos de resisténcia) quando
se encontram em condi¢bes ambientais desfavoraveis, seja devido a senescéncia de uma
populacdo ou devido ao emprego de algicidas, como é o caso dos que contém ions cupricos
(SILVA et al., 2013).

O uso de algicidas como o CuSOa, confere risco aos ambientes eutrofizados, pois quando
em solucdo aquosa, se dissocia formando o cation bivalente Cu?*, assim, dentre as espécies de
cianobactérias que podem ser afetadas por esse ion, o género Anabaena sp. possui uma familia de
proteinas transportadoras de metais bivalentes (DMT ou NRAMP) que sdo responsaveis pelo
transporte de Mn?*, Zn?*, Cu?*, Fe?*, Co?*, Ni?* e Cd?* da membrana plasmética para o citoplasma
(NEVO & NELSON, 2006; GUPTA et al., 2014).

Contudo, o cobre, em concentracGes acima do traco, tem sido amplamente utilizado no
controle de populacGes de fitoplancton nos ecossistemas aquaticos, especialmente em casos de
floracdes de cianobactérias em &guas eutréficas. Essa diminui¢do da biomassa fitoplanctdnica é
devido ao cobre, em nivel celular, ser utilizado como um cofator enzimético capaz de catalisar a
formacdo espécies reativas de oxigénio (radicais livres) devido a sua atividade redox,
representando um risco associado ao estresse oxidativo em organismos aquaticos (Nogueira et al.
2009).

Com a inducdo de estresse oxidativo nas cianobactérias pode ocorrer a lise das células, e,
uma vez que grande parte das cianotoxinas sd@o encontradas no meio intracelular, estas serdo
rapidamente liberadas para o meio extracelular aumentando assim a concentragéo de cianotoxinas

disponiveis no ecossistema contaminado (WERT et al., 2014).
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Segundo GARCIA-VILLADA et al., (2004) a contaminagdo de corpos hidricos por ions
clpricos (Cu?*) possuem outros efeitos toxicos sobre cianobactérias, além do estresse oxidativo,
sendo que ja foram observados mecanismos associados a inibicdo da fixacdo de CO2, assim como
a inibicdo da atividade do fotossistema Il e da absorgdo do nitrato.

Uma preocupacdo com a possivel contamina¢do por cianotoxinas no pesqueiro Jag,
principalmente as MCYSTs, ja foi mencionada em estudo realizado por NOGUEIRA et al.,
(2011), onde foram encontrados 13 tdxons produtores de cianotoxinas, dentre eles as espécies
Microcystis aeruginosa e Planktothrix agardhii. Apesar da espécie P. agardhii ndo ter sido
encontrada nas amostras quantificadas nesse estudo e a espécie Microcystis aeruginosa ter
apresentado baixa densidade populacional (1.588 individuos.mL™) correspondendo a 2,9% de
toda a comunidade fitoplanctnica, o género Anabaena, que atualmente possui algumas espécies
reclassificadas Sphaerospermopsis (ZAPOMELOVA et al., 2010), apresentou elevada densidade
populacional (15.170 individuos.mL™) correspondendo a 28,57% de toda o fitoplancton

amostrado.

8.3. Caracterizacao de microcistina L-R no pesqueiro

Como ndo foi verificada a presenca de microcistinas (MCYST-LR) nas amostras de agua
coletadas no pesqueiro, assim como ndo foi observada a presenca dessa cianotoxina em analise do
extrato bruto liofilizado de algas, tanto para o periodo de seca quanto para o periodo de chuva,
ndo existe um risco associado a contaminacdo das aguas e dos organismos aquaticos por essa
cianotoxina.

A caracterizacdo de cianotoxinas realizada diretamente sobre o extrato bruto de algas é
importante pois a toxicidade das MCYSTs esta relacionada com a sua concentracdo intracelular
nas cianobactérias. As MCYSTs somente séo liberadas pelas células vivas durante 0s processos
de estresse fisico, quimico ou de senescéncia devido a diminui¢do da integridade celular de um
bloom com o aumento de sua idade. As MCYSTs liberadas na &gua sdo responsaveis pela
contaminagdo de varios organismos aquaticos que podem ser expostos, por um longo periodo de
tempo, a uma pequena concentracdo da toxina (efeito crénico) ou a uma alta concentracdo destas
cianotoxinas - efeito agudo (COMBES et al., 2013).

Outra caracteristica importante da MCYST-LR é sua solubilidade em &gua e estabilidade
estrutural, seja em reservatorios de abastecimento ou em lagos, de modo que, mesmo apds

processos de ebulicdo, hidrdlise quimica ou de oxidagdo, esse peptideo se mantém, em sua
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maioria, inalterado nos corpos hidricos sendo comumente caracterizado como uma cianotoxina
persistente (WU et al., 2014).

Devido a estas caracteristicas sdo frequentes os estudos demonstram que a intoxicacao e
consequente morte de diferentes organismos por exposicdo a MCYSTs como € o caso de peixes
(QIAO et al., 2013), bivalves (SABATINI et al., 2011), anfibios (ZIKOVA et al., 2013), micro
invertebrados marinhos (EL GHAZALI et al., 2010) e dulcicolas (SHAMS et al., 2014).

S&o descritos casos graves de intoxicacdo de animais como cdes (WOOD et al., 2010) e 0
gado bovino (ORR et al., 2001) que sdo organismos altamente suscetiveis & intoxicacdo por
cianotoxinas devido ao consumo acidental de &guas contaminadas com cianobactérias
planctdnicas de riachos e lagos.

Apesar dos diversos casos de toxicidade a animais, o estudo das MCYSTs passou a ter
destaque somente apds o primeiro registro mundial de intoxicacdo em humanos que ocorreu em
1996 no Brasil, em uma clinica de hemodiélise em Caruaru (PE), ocasido em que mais de 60
pacientes faleceram devido a contaminacdo da agua dessa clinica com MCYSTs (SANCHES et
al., 2007).

Dentre as diferentes toxicidades associadas a exposi¢do por MCYSTs estd a formacdo de
quebras de fita dupla no DNA e consequente interferéncia nas vias de reparo de dano,
contribuindo assim para um aumento na instabilidade genética de células expostas. Essas toxinas
também possuem a capacidade de induzir a expressao do fator o de necrose tumoral (um promotor
tumoral) e de proto-oncogenes, sugerindo um possivel mecanismo de promoc¢do tumoral
(LAUGHINGHOUSE et al., 2012).

Devido aos recorrentes casos de intoxicagdo humana, principalmente pela ingestdo de
aguas contaminadas com toxinas de cianobactérias, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
determinou em sua diretriz proviséria que a concentracdo maxima permitida de MCYST-LR seria
de 1pg.L?, entretanto, variagdes dessa concentragio sdo frequentemente referidas como sendo
capazes de promover disfuncBes hepaticas, reprodutivas (WU et al., 2014) e outros disturbios
fisiolégicos (OUDRA et al., 2001).

Assim, como a dominancia de um grupo de cianobactérias em uma comunidade
fitoplanctonica é determinada de acordo com as variagdes climaticas, ressalta-se a importancia de
uma anélise periodica da concentragdo de MCYSTs no pesqueiro, dada suas condigdes eutroficas,
para a predi¢do de eventuais episodios de contaminacdo devido a dominancia de géneros toxicos

sobre o fitoplancton.
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8.4. Toxicidade e disfungdes comportamentais

A espécie Poecilia reticulata é comumente referida na literatura como um adequado
modelo bioldgico para ensaios ecotoxicologicos por ter a mesma sensibilidade que outras espécies
de peixes de &guas doces subtropicais expostos a xenobidticos, sejam eles poluentes quimicos ou
efluentes urbanos (BERTOLETTI, 2009).

