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RESUMO

O Reservatorio Alagados (Parana, Brasil) possui suma importancia por
abastecer as cidades de Ponta Grossa, Castro e Carambei, além de ser usado para
recreagao e pesca amadora. A ocupacado desordenada de sua margem, e as
atividades agropecuarias realizadas no seu entorno tem contribuido para o
comprometimento deste corpo d’agua. Sua eutrofizacdo tem acarretado em
frequentes e intensas floracbes de cianobactérias produtoras de neurotoxinas. O
objetivo deste estudo foi monitorar a presenga de cianobactérias na agua e de
Paralytic Shellfish Toxins (PST) na agua e no musculo de peixes do Reservatorio,
assim como avaliar a saude dos peixes, através de biomarcadores bioquimicos,
genéticos e morfolégicos. Um grupo de peixes (Geophagus brasiliensis) foi
sacrificado no dia da amostragem de agua e outro passou por um periodo de
depuragdo de 20 dias em aquarios com agua limpa. As amostragens foram
realizadas na primavera de 2007, verdao e outono de 2008. A contagem de
cianobactérias na agua esteve acima do limite de 20.000 céls/ml estabelecido pela
legislagdo Dbrasileira; Cylindrospermopsis raciborskii foi a cianobactéria
predominante. As concentracbes de PST foram de 5,15, 43,84 e 50,78 ng de
equivalente STX/L na primavera, verdo e outono respectivamente. Na agua e no
musculo dos peixes foram detectadas apenas goniautoxinas, e GTX5 foi a toxina
predominante no musculo. A concentracdo de PST no musculo foi semelhante nas
trés épocas de coleta e ndo mostrou reducado significativa apos 20 dias em agua
limpa; mas esteve em todos os grupos abaixo do limite de 80ug equiv STX/100g
internacionalmente estabelecido para mariscos. No verdo houve aumento na
atividade da glutationa S-transferase e acetilcolinesterase muscular, lipoperoxidagéo
e indice de dano genético. No outono, registrou-se um aumento na atividade da
etoxiresorufina-O-deetilase e indice de dano genético. Importantes alteragdes
histolégicas foram observadas no figado e branquias nas trés estagdes, também
apods o periodo de depuracio. O periodo de depuragao mostrou respostas diferentes
nos biomarcadores entre as trés coletas. Os resultados mostraram haver variagao
sazonal na saude dos peixes, que pode estar relacionada as atividades
agropecuarias realizadas no entorno do Reservatério Alagados e a variagcdo na
biodisponibilidade de multiplos xenobibticos ao longo do ano.

Palavras-chaves: biomonitoramento, biomarcadores, paralytic shellfish toxins,
Reservatério Alagados.



ABSTRACT

The Reservoir Alagados (Parana, Brazil) has great importance to supply water to
Ponta Grossa, Castro and Carambei and also to be used for recreation and fishery.
The disordered occupation of its edges and agricultural activities and domestic
effluents have contributed for the contamination of this water body. Its eutrophization
has frequently caused intense cyanobacteria blooms of neurotoxins producers. The
aim of this study was to monitor the presence of cyanobacteria in water and Paralytic
Shellfish Toxins (PST) in the water and muscle of fishes from de reservoir, as well as
the health of fishes through biochemical, genetic and morphological biomarkers. A
group of fishes (Geophagus brasiliensis) was sacrificed on the day of the sampling
water and other one passed by a depuration period of 20 days in aquaria with clean
water. The samplings were carried out in Spring 2007, Summer and Autumn 2008.
The cyanobacteria counting in water was above the limit of 20,000 céls/ml stablished
by the Brazilian legislation.; Cylindrospermopsis raciborskii was the predominant
cyanobacteria. The PST concentrations in water were 5.15, 43.84 and 50.78 ng
equiv STX/L in Spring, Summer and Autumn, respectively. In the water and fish
muscle were detected only gonyautoxinas (GTX), and GTX5 was the predominant
toxin in muscle. The PST concentration in muscle was similar in the three studied
seasons of the year and did not show significant reduction after the 20 days in clean
water; but it was below the limit of 80ug equiv STX/100g internationally established
for shellfish. In Summer sampling, the activities of GST and AchE and LPO and
genetic damage index increased. It was registered in autumn an increase in EROD
activity and in the genetic damage index. Several histopathology alterations in the
fish qgills and liver were observed in all samplings, also after the depuration time. The
time of depuration showed different responses of biomarkers among the three
seasons of the year. The results showed a seasonal variation in the health of fishes,
which can be related to agriculture activities and to the variation in the biodisponibility
of multiple xenobiotics during the year.

Key words: biomonitoring, biomarkers, paralytic shellfish toxins, Alagados Reservoir.
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1 INTRODUCAO

A agua é um recurso natural indispensavel para todos os seres vivos, e
motivo cada vez mais frequente de preocupacgdes, seja por questdes econbmicas,
ambientais, ou de saude publica. O Brasil possui uma situagdo privilegiada em
relacdo a quantidade de agua: estima-se que possua cerca de 12% das reservas
mundiais de agua doce. Entretanto, este recurso tem sofrido consideravel descaso.
Desperdicio, desmatamento, despejo de esgoto nado tratado, contaminagdo com
agrotoxicos, sdo alguns dos fatores que afetam a qualidade e disponibilidade de

agua.

Uma importante consequéncia da poluicdo dos corpos d’agua € a sua
eutrofizagdo, ou seja, seu enriquecimento excessivo por nutrientes. A eutrofizagéo
causa um desequilibrio no ecossistema aquatico que altera varios atributos fisicos,
quimicos e bioldégicos. Este fendbmeno pode ser um processo natural, também
conhecido como envelhecimento de lagos, ou um processo artificial provocado pela

acgao antrdpica.

A eutrofizacdo artificial aumenta os custos de tratamento da agua, provoca
mortandade de organismos aquaticos e pode acarretar em problemas de saude
publica, como a proliferacdo de insetos vetores de doenga. Além disso, com
frequéncia tem-se observado a ocorréncia de floragdes de cianobactérias produtoras
de toxinas em ambientes aquaticos eutrofizados. No mundo inteiro tém-se registrado
casos de intoxicagcdo de seres humanos e animais em decorréncia da ingestao ou
contato com as toxinas produzidas por cianobactérias em corpos d’agua em que se

desenvolveram floragdes.

O Reservatorio Alagados (municipio de Ponta Grossa, Parana, Brasil) € um
exemplo de manancial eutrofizado e sujeito a intensas e frequentes floragbes de

cianobactérias, por isso foi escolhido para este estudo de biomonitoramento.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar a qualidade da agua do reservatério Alagados, Parana - Brasil,

através da analise de biomarcadores em peixes e analise de cianotoxinas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar as cianotoxinas presentes na agua e no musculo de peixes do

Reservatorio Alagados;

e Avaliar a saude dos peixes do reservatério através de biomarcadores

bioquimicos, morfolégicos e genéticos.

e Gerar informacdes para auxiliar nas tomadas de decisdao no sentido de
proteger os mananciais e a qualidade da agua para os organismos aquaticos

e consumo humano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AREA DE ESTUDO - RESERVATORIO ALAGADOS

O Reservatorio Alagados foi formado em 1929 pelo barramento do Rio
Pitangui. Inicialmente foi construido para produgao de energia elétrica, mas a partir
de 1977 a represa passou a abastecer a cidade de Ponta Grossa, sendo
responsavel por aproximadamente 38% do abastecimento de agua da cidade.
Atualmente, abastece também as cidades de Castro e Carambei (NUCLEAM, 2002).

A bacia hidrografica a qual este reservatério pertence, situa-se no quadrante
sudeste do Estado do Parana, Brasil; e € limitada pelas coordenadas geograficas
24° 52" a 25° 05’ de latitude S e 49° 46’ a 50° 06’ de longitude W de Greenwich, (e,
pelas coordenadas UTM 592.000 a 624.000 e 7.226.300 a 7.249.800) (NUCLEAM,
2002).

O reservatorio apresenta profundidade maxima de 14 m, profundidade
média de 4m, vazdo média de 9,4m%/s e acumula cerca de 27,7 milhdes de m® de
agua (NUCLEAM, 2002).

Com a construgao da barragem e formacgdo do lago, despertou-se o
interesse para a ocupacgao de suas margens e o reservatorio passou a ser utilizado
para atividades de lazer, balneario, pesca, pratica de sky aquatico e passeios de
barcos a motor (NUCLEAM, 2002).

Atividades de agricultura e pecuaria sao desenvolvidas no entorno do
reservatorio (FIGURA 1). Destacam-se o cultivo de soja, milho, feijao, trigo, cevada,
aveia e sorgo, aléem da criagdo de gado leiteiro, suinos, ovelhas e aves (frangos e
perus). A regido é caracterizada pela utilizagdo de insumos agricolas modernos,
como adubacgao quimica, sementes melhoradas, agrotéxicos e maquinas. Porém, as
instalagdes fisicas para o desenvolvimento dessas atividades, muitas vezes nao
estdo adequadas a legislagdo ambiental vigente, podendo comprometer a qualidade
da agua dos rios e consequentemente da represa (NUCLEAM, 2002).
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FIGURA 1 - MARGEM DO RESERVATORIO ALAGADOS, COM CONSTRUGOES E PLANTAGCAO
DE SOJA AO FUNDO. FONTE: O autor (2008).

Registrou-se também varias areas com exploragdo mineraria (saibreira,
cascalheira, pedreira) em atividade ou desativadas, muitas vezes com processos
erosivos acentuados, resultando em consideravel assoreamento no leito dos rios e
da represa (NUCLEAM, 2002).

Em relatoério divulgado em 2004 pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP), o
Reservatorio Alagados foi considerado de Classe lll, moderadamente degradado,
por apresentar um déficit consideravel de oxigénio dissolvido na coluna d' agua,
médio aporte de nutrientes e matéria organica, tendéncia moderada a eutrofizagéo e
tempo de residéncia das aguas, consideravel (34,1 dias).

Desde 2002, ocorrem intensas e freqlientes floragdes de cianobactérias no
Reservatério Alagados, iniciando geralmente no final da primavera e perdurando até
meados do inverno (YUNES et al., 2003; IAP, 2007). Assim, a pesca e banho neste
reservatorio estio proibidos pela Portaria IAP n°29 de 16 de Fevereiro de 2006 para

resguardar a saude publica.

Segundo Moro et al. (2003), organismos da Classe Cyanophyceae sao uns
dos representantes fitoplancténicos mais abundantes no Reservatério Alagados,
sendo seu melhor desenvolvimento nos meses de verdo. O exame hidrobiolégico
dos corpos d’agua, Alagados e Pitangui, indicou presenga de uma floragao
persistente de Cylindospermopsis raciborskii (YUNES et al., 2003).

C. raciborskii € capaz de produzir diversas toxinas: Cylindrospermopsina,
Saxitoxinas, Anatoxina-a (CHORUS; BARTRAM, 1999). Enquanto as cepas



14

australianas de C. raciborskii, parecem ser analogas as dos USA, produtoras de
Cylindrospermopsina e Anatoxina-a, as cepas brasileiras produzem principalmente
saxitoxinas (JONES; SAUTER, 2005).

Analises de cianotoxinas em amostras de agua pré e pés-tratamento do
Reservatdrio Alagados e do rio Pitangui, realizadas ha alguns anos revelaram a
presenca de Saxitoxina (STX), Neosaxitoxina (NEO), Goniautoxinas (GTX) 1, 2, 3 e
4 e os bioensaios com camundongos foram positivos para neurotoxinas (YUNES et
al., 2003). Em junho de 2002 detectou-se 76,7ug/L de STX, 92,6ug/L de neoSTX,
470,3ug/L de GTX1 e 5,3ug/L de GTX2 na agua (FERNANDES et al., 2005).

Em dados fornecidos pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP, 2007)
(FIGURA 2), observa-se que durante o ano de 2003, a contagem de cianobactérias
nos meses de janeiro a junho foi superior a 80.000 céls/ml, sendo o pico registrado
no més de janeiro (366.360 céls/ml).
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CONTAGEM DE CIANOBACTERIAS NO RESERVATORIO
ALAGADOS DE 2003 A 2007

900 ~
800 +
700 ~
600 +
500 +

400 +

mil cels/ml

300 -

200 -

100 +

FIGURA 2 — CONTAGEM TOTAL DE CIANOBACTERIAS NO RESERVATORIO ALAGADOS NO
PERIODO DE JANEIRO DE 2003 A OUTUBRO DE 2007. A linha horizontal tracejada indica o limite
de 20.000 céls/ml estabelecido pela legislagéo brasileira. FONTE: IAP (2007).