Muitos fatores fisioldgicos e ambientais influenciam o desempenho das caracteristicas
comportamentais dos peixes. As alteracbes comportamentais s&o como um mecanismo de
feedback das respostas fisioldgicas induzidas pelos estimulos ambientais (SCOTT & SLOMAN,
2004). Assim, pode-se dizer que o comportamento de um animal, entre outros aspectos, é dado
mediante resposta fisioldgica frente aos fatores ecoldgicos bidticos e abidticos que interagem com
0 organismo (SANTOS et al., 2011; MELVIN & WILSON, 2013). No presente estudo, 0s
espécimes controle, de seca e de chuva, ndo apresentaram alteracdes em seus padrbes
comportamentais, ja nos peixes expostos, as alteracbes comportamentais induzidas parecem ser
uma caracteristica associada a toxicidade do cobre e demais poluentes associados que em
conjunto formam uma mistura complexa.

Durante todo o experimento, 0s espécimes expostos de P. reticulata apresentaram
alteracdes significativas no comportamento assim como diferentes tipos de padrdes reacionais
como disfuncbes tegumentares, natatorias, respiratorias e sociais. Varios autores tém relatado que
um mesmo agente estressor pode desencadear distintas alteraces comportamentais em peixes
(SOVOVA et al.,, 2014; SHARBIDRE et al., 2011; UYANIKGIL et al., 2009). Dentre as
disfuncGes respiratdrias o aumento da subida na superficie da agua foi a mais frequente sendo este
comportamento conhecido como uma tentativa de fuga do peixe para evitar respirar em aguas
contaminadas. Observacdes semelhantes foram relatadas por NANDAN & NIMILA (2012) em
Etroplus maculatus exposto ao lindano, um organoclorado usado como pesticida.

Alteragdes comportamentais sdo consideradas como biomarcadores de estresse tardio
sendo conhecidos quadros de intoxicacdo em machos de Poecilia reticulata expostos ao cobre
(MACHADO et al., 2013) relacionando-os a processos de desregulacdo enddcrina, alteracdes
imunologicas, natatdrias, enzimaticas e hepatotoxicidade evidenciada por analise histopatoldgica.

A exposicdo dos espeécimes de P. reticulata ao cobre também promoveu um
comportamento agressivo além de movimentos anormais de natacdo seguido de hiperatividade,
sendo essas mesmas disfungdes natatorias observadas em espécimes de Danio rerio (zebrafish)
expostos as concentragdes de 0,1; 0,25; e 0,6 uM de Cu?* (TILTON et al., 2011). Em peixes, 0
comportamento de natacdo alterado esta relacionado as disfunc¢des na atividade locomotora sendo
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frequentemente observado em resposta a toxicidade de xenobioticos ao sistema nervoso (ZHANG
et al., 2013). Comumente, 0s peixes apresentam progressivas alteracdes comportamentais antes da
morte. Nesse estudo, os espécimes de P. reticulata, ap6s 96 horas de exposi¢cdo ao cobre
apresentaram comportamento de natacdo letargico e exibiram hiperatividade transitoria antes da
morte conforme descrito por SHARBIDRE et al. (2011).

Segundo BAGANZ et al. (2004) a reducdo na capacidade de natacdo e o
comprometimento do sistema respiratério dos peixes, pode diminuir a capacidade desses
organismos de responder a estimulos de busca e competi¢cdo por alimento, fazendo com que se
tornem mais letargicos e vulneraveis aos predadores. As alteragdes comportamentais observadas
sdo determinantes de baixas ou iniciais perturbacGes (estresse) aos espécimes, sendo consideradas
endpoints toxicologicos indicativos de distarbios subletais, permitindo assim a previsdo de
consequéncias ecoldgicas (VOGL et al., 1999).

Existe um grande numero de estudos na literatura que associam mudangas nos padroes
comportamentais com os efeitos neurotdxicos da exposicdo a poluentes, como as toxinas de
cianobactérias (WILGES et al., 2012). Segundo PINHEIRO, BELTRAN & NEILAN (2000)
alteragGes no comportamento locomotor Danio rerio e Leucaspius delineatus foram observadas
apos exposicdo a MCYST-LR. Também sdo conhecidas cianotoxinas neurotoxicas em Varios
outros grupos de cianobactérias, sendo a anatoxina-a - identificada em Anabaena flos-aquae,
Oscillatoria spp., Anabaena circinalis, Aphanizomenon flos-aquae e Cylindrospermum spp. —
uma das mais estudadas por ser um alcaléide que age como analoga da acetilcolina, bloqueando a
transmissao elétrica dos neurdnios o que pode gerar disfuncBes na juncdo neuromuscular,
promovendo assim alteracbes comportamentais associadas a esse mecanismo (RODRIGUEZ et
al., 2006).

Estudos ecotoxicoldgicos que avaliem efluentes urbanos, pesqueiros, ou quaisquer outros
corpos hidricos que apresentem um aumento na biomassa de cianobactérias, quando utilizarem as
alteracdes comportamentais em peixes como um marcador de toxicidade, devem associar a essa
andlise a quantificacdo de algumas das principais neurotoxinas de cianobactérias, para que assim
seja possivel uma melhor compreensdo dos mecanismos associados as disfuncdes
comportamentais.

Limites referentes aos valores da CEsp, como a comportamental, devem ser implementados
nas resolugdes que tratam sobre a vazao de efluentes (n° 420) e os proprios pesqueiros (n° 357),

uma vez que, em resolugdo propria, 0 Conselho Nacional do Meio Ambiente somente define que



62

as fontes poluidoras dos recursos hidricos deverdo buscar préticas de gestdo ou técnicas para a
melhoria da qualidade dos efluentes gerados (CONAMA, 2011).

8.5. Histopatologias associadas ao efluente pesqueiro

Em relacdo ao metabolismo de xenobidticos, o figado e o intestino sdo os 6rgdos mais
importantes para os estudos toxicoldgicos, pois neles sdo encontradas as maiores taxas de
metabolizacdo em vertebrados, sendo as branquias e 0s rins 0s Orgaos que possuem menor
atividade de metabolizagio desses compostos (GUNES & YERLI, 2011).

O cobre (Cu?*) é essencial para os processos celulares normais na maioria dos organismos
eucaridticos mas é toxico em excesso (UPADHYAY & PANDA, 2010). A analise histopatoldgica
realizada neste estudo sugere uma relacao positiva entre as concentracdes de cobre e a ocorréncia
de alteracBes histologicas em figado e intestino de espécimes de P. reticulata. Estudos
semelhantes descritos anteriormente confirmam a toxicidade do cobre e seus efeitos nocivos em
diferentes espécies de peixes como Cyprinus carpio (CL50-96h = 1,40 mg.L™") (DAS & DAS,
2005), Danio rerio (CL50-96h = 94 pug.L™?) (LUZIO et al., 2013), Tilapia rendalli (CL50-96h =
0,92 mg.LY) (BERTOLETTI, 2009), Carassius auratus (CL50-96h = 0,30 mg.L™?) e Xiphophorus
helleri (CL50-96h = 0,36 mg.L™) (JAMES et al., 2008).

Alguns autores tém relatado alteracGes histopatolégicas em tecidos do intestino de peixes
expostos aos metais pesados (WANG et al, 2015; MARUIC & RASPOR, 2007;
JAYAPRAKASH, et al., 2015). Na maioria dos casos, as histopatologias intestinais s&o
caracterizadas por danos nos enterdcitos epiteliais (JIANG, et al., 2013), apoptose (WANG et al.,
2015), centros de melanomacrofagos (SATIZABAL & MAGOR, 2015), encurtamento das
vilosidades e aumento no diametro da lamina propria (FUNES et al., 2014). A presenca de centros
de melanomacréfagos em tecidos do figado, rim e intestino estd relacionada as doencas
infecciosas e a exposicdo as substancias quimicas contaminantes ambientais, como 0s
xenobidticos, sendo a distribuicdo desses centros indicadores de condi¢bes estressantes no
ambiente aquatico ao qual os organismos foram expostos (AGIUS E ROBERTS, 2003).

Nesse estudo, com a utilizacdo da tecnica histoquimica de Perls (modificada para cobre),
observou-se a deposi¢cdo de cobre sobre o parénquima hepatico dos espécimes machos e fémeas
de P. reticulata expostos ao efluente pesqueiro do periodo de seca e chuva, sendo essa deposicdo
ja descrita em literatura por STORI et al, (2014). Resultados semelhantes foram encontrados por
CARVALHO & FERNANDES (2008) para uma espécie de peixe (Prochilodus lineatus) onde
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também houve acumulo de cobre sobre o tecido hepético, sendo essa deposicdo influenciada pela
variacdo de pH na dgua dos peixes expostos.

O acumulo de metais pesados, como o Cu?* no figado e a sua atividade bioldgica sobre o
intestino, provavelmente, é devido as fungdes fisioldgicas e metabdlicas desses 6rgdos em peixes.
Possiveis mecanismos de interagdo do Cu?* com o intestino podem ser atribuidos a presenca da
camada mucosa intestinal que facilita o rapido acimulo e absorcéo de metais ap6s o contato com
a agua circundante e a deposicio de fracbes de sedimento contendo Cu?* sobre as criptas das
vilosidades intestinais (JAYAPRAKASH, et al., 2015).

Em peixes, o epitélio gastrointestinal é coberto por uma extensa e delgada camada muco,
onde, bactérias, virus, particulados organicos e inorganicos sdo retidos e posteriormente
removidos pela corrente de agua e movimentos peristalticos. Nesse contexto, as infeccbes
ocorrem somente quando ha uma invasdo das barreiras mucosas (MAREL et al., 2012). Os
principais componentes da camada de muco sdo as mucinas, grandes glicoproteinas filamentosas
glicosiladas, que sdo fortemente aderentes e desempenham um papel importante na defesa
imunoldgica, lubrificacdo, digestdo e absorcdo intestinal, sendo sintetizadas pelas células
caliciformes além de outros tipos celulares (LEKNES, 2011).

Nesse estudo, os peixes expostos aos efluentes pesqueiros, de seca e chuva, contendo
diferentes concentracdes de cobre, tiveram maior area das células caliciformes com consequente
aumento na sintese de mucina, e crescimento no diametro das vilosidades intestinais. Tal como
descrito para as guelras, a hipersecrecdo de mucina é parte de uma resposta de defesa aos
poluentes e contribui para reduzir a entrada de substancias toxicas para as células epiteliais
(FERNANDEZ et al., 2013). Assim, pode-se inferir que a elevada producdo de mucina é uma
reposta fisioldgica frente ao estresse causado pelo cobre de modo que esses mesmos resultados
foram observados quando os espécimes de P. reticulata foram expostos a CLso.o6n do Cu?* (0,82 +
0,17 mg.L™* de CuSOs). Ressalta-se que, apds analise morfométrica intestinal, a contaminag&o por
cobre é a responsavel pela ocorréncia das histopatologias descritas nesse estudo, podendo haver
outros poluentes associados que em conjunto podem contribuir para o aumento da toxicidade

dessas aguas.

8.6. Genotoxicidade do efluente pesqueiro
Numerosos estudos tém mostrado que a porcentagem de DNA na cauda do cometa
(%DNA in Tail) é um pardmetro eficiente na determinacdo do dano gendmico induzido em
células sanguineas de animais expostos (AHMED et al., 2010, 2011; DABROWSKA et al., 2014;
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ROCCO et al., 2015; KOVACKS et al., 2015) concluindo assim que a utilizagdo do ensaio
cometa, com o emprego desse pardmetro, se torna uma ferramenta importante na avaliacdo da
genotoxicidade em organismos aquaticos.

Em corpos hidricos contaminados, como o do pesqueiro estudado, uma maior
concentracdo de poluentes ambientais é responsavel pela formacdo de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio as quais, devido as elevadas concentragdes, ndo sdo eliminadas pelos
sistemas antioxidantes enzimaticos e moleculares. Esse desbalanceamento no mecanismo
oxidativo celular, pode contribuir para a promocdo de danos na molécula de DNA, gerando
quebras de fita simples ou dupla que podem néo ser corrigidas pelas enzimas de reparo durante o
ciclo celular (YILDIZ et al., 2009). Em nosso estudo, foram encontradas contaminagcfes no
efluente pesqueiro por metais pesados (cobre) e macronutrientes (nitrogénio e fésforo), tanto no
periodo de seca quanto no chuvoso, podendo esses contaminantes ser associados aos danos no
DNA observados nos eritrocitos de guppies.

Assim, o dano genémico induzido nos eritrdcitos de P. reticulata, em comparagédo
com a exposicdo a Clso-oen do Cu?*, pode ser associado as altas concentragbes de cobre
encontradas no efluente do periodo de seca (0,013mg.L™) e do periodo de chuva (1,709mg.L ). O
cobre, em sua forma idnica, é um metal pesado que interage nos mecanismos de oxidacao e
reducdo celulares, podendo induzir a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs),
incluindo o peroxido de hidrogénio (H202), o anion superoxido (O2”) e os radicais hidroxila
(OH"), sendo estas consideradas moléculas toxicas que, em altas concentracBes celulares
promovem danos ao DNA, peroxidacdo lipidica, dentre outras disfuncGes celulares (UPADHYAY
& PANDA, 2010). Outro possivel mecanismo de genotoxicidade do Cu?* (como CuSQs) est
associado a inibicdo o metabolismo oxidativo em mitocéndrias devido aos danos oxidativos nos
fosfolipidios e proteinas estruturais das membranas mitocondriais, gerando a lise das
mitocondrias, e em alguns casos apoptose (WANG et al., 2015).

Segundo CALIANI (2014) o sexo dos espécimes utilizados em ensaios genotoxicoldgicos
representa um fator importante na variacao intraespecifica do dano genémico, sendo recomendado
a realizacdo desses estudos em espéecies onde o dimorfismo sexual seja uma caracteristica
evidente. Para KIRSTEN & BERNARDI (2009) a maior sensibilidade encontrada nos espécimes
fémeas do que nos machos esté relacionada a fatores enddcrinos, sendo a serotonina um exemplo
de hormdnio que atua de modo distinto nos dois sexos, apresentando diferentes concentragdes
séricas em machos e fémeas. Em estudo realizado em Pimephales promelas sobre o efeito

neuroendocrino da fluoxetina, um inibidor seletivo da receptacdo de serotonina, foram observadas
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diferentes respostas reprodutivas, de fuga & predacéo e alimentacdo entre os espécimes machos e
fémeas dessa especie (WEINBERGER & KLAPER, 2014).

Assim, ressalta-se a importancia dos estudos em espécimes machos e fémeas,
separadamente, tendo em vista que no pesqueiro avaliado, a porcentagem de gendmico foi maior
nas fémeas do que nos machos, fato esse que evidéncia a maior sensibilidade das fémeas para as
alteracdes no DNA devido a possiveis falhas no mecanismo de reparo ou até mesmo disfuncoes
enddcrinas. Tais danos na molécula de DNA também podem levar a instabilidade cromossémica e
consequentemente alteracfes patoldgicas em células e tecidos, resultando em anormalidades
morfolégicas, doengas cancerigenas, reducdo da taxa de fecundidade e sobrevivéncia populacional
(AUGUSTYNIAK et al., 2014).

8.7. Atividade da catalase, carboxilesterase e glutationa-S-transferase

S&0 escassos 0s estudos que padronizam os ensaios de atividade enzimética pela utilizacéo
da constante cinética de Michaelis—Menten (Kwv) e da velocidade maxima de reagdo (Vwmax)
(BASTOS et al.,, 2013; OU et al., 2014). Ressalta-se a necessidade desses estudos de
padronizacdo para que seja possivel a comparacao dos resultados obtidos entre diferentes espécies
de organismos assim como para gque possa ser estabelecida a comparacdo entre os efeitos da
exposicao a diferentes contaminantes ambientais.

Admitindo que a interacdo entre 0s contaminantes quimicos e 0s organismos aquaticos
ocorre, primeiramente, a nivel molecular, a deteccdo dos efeitos da exposicdo a substancias
quimicas é de carater preditivo dos efeitos biol6gicos, assim a utilizacdo de biomarcadores
bioquimicos tem sido bem sucedida para se avaliar os efeitos de efluentes sobre a salde e
integridade dos organismos aquaticos (KAMEL et al., 2012).