Nos dois anos seguintes, o pico de contagem de cianobactérias ocorreu nos
meses de margo a junho, sempre com predominio de C. raciborskii; porém houve
uma redugado nos demais meses, com contagem abaixo do limite de 20.000 céls/ml
estabelecido pelo Ministério da Saude (MS) e com predominio de organismos como
Aphanocapsa delicatissima, Asterionella formosa, Micractinium ou Merismopedia

spp.

Entretanto, no ano de 2006 observou-se contagem superior a 83.000 céls/ml
0 ano inteiro, atingindo o0 maximo de 867.721 céls/ml em dezembro. Durante todo o

ano, o organismo predominante foi C. raciborskii. Essa contagem sé retornou a
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niveis inferiores ao limite estabelecido pelo MS em julho do ano seguinte, quando a
contagem foi de 7.758 céls/ml, e o organismo predominante passou a ser uma alga
verde (Mougeotia spp). Porém, em novembro de 2007, a contagem retornou a
46.508 céls/ml, com predominio novamente de C. raciborskii.

No ano de 2000 detectou-se 5,11% de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
em amostras contendo Anabaena spiroides (produtora de anatoxina-a(s), cuja
principal acdo é a inibicdo enzimatica) no Reservatorio Alagados (YUNES et al.,,
2003) e em fevereiro de 2004 e 2005 os organismos predominantes foram,
respectivamente, Anabaena spp. e Pseudoanabaena spp., também cianobactérias
(IAP, 2007).

2.2 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo microorganismos procariontes, fotoautotroficos e
aerébicos (GRAHAM; WILCOX, 2000; AZEVEDO; VASCONCELOS, 2006).
Tradicionalmente, a classificagdo das cianobactérias segue a nomenclatura
botanica, por isso sao conhecidas também como algas azuis ou Cyanophyceae.
Porém, o uso dos critérios da nomenclatura botanica para as cianobactérias é
criticado por diversos autores e atualmente esta sofrendo revisées para incluir esse

grupo na nomenclatura bacteriolégica (CALIJURI et al., 2006).

Distribuem-se no mundo inteiro e nos mais variados meios, terrestres e
aquaticos, tanto em ecossistemas de agua doce como marinhos (BRIAND et al.,
2003; CALIJURI et al., 2006). Sao importantes no equilibrio dos ecossistemas, mas
guando encontram as condigdes ideais, podem formar grandes floragbes e provocar
graves disturbios ecoldgicos e de saude publica. Quarenta das cerca duas mil
espécies de cianobactérias identificadas s&o descritas como potenciais produtoras
de toxinas capazes de causar danos a saude e até mesmo a morte de seres
humanos e animais, domésticos ou selvagens (NEGRI; JONES; HINDMARSH, 1995;
CHORUS; BARTRAM, 1999; AZEVEDO et al,. 2002; WIEGAN; PFLUGMACHER,
2005). Quando uma floragdo de cianobactérias toxicas colapsa, seja naturalmente

ou apos o uso de algicidas, as toxinas s&o liberadas na coluna d’agua.
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Interagbes entre fatores fisicos, quimicos e bioldgicos favorecem o intenso
crescimento das cianobactérias na superficie da agua, formando uma densa camada
de células com varios centimetros de profundidade. De acordo com Yunes et al.
(2002), dentre estes fatores estdo a baixa hidrodinAmica do ambiente, que propicia a
deposigao da forma resistente desse microrganismo (cistos e acinetos); a incidéncia
de luz solar; o pH entre 7,8 e 8,0; a temperatura da agua = 20°C; a razao nitrogénio
e foésforo (N:P) entre 10:1 e 16:1 e a disponibilidade de nutrientes e metais
essenciais. Segundo a mesma fonte, o processo de eutrofizagdo dos corpos d'agua
eleva a incidéncia destas floragoes.

Com relagao as normas ambientais, o Conselho Nacional de Meio Ambiente,
através da resolucdo CONAMA n° 274 de 29/11/2000, que dispbe sobre as
condigdes de balneabilidade, estabelece restricbes a recreagao de contato primario
quando verificada a ocorréncia de floragdes de algas, até que se comprove que n&o

oferecem risco a saude humana.

2.3 CIANOTOXINAS

As toxinas produzidas por cianobactérias sdo denominadas cianotoxinas. As
cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura quimica como
peptideos ciclicos, alcaldides ou lipopolissacarideos. Entretanto, sdo mais
comumente discutidas com relacdo a sua toxicidade nos animais. Sendo entao
classificadas como (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; BRIAND et al., 2003; WIEGAND;
PFLUGMACHER, 2005):

¢ Dermatotoxinas - linbyatoxina A, aplisiatoxina, lipopolissacarideos
e Hepatotoxinas - microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsinas.
¢ Neurotoxinas - anatoxina-a, anatoxina—a(s) e saxitoxinas

A Organizagado Mundial da Saude (OMS) preconiza 1ug/L de equivalente de
microcistina-LR como valor limite a ser controlado na agua de beber (CHORUS;
BARTRAM, 1999). Embora a OMS considere que ainda ndo ha dados suficientes
para o estabelecimento de um limite de concentracdo maximo aceitavel para as
saxitoxinas em agua potavel, Fitzgerald, Cunliffe e Burch (1999), baseados em

estudos que analisaram os dados de eventos de intoxicagdo humana, propuseram 3
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Mg de equivalente STX/L como limite maximo aceitavel de saxitoxinas em agua para
consumo humano.

O Ministério da Saude (MS) do Brasil, na Portaria n° 518 de 2004, adotou
1ug/L de equivalente de microcistina-LR como valor maximo permitido na agua para
consumo humano. O MS recomenda ainda que se analise saxitoxinas e
cilindrospermopsinas, observando, respectivamente, os valores limites de 3ug de
equivalentes STX/L e de 15 pg/L. Nesta portaria, estabelece-se também que se
houver contagem de cianobactérias acima de 20.000 células/ml (2mm?L de
biovolume) no ponto de captacdo de agua para abastecimento, deve ser realizada
analise semanal de cianotoxinas na agua, na saida do tratamento e nas entradas
(hidrémetros) das clinicas de hemodialise e industrias de injetaveis, sendo que esta
analise pode ser dispensada quando nado houver comprovacédo de toxicidade na
agua bruta por meio da realizagdo semanal de bioensaios em camundongos.

Devido a escassez de informacgdes, ndo foram estabelecidos valores para as
demais cianotoxinas (CHORUS; BARTRAM, 1999; FERNANDES et al., 2005).

2.3.1 Saxitoxinas (Paralytic Shellfish Toxins — PST)

Saxitoxinas sao alcaldides carbamatos com ag¢do neurotéxica, também
conhecidas como Paralytic Shellfish Toxins (PST — toxinas paralisantes de mariscos)
devido a sua ocorréncia e associagdo com frutos do mar. Este grupo de
neurotoxinas hidrofilicas foi primeiramente isolado de dinoflagelados marinhos,
responsaveis pela ocorréncia de marés vermelhas. Atualmente, sabe-se que sao
produzidas especialmente pelos dinoflagelados Alexandrium spp. € Gymnodinium
spp., € por bactérias heterotroficas. Sado produzidas também por cianobactérias
como Aphanizomenon sp., Anabaena sp., Lyngbya sp., Cylindrospermopsis
raciborskii e Planktothrix sp. (BRIAND et al., 2003; WIEGAND; PFLUGMACHER,
2005; CALIJURI et al., 2006).

As PST bloqueiam o poro extracelular de canais de sodio regulados por
voltagem, impedindo assim a propagagcdao da despolarizagdo e transmissao do
impulso nervoso (CESTELE; CATTERALL, 2000; PATOCKA, 2001; FERNANDES et
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al., 2005; WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005).
saxitoxinas agem também em canais de K* hERG e canais de Ca*? tipo L (WANG;
SALATA; BENNETT, 2003; SU et al., 2004).

As PST (FIGURA 3) sao uma familia de mais de 20 moléculas, e podem ser
divididas em 4 grupos (KAEBERNICK; NEILAN 2001; BRIAND et al., 2003):

a) Saxitoxinas -

Trabalhos mostram que as

saxitoxina, decarbamoilsaxitoxina, neosaxitoxina;
decarbamoilneosaxitoxina.

b) Goniautoxinas - 1 a 6, e decarbamoilgoniautoxinas 1 a 4.

c) C-toxinas —1 a 4.

d) Variedades identificadas em cepas americanas de Lyngbya wollei —1 a 6.
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FIGURA 3 — ESTRUTURA DAS PST. STX — Saxitoxina, GTX — Goniautoxinas, C - C-toxinas, neoSTX
— neosaxitoxina, dcSTX — Decarbamoilsaxitoxina. FONTE: BLANCO; REYERO; FRANCO, 2003.

As PST duplamente sulfatadas (C-toxinas) sdao menos potentes do que
aquelas com apenas um grupamento sulfato (goniautoxinas), sendo as n&o
sulfatadas (saxitoxinas) altamente toxicas (JONES; NEGRI 1997).

Pouco se sabe sobre a degradacdo das PST em agua doce ou marinha.
Jones e Negri (1997) descrevem a persisténcia das PST por 90 dias quando

incubada em agua doce a 25°C. A primeira reagdo de transformagao observada foi
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desulfocarbamoilagdo das C-toxinas predominantes, para dc-GTXs, provocando
assim um aumento inicial na toxicidade da amostra. A incubagédo das PST em agua
de drenagem de irrigagao resultou num aumento de seis vezes na toxicidade apos
10 dias, com a solugdo permanecendo mais toxica do que a amostra original por
mais de 60 dias. A dc-GTX assim formada e a GTX originalmente presente na
amostra, degradaram-se lentamente durante os 90 dias de incubacdo. Resultados
similares foram obtidos quando as PST foram incubadas em agua deionizada estéril,
mas a formacao de dc-GTX procedeu numa taxa mais lenta do que na agua de
drenagem. Outra reagao importante foi a lenta epimerizagao dos B-epimeros (menos
estaveis — C2 e GTX3) para a-epimeros (C1, GTX2). Quando as PST foram
incubadas a 90°C, os mesmos processos e reacdes foram observados. Os autores
sugerem que o aumento da degradacgéo observada na agua de rio e de drenagem é
provavelmente um efeito catalitico mediado por compostos particulados ou
dissolvidos presentes nas amostras de agua, mas nao um processo mediado por
bactérias aquaticas.

Os sinais clinicos de intoxicagdo humana por PST incluem tontura,
adormecimento da boca e de extremidades, fraqueza muscular, nausea, vomito,
sede e taquicardia. Os sintomas podem comecar 5 minutos apds a ingestao e a
morte pode ocorrer entre 2 a 12 horas. Em casos de intoxicagdo com dose ndo letal,
geralmente os sintomas desaparecem em 1 a 6 dias (CARMICHAEL, 1994). Em
gatos, altas doses de STX por via intavenosa provocou queda drastica na presséo
arterial, faléncia do miocardio e parada cardiaca; enquanto a administragdo por via
oral de 70ug/kg de GTX 2/3 levou a pressao arterial a 70% daquela do controle nos
primeiros 90 minutos, e a 25% do controle em 270 min, levando o animal a ébito
(ANDRINOLO; MICHEA; LAGOS et al., 1999; ANDRINOLO et al., 2002).

Internacionalmente, o limite estabelecido de PST em mariscos € de 80 pg de
equivalente STX/100g de carne. As goniautoxinas, especialmente os epimeros GTX
2/3 e GTX 1/4 sdo as PST mais abundantes em amostras de moluscos no Chile —
75-80% do total de STX (ANDRINOLO et al., 2002).