Nesse sentido a catalase (CAT), carboxilesterase (CarbE) e glutationa-S-transferase (GST)
sdo enzimas utilizadas na deteccdo dos efeitos subletais da exposi¢do a contaminantes ambientais
como os metais pesados (FATIMA et al., 2015; LIMA et al., 2013), pesticidas (EZEMONYE &
TONGO, 2010), herbicidas (SAMANTA et al., 2014), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(JIN et al., 2014), cianotoxinas (LI LI et al., 2015) dentre outros xenobidticos.

Nesse estudo foram observados que os espécimes de P. reticulata expostos ao efluente
pesqueiro ndo apresentaram variagcdo da atividade da CAT. A provavel inibicdo da SOD e
consequente auséncia de H20. como produto de sua catalise, podem justificar o ndo aumento da
sintese ou expressdo da CAT. A inibicdo da SOD por metais pesados é descrita em estudo

realizado por CHANDRAN et al, (2005), onde a espéecie Achantina fulica apresentou atividade de
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SOD reduzida devido a inibig¢do pelo zinco. GU et al, (2006) também observaram a inibicdo da
SOD em branquias de moluscos bivalves (Pinctada fucata) expostos a altas concentracGes de
cobre.

A superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) sdo algumas das enzimas envolvidas na
detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). A SOD ¢ responsavel pela dismutacdo do
radical superdxido (O2™) a H202 sendo comumente localizada na mitocondria pois nessa organela
ocorre a formacdo da maior parte das EROs contidas nas células. Assim, o H2O. gerado é
detoxificado pela CAT por meio da reducdo direta do H202 a H2O e O2 (MAIA et al., 2012).

Dentre as enzimas capazes de desintoxicar organismos expostos a xenobioticos estdo a
CarbE e GST, presentes respectivamente na fase-l1 e fase Il de biotransformacdo hepatica
(RIBALTA et al., 2015). Ap6s exposicdo das fémeas de P. reticulata ao efluente pesqueiro do
periodo de chuva (concentracdo de cobre de 1,709 mg.L™?) foi observado uma redugio na
atividade da CarbE sugerindo que as aguas desse pesqueiro estdo desencadeando efeitos subletais
pela contaminacao por xenobidticos.

Sabe-se que a inibicdo das esterases por metais é devido a alteracBes fisioldgicas que
indiretamente resultam na reducdo da atividade enzimética, de modo que esta inibi¢do ndo ocorre
pela acdo direta do metal sobre a enzima (LIMA et al., 2013). Assim, como a atividade da CarbE,
é afetada pela exposicdo ao cobre, estudos ambientais utilizando biomarcadores enziméticos de
contaminacdo por esse metal devem considerar 0 uso dessa enzima.

Ressalta-se ainda que, como em periodo chuvoso as aguas do pesqueiro foram
responsaveis pela reducdo da atividade da CarbE, caso ocorram episodios de contaminacdo por
HPAs (como os presentes no aeroporto situado nas adjacéncias da nascente do pesqueiro) 0s
peixes expostos ndo serdo capazes de biotransformar esses contaminantes em compostos mais
soluveis, sendo assim promovidas intoxicacdes e complicacGes patoldgicas que podem levar a
morte.

Em relacdo a segunda fase de biotransformacdo, apesar de ndo serem observados efeitos na
atividade da GST ap0s exposicdo dos peixes ao efluente, é descrito em literatura que as
isoenzimas de GST também séo inibidas pelo cobre, devido a sua capacidade de ligacdo aos
metais pesados (GOODRICH & BASU, 2012). Em estudo realizado por GARCIA et al., (2000),
apos avaliacdo da atividade da GST em amostras de figado de Phycis blennoides expostos as
aguas contaminadas por organoclorados e outros xenobidticos foi observada atividade de 0,43
umol.minmg?, em meio reacional contendo 1 mM de CDNB e 1 mM de GSH. Nesse estudo

foram encontrados valores da atividade da GST aproximadamente quatro vezes maiores em
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machos (1,58 pmol.min"mg™) e fémeas (1,54 umol.min"*mg™?) expostos ao efluente pesqueiro do
periodo chuvoso, evidenciando assim que atividade enzimatica é variavel entre espécies distintas.

Como o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), substrato exdgeno utilizado em nosso
estudo, é empregado na avaliacdo da atividade geral da GST, ou seja, possui afinidade pelo sitio
catalitico de todas as isoformas dessa enzima, pode ocorrer que, em analise separada de cada
isoforma uma delas aumente sua atividade e outra reduza, ndo sendo esse resultado evidenciado
em uma andlise conjunta das isoformas como a realizada em nosso estudo. Segundo BASTOS et
al, (2013) dentre as isoformas mais estudas da GST estdo a pi (r), mi () e alfa (a) sendoamea a
relacionadas a capacidade celular de reduzir alguns perdxidos organicos protegendo as células do
estresse oxidativo e a isoforma p relacionada com a biotransformagdo do benzo[a]pireno, um
HPA.

A manutencdo de niveis normais de atividade da GST ¢é importante no estabelecimento da
homeostase em organismos aquéaticos. Como em estudo da composi¢éo fitoplancténica das aguas
do pesqueiro foram identificados alguns géneros de cianobactérias produtoras de MCYSTSs, como
0 Microcystis sp. e Anabaena sp., é provavel que em floragdes com maior densidade desses
grupos ocorra a libera¢do dessa cianotoxina sobre o corpo hidrico.

Os peixes intoxicados com MCYSTs possuem como mecanismos de detoxificagdo a
formacdo do complexo GS-MCYST pela GST sendo esse conjugado de alta solubilidade e facil
excrecdo pelo organismo (PFLUGMACHER et al., 2001). Assim, os niveis celulares de glutationa
reduzida (GSH) e de GST séo indicadores de mecanismos de detoxificacdo para uma adaptacao
bioldgica a sobrevivéncia de organismos expostos as MCYSTs (COMBES et al., 2013).

9. Conclusao

Conclui-se que a exposicdo de peixes as concentracdes subletais do cobre causam
distdrbios comportamentais, histopatologias intestinais, aumento na sintese de mucinas, deposicao
de Cu?* no parénquima hepético, danos ao DNA e reducéo da atividade da carboxilesterase. Estas
alteracdes sdo potencialmente prejudiciais para a sobrevivéncia de espécimes de P. reticulata,
assim como para as demais espécies de organismos que compdem a fauna e flora aquéatica do
pesqueiro estudado. Esse estudo fornece dados importantes sobre os efeitos ecotoxicoldgicos da
exposicdo a contaminantes, como o cobre, de modo que este fato deve ser levado em consideragao
quando o CuSO4 for utilizado no controle de floragdes de cianobactérias e outras algas em geral.

Medidas mitigadoras devem ser tomadas no pesqueiro para que se reduza a contaminacdo por
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cobre, macronutrientes, e para que ndo haja contaminagdo por HPAs oriundos do aeroporto,

evitando assim os riscos potenciais a comunidade aquatica e pesqueira.
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Documento de aprovagdo da comissdo de etica no uso de animais et

H Hospital das Clinica 0‘}

Universidade Federal de Goigs  UFG
MEMO CEP/HC/UFG n. 071/2012 Goiania, 08/01/2013

Ref. Relatorio de andamento ou conclusao de pesquisa

Do: Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias

Prof® Dra. Simone Mana Teixeira de Saboia-Morais
Senhor (a) Pesquisador (a).

Pelo presente vimos solicitar com urgéncia. relatorio detalhado do andamento da
pesquisa sob sua coordenacdo ou comunicado da data do encerramento do estudo.
protocolado neste CEP/HC/UFG sob o numero 046/2010 intitulado: “Avaliagcdo da

agdo aguda e cronica do glifosaro e intoxicantes naturais em organismos aqudricos de

clima tropical: Poecilia sp. como modelo experimental de biomonitoramento”
Solicitamos especial rigor na apresentacao dos relatorios € que Os mesmos sejam
consubstanciados. digitados. assinados e datados. constando todas as informagdes
necessarias, conforme modelo que consta na pagina deste Hospital: www.Zic.ufz.br.

Informamos que o ndo atendimento a solicitagdo. implicara na imediata suspensao da
supra citada pesquisa e comunicado a CONEP - Comissio Nacional de Etica em
Pesquisa.

Atenciosamente.

&& Miars
Farm. J Mairio Coelho Moraes
Coordenador do CEP-HC/UFG.

T2 {VENIDA. S/N2 SETOR LESIE UNIVERSITARIO - CEP: 74 605-050 - FONE: 3269 8335 - FAX: 3269 5326
GOLANIA - GOILAS
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IObservacf)es Realizadas Durante 10 minutos/aquario l

Modelo Reacional Alteracoes Comportamentais Categoria

Respiracdo na Superficie da Agua Al
Agrupamento ao Redor da Bomba de Aeragdo A2
Aumento da Frequéncia de Batimento Opercular A3
Natagdo Longitudinal A4
Ataxia ou Distaxia (Movimentos Descoordenados) B1
Tremores B2
Letargia (Natacdo Lenta) B3
Hiperatividade (Natagdo Muito Rapida) B4

Escurecimento das nadadeiras Cc1
Escurecimento corporal c2
Escamas ericadas c
Midriase c4
[pistibios socais—0) ]
Canibalismo D1
Lepdofagia D2
Agressividade (Ataque a outros espécimes) D3
Falta de Interesse Pela Fémea D4

MACHADO, R.C. - MESTRANDO EM BIODIVERSIDADE VEGETAL — LABORATORIO DE COMPORTAMENTO CELULAR — ICB IV - UFG
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U FG Método para cultivo de larvas de Drosophila melanogaster bl Gk
(PARTE 1)

O cultivo de moscas e larvas de Drosophila melanogaster foi realizado a partir de
linhagens cedidas pelo Laboratério de Radiobiologia e Mutagénese do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB 1) da Universidade Federal de Goias (UFG). Inicialmente, as moscas adultas de
D. melanogaster foram repicadas, propagadas e mantidas em frascos de cultura contendo meio
banana-agar, todos armazenados a temperatura de 25 + 2 °C sob um fotoperiodo de 12h de
fotofase e 12h de escotofase.

Espécies do género Drosophila possuem um ciclo de vida de oito dias que é dividido em
quatro estagios morfologicamente e metabolicamente distintos, sendo eles o de ovo, larva, pupa e
mosca. Apos a fertilizacdo do ovo, o embrido se desenvolve em aproximadamente um dia (25 °C)
passando para o primeiro estagio larval onde a larva se alimenta - preferencialmente de leveduras
- e cresce passando por trés mudas, uma por dia, tendo a formacao de pupas no quarto dia, sendo
que do quinto ao oitavo dia ocorre a sua metamorfose na mosca adulta.

Na alimentacdo de moscas e larvas de Drosophila as leveduras (Saccharomyces cerevisiae
(Meyen ex E.C. Hansen, 1838) sdo comumente utilizadas em meios de cultura por serem uma
importante fonte de nutrientes, proporcionando assim elevadas taxas de crescimento larval e de
sobrevivéncia das moscas. Dietas mistas com leveduras conferem beneficios aos espécimes de D.
melanogaster, principalmente, quando as larvas se encontram no fim do periodo de
desenvolvimento (terceiro estagio larval) possuindo assim elevadas exigéncias nutricionais devido
ao preparo para a fase de pupa.

Para a manutencdo do estogue de D. melanogaster 50 frascos de vidro transparentes e
estéreis foram previamente aquecidos em estufa a 100 °C por um periodo de 10 minutos, sendo
posteriormente acrescidos de uma aliquota de 30 mL de meio banana-agar processado e
homogeneizado a 80 °C (15¢g de levedura ativada metabolicamente com 10g de sacarose, 30g de
agar powder, 2g de Nipagin, 800g de banana e 1L de &gua destilada. Apés a adicdo do meio
banana-agar aos frascos, estes foram secos em estufa a 80 °C por um periodo de 15 minutos e

posteriormente armazenados a temperatura de 25 °C por periodo overnight para que quando as
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U F G Método para cultivo de larvas de Drosophila melanogaster oo rshreCames.

(PARTE I1)

moscas fossem depositadas nos frascos, estas ndo ficassem aderidas ao vidro devido a presenca de
agua residual do meio banana-agar.

No preparo do meio banana-agar, este deve ser consistente o suficiente para que as moscas
ndo fiqguem aderidas a ele, entretanto, deve possibilitar que as larvas se locomovam livremente em
seu interior. Os frascos de cultivo devem ser vedados com espuma ou tecido de algoddo (gaze)
para evitar que as moscas que escapem e também para manter o meio livre de &caros e outros
contaminantes (Figura 22). Tipicamente, quando ndo se deseja obter mais larvas, os estoques de
moscas sdo mantidos a 12 + 2 °C, pois a essa temperatura ¢é reduzida a atividade metabolica dos

animais, e assim o ciclo de vida pode ser prolongado por até 28 dias.

-
iy s

Figura 22. Cultivo de larvas e moscas de Drosophila melanogaster. (A) frasco de cultivo de
moscas contendo meio banana-agar, larvas em diferentes estagios e pupas aderidas a parede do
vidro (B) terceiro estagio larval; (C) fase de pupa; (D) a esquerda uma mosca adulta macho e a

direita uma mosca adulta fémea.
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U FG Meétodo para cultivo de larvas de Drosophila melanogaster

Caryocar brasiliense Cambess.

(PARTE I11)

Para o preparo do meio de oviposicéo e eclosdo as cepas de S. cerevisiae de linhagem de
panificacdo (Fleischmann®) foram mantidas armazenadas sob refrigeracio a temperatura de -20
°C até o momento do preparo do meio-levedura (oviposicdo e eclosdo) para moscas de D.
melanogaster. No preparo do meio-levedura 500g de S. cerevisiae foram transferidas para um
becker de 500 mL e incubadas em banho-maria a temperatura de 37 + 1 °C sob constante
homogeneizacdo, até a sua pré-ativacdo metabdlica (37 °C). Para a fase de ativacdo da cepa, esta
foi submetida ao processo de fermentacdo por meio da homogeneizacdo de 500g de S. cerevisiae
(pré-ativada) com 30 mL de solucdo de sacarose (Ci2H22011) a 1,168mol.L:, sendo o meio
mantido sob repouso por um periodo de 15 minutos.

Apbs o preparo do meio-levedura, este foi distribuido em 25 frascos de vidro,
transparentes, de 150 mL de volume e com boca de 3 cm de didmetro, perfazendo o tal de 30mL
de meio-levedura por frasco de cultura. Individuos machos e fémeas de D. melanogaster foram
transferidos para os frascos de cultura contendo meio-levedura sendo mantidos a temperatura de
25 £ 2 °C. Apo6s 96h de oviposicdo, as moscas foram retiradas do meio, acoplando-se um funil de
plastico ao frasco de vidro, vertendo e agitando-o0 vigorosamente até a completa retirada das
moscas, remanescendo assim somente os ovos (para eclosao) e larvas recém eclodidas.

Ap6s 72h do inicio da ecloséo (terceiro estagio larval) as larvas foram ressuspensas em
250 mL de &gua destilada, vertidas e filtradas em papel filtro acoplado ao funil, e aliquotadas com
pipetas Pasteur em tubos de ensaio de 10 mL para posterior armazenamento sob refrigeracdo a

4°C até o momento de uso.
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Caryocar brasiliense Cambess.