A DL50 (via intraperitoneal) em camundongos para saxitoxina purificada é de
10 ug/kg de peso corporal, enquanto que por consumo oral a DL50 é de 263 pg/kg
de peso corporal (CHORUS; BARTRAM, 1999; PATOCKA, 2001; FERNANDES et
al., 2005).
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A respeito da toxicocinética das PST em animais, a maior parte dos
trabalhos tem apresentado dados em moluscos, enquanto em peixes € mamiferos o
conhecimento ainda é relativamente escasso. Experimentos com gatos mostraram
que uma dose oral dos epimeros GTX 2/3 € completamente absorvida a nivel
intestinal e sua excregao envolve filtragao glomerular (ANDRINOLO et al., 2002). Em
ratos, 72% da dose de [3H] saxitoxinol (um analogo sintético da STX) administrada
por via intravenosa, parece ter sido excretada pela urina, enquanto 28%
permaneceu em tecidos do rato, sendo que sua ligagdo ao musculo parece ser
irreversivel (HINES; NASEEM; WANNEMACHER, 1993; NASEEM, 1996).

Estudos indicam que a capacidade de acumulo e biotransformagao das PST
varia consideravelmente entre as diferentes espécies animais (HONG; LAM; HSIEH,
2003; PEREIRA et al., 2004; FAST et al., 2006; KWONG et al., 2006; GARCIA et al.,
2008). Apesar da sua importancia, as caracteristicas das enzimas envolvidas no
metabolismo das PST sdo pouco conhecidas, devido a dificuldade de se isolar as
toxinas e porque a STX e seus analogos sdo compostos com potencial bélico e cuja
manufatura, uso, transferéncia e reuso s&o estritamente controlados pela
Organizagao para Proibicdo de Armas Quimicas (Chemical Weapons Convention,
Setembro de 1998, Holanda).

Naseem (1996) relatou que houve consideravel variagdo no metabolismo do
saxitoxinol entre érgaos e tecidos de ratos e diversos produtos nao identificados de
degradagdo metabdlica foram detectados no cérebro e outros tecidos. Ensaios in
vitro mostraram que no molusco Protothaca staminea, a glandula digestiva e
branquias apresentaram a maior capacidade de biotransformacao de PST (FAST et
al., 2006). Garcia et al. (2008) relataram oxidac&o e glucoronidagado de GTX 3 e 2
quando incubadas com a fragdo microssomal de figado humano, fornecendo uma
rota de metabolismo e excregdo destes compostos em humanos. Entretanto,
incubacdo dos mesmos epimeros GTX 2/3 na presenga de sobrenadante de figado
de gato ou rato ndo mostrou nenhuma transformagdo quimica ou enzimatica
(ANDRINOLO et al., 2002; HONG; LAM; HSIEH, 2003). Recente estudo relata que
bactérias isoladas do trato digestivo de moluscos (Mytilus edulis) mostraram
habilidade para reduzir a toxicidade de uma mistura de PST in vitro (DONOVAN et
al., 2008).

Conhecimento sobre quais toxinas sdo depositadas em quais tecidos e como

elas sédo biotransformadas em cada nivel tréfico pode ser critico para determinar o
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risco a saude publica associado ao consumo de diferentes espécies de organismos

aquaticos e seus tecidos comestiveis (DEEDS et al., 2008).

2.4 BIOMONITORAMENTO e BIOMARCADORES

Até a primeira metade do século XX, o diagnéstico e o monitoramento de
areas passiveis de contaminacdo eram realizados com base em analises quimicas
de produtos individuais. Os padrdes para cada substancia e/ou grupos de
substancias eram estabelecidos com base nos testes de toxicidade que
quantificavam apenas a sensibilidade dos organismos utilizados a tais substancias.
No inicio da década de 1980, introduziu-se o conceito de biomonitoramento, como
um conjunto de técnicas através das quais se mede a toxicidade total de um efluente
e nao a toxicidade possivel de cada um de seus constituintes quimicos (PROSPERI;
NASCIMENTO, 2008). A partir dai, o conceito de biomonitoramento se expandiu,
envolvendo o uso regular e sistematico de organismos vivos como indicadores de
mudangas no ambiente ou qualidade da agua (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003; PROSPERI; NASCIMENTO, 2008).

Em estudos de biomonitoramento com frequéncia é utilizada a analise de
biomarcadores: respostas biolégicas aos poluentes ambientais que podem ser
mensurados indicando a presenga, efeitos e, em alguns casos, o grau de
contaminacao (WALKER et al., 1996). O uso de biomarcadores nas avaliagbes de
risco apresenta a vantagem de possibilitar a detec¢céo de exposi¢cdes potencialmente
téxicas bem antes que efeitos adversos reais ocorram (NASCIMENTO; PEREIRA;
LEITE et al., 2008; PROSPERI; NASCIMENTO, 2008). O estudo de biomarcadores
atualmente esta incorporado em diversos programas de monitoramento da poluigéo
na Europa e Estados Unidos. Diversas moléculas biolégicas e atividade de enzimas
indicam a exposi¢cdao de um organismo a poluentes (biomarcadores de exposi¢cao)
e/ou a magnitude da resposta de um organismo a um poluente (biomarcadores de
efeito) (RUAS et al., 2008).

2.5 BIOINDICADOR



23

Os habitantes de um ecossistema podem ser precisos indicadores do
estado desse ambiente, ja que estdo sujeitos a uma grande gama de influéncias
quimicas e fisicas. De acordo com Markert, Breure e Zechmeister (2003) um
bioindicador é um organismo (ou uma parte de um organismo ou uma comunidade
de organismos) que contém informagdes sobre a qualidade do ambiente.

Nesse contexto, os peixes sao largamente utilizados para descrever
caracteristicas de sistemas aquaticos e para obter informacdes sobre alteragcées do
habitat por diversas razdes; dentre elas podemos numerar: intenso contato com a
agua, tamanho adequado para realizacdo de diversos procedimentos analiticos,
relativa longevidade, distribuicdo em diferentes niveis troficos, facilidade de captura,
algumas espécies tem ampla distribui¢cdo, etc (CHOVANEC; HOFER; SCHIEMER,
2003).

Neste estudo a espécie de peixe Geophagus brasiliensis (QUOY e
GAIRMAD, 1824) foi utilizada por ser uma espécie endémica e com baixa
vulnerabilidade, além da maior facilidade de captura e disponibilidade no
Reservatério Alagados. Outros estudos ja indicam seu uso como bioindicador
(BENINCA, 2006; RUAS et al., 2008; WILHEM FILHO et al., 2001).

O G. brasiliensis, popularmente conhecido como Cara ou Acara, pertence a
familia Cichlidae, subfamilia Geophaginae, ordem Perciforme, classe Actinopterygii.
E um peixe de pequeno porte, atingindo até 25cm de comprimento, territorialista, que
tem predilegdo por ambientes lénticos, de fundo lodoso (MAGALHAES, 1931;
FISHBASE, 2008). G. brasiliensis € uma espécie n&do migratéria, com desova em
margo e de setembro a janeiro e que mostra cuidado parental, construindo ninhos e
cuidando da prole (MAGALHAES, 1931; SUZUKI; AGOSTINHO, 1997). Possui
habito bentopelagico, alimentando-se de pequenos invertebrados, vegetais, algas,
detritos e sedimento (HAHN et al., 1997; FISHBASE, 2008). Esta espécie distribui-se
pelo leste e sul do Brasil (SHIABATTA; PINHEIRO DIAS, 2006).
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2.6 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

2.6.1 Biomarcador de Neurotoxicidade — Acetilcolinesterase (AchE)

Com relagdo as fungdes neurais, as enzimas de interesse como
biomarcadores sdo as colinesterases. Conhecem-se dois tipos de colinesterases:
acetilcolinesterase (AchE), e aquela com afinidade pela butirilcolina (BchE), também
conhecida como esterase nao especifica ou pseudocolinesterase. O cérebro de
peixes contém AchE, mas ndo BchE, enquanto em tecido muscular encontram-se
ambas, AchE e BchE (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A AchE é a enzima responsavel pela hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina, formando colina e acido acético. Sua inibicdo € o mecanismo de agao
de diversos agentes toxicos, mais especificamente organofosforados e carbamatos.
Porém outras substancias parecem também inibir essa enzima, como chumbo,
substancias produzidas por Streptomyces antibioticus, anatoxina-a(s), etc
(WIEGAND; PFLUGMACHER 2005; MONTSERRAT et al., 2007).

Visto que os organofosforados e carbamatos possuem curto tempo de meia-
vida, a analise da inibicdo da AchE é uma ferramenta util para avaliar seu efeito na
biota aquatica, mesmo quando os compostos quimicos ndo sdo mais detectaveis no
ambiente (MONTSERRAT et al., 2007).

2.6.2 Biomarcadores de Biotransformacéao

O figado ¢é o principal 6rgdo onde ocorre a biotransformagéo de xenobidticos
na maioria das espécies animais. A biotransformacido € uma etapa fundamental na
eliminacdo de substéncias lipofilicas do organismo, e consiste na conversdo de
compostos apolares em compostos polares, mais facilmente excretados. As reacdes
de biotransformacgao sao divididas em duas fases. Durante a fase |, o xenobidtico

pode sofrer uma série de reagdes de oxidacao, reducao, hidrélise. Na fase Il, o
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xenobidtico, que pode ou ndo ter passado pela fase | do metabolismo, é conjugado,
através de reacbes catalisadas por enzimas, a moléculas de alta polaridade mais
facilmente excretaveis (FLORIO, 2002; SCHLENK et al., 2008).

2.6.2.1 Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

As enzimas do citocromo P450 (ou simplesmente CYP450) sdo proteinas do
grupo heme, pertencentes a fase | da biotransformacédo que oxidam, hidrolizam ou
reduzem xenobidticos. Estas enzimas localizam-se principalmente no reticulo
endoplasmatico liso e mitocéndrias de células hepaticas, renais, cérebro e outros
orgaos (BUCHELLI; FENT, 1995).

As reacgbes de fase | normalmente transformam substéncias enddgenas ou
exodgenas lipofilicas em compostos mais hidrofilicos, facilitando sua eliminagéo.
Alterando a estrutura quimica de compostos organicos, o citocromo P450 pode gerar
compostos nao toxicos, menos ou mesmo mais toxicos do que a substancia original
(SCHLENK et al., 2008).

A atividade da etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) € uma das reacdes
catalizadas pela subfamilia CYP1A1. Esta enzima tem como substrato a 7-
etoxiresorufina, e através de uma O-desalquilagao, ocorre a formagao de resorufina,
que pode ser medida espectrofotometricamente (BUCHELLI; FENT, 1995). Esta
reagcao ocorre geralmente em niveis muito baixos ou indetectaveis em animais
controle, mas € altamente induzida por tratamento com alguns agentes tdxicos
(HUGGETT et al.,, 1992), como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS),
pentaclorobifenis (PCBs), dibenzo p-dioxinas policloradas (PCDDs) e policlorados
dibenzofuranos (PCDFs) (ANDERSSON; FORLIN, 1992; HUGGETT et al., 1992;
BUCHELI; FENT, 1997; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; LU; WANG;
ZHU, 2008). Por outro lado, forte e significante redugédo da atividade de EROD foi
observada em peixes expostos a organotinas, benzeno, cadmio e acrilamida
(BUCHELI; FENT 1997, VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
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2.6.2.2 Glutationa S-transferase (GST)

A glutationa S-transferase (GST) representa uma importante familia de
isoenzimas pertencentes a fase Il do metabolismo. S&o assim denominadas pelo seu
papel como catalisadoras da conjugacdo de varios compostos eletrofilicos ou
oriundos da fase |, com o tripeptideo glutationa reduzida (GSH). Além disso, ligando-
se covalentemente a compostos eletrofilicos, GSTs reduzem a probabilidade desses
compostos se ligarem a outras moléculas celulares, como o DNA (HUGGETT et
al.,1992). Assim, a toxicidade de muitos compostos exdgenos pode ser modulada
pela indugao da atividade da GST (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Algumas isoformas de GST podem também combater o dano por estresse
oxidativo pela atividade peroxidase dependente de GSH, enquanto outras isoformas
conjugam aldeidos a-R insaturados reativos produzidos durante peroxidagdo da
membrana lipidica (LIEBLER; REED, 1997; TRUTE et al., 2007).

A GST parece estar presente em muitas espécies animais, senao todas. O
figado € a maior fonte de GST em vertebrados. Apesar de algumas isoformas
microssomais de GST terem sido descritas, a atividade de GST é principalmente
localizada no citosol (CNUBBEN et al., 2001).

Elevacdao na atividade da GST hepatica tem sido relatada em muitos
estudos apds exposigao de peixes a fungicidas, formulagdo comercial de glifosato,
PAHSs, PCBs, organoclorados (OCPs) e PCDDs (ALMLI et al., 2003; BAGNYUKOVA,;
STOREY; LUSHCHAK, 2005; YING et al., 2007; LU; WANG; ZHU, 2008;
CONTARDO-JARA; KLINGELMANN; WIEGAND, 2009), mas a maioria dos estudos
nao mostram nenhuma alteragao significante. Por outro lado, redugao significante da
atividade da GST também foi observada em peixes expostos a PCDDs, pesticidas
ou PAHs, e em algumas espécies de peixes em ambientes poluidos (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
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2.6.3 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

A maioria do oxigénio molecular consumido pelos animais é reduzido a agua
acoplado a oxidagédo de alimento e producdo de energia. A redugdo parcial resulta
na formagao do que tem sido denominado espécies reativas de oxigénio (EROs) ou
oxiradicais, e compreendem espécies radicais ou nao radicais. Os radicais livres séo
definidos como moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados. As
formas de EROs incluem radical anion superéxido (O), radical hidroxil (OH), radical
peroxil (ROy), radical alcoxil (RO) e radical hidroperoxil (HO;), perdxido de
hidrogénio (H»0;), peroxinitrito (ONOO-, espécie reativa de nitrogénio) (HWANG,;
KIM, 2007; NORDBERG; ARNER, 2001; LIVINGSTONE, 2001).

A formacdo de EROs ocorre a partir de diversas fontes e processos
endogenos, incluindo certas enzimas, auto-oxidagdo, transporte de elétrons da
membrana nuclear (MYERS, 1997). Sao continuamente produzidos em animais, e
podem reagir com a maioria das biomoléculas e danificar lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (HWANG; KIM, 2007; VALAVANIDIS et al.,, 2006). Entretanto, alguns
papéis fisioldégicos benéficos das EROs tem sido descritos em diferentes areas,
incluindo sinalizagdo intracelular e regulagdo do estado redox (NORDBERG;
ARNER, 2001).

A taxa de producdo de EROs pode elevar-se na presenga de diversos
xenobidticos naturais e produzidos pelo homem, como contaminantes ambientais
(MASON, 1997; LIVINGSTONE, 2001). Numerosos mecanismos de defesa celular
existem para prevenir danos causados por EROs, mas um desequilibrio na produgao
dessas moléculas e os sistemas antioxidantes podem levar a uma situagéo
denominada estresse oxidativo (HWANG; KIM, 2007).

Os sistemas antioxidantes examinados em organismos aquaticos
compreendem (LIEBLER; REED, 1997; LIVINGSTONE, 2001; VALAVANIDIS et al.,
2006):

a) hidrossoluveis: acido ascorbico (vitamina C), carotenos, glutationa
reduzida (GSH);

b) lipossoluveis: retinol (vitamina A), a-tocoferol (vitamina E);

c) enzimas antioxidantes especificas: superoxido-dismutase (SOD) catalase
(CAT), glutationa-peroxidase (GPX), etc.



28

Diversas moléculas podem alterar o balango pré-oxidantes/antioxidantes,
tornando o organismo suscetivel ao estresse oxidativo (MONTSERRAT et al., 2007).
As medidas em sistemas bioldgicos expostos a poluentes, geralmente detectam
decréscimo nos niveis de enzimas antioxidantes, mas alguns aumentos podem
ocorrer sob certas condigdes (LIVINGSTONE, 2001; VALAVANIDIS et al., 2006).

2.6.3.1 Catalases (CAT)

As catalases (CAT) sado enzimas contendo um grupamento heme que
localizam-se principalmente nos peroxissomos de células eucaridticas, onde facilitam
a eliminacdo de H;0O, pela seguinte reacdo (LIEBLER; REED, 1997; VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003):

2H,0, AT s 2H,0+0;

As catalases também atuam na detoxificagao de diferentes substratos, como

fendis e alcoois, via redugao acoplada de perdxido de hidrogénio:
H.O, + R"H, —» R + 2H,0

Um dos papéis antioxidantes da catalase € reduzir o risco da formacao do
radical hidroxil a partir da H2O-, via reagao de Fenton, catalizada por ions de cobre e
ferro (NORDBERG; ARNER, 2001).

Uma extensa gama de xenobioticos, incluindo drogas hipolipidemicas,
herbicidas, inseticidas, lubrificantes, etc, sdo conhecidos como indutores da
proliferacdo de peroxissomos no figado de mamiferos. Entretanto, a proliferacao de
peroxissomos pode mostrar diferentes efeitos sobre cada enzima encontrada nessa
organela, podendo suas atividades estar ou ndo elevadas (FAHIMI; CAJARAVILLE,
1995).

Aumentos na atividade da CAT hepatica foram observados em alguns
experimentos com peixes expostos a PCBs, PAHs, paraquat, benzopireno,
ciprofribato e muitos estudos a campo, mas a maioria dos estudos laboratoriais n&o
puderam demonstrar nenhuma alteragao significante (FAHIMI; CAJARAVILLE, 1995;
VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; YING et al.,, 2007; SILVA et al.,

2009). Uma reducéo significativa da atividade da CAT foi observada em alguns
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estudos laboratoriais apds exposigdo a PAH, dinitro-ortocresol (DNOC), cadmio ou
aminotriazol (BAGNYUKOVA; STOREY; LUSHCHAK, 2005; VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003).

2.6.3.2 Lipoperoxidagéo (LPO)

A oxidagao de acidos graxos polinsaturados é uma importante consequéncia
do estresse oxidativo. O processo de lipoperoxidagdo (LPO) ocorre por uma cadeia
de reacdes. A peroxidacao lipidica é iniciada pela abstragdo de um atomo de
hidrogénio de um grupo metil (-CH2-) de um acido graxo polinsaturado. Oxiradicais,
particularmente -OH, podem realizar essa abstragcdao (SEVANIAN; MCLEOD, 1997,
VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; VALAVANIDIS et al., 2006).

Inicio da peroxidacgao lipidica:

LH+R®* ou HO®* — L*+RH ou HOH (1)

LH = lipideo polinsaturado

Propagacéo da lipoperoxidagao:
L* + O, — LOO® (radical lipidico peroxil) (2)

LH + LOO® — L® + LOOH (hidroperdxido lipidico)  (3)

O término da peroxidagao lipidica € o resultado da interagcao de radicais
lipidicos e/ou formacdo de espécies nao radicais por radicais lipidicos peroxil. O
LOOH resultante pode facilmente se decompor em espécies reativas, sendo muitos
desses agentes toxicos e mutagénicos. As membranas lipidicas peroxidadas tornam-
se rigidas e perdem sua permeabilidade e integridade (SEVANIAN, MCLEQOD, 1997;
VALAVANIDIS et al., 2006).

A lipoperoxidagdo tem sido utilizada com sucesso como uma medida de
estresse oxidativo induzido por xenobidticos, em espécies expostas in vivo a uma
variedade de substancias quimicas como metais (ferro, cadmio, mercurio e cobre),

paraquat, malation, deltametrina e glifosato (KELLY et al., 1998; SAYEED et al.,
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2003; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; VALAVANIDIS et al., 2006;
GLUSCZAK et al., 2007; HUCULECI et al., 2008).

2.7 BIOMARCADOR GENETICO

Genotdxicos produzem modificacbes quimicas ou fisicas do DNA,
comumente medidas como adutos de DNA ou quebras de DNA, respectivamente
(NACCI; CAYULAB; JACKIM, 1996). A exposicdo de um organismo a substancias
genotdxicas pode induzir uma cascata de eventos. Inicialmente pode ocorrer uma
alteracao estrutural do DNA, e consequentemente, o processamento e expressao do
dano do DNA através de produtos modificados. Dessa maneira, pode-se
desencadear consequéncias biologicas em células, 6rgaos, organismo e finalmente
em nivel de comunidade e populagcéo (LEE; STEINERT, 2003; VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003)

Exposi¢cao de organismos aquaticos a substancias e processos genotoxicos,
podem produzir efeitos como cancer, teratogénese e embriotoxicidade (NACCI,
CAYULAB; JACKIM, 1996; VALKO et al., 2006). O dano de DNA é constantemente
induzido e reparado em animais, permitindo um equilibrio. Assim, a observacao de
danos genéticos indica que tal equilibrio foi alterado (VOCK et al., 1998 citado por
OLIVEIRA et al., 2007).

Diversas substancias foram relacionadas a danos em DNA de organismos
aquaticos, tecidos isolados ou tipos celulares, podendo ser agrupados em quatro
classes (LEE; STEINERT, 2003):

1) que agem diretamente no DNA

2) cujos metabdlitos causam danos no DNA

3) que causam producao de EROs que podem danificar o DNA.

4) que inibem a sintese e reparo do DNA.

Muitas substancias como PCBs, PAHs, pentaclorfenol, deltametrina,
monocrotofos, atrazin e a formulagdo comercial de glifosato, tem sido relacionadas
com genotoxicidade em animais aquaticos (PEITL JR; SAKAMOTO-HOJO; COLUS,
1996; LEE; STEINERT, 2003; ANSARI et al,. 2008; POLETTA et al., 2008).
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O ensaio cometa, também conhecido como SCGE (Single Cell Gel
Eletrophoresis) vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido a suas
peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para detecgao de
substancias genotoxicas, pois se mostrou rapido e sensivel para detectar quebras de
DNA e locais labeis por alcalis (LEE; STEINERT, 2003). O teste de cometa nao é
utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesdes genbOmicas que, apos serem
processadas, podem resultar em mutagdo (GONTIJO; TICE, 2003).

O principio desta técnica se baseia no fato de que o DNA da célula que nao
tiver dano migrara em conjunto formando um circulo. Caso ocorra dano ao DNA,
serao formados fragmentos de diversos tamanhos. Os fragmentos menores tendem
a migrar mais rapidamente do que os fragmentos maiores. Ocorrendo um dano
muito intenso, em uma célula, muitos fragmentos de diversos tamanhos serao
formados e migrardo em velocidades diferentes, formando-se entdo uma figura

semelhante a um cometa.

2.8 BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

Biomarcadores morfolégicos/histopatoldgicos sdo lesdes que sinalizam
efeitos de exposi¢des, anteriores ou em andamento, a um ou mais agentes téxicos.
(HUGGETT et al., 1992).

Mudancgas teciduais agudas sao vistas quando os niveis de contaminantes
sao suficientemente altos. Quando a concentragao do agente toxico é suficiente para
gerar apenas injuria celular, mas ndo a morte, mudangas subletais (adaptativas)
podem ser observadas nas células afetadas — é o caso das exposi¢cdes crénicas
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A presenca de parasitos pode representar um sinal de estresse ambiental, e
alguns autores sugerem que uma maior incidéncia de parasitos pode estar
relacionada com um decréscimo na resisténcia imunologica dos animais (AKAISHI,
2003; VALDEZ-DOMINGOS, 2003; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005;).

A ocorréncia de neoplasias em animais de vida livre € um fenbmeno bem
conhecido que tem sido freqientemente usado como indicador de carcinégenos no

meio ambiente em programas de biomonitoramento (WESTERN et al., 2002).
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Em peixes, os 6rgaos mais comumente estudados neste tipo de abordagem
sdo branquias, pele, figado e rim anterior (BERNET et al., 1999).

A pele e branquias sao superficies que estdo em contato direto e
permanente com contaminantes. As branquias sdao extremamente importantes na
respiragdo, osmoregulagdo, equilibrio acido basico e excregdo de nitrogénio
(HEATH, 1995 citado por SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008). Algumas
lesbes em branquias, dentre elas a fusdo das lamelas e aneurismas, podem ser
interpretadas como um resultado de efeitos agudos de xenobidticos (ZODROW,
STEGEMAN; TANGUAY, 2004; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005).