(PARTE I)

O género Artemia compreende um taxon cosmopolita com linhagens gonocoricas (dioicas)
e partenogénicas sendo restrito a habitats salinos, como mares, alguns pantanos, lagos e terras
salobras. Independentemente do tipo de linhagem, apds reproducéo, as artémias produzem cistos
bicdncavos, que sdo metabolicamente inativos e apresentam baixa densidade, assim, se distribuem
na face superior da ldmina d’agua do corpo hidrico onde habitam. Apds imersdo em agua salobra,
0s cistos se hidratam, tornando-se esféricos e retomando suas atividades metabdlicas. O ciclo de
vida da Artemia salina dura aproximadamente quatorze dias, sendo que, apés a fase de nauplio,
seguem-se as fases morfoldgicas de metanauplio I, II, 111 e 1V, juvenil e adulto.

A casca dos cistos é composta pela membrana externa, corion (Figura 6B), membrana
cuticular externa e a membrana cuticular embrionaria. O corion é uma estrutura rigida de
revestimento que apresenta lipoproteinas, quitina e hematina em sua composicéo, proporcionando
assim protecdo aos embrides contra rupturas mecanicas. A membrana cuticular externa impede a
passagem de grandes moléculas para o interior do cisto, atuando na diminuicdo da permeabilidade
de substancias até o embrido. Ja a membrana cuticular embrionaria € um envoltdrio transparente e
altamente flexivel que se transforma na membrana de eclosdo durante o processo de incubacao
dos cistos para a eclosdo dos nauplios.

Dentre os diferentes estagios do ciclo de vida, o primeiro estagio larval (nauplio) é uma
excelente fonte de nutrientes para a maioria dos peixes, entretanto, se 0s cistos remanescentes da
eclosdo ndo forem separados dos nauplios, estes, podem causar problemas gastrointestinais aos
peixes devido a associacdo de esporos de bactérias e fungos com a superficie externa do cisto - 0
corion.

Outra importancia na utilizacdo dos nauplios de artémia para a alimentacdo de peixes €
devido a sua caracteristica de apresentar derivados de B-caroteno disponiveis nos cistos,
aumentando assim a seu valor nutricional. A disponibilidade e qualidade dos alimentos possuem
efeitos comprovados sobre o tamanho e cor dos machos de P. reticulata proporcionando um
maior sucesso reprodutivo mediado pelo aumento da coloracdo alaranjada em adultos do sexo

masculino.
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Método para cultivo de nauplios de Artemia salina
(PARTE II)

Atualmente, Artemia salina é o microcrustaceo mais utilizado como alimento vivo para
peixes, sendo a importancia do seu valor nutricional atribuida a elevada fonte de nutrientes,
incluindo aminodcidos essenciais e alguns &cidos graxos insaturados como o acido
eicosapentaendico e o acido docosahexandico, que sdo importantes para o desenvolvimento neural
dos peixes.

Assim, de acordo com as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas dos cistos, para a
obtencdo de nauplios de Artemia salina estes foram previamente hidratados em calice graduado
contendo 500 mL de solucdo de hidratacdo (17,59 de NaCl e 5g de NaHCO3) na densidade de
2,5¢ de cisto para cada 500 mL de solucdo a temperatura de 25 £ 1 °C por um periodo de 2h,
sendo mantidos sob constante oxigenacdo com o auxilio de um compressor de ar acoplado a pedra
difusora.

Para que ocorra o rompimento do cérion o embrido gasta muita energia — disponivel no
vitelo — eclodindo nduplios com pouca ou nenhuma reserva nutritiva, assim, emprega-se a técnica
de descapsulacdo com hipoclorito de sédio (NaClO) para a oxidagdo do cérion, conservando 0s
macronutrientes que se encontram no vitelo dos nauplios.

Para isso, os cistos filtrados apos a fase de hidratacdo foram dispostos em um calice
graduado contendo 500 mL de solucdo de descapsulacdo (17,5g de NaCl, 5g de NaHCOz e 25 mL
de NaClO) a temperatura de 25 + 1 °C, sendo a solugdo com 0s cistos mantidos sob constante
oxigenacdo, com bomba compressora de ar, por um periodo de 10 minutos, até que ocorresse 0
rompimento dos cistos caracterizado pela mudanca de cor da solucdo de marrom para alaranjado.
Logo apos, os cistos descapsulados foram concentrados em papel filtro e submetidos a lavagens
sucessivas em agua destilada para a remogéo dos residuos de hipoclorito de sodio.

Posteriormente os cistos foram neutralizados, por um periodo de 10 minutos, com 500 mL
solucéo de &cido acético (CH3COOH) a 5%, sob constante oxigenagdo com bomba compressora
de ar, para a retirada de residuos de NaClO, concentrados em papel filtro e submetidos a lavagens

sucessivas em agua destilada para a remogéo dos residuos de acido acético.
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Método para cultivo de nauplios de Artemia salina oo temecambess
(PARTE I1I)

Apdbs o processo de neutralizacdo os cistos foram incubados em calice de vidro graduado
contendo 500 mL de solucdo para eclosdo (17,59 de NaCl e 5g de NaHCO3) a temperatura de 25
+ 1 °C e pH de 8,16 sendo mantidos sob forte oxigenacdo com o auxilio de uma pedra difusora
acoplada a um compressor de ar, de modo que, sob estas condi¢des, 0 tempo requerido para
ecloséo foi de aproximadamente 35h. Apos eclosdo (Figura 23C), os nauplios (Figura 23D) foram
novamente filtrados, lavados, sedimentados em proveta e ressuspendidos em agua destilada para
posterior armazenamento sob refrigeracdo a temperatura de 4°C.

Figura 23. Cistos e nauplios de Artemia salina obtidos em diferentes fases de cultivo. (A)
Solucgéo de eclosdo contendo cistos hidratados na fase superior e nauplios recém eclodidos na fase
inferior; (B) cistos ndo hidratados caracterizados morfologicamente por possuirem superficie
concava; (C) Processo de descapsulacdo dos cistos evidenciado pelo rompimento do corion; (D)
nduplio de Artemia salina caracterizado morfologicamente pela presenca de trés apéndices

corporais.
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Coloracao pelo Método de MOWRY (1958, Modificado) de
Ferro Coloidal para Mucopolissacarideos (Azul da Prussia)

METODO / PROCEDIMENTO

Estufa (70°C) -------- m-ememmmeeeeennas mememmmememeeeeeeeenene- --- 20 minutos
Xilol [100%)] e 05 minutos
Etanol [10096] --------=n=nmnmmmmm e oo oo oo oo e 10 mergulhos
Etanol [10096] ------=-======snsssmmemomamanananean e --- 10 mergulhos
Etanol [10096] ------=-======snsssmmmommmmananean e --- 10 mergulhos
AQUA COIMENEE =mmmmmmmmmmmmmm e e 03 mergulhos
Acido ACEtiCO [129] --==nnnnmrmmmmmmmmmmmmm e e 03 minutos
Solucéo de Ferro Coloidal de Muller (Uso) ----------=---=------ ---- 60 minutos
Acido ACELICO [1290] -=-==m==nmrmmmmmmmmmm e 03 minutos
Acido Acético [12%] --------=====----- e 03 minutos
Acido ACELICO [1296] ~=--n=mmmmnmmmmmmmmmmmmm e 03 minutos
Acido Acético [12%] ------------------ - e 03 minutos
Solugdo Acida de Ferrocianeto de Potassio (USQ) -----=--=============n=nnnnnnn-- 20 minutos
Agua COIMENLE ===nmnmmmmmmmmm e e 05 minutos
Agua Destilada --- - --- 01 mergulho
EOSING =-=n=mmmm e m e e 02 minutos
Etanol [10096] --=-=-===n=nmnmmmmm e e e e oo e 10 mergulhos
Etanol [L0090] -----=-=-mmmmmmmmmm oo oo oo oo e e 10 mergulhos
Etanol [L0090] -----=-=-mmmmmmmmmm o oo oo oo e 10 mergulhos
Xilol [100%)] - 20 mergulhos
Xilol [100%)] R P EE R 20 mergulhos

Montar

RESULTADO: Mucopolissacarideos Acidos e Mucina Epitelial Acida sdo marcados na

coloragdo azul “intenso” (Azul da Prussia)
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Coloracao pelo Método de MOWRY (1958, Modificado) de
Ferro Coloidal para Mucopolissacarideos (Azul da Prussia)

Caryocar brasiliense Cambess.