Sendo o figado o principal 6rgao de metabolismo de xenobidticos, e capaz
de acumular diversas substancias, seu estudo histopatolégico € utii como
biomarcador. Diversos estudos em peixes mostram a ocorréncia de lesdes hepaticas
como necrose ap0Os exposigado crénica a contaminantes. Também degeneracéo
vacuolar, atrofia, depdsitos, hemorragia, alteragdes nucleares tém sido relatadas
neste tecido (BERNET et al., 1999; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; MIRANDA et
al., 2008; SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008).

A infiltrag&o leucocitaria representa um sinal de processo inflamatorio, sendo
associado a multiplas causas (BERNET et al., 1999). Centros de melanomacréfagos
(CMM), também conhecidos como agregados de macrofagos, sdo grupos de células
pigmentadas (melanina, lipofuscina ou hemosiderina sdo os pigmentos mais
comuns) encontradas em tecidos de vertebrados heterotérmicos. Muitos autores
sugerem que a analise histopatolégica de CMM pode ser indicador sensivel da
saude dos peixes ou condigbes ambientais estressantes (CAMARGO; MARTINEZ,
2007; LEKNES, 2007; HINTON et al., 2008). O papel dos CMM no figado ainda n&o
esta bem elucidado, mas uma hipétese é que a melanina dos macréfagos seja para
neutralizar os radicais livres liberados como resultado do catabolismo de acidos
graxos derivados da fagocitose de membranas celulares a baixas temperaturas.
Outra sugestado é que a melanina deve ser importante na produgdo de compostos
bactericidas, especialmente perdoxido de hidrogénio. A lipofuscina parece envolver
peroxidagao de lipidios poliinsaturados de membranas celulares. O aumento do
conteudo de hemosiderina (derivada do catabolismo da hemoglobina) deve provir do
aumento do catabolismo de eritrocitos danificados ou do aumento da retengcao de
ferro pelos melanomacréfagos como um mecanismo de protecéao (AGIUS;
ROBERTS, 2003; HINTON et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE MATERIAL

Foram realizadas amostragens de peixes e agua do Reservatério Alagados
nos dias 7 de novembro de 2007 (primavera) , 21 de fevereiro (verao) e 20 de maio
(outono) de 2008. O localizagdo dos pontos de coleta no reservatorio (P1 e P2) sdo
mostrados na Figura 4. Um grupo de peixes foi sacrificado no mesmo dia da
amostragem de agua e no local (grupos denominados “Local”) e outro grupo (grupos
denominados “Depuragao”) foi transportado, em caixas com agua do reservatorio e
aeragdo constante, ao Laboratério de Toxicologia Ambiental do Departamento de
Farmacologia da UFPR. Os animais do grupo Depuragédo foram mantidos por 20
dias, isoladamente, em aquarios com agua filtrada (sendo trocado metade do volume
a cada 2 dias) a 22-23°C, fotoperiodo de 12 horas e alimentados com ragéo
comercial, para avaliar possivel depuracdo de xenobidticos. Os animais foram
anestesiados com benzocaina 20% (diluindo 1ml em 2| de agua) e eutanaziados por
seccao medular. Foi medido o comprimento total de todos os peixes, e deles foram

coletados:
o figado e terceiro arco branquial esquerdo para histopatologia;
o figado, cérebro e musculo para analise de biomarcadores bioquimicos;
e musculo para analise quimica de PST;
e sangue para realizagdo do ensaio cometa.

As coletas de peixes foram autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), e o documento pode ser
conferido através do cédigo de autenticagdo 94354735, por meio da pagina do
IBAMA/SISBIO na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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FIGURA 4 — MAPA DA LOCALIZACAO DO RESERVATORIO ALAGADOS NO ESTADO DO
PARANA, BRASIL. Em destaque mapa do Reservatério Alagados, com os pontos de coleta de agua
(P1 e P2) e peixes (P2).

3.2 ANALISE DA AGUA

Em todas as datas o pH, temperatura e oxigénio dissolvido da agua na zona
eufética (50 cm abaixo da superficie da agua) do ponto mais profundo do
Reservatoério (P1) e a margem do Reservatorio (P2, local de coleta dos peixes) foram
medidos através de pHametro e oximetro portateis. As medidas foram sempre

realizadas por volta das 11 horas da manha.

3.2.1 Analise quali e quantitativa do fitoplancton

Amostras de 500 ml de agua foram coletadas na zona eufética de P1 e P2
por volta das 11h, em todas as datas de coleta. As amostras de agua foram
preservadas com adi¢cdo de solugdo de lugol. As analises do fitoplancton foram

realizadas pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP), segundo método de Utermonhl
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(1958).

3.3 ANALISE DE PST EM AGUA E MUSCULO

A Portaria MS 518/2004 recomenda a analise da concentracdo de PST
pelos métodos propostos pela OMS. De acordo com a OMS, o método de Oshima
(1995) é o mais utilizado (CHORUS; BARTRAM,1999). Os valores de concentragao
de cada tipo de PST determinados nas analises cromatograficas devem ser
convertidos em equivalente de saxitoxina (equiv STX). Esta conversao é feita
comparando-se a toxicidade de cada variante com a toxicidade da saxitoxina. Os
valores de toxicidade foram obtidos através de bioensaio com camundongos
utilizando-se as toxinas purificadas (HALL et al.,1990). A Tabela 1 apresenta os

valores de toxicidade relativa para 14 tipos de PST.

TABELA 1 — VALORES DE TOXICIDADE RELATIVA DE ALGUMAS PST

TOXINA TOXICIDADE
RELATIVA (T))
STX 1

GTX1 0,9940
neoSTX 0,7261
GTX4 0,6379
GTX3 0,5131
dcGTX3 0,3766
GTX2 0,3592
dcGTX2 0,1538
Cc2 0,0963
GTX6 0,0644
GTX5 0,0644
C4 0,0576
C3 0,0133
C1 0,0060

FONTE: HALL et al. (1990)
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A concentragao total expressa em ug de equiv STX/L de agua ou /100g de
musculo foi obtida através da seguinte equacgéo:

equiv. STX=2 Cix T,

Onde: Ci= Concentragao da toxina em microgramas por litro (ng/L) ou por
100g (ug/1009)

T; = Toxicidade relativa da toxina

Amostras de agua foram coletadas por volta das 11 horas na zona eufética
de P1 e P2 em todas as datas. As amostras foram mantidas sob refrigeragdo até
chegada ao laboratério, quanto entdo foram liofilizadas. O liofilizado de 500 ml de
agua foi resuspendido em acido acético 0,5M e congelado até a anadlise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). As amostras foram filtradas com
filtros de celulose antes da analise por HPLC.

Para obtencdo do musculo dos peixes para andlise de PST, as escamas
foram previamente retiradas e a pele lavada com &agua destilada. Apds este
procedimento a pele foi retirada e amostras de musculo axial dos peixes foram
congeladas envoltas em papel aluminio até o momento da extragdo. Para extragéo,
pools de aproximadamente 10g de musculo foram homogeneizados em 15 ml de
HCI 0,1N. Os homogeneizados foram centrifugados a 10.000 x g, a 19°C por 10
minutos; seu sobrenadante foi filtrado com filtros de celulose e mantido sob
refrigeragao para posterior analise.

A analise de dois grupos de PST (STX e GTX) na agua e no musculo foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), com derivatizagao
pos-coluna, segundo meétodo de Oshima (1995). As analises foram realizadas no
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, na Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Foi utilizado um sistema Shimadzu com detector de fluorescéncia Shimadzu
(RF-10Ax.) usando comprimento de onda de excitagdo a 330nm e emissao a 390nm.
Utilizou-se uma coluna de silica gel C18, de fase reversa (LIChroCART® 125-4) e
duas fases moveis separadas, com fluxo de 0,8ml/min, para detectar diferentes
grupos de PST: heptasulfonato de sédio 2mM em fosfato de aménio 10mM (pH 7,1)
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para GTX1-5, e heptasulfonato de sédio 2 mM em fosfato de amoénio 30mM (pH 7,1)
com acetonitrila (10:5) para STX e neoSTX. O agente oxidante pds-coluna foi acido
periddico 7mM em solugao tampao fosfato de potassio 10mM (pH 9.0), administrado
a 0,4 ml/min em tubo de reagdo de Teflon de 10m em forno seco a 85°C. Apds o
forno, acido acético 0,5M foi administrado a 0,4 ml/min para neutralizar a solugao
antes desta entrar na célula do detector de fluorescéncia.

Padrées de STX, neoSTX, GTX1, 2, 3, 4 e 5, da NRC-Canada foram
analisados antes e depois da analise das amostras. Os limites de detecc¢ao foram:
STX, 0,89 ng/L; neoSTX, 2,33 ng/L; GTX 1, 1,03 ng/L; GTX 2, 0,72 ng/L; GTX 3,
0,21 ng/L; GTX 4, 0,24 ng/L, GTX 5, 0,01 ng/L.

3.4 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

3.4.1 Preparo das amostras para analises bioquimicas

Uma amostra de cérebro e musculo axial de cada peixe foi obtida, pesada e
homogeneizada em tampao fosfato 0,1M, pH 7,5 (na propor¢do de 100mg de
cérebro ou 50 mg de musculo em 1 ml), utilizando homogeneizador Potter-Elvejhem.
Os homogeneizados foram transferidos a eppendorfs de 2 ml e centrifugados por 10
min a 4°C a 10.000xg. Aliquotas dos sobrenadantes (fracédo S9) foram armazenadas
a -20° C para posterior analise da atividade de acetilcolinesterase e concentracao
protéica.

Uma amostra de figado de cada animal foi obtida, pesada e homogeneizada
na propor¢do de 100 mg em 1 ml de tampao fosfato 0,1M, pH 6,5, utilizando
homogeneizador Potter-Elvejhem. Os homogeneizados foram transferidos a tubos
eppendorfs de 2 ml e centrifugados por 20 min a 4°C a 10.000 x g. Amostras de
sobrenadante (fragdo S9) foram aliquotadas em tubos eppendorfs e armazenadas a
-70° C para posterior realizagdo das analises bioquimicas de lipoperoxidagao,
catalase, etoxiresorufina-O-deetilase, glutationa S-transferase e concentracéo

protéica.
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3.4.2 Atividade da AchE

O principio € o desenvolvimento de reacao colorida entre a colina formada
pela quebra da acetiltiocolina e o DTNB (5,5-Ditio-bis-2nitro-benzoato).

As aliquotas da fracdo S9 de musculo ou cérebro foram diluidas em tampao
fosfato 0,1M, pH 7,5 na proporcéo de 1:20 v/v, e pipetadas em 4 réplicas de 50ul na
microplaca de leitura em espectrofotdmetro, seguido de 200ul de DTNB preparado a
0,75 mM em tampao fosfato 0,1M pH 7,5; e 50ul de iodeto de acetiltiocolina 9mM
em agua destilada.

A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro de microplaca com
comprimento de onda de 415nm, durante 4 min, seguindo método de Ellman (1961)
modificado para microplaca (SILVA DE ASSIS, 1998). A atividade enzimatica foi

expressa em nmol de colina formada/ min/ mg de proteina.

3.4.3 Atividade da EROD

A atividade da EROD foi determinada por espectrofluorimetria direta da
resorufina, resultado da metabolizagdo da 7-etoxiresorufina pela EROD (BURKE;
MAYER, 1971; EGGENS; GALGANI, 1992). A leitura foi realizada durante 10 min,
com comprimento de onda de excitagdo a 530nm e emissao a 590nm. Para a
analise, 2 réplicas de 50ul da fragcdo S9 de figado foram incubadas por 5 min com
420ul de 7-etoxiresorufina (2,6uM em solugdo tampéo TRIS 0,1M - NaCl 0,1M, pH
7,5). Na sequéncia, foram adicionados 30ul de NADPH (2,6mM, em agua destilada).
A atividade enzimatica foi calculada em pmol de resorufina formada/min/mg de

proteina usando uma curva padrao de resorufina.
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3.4.4 Atividade da GST

O método baseia-se no trabalho proposto por Keen, Habig e Jakoby (1976).
As glutationa S-transferases (GSTs) catalisam a reagdo de conjugagéo do substrato
CDNB (1-cloro- 2,4-dinitrobenzeno) com a GSH (glutationa reduzida), formando um
tioéter que pode ser monitorado pelo aumento de absorbancia.

Aliquotas de fragdo S9 do figado foram diluidas (1:30 v/v) em tampéao fosfato
0,1M, pH 6,5 e pipetadas em 4 réplicas de 100yl na microplaca de leitura em
espectrofotdbmetro, seguido de 200yl de solugdo reacdo. A solugdo reagdo foi
composta por CDNB a 3mM e GSH 3mM, em solugéo tampao fosfato 0,1M, pH 6,5.

A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
340nm, durante 2 min e a atividade enzimatica foi expressa em pmol de CDNB
conjugado/min/mg proteina.

3.4.5 Atividade da CAT

O método consiste em mensurar a atividade da catalase através do consumo
de peroxido de hidrogénio exdégeno, gerando oxigénio e agua, através de
espectrofotometria (AEBI, 1984).

Aliquotas de fragdo S9 do figado foram diluidas (1:5 v/v) em tampao fosfato
0,1M, pH 6,5 e pipetadas em 3 réplicas de 10yl em cubetas de quartzo para leitura
em espectrofotdmetro, seguido de 990ul de solugdo reacédo. A solugao reagao foi
composta por peroxido de hidrogénio 30mM, em solugdo tampao (TRIS-HCI 1M,
EDTA 5mM, pH 8).

A leitura foi realizada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de
240nm, por 1 min e 30 seg e a atividade enzimatica foi expressa em pmol H20O;

consumido/min/mg proteina.
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3.4.6 LPO

A lipoperoxidagdo € dada indiretamente pela concentracdo de
hidroperéxido. O método é baseado na oxidacdo do Fe*? mediada por peroxidos sob
condicdes acidas e posterior formagao do complexo Fe** - laranja de xilenol (fonte de
absor¢cao de luz) na presenga do estabilizador hidroxitolueno butilado (JIANG;
HUNT; WOLF, 1992).

Aliquotas da fragdo S9 de figado foram diluidas (1:2 v/v) em metanol e a
seguir centrifugadas por 10 minutos a 4° C a 10.000xg. O sobrenadante foi pipetado
em 3 réplicas de 100ul em tubos eppendorf, seguido de 900ul de solugao reacgao. A
solucao reagao foi composta por metanol 90%, BHT (hidroxitolueno butilado — 4mM
na solugdo reagao final), H,SO4 (25mM) sulfato ferroso amoniacal (250uM) e
alaranjado de xilenol (100uM). As amostras foram incubadas com solugdo reacao
por 30 minutos, realizando-se em seguida a leitura, em cubetas de quartzo, por
espectrofotometria com comprimento de onda de 560nm. O calculo da concentragao
de hidroperoxido nas amostras baseou-se numa curva padrdo de peréxido de
hidrogénio. A concentracdo de LPO foi expressa em nmol de hidroperéxidos/mg

proteina.

3.4.7 Concentracao protéica

Com a finalidade de normalizar os dados nos diferentes ensaios
bioquimicos, foi necessaria a quantificacdo de proteinas totais nas amostras. Para
analise de proteina na fragao S9 dos tecidos (cérebro, musculo e figado) foi utilizado
o teste de Bradford (1976). A concentragado de proteinas foi determinada a partir da
comparagao dos valores de absorbancia com aqueles provenientes de uma curva
padrao realizada com albumina de soro bovino. A leitura foi realizada em

espectrofotbmetro com comprimento de onda de 620nm.

3.5 BIOMARCADORES MORFOLOGICOS - HISTOPATOLOGIA
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Foram coletados o terceiro arco branquial esquerdo e um fragmento de
figado de cada peixe. As amostras de tecido foram preservadas em solugao fixadora
ALFAC (85 ml de etanol 80%, 10 ml de formol e 5 ml de acido acético glacial)
durante 16 horas. A seguir, as amostras foram colocadas em um frasco com etanol

70%, e estocados em geladeira para posterior concluséo do preparo do material.

Os tecidos foram desidratados em uma bateria de etanol em concentracdes
crescentes (70 a 100%) e diafanizados em Xilol para posterior inclusdo e
emblocagem em Paraplast (Sigma®). Realizou-se cortes dos blocos, na espessura
de 5 ym, em Micrétomo LEICA RM 2145.

Os cortes foram corados com Hematoxilina de Harris e Eosina, para serem
analisados por microscopia otica. As alteragdes histopatoldgicas foram avaliadas
segundo protocolo proposto por Bernet et al. (1999). A cada lesao foi atribuido um
fator de importéncia (Tabelas 2 e 3), onde: (1) importancia patolégica minima, a
les&o é facilmente reversivel; (2) importancia moderada, reversivel em muitos casos
e (3) importancia marcante, geralmente irreversivel, levando a diminuigdo das
fungdes do 6rgédo. De acordo com o grau de ocorréncia, foram atribuidos valores
para as alteragdes observadas em cada grupo, sendo: (0) Inalterado, (1) Ocorréncia
baixa (2) Ocorréncia média, (4) Ocorréncia moderada e (6) Ocorréncia severa (lesao

difusa). O indice de lesao (IL) foi calculado de acordo com a seguinte equagéo:
IL= Zpr 2alt (a X W)

Onde : pr = padrao de reacao, alt = alteragao, a = valor atribuido a alteracédo e w =
fator de importancia.
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TABELA 2 - ALTERAGCOES HISTOPATOLOGICAS ANALISADAS EM FiGADO COM SEUS
RESPECTIVOS FATORES DE IMPORTANCIA

PADRAO DE REACAO ALTERACAO FATOR DE IMPORTANCIA
Alteracbes regressivas Depositos citoplasmaticos 1
Necrose 3

Alteracbes de citoplasma
(vacuolizacao)

Diferenciacao tecidual 1

Inflamacao Infiltragéo leucocitaria 2

Neoplasia Lesao pré-neoplasica e neoplasia 2
benigna

FONTE: BERNET et al. (1999)

TABELA 3 — ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS ANALISADAS EM BRANQUIA COM SEUS
RESPECTIVOS FATORES DE IMPORTANCIA

PADRAO DE REAGCAO ALTERACAO FATOR DE IMPORTANCIA
Alteragbes progressivas Hiperplasia 2
Inflamacgao Infiltragdo leucocitaria 2
Disturbio circulatério aneurisma 1
Neoplasia LesOes pré-neoplasicas 2

FONTE: BERNET et al. (1999)

3.5.1 Analise dos centros de melano-macréfagos e macréfagos livres

Os centros de melano-macréfagos e macrofagos livres foram contados atraves
de um sistema-teste quadriculado acoplado a uma das oculares do microscépio, cuja
area era de 1 mm?, com 100 subdivisdes de 0,01 mm? cada. Foram analisados, em
objetiva de 10x, 15 campos escolhidos aleatoriamente em Iamina de figado corada
em Hematoxilina-Eosina. Havendo menos de 5 células pigmentadas, contou-se o

numero de melano-macréfagos livres e havendo 5 ou mais células pigmentadas
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considerou-se um centro de melano-macréfagos. Os resultados da contagem foram

expressos em melano-macréfagos ou centro de melano-macréfagos por mm?.

3.6 BIOMARCADOR GENETICO - ENSAIO COMETA

O método seguido foi o proposto por Singh et al. (1988). Uma amostra de
sangue de peixes foi coletada com o auxilio de um tubo de microhematdcrito
heparinizado e adicionado 1ml de soro fetal bovino. O material foi refrigerado no
escuro por 24h. Um volume de 20 ul desta solucédo foi misturado com 120 ul de
agarose de baixo ponto de fusdo. Desta mistura, 15 pl foram depositados sobre uma
lamina previamente preparada com uma camada de agarose normal e entdo cobriu-
se a lamina com laminula. Ap6és 10 minutos em geladeira a laminula foi retirada
cuidadosamente e as laminas foram colocadas em uma cubeta com solucao de lise
e mantidas em geladeira e no escuro por 7 dias. Apos este tempo as laminas foram
transferidas para a cuba de eletroforese e cobertas com solugédo para eletroforese
(pH>13) por 30 min antes de ser iniciada a eletroforese.

A eletroforese foi realizada em 25 V com 300 mA por 25 min a uma
temperatura de 4 °C. Concluida a eletroforese, colocou-se sobre as laminas tampao
de neutralizagéo (0,4M Tris, pH 7,5), durante 5 min, 3 vezes. As laminas secaram
em temperatura ambiente e depois foram fixadas em etanol 95% por 5 minutos.
Nesta condigdo as laminas puderam ser estocadas em geladeira até o momento da
analise, sendo coradas com 20ul de Brometo de Etideo (10 ul/ml) e cobertas com
laminula. Para a visualizagdo dos danos do DNA, as |aminas foram observadas em
aumento de 400x usando microscoépio de epifluorescéncia Leica DMLS2 equipado
com filtro de excitagao de 515 — 560 nm e um filtro de barreira de 590 nm. Foram
analisadas 100 células (nucleodides) de cada individuo/lamina, sendo o dano em
cada nucledide classificado de acordo com o comprimento da cauda formada apos a
corrida eletroforética: 0 — sem dano; 1 — dano pequeno; 2 — dano médio; 3 — dano
grande; 4 — dano maximo. Multiplicando-se 0 numero de cometas encontrados em
cada classe pelo valor da classe, calculou-se um escore de dano genético para cada
individuo (KOBAYASHI et al., 1995).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analise de biomarcadores foram expressos como média +
erro padrdao da média. A normalidade dos dados foi testada através do teste de
Kolmogorov—Smirnov. Utilizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
do teste de Bonferroni para analisar os biomarcadores bioquimicos, a contagem de
centros de melanomacréfagos e o comprimento total dos peixes. A correlagdo entre
a atividade de AchE muscular e cerebral e o comprimento total dos peixes foi
realizada através da analise de correlagao de Pearson. Os dados do ensaio Cometa,
os indices de lesao histopatoldgica e as concentragbes de PST em musculo foram
analisados usando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. Todos os
dados foram estatisticamente analisados pelo programa GraphPad Prism v5.00.288

(GraphPad Software, Inc.). A regra de decisao (a) foi de 0,05 em todas as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA AGUA

Os resultados das medidas de temperatura, oxigénio dissolvido e pH da
agua do reservatorio sao apresentados na Tabela 4. Amostras de agua para analise
de fitoplancton foram coletadas préximo a barragem (P1) e a margem do
reservatorio (P2). Optou-se por apresentar apenas os resultados da analise de
fitoplancton de P1, por sua maior representatividade, visto que ndo houve diferenca
na contagem de cianobactérias nem de fitoplancton total; apenas observou-se maior
diversidade de organismos no ponto de maior profundidade do reservatério (P1),
como era de se esperar. Os resultados das analises de fitoplancton em Novembro
de 2007 (primavera), Fevereiro (verao) e Maio (outono) de 2008 sdo mostrados nas
Tabelas 5, 6 e 7 respectivamente. A porcentagem de cianobactérias em relagao a
contagem total de fitopléancton foi de cerca 40% na primavera e cerca 88% no veréo
e outono.

Foi detectada a presengca somente de goniautoxinas (GTX) em todas as
amostras de agua analisadas, sendo os resultados apresentados na Tabela 8. A
concentragédo de PST na agua (média de P1 e P2) foi de 5,15 ng de equiv STX/L na
primavera, de 43,84 ng de equiv STX/L no verdo e de 50,78 ng de equiv STX/L no

outono.