SOLUCOES (PARTE I)

Acido Acético [12%]
Acido Acético Glacial (M.M. = 60,050.MO0I™) ......cocccovivieiiieiieeieee e, 12mL
Agua Destilada

Solucéo de Ferro Coloidal de Muller (Uso)

*Solucéo de Ferro Coloidal de Muller (EStOQUE) ......covvveiieiiieiieiiecce e 10mL
Acido Acético Glacial (M.M. = 60,050.MOI™) ......ccccoveriiriieeeeeeseeeeeeee s 2,5mL
AQUA DESEIAUA ..ottt 7,5mL

*Solucéo de Ferro Coloidal de Muller (Estoque)
Cloreto Férrico Hexahidratado (M.M. = 270,309.mMO0I™) ......c.coivoicieieieecceeceee, 14,59
AQUA DESEIAUA ...ttt 50mL

Ferver 250mL de &gua destilada, adicionar 4,4mL da solucdo de Cloreto Férrico Hexahidratado e
homogeneizar. Repete-se a fervura da solucdo até que esta figue com uma colora¢do vermelho
escuro (aproximadamente 01 minuto), em seguida, retira-se a solugdo do aquecimento a deixando

esfriar & temperatura ambiente. Armazena-se em frasco do tipo &mbar.
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U FG Coloragéo pelo Método de MOWRY (1958, Modificado) de
Ferro Coloidal para Mucopolissacarideos (Azul da Prussia)

SOLUCOES (PARTE II)

Solucéo Acida de Ferrocianeto de Potassio (Uso)

Caryocar brasiliense Cambess.

**Ferrocianeto de Potassio Tri-hidratado [5%] .....ccoeevvevvevicieiicce e 10mL

*x%ACIAO ClOMTANCO [1,85%] ..oveveeeeeieeeeeeee ettt 10mL
**Ferrocianeto de Potassio Tri-hidratado [5%]

Ferrocianeto de Potassio Tri-hidratado (M.M. = 422,399.m0I™) ......cccccoevviiveiennne. 5¢

AQUA DESEHAA ..ot 100mL
***Acido Cloridrico [1,8%]

Acido Cloridrico (M.M. = 36,460.MO0I™) .......c.oeuiiiieeecee e 59

AQUA DESTHAUA .......ocvoececeee ettt 95mL
Eosina [0,1%]

Eosina Amarelada (M.M. = 691,960.MO0I™) .....cocoiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee s 0,19

Etanol [100%] (M.M. = 46,079.M0I™) .......ooviiieiieeece e 99,5mL

Acido Acético Glacial (M.M. = 60,050.M0I™) ........ccoverieereeeee e, 5mL
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Coloracéo pelo Método de PERLS para Cobre

Caryocar brasiliense Cambess.

METODO / PROCEDIMENTO
Estufa (70°C) -------- oo ---- 20 minutos
Xilol [100%)] T 05 minutos
Etanol [10096] ----------=-=-=-=-mmcmmmmmmmme e eem e 10 mergulhos
Etanol [10090] --------=nmnmmmmmmm e s oo e 10 mergulhos
Etanol [10096] ----=-=====nsnmnmmmm e e e e e e 10 mergulhos
AQUA COIMENEE ====mmmmmm e 03 mergulhos
Solucéo de Coloragéo (Ferrocianeto de Potassio Acidificado) ----------------- 60 minutos
Agua Destilada --- LR e 03 mergulhos
Verde Luz [0,2%] ---===-=========smmmmme e e e e e e e e e 30 segundos
Etanol [10096] --=-=-======snmnmmmm e e e e e 10 mergulhos
Etanol [10090] --------=n=nmnmmmm e oo oo - 10 mergulhos
Etanol [L0090] -----=-=-mmmmmmmmmm o oo oo oo e 10 mergulhos
Xilol [100%)] o e - 20 mergulhos
Xilol [100%)] - 20 mergulhos
Montar

RESULTADO: Regides teciduais que apresentam depdsito de cobre ficam com coloracao

avermelhada enquanto o restante do tecido e contracorado de verde claro.
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U FG Coloracéo pelo Método de PERLS para Cobre

SOLUCOES

Solucéo de Coloracéo (Ferrocianeto de Potassio Acidificado)
*Ferrocianeto de Potassio Tri-hidratado [29%0] ........cccooveviiiieieeie e 10mL
**ACIAO CIOMANCO [0,76%] ....vvvveviececeeieieieees st en st 10mL

*Ferrocianeto de Potassio Tri-hidratado [2%]
Ferrocianeto de Potassio Tri-hidratado (M.M = 422,39g.mol™) ........cccccoevierercnnne. 29
AQUA DESHHAA ..ot 100mL

**Acido Cloridrico [0,76%]
Acido Cloridrico (M.M = 36,460.MO0I™) ......c.coiieiieieieeeeeeeeee e, 2mL
AQUA DESEIAUA ...ttt 98mL

Verde Luz [0,2%0]
Verde Luz Amarelado (M.M. = 749,899.M0I™) ......c.cooviiieiiieecceece e 0,29
Acido Acético (M.M. = 60,050.M0I™) ......c.ooerieereieeeceee e, 200uL
AQUA DESEIAUA ...t 100mL
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U FG Ensaio Cometa - Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

10.

METODO / PROCEDIMENTO

Adicionar 120uL de Agarose de Baixo Ponto de Fusdo - Low Melting Point (0,5%0),
tamponada com PBS (pH = 7,4), a 10uL da suspenséo celular, obtida pela homogeneizacéo
com soro fetal bovino na proporgéo de 1:4 (v/v).

Adicionar o0 homogeneizado com agarose sobre laminas pré-cobertas com Agarose Normal -
Normal Melting Agarose (1,5%), cobrir com laminula e manter sob refrigeracdo até a
completa solidificacdo da agarose — aproximadamente 20 (vinte) minutos.

Retirar as laminulas, cuidadosamente, apenas com movimentos horizontais.

Colocar as laminas na Solucéo de Lise e manter sob refrigeracdo por um periodo de 24 (vinte e
quatro) horas. OBS: Caso necessario, as laminas podem permanecer na solucdo de lise por até
4 (quatro) semanas. Caso ocorra precipitacdo da solucdo de lise, as laminas podem ser lavadas,
cuidadosamente e sem quaisquer movimentos bruscos, com PBS (pH = 7,4) antes da etapa
seguinte.

Apbs a lise, colocar as laminas em cuba de eletroforese horizontal, imersa em recipiente
isolante térmico contendo gelo, e adicionar o Tampéao de Eletroforese sobre a cuba até que as
laminas fiquem com uma “fina camada superficial” do tampao de eletroforese sobre elas.
Importante: A adi¢do do tampé&o de eletroforese deve ser realizada lentamente sem verter a
solucdo diretamente sobre as laminas. Caso a cuba ndo apresente todos os espacos preenchidos
com laminas, deve-se completar, previamente, esses espacos utilizando laminas limpas.

Deixar o DNA das células desnaturando no tampéo de eletroforese (alcalino) por um periodo
de 30 (trinta) minutos a temperatura de 4°C.

Iniciar a corrida eletroforética com uma corrente elétrica de 1V.cm™ a 300 mA durante 25
minutos — isso corresponde a 25V em uma cuba horizontal de eletroforese de 25 cm.

Apos a eletroforese, cuidadosamente, retiram-se as laminas e as neutraliza com a solugéo
Tampaéo de Neutralizacgao - trés series de 5 (cinco) minutos de cada.

Em seguida, as 1dminas devem ser secas, sob inclinagdo por 24 horas, e fixadas por 5 (cinco)
minutos em etanol absoluto. Caso necessario devem ser estocadas sob refrigeracéo a 4°C.