TABELA 4 — TEMPERATURA, O)SIGENIO DISSOLVIDO E pH DA AGUA DO RESERVATORIO
ALAGADOS NAS TRES EPOCAS DE ESTUDO (MEDIA DE P1 E P2)

PRIMAVERA VERAO OUTONO
Temperatura da agua (°C) 23,5 26,9 16,8
Oxigénio dissolvido (mg/l) 8,5 9,5 6,2

pH 8,2 8,6 7.4
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TABELA 5 - ANALISE DO FITOPLANCTON NA ZONA EUFOTICA E AFOTICA DO
RESERVATORIO ALAGADOS NA PRIMAVERA DE 2007

ORGANISMO | CELS/ML | CELS/ML
Zona eufética Zona afética

CIANOBACTERIAS

Aphanizomenom sp. 2.567
Chroococcales néao identificado 151

Cylindrospermopsis raciborskii 27.180 42582
Leptolyngbya spp. 906 1.359
SUBTOTAL 28.237 46.508
Closteriopsis spp. 151

Desmodesmus spp. 302

Desmodesmus acuminatus 302
Scenedesmus spp. 302

Treubaria spp. 151

Mougeotia spp. 28.690 25.066
Aulacoseira ambigua 906 1.208
Aulacoseira granulata 2.869 1.661
Fragillaria spp. 755

Synedra spp. 151 151
Urozolenia eriensis 302

Trachelomonas spp. 453 906
TOTAL 63.269 75.802

TABELA 6 — ANALISE DO FITOPLANCTON NA ZONA EUFOTICA DO RESERVATORIO
ALAGADOS NO VERAO DE 2008

ORGANISMO CELS/ML

CIANOBACTERIAS

Cylindrospermopsis raciborKii 120.800
Aphanocapsa delicatissima 5.436
Planktolyngbya spp. 9.060
SUBTOTAL 135.296
Aulacoseira granulata 453
Fragillaria spp. 151
Staurastrum spp. 302
Mougeotia spp. 2.718
Monoraphidium minutum 151
Schroederia spp. 151
Fitoflagelado nao identificado 151
Clamydomonas spp. 151
Rhodomonas lacustris 151

TOTAL 139.675
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TABELA 7 — ANALISE DO FITOPLANCTON NA ZONA EUFOTICA DO RESERVATORIO
ALAGADOS NO OUTONO DE 2008

ORGANISMO CELS/ML

CIANOBACTERIAS

Cylindrospermopsis raciborkii 113.627
Planktolyngbya spp. 3.171
SUBTOTAL 116.798
Aulacoseira ambigua 2.718
Synedra sp. 151
Urosolenia erensis 151
Fragillaria spp. 604
Closterium spp. 151
Cosmarium spp. 151
Mougeotia spp. 3.473
Monoraphidium arcuatum 151
Scenedesmus sp. 604
Fitoflagelado n&o identificado 151
Clamydomonas spp. 302
Peridinium sp. 151
TOTAL 125.556

TABELA 8 — PST ENCONTRADAS NA AGUA DO RESERVATORIO ALAGADOS, NAS 3 DATAS DE

COLETA,EM P1 E P2

PORCENTAGEM NO TOTAL DE PST (% ng/L)
equiv STX | Concentragéo GTX 2 GTX3 GTX4 GTX5
(ng/L) total de PST
(ng/L)

Primavera
P1 4,60 38,25 13,69 7,68 <LD? 78,61
P2 5,69 9,71 58,7 41,29 <LD? <LD?
Verao
P1 48,81 82,76 27,45 12,04 56,74 3,75
P2 38,87 63,50 27,85 13,32 58,81 <LD?
Outono
P1 18,11 37,39 54,15 27,89 15,19 2,75
P2 83,44 117,21 <LD® 5,40 93,17 1,41

?LD = limite de detecgéo

4.2 ANALISE DE PST EM MUSCULO

Foram detectadas apenas goniautoxinas (GTX) no musculo dos peixes das

trés épocas de coleta (TABELA 9). GTX5 foi o analogo de STX predominante,

representando cerca de 100% da concentragao total de PST em todos os grupos.

Outros analogos (GTX 2, 3 e 4) também foram detectados mas em concentragdes

muito baixas. O grupo depuragao de outono ndo pdde ser analisado.
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A auséncia das demais PST n&o pode ser afirmada, ja que podem estar
presentes em concentragdes inferiores ao limite de deteccdo, e nao havia
disponibilidade dos padrdes de outras toxinas.

Na analise estatistica, ndo houve diferenca significativa na concentragao de
PST entre os grupos Local dos periodos estudados. Apenas na primavera observou-
se diferenca significativa na concentragdo de PST entre o grupo Local e Depuragéo,
sendo que o segundo mostrou uma concentragcédo cerca de 5 vezes maior do que o

primeiro.

TABELA 9 — PST EM MUSCULO DE Geophagus brasiliensis DO RESERVATORIO ALAGADOS NAS
TRES DATAS DE COLETA: GRUPOS LOCAL E DEPURACAO

PRIMAVERA VERAO OUTONO
Local Depuracgao Local Depuracgao Local
(7 pools, n=24) (4 pools, (5 pools, (4 pools, (2 pools, n=15)
n=24) n=25) n=20)

equiv STX 1,22+0,87 6,59+0,79 1,97+0,93 0,78+0,11 1,54+0,05
(ng/100g)
Concentracao 2,21+1,56 10,23+1,23 3,06+1,45  1,21840,17 2,40+0,09
total de PST
(ng/100g)
PST GTX3,4e5 GTX2,3e5 GTX3e5 GTX3e5 GTX3eb

4.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

A atividade da AchE no musculo dos peixes foi significativamente superior
no grupo Local da verdo com relagdo ao grupo Local das duas outras estacdes
estudadas. Na primavera e verao, observou-se uma redugao na atividade da AchE
muscular apos os 20 dias de depuragdo. No outono ndo houve diferenga significativa
entre os grupos Local e Depuragédo (FIGURA 5A).

A atividade da AchE cerebral ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos Local das trés datas de estudo. Na primavera,
observou-se um aumento na atividade da AchE cerebral no grupo Depuragao
comparado ao grupo sacrificado no dia da coleta (grupo Local). Nao houve diferenca

entre os grupos Local e Depuragédo das demais estagdes (FIGURA 5B).
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Houve diferenca estatisticamente significativa no comprimento dos peixes
entre os grupos Local, sendo os peixes maiores na seguinte sequéncia (médiaterro
padrao): primavera (14.05+0.67cm) > verdo (11.93+0.29cm) > outono (9.92 +
0.49cm). Nao houve diferenga estatisticamente significativa no tamanho dos peixes
entre os grupos Local e respectivos grupos Depuragdo. No teste de correlagéo entre
a atividade da AchE muscular e o comprimento total dos peixes, o unico grupo que
mostrou uma correlagdo negativa significativa foi o grupo Local da primavera (r=-
0,6497). Nao houve correlagéo significativa entre a atividade da AchE cerebral e o
comprimento total dos peixes em nenhum grupo.

A atividade da GST mostrou-se superior no grupo Local do verao com
relacdo aos demais meses. Nao houve diferenga entre os grupos Local e Depuragao
dos trés periodos de estudo (FIGURA 5C).

A atividade da EROD foi maior no grupo Local do outono com relagdo a
primavera e verdo. Na comparagdo entre grupos Local e Depuragédo, houve
diferenga apenas no outono, tendo a atividade se reduzido apés os 20 dias em agua
limpa (FIGURA 5D).

A atividade da CAT nao apresentou diferenga entre os grupos Local das trés
datas de estudo. Na comparagao entre os grupos Local e Depuragdo de cada
periodo, apenas no verao observou-se diferenga, sendo que a atividade elevou-se
apos os 20 dias em agua limpa (FIGURA 5E).

A LPO foi menor no outono comparado ao verao, mas nao houve diferenca
entre primavera e verdao nem entre primavera e outono. Na comparagao entre os
grupos Local e Depuragdo, na primavera houve uma redugdo € no verao um
aumento na LPO apds os 20 dias em agua limpa. No outono nédo houve diferenca

significativa entre o grupo Local e Depuragao (FIGURA 5F).
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FIGURA 5 — BIOMARCADORES BIOQUIMICOS EM Geophagus brasiliensis DO RESERVATORIO
ALAGADOS. Os resultados sao expressos em Médiaterro padrao. Diferentes letras indicam
diferenga significativa (p<0,05) na comparagao entre grupos Local. Asteriscos indicam diferenga
significativa (p<0,05) na comparacéo entre grupo Local e respectivo grupo Depuragdo. ANOVA de
uma via seguida do teste de Bonferroni. A - Atividade especifica da AchE em musculo (nmol de
tiocolina/min/mg de proteina). B - Atividade especifica da AchE em cérebro (nmol de colina/min/mg de
proteina). C - Atividade especifica da GST no figado (nmol de CDNB conjugado/min/mg de proteina).
D - Atividade especifica da EROD no figado (pmol de resorufina/min/mg proteina). E - Atividade

especifica da CAT no figado (umol de H,O, degradado/min/mg de proteina). F - LPO no figado
(nmol/mg de proteina).
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4.4 BIOMARCADOR GENETICO

No verdo e no outono o escore de dano genético nos peixes do grupo Local
foi significativamente maior do que no grupo Local da primavera, ndo havendo,
entretanto, diferenga entre os dois primeiros grupos. O periodo de depuragéo
mostrou redugao do escore de dano genético apenas nos peixes coletados no verao.
N&o houve diferenga significativa entre os grupos Local e Depuragéo da primavera e
outono. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 10. O grafico dos
escores de dano genético foi realizado com as médias e erro padrao para melhor

visualizagao dos resultados (FIGURA 6).

TABELA 10 - ESTAT[STICA DESCRITIVA DOS ESCORES DE DANO GENETICO OBTIDOS
ATRAVES DO ENSAIO COMETA EM ERITROCITOS DE Geophagus brasiliensis
NOS TRES PERIODOS DE ESTUDO: GRUPOS LOCAL E DEPURACAO

PRIMAVERA | VERAO | OUTONO
Local Depuragao Local Depuragao Local Depuragao

n= 24 24 24 20 15 7

Escore minimo 18,00 52,00 121,0 103,0 138,0 139,0
Escore maximo 233,0 166,0 270,0 184,0 251,0 213,0
Mediana 120,0 118,0 215,0 151,0 199,0 167,0
Percentil 25% 85,75 91,50 185,0 128,0 191,0 139,0
Percentil 75% 169,8 137,5 2443 161,3 216,0 199,0
Média 124,9 113,6 211,0 146,7 198,7 171,6
Desvio Padréao 54,53 33,11 41,21 21,90 28,88 29,22

Erro Padréo 11,13 6,758 8,413 4,898 7,456 11,05
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FIGURA 6 - ESCORES DE DANO GENETICO OBTIDOS ATRAVES DO ENSAIO COMETA EM
ERITROCITOS DE Geophagus brasiliensis. Os resultados sdo apresentados em Média+ erro padréo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) na comparagdo entre os grupos Local.
Asteriscos indicam diferenca significativa (p<0,05) na comparagdo dos grupos Depuragdo com
respectivo grupo Local. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn.

4.5 BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

Diversas alteragdes histologicas foram observadas nas branquias e figado
dos peixes do Reservatoério Alagados (FIGURAS 7 a 11), que contribuiram para um
notavel indice de lesdo histopatoldégica em todos os grupos. Entretanto, ndo houve
diferencga significativa nos indices de leséo histolégica de figado e branquias entre
os grupos Local nem entre os grupos Local e Depuragdo de todas as épocas de
estudo (FIGURA 12).

Hiperplasia do epitélio lamelar (parcial ou com fusdo lamelar) foi a lesdo de
maior prevaléncia nas branquias em todos os grupos. Lesdes pré-neoplasicas foram
observadas no grupo Depuragdo da primavera e Local e Depuragdo do veréo.
Diversos parasitos nao identificados foram observados em todos os grupos.
Infiltragdo leucocitaria foi observada no grupo Local do verdo. Nas branquias do
grupo Local da primavera e verao, foi observada a ocorréncia de aneurisma e de
aglomerados de células nucleadas, com citoplasma eosinofilo, ainda néo

identificadas.
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No figado, necrose e CMM foram as alteragdes de maior prevaléncia em
todos os grupos. Resposta inflamatoria e parasitos também foram observados em
todos os grupos. Na primavera e verdo observou-se diferenciagdo tecidual,
vacuolizacdo e depodsitos citoplasmaticos amarronzados. Os mesmos depdsitos
foram observados no grupo Depuragdo do outono. No outono observou-se lesdes
pré-neoplasicas e neoplasia. A prevaléncia em cada grupo das lesdes citadas sao
mostradas na Tabela 11.