Para a “coloracdo” deve-se adicionar 25uL da solu¢do de Brometo de Etidio (50uM) sobre a

lamina e a cobrir com laminula em toda extensdo que contenha a agarose e a amostra biolégica.
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U FG Ensaio Cometa - Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

SOLUCOES (PARTE I)

Agarose de Baixo Ponto de Fuséo - Low Melting Point Agarose (0,5%)

LOW Melting POINt AQAr0SE .......cccveiuieieiiesieeie e se et sae e eas 0,19

Phosphate Buffered Saling (PBS) ........cccccueveviieeieeeieieeeeeeeie e, 20mL
Observacdes: a) dissolver muito bem a agarose; b) colocar a solugdo homogeneizada para aquecer
até que se inicie o processo de ebulicdo; c) repetir a etapa b) até que a agarose esteja
completamente diluida; d) completar o volume da solu¢cdo com PBS, caso tenha vaporizado,
homogeneizar e levar ao banho-maria a 37°C. Ressalta-se a importancia de esperar que essa
solucdo chegue a temperatura referida anteriormente para que ndo cause danos as células, e a

integridade do DNA, devido ao superaquecimento.

*Tampdo Fosfato-Salino - Phosphate Buffered Saline (PBS)

Cloreto de Potassio (M.M. = 74,550.M0I™) ......c.cooiiieeieeeee e 0,29
Fosfato de Potassio Monobasico (M.M. = 136,099.M0l™) .......cccccooeevereeeiiccennen. 0,29
Cloreto de SAdio (M.M. = 58,440.MO0I™) .....cooieieeceeee e, 8¢
Hidrogenofosfato Dissodico Anidro (M.M. = 141,969.M0I™) .....cocoovevevvvvecereeree. 1,15¢g
AQUA DESEHAA .......ocvoeeececee ettt 1000mL

Observacdo: Corrigir o pH para 7,4 e armazenar sob refrigeracao a 4°C

Agarose Normal - Normal Melting Agarose (1,5%)

NOrmal Melting AQAT0SE .......ccveiuiiiiiiiiisieieeeee et 1,59

!Phosphate Buffered Saling (PBS) ........ccveueveveeieieeieeeeee et 100mL
Observagdes: a) Homogeneizar muito bem por um periodo de aproximadamente 60 (sessenta)
minutos; b) aquecer a solugcdo somente até o inicio do processo de ebulicdo e em seguida
homogeneizar; ¢) deixar solidificar a temperatura ambiente; d) apés solidificacdo, fragmentar o
gel em segmentos relativamente pequenos e repetir as etapas b), ¢) e d) por mais trés vezes - ao
final deve-se completar o volume de tampdo (PBS) que vaporiza com esse processo; e) levar a

agarose para o banho-maria a temperatura de 80°C, de modo que a agua se mantenha no mesmo
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SOLUCOES (PARTE I1)

nivel que a superficie da agarose; f) mergulhar as ldminas de vidro, previamente limpas e
desengorduradas, na agarose até que o gel alcance a regido fosca das laminas; g) assim que retirar
a lamina de vidro do gel de agarose deve-se limpar o lado oposto a parte fosca com uma folha de
papel; h) secar as ldminas por um periodo de 24 (vinte e quatro) horas mantendo-as em posi¢do

horizontal e a temperatura ambiente.

Solucéo de Lise — Uso (NaCl a 2,22M; EDTA a 89 mM; Tris a 8,9 mM; NaOH a 0,2 M;
Lauril Sarcosinato de Sédio a 34mM; Triton X-100 a 16,53 mM e DMSO a 1,4M)

Triton X-100 (M.M. = 646,370.MO0I™) ....cvirieiceececeeee et imL
Dimetilsulfoxido- DMSO (M.M. = 78,13g.M0I™) ....c.coiviiieicceecee e, 10mL
2S0IUGHD dE LiSE (ESTOGUE) ....evevvveverrececteieeesesseeteteieseseeeses et essesss e sesenssesaesesanneneeens 89mL

Observacdes: A solucdo de lise (uso) deve ser preparada somente no momento do uso, devendo
ser sempre mantida ao abrigo da luz. Antes de utiliza-la recomenda-se que a deixe em repouso,
por aproximadamente 60 (sessenta) minutos, sob refrigeracdo a uma temperatura de 4°C. Uma

cubeta de vidro comporta aproximadamente 100 (cem) mililitros da solucdo de lise.

2Solucéo de Lise (Estoque)

Cloreto de S6dio (M.M. =58,440.M0I™) ......covrmiriiieecceeee e, 146,19
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético Di-hidratado (M.M. = 372,24g.mol™?) ........... 37,29
Tris(hidroximetil)aminometano (M.M. = 121,129.M0ol™) .......cocoovvviieciccee e, 1,29
Hidroxido de Sodio (M.M. =39,9979.MO0I™) ......cooiveiieiceeee e 89
AQUA DESEHAA .......ocvoevceee e, g.s.p. 1000mL

Observacgéo: Apo6s completa homogeneizagdo dessa solucdo, deve-se corrigir o pH (pH = 10)
Lauril Sarcosinato de SOAIO .........ccciveiiiiiicieee et 10g

Observacdo: Deve-se adicionar o Lauril lentamente, e apds a sua adicdo a solucdo deve ser

homogeneizada de mesmo modo, bem lentamente, para evitar a formacédo de espuma e de grumos.

Todos os procedimentos de homogeneizacdo sdo realizados sem o aquecimento da solugdo. Ao
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SOLUCOES (PARTE III)

final do preparo espera-se obter uma solugdo de aspecto translicido. Verificar o pH e se
necessario corrigir (pH = 10). Essa solugdo deve ser estocada ao abrigo da luz, em frascos do tipo

ambar, e a temperatura ambiente.

Tampéo de Eletroforese (NaOH a 8,69mM; EDTA a 0,96mM; pH=13)

3Solucio Estoque do Acido Etilenodiamino Tetra-Acético - EDTA .......ccccvvvenees 9mL
“Solugdo Estoque do Hidroxido de SOUI0 .........ceevevveceeeeeereeeeceeeeeeeeeeeieeses s 54mL
Agua Destilada (GEIA0A) ...........ceveveieeiieeeeeeieee et 1800mL

Observacdo: Fazer essa solugcdo somente no momento do uso e corrigir o pH para 13 e armazenar
sob refrigeracdo a 4°C. No momento da eletroforese, a intensidade da corrente elétrica
(‘amperagem’) e a tensdo elétrica ou DDP (‘voltagem’) devem ser ajustadas acrescentando e

retirando pequenos volumes do tampao de eletroforese.

%Solucéo Estoque do Acido Etilenodiamino Tetra-Acético — EDTA [200mM]
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético Di-hidratado (M.M. = 372,24g.mol™Y) ............. 14,89¢
AQUA DESEIAUA ...ttt 200mL

Observacdo: Apds completa homogeneizacgao deve-se fazer a corre¢do do pH (pH = 10)

“Solucio Estoque do Hidroxido de Sodio [300mM]
Hidroxido de S6dio (M.M. =39,9970.MO0I™) ...ocvovivieiecieeceeeeeee e, 21,69
AQUA DESEHAA .......ocvoeeeceeee ettt 54mL

Tampaéo de Neutralizagédo (Tris 0,42 M, pH 7,5)
Tris(hidroximetil)aminometano (M.M. = 121,12¢9.mM0I™) ......coccveviveieiccecceeee, 24,25¢
AQUE DESEHAA .......ocvoeeece et gsp 500mL
Observacdes: a) corrigir o pH para 7,5 com solucdo de HCI; b) estocar em temperatura ambiente;

c) esta solucdo € muito propicia ao aparecimento de fungos
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SOLUCOES (PARTE IV)

Brometo de Etidio - Uso [50uM]

@%\\’l///é//;@

Caryocar brasiliense Cambess.

>Brometo de Etidio — EStoque [0,5MM] ......cvvirereieieieieice e, imL

AQUA DESTHAA ...ttt omL
>Brometo de Etidio - Estoque [0,5Mm]

Brometo de Etidio (M.M. = 394,2940.M0I™) .......ccooiviiieiceeceecee s 10mg

AQUA DESEIAUA ..ottt 50mL