A contagem de CMM foi maior no grupo Local da primavera com relagéo ao
verdo e outono. Nado houve diferengca significativa entre os grupos Local e
Depuracao de cada época de estudo (FIGURA 13).
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FIGURA 7 — CORTES HISTOLOGICOS DE BRANQUIA DE Geophagus brasiliensis. A — Branquia
sem alteragdes, lamela primaria (=) e lamela secundaria (=) . B - Aglomerado de células nao
identificadas (=). C - Hiperplasia de epitélio com fusdo lamelar total (=) e parcial (»). D —
Hiperplasia de epitélio em lamela secundaria (®). D e E — Lesdes pré-neoplasicas (=>). Coloracao
H.E. Barra preta = 100um.
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FIGURA 8 — CORTES HISTOLOGICOS DE BRANQUIA DE Geophagus brasiliensis. A, B, Ce D —
Ectoparasitos. Coloragédo H.E. Barra preta = 100um.
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FIGURA 9 — CORTES HISTOLOGICOS DE FIGADO DE Geophagus brasiliensis. A - Figado sem
alteragdo. B — Tecido pancreatico sem alteragdo (=), centro de melanomacréfagos (=), area de
diferenciagdo tecidual (=) mostrada em detalhe em b. C - Vacuolizagdo em hepatdcitos ( ),
diferenciagdo tecidual em tecido pandreatico (=) mostrado em detalhe em c. D — Area com alteragéo
de hepatdcitos () mostrada em detalhe em d. E - Area com alteragdo de hepatdcitos (). F — Area
de diferenciacao tecidual (= ). Coloragéo H.E. Barra preta = 100um.
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FIGURA 10 — CORTES HISTOLOGICOS DE FIGADO DE Geophagus brasiliensis. A — Area de
diferenciagao tecidual (=>). B — Areas de diferenciagéo tecidual (=), mostrada em detalhe em b. C —
Area de necrose de hepatécitos (=). D — Vacuolizagdo em hepatécitos. E — Area de necrose em
tecido pancreatico (). F - Infiltragdo de leucécitos. Coloragdo H.E. Barra preta = 100um.
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FIGURA 11 — CORTES HISTOLOGICOS DE FIGADO DE Geophagus brasiliensis. A — Parasitos
unicelulares (coccideos) (=>). B — Células nao identificadas (=>). C — Neoplasia encapsulada ( ). D —
Lesdo pré-neoplasica () com infiltragao leucocitaria (=>). Coloragédo H.E. Barra preta = 100um.
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FIGURA 12 - ANALISE HISTOPATOLOGICA DE Geophagus brasiliensis DO RESERVATORIO
ALAGADOS. Os resultados sdo apresentados em Média + erro padrdo. Letras iguais indicam
auséncia de diferenca significativa (p>0,05) na comparagéo entre os grupos Local. Teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn. A - indices de lesdo em branquias. B - indices de les&o em figado.

TABELA 11 — PREVALENCIA (%) DAS ALTERACOES OBSERVADAS EM FIGADO E BRANQUIAS
DE GEOPHAGUS BRASILIENSIS DO RESERVATORIO ALAGADOS NOS TRES
PERIODOS DE ESTUDO: GRUPOS LOCAL E DEPURACAO

PRIMAVERA | VERAO | OUTONO
Local Depuragao Local Depuragao Local Depuragao
Les8es Figado n=23 n=23 n=20 n=20 n=15 n=6

Necrose 69,56 73,91 80 65 73,33 50
Infiltragdo leucocitaria 8,69 21,73 30 20 40 16,66
CMM 91,30 95,65 85,00 85 86,66 83,33
Vacuolizagao 4,34 0 5 10 0 0
Depositos 60,86 34,78 35 50 0 33,33
citoplasmaticos
Lesbes pré neoplasicas 0 0 0 0 13,33 16,66
€ neoplasias
Parasitos 17,39 13,04 35 60 13,33 16,66
Diferenciagao tecidual 30,43 8,69 10 15 0 0

LesBes Branquias n=20 n=18 n=22 n=12 n=9 n=5
Hiperplasia epitelial 85 77,77 68,18 83,33 33,33 20
parcial
Hiperplasia epitelial 30 61,11 50 66,66 44,44 80
com fusdo lamelar
Lesbes pré-neoplasicas 0 16,66 9,09 8,33 0 0
Aneurisma 10 0 4,54 0 0 0
Aglomeracéo de 35 0 13 0 0 0
células ndo
identificadas
Infiltragado leucocitaria 0 0 9,09 0 0 0

Parasitos 30 11,11 36,36 25 33,33 20
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FIGURA 13 — CONTAGEM DE CENTROS DE MELANOMACROFAGOS EM FIGADO DE Geophagus
brasiliensis DO RESERVATORIO ALAGADOS. Os resultados sdo apresentados em Médiat+ erro
padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) na comparacdo entre os grupos
Local. ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

5.1 PST

A contagem de cianobactérias na agua em novembro (primavera) de 2007,
fevereiro (verdo) e maio (outono) de 2008 estava acima do limite de 20.000 céls/ml,
proposto pela OMS para aguas de contato primario e estabelecido como limite
aceitavel no ponto de captagio de agua para consumo humano, pela Portaria n°® 518
de 2004 do Ministério da Saude. No verao e outono Cylindrospermopsis raciborskKii
foi o organismo predominante durante as floragcbes. Na primavera, entretanto,
observou-se uma codominancia de C. raciborskii com a alga verde Mougeotia sp..

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de C. raciborskii foi feito por
Palmer (1969, citado por TUCCI; SANT'ANNA, 2003) para o Lago Paranoa em
Brasilia, que na época identificou a populagdo encontrada como Aphanizomenon
flos-aquae (L.) Ralfs. Em 1999, foi publicada a primeira evidéncia de cepas de C.
raciborskii produtoras de PST na Ameérica do Sul. Essas cianobactérias foram
isoladas de dois reservatorios do estado de Sdo Paulo (LAGOS et al., 1999). Desde
entdo, no Brasil, a analise de PST em amostras de agua tornou-se de extrema
importancia, visto que em varios mananciais de abastecimento, desde a regido
nordeste até a regido sul do pais, floragbes de C. racibosrkii ttm sido registradas
(LAGOS et al., 1999; CHELLAPA; MEDEIROS COSTA, 2003; TUCCI; SANT'ANNA,
2003; YUNES et al., 2003; FERNANDES et al., 2005; SPERLING; FERREIRA;
GOMES, 2008).

C. raciborskii difere das demais cianobactérias por duas razdes. Primeiro,
ela tipicamente nao forma floragdes superficiais, geralmente a densidade maxima de
células desta cianobactéria ocorre a 2-3m abaixo da superficie. Segundo, C.
raciborskii ndo produz os compostos organicos volateis que causam o sabor e odor
que estdo comumente associados com floragdes de algas (JONES; SAUTER, 2005).
Tais caracteristicas permitem que as pessoas nao desconfiem ao consumir agua de
um local com floragédo desta cianobactéria.

Na primavera, foi possivel analisar o fitoplancton de amostras de agua da

zona eufética e afética em P1. Péde-se observar que na zona afética, a contagem
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de C. raciborskii foi quase o dobro do que na zona eufética, fato explicavel pela
caracteristica dessa cianobactéria preferencialmente n&do se distribuir na superficie
do corpo d’agua. Visto que nas demais datas de amostragem foi realizada a analise
de fitoplancton apenas na zona eufética, pode ser que na zona afética a contagem
de cianobactérias seja superior a constatada.

Observou-se que as contagens de cianobactérias seguiram o
comportamento observado em anos anteriores: iniciando-se a floragdo na primavera,
intensificando-se no verao e perdurando até o inicio do inverno. Apesar de elevada,
a contagem de cianobactérias nos periodos analisados, ndo atingiu niveis tdo altos
como os relatados no ano de 2006, quando se constatou 538.617 céls/ml em pleno
més de julho (IAP, 2007). Nao é possivel afirmar se a menor intensidade da floragao
deveu-se a reducao da eutrofizagdo do ambiente aquatico ou a um comportamento
climatico diferente nos periodos em questdo. Assim, a continuagdo do
monitoramento do Reservatorio Alagados faz-se extremamente necessaria.

A analise quimica da agua e musculo de peixes do Reservatorio Alagados
acusou a presengca de PST na primavera de 2007, verdao e outono de 2008.
Enquanto a contagem de C. raciborskii elevou-se cerca de quatro vezes no verao
com relagao a primavera, a concentragao de PST (em equiv STX/L) na agua elevou-
se aproximadamente oito vezes.

A concentragdo de PST na agua apresentou-se nas trés datas abaixo do
limite de 3 pg equiv STX/L sugerido por Fitzgerald et al. (1999), e adotado pela
legislagcdo brasileira para agua de consumo humano. As concentragbes de PST
encontradas no musculo dos peixes também apresentaram-se em todos os grupos
abaixo do valor limite de 80ug de equiv STX/100g estabelecido internacionalmente
para mariscos. Nao encontramos na literatura informacdes sobre as consequéncias
de uma exposicao cronica a PST, a baixas concentragdes, e a OMS considera que
nao ha ainda dados suficientes para estabelecer um limite seguro de ingestdo de
PST (CHORUS; BARTRAM, 1999). Assim, as concentragdes encontradas neste
trabalho devem servir de alerta para as autoridades de saude publica.

As PST podem sofrer bioacumulagdo em diferentes organismos aquaticos,
inclusive peixes, e casos de intoxicagdes em humanos que consumiram peixes
inteiros contendo PST foram relatados em 1976 em Brunei e em 1983 na Indonésia
(WHITE, 1981; DEEDS et al., 2008). Nossos resultados mostram que os peixes G.

brasiliensis do Reservatorio Alagados acumulam PST no musculo durante floragbes
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de C. raciborskii, constituindo, portanto uma fonte de contaminagdo quando
consumidos. Neste trabalho, a concentragdo total de PST e de equiv STX no
musculo dos peixes, ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos Local das trés datas de estudo, apesar da diferenca na contagem de C.
raciborskii e na concentragdo de PST na agua entre as épocas de coleta.

A contagem de cianobactérias nas épocas analisadas, apesar de elevada,
nao foi tdo alta quanto em outras. Em dezembro de 2006, por exemplo, a contagem
de cianobactérias na agua foi de 867,721 céls/ml, sendo C. raciborskii o organismo
predominante (IAP, 2007). Assim, o perfil de contaminagdo pode ser diferente e o
consumo dos peixes e da agua local pode representar um maior risco para a saude
humana.

Mesmo sendo aparentemente baixa a concentracdo de PST na agua e
musculo dos peixes analisados, ndo podemos deixar de pensar na possibilidade de
biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar. Este fenébmeno ja € bem conhecido
em diversos xenobiéticos como dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), PCBs, toxafeno,
metilmercurio e arsénico (NORSTROM; MUIR, 1994; SUEDEL et al., 1994; GRAY,
2002; DEFOREST; BRIX; ADAMS, 2007). Quando isso ocorre, o efeito de um
poluente pode ser mais potente em organismos de topo de cadeia, e assim gerar
impactos ecologicos ou de saude publica. Ndo foram encontrados dados referentes
a biomagnificacdo das PST, mas estudos mostram que as PST sao transferidas
através de predacdo e acumuladas em organismos carnivoros (ITO et al.,, 2004;
JIANG; NIU; XU, 2006, 2007).

Diversos trabalhos mostram haver diferencas no perfil das toxinas
acumuladas entre os organismos aquaticos de uma mesma area e com relagao as
toxinas dos organismos produtores (BLANCO; REYERO; FRANCO, 2003; SAGOU
et al., 2005; SAMSUR et al., 2006; CHOI et al., 2006; JIANG; NIU; XU et al., 2007;
SEPHTON et al., 2007; DEEDS et al., 2008). Neste trabalho, GTX 5 foi a toxina
predominante no musculo dos peixes, representando praticamente 100% do total em
todos os grupos analisados. Com exceg¢ao da analise de P1 na primavera, GTX 5
nao foi a toxina predominante na agua, compondo em geral menos de 4% do total
de PST. A maior parte da quantidade de PST encontrada na agua foi composta por
GTX 2, 3 e 4, cujas toxicidades relativas sdo maiores que a GTX 5 (OSHIMA, 1992
citado por JONES; NEGRI, 1997). Em fevereiro, mais de 50% da concentracao de
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PST era composta por GTX 4, o subtipo mais téxico dentre as toxinas detectadas,
cerca de 11 vezes mais téxico que GTX 5 (HALL, 1990; OSHIMA, 1992 citado por
JONES; NEGRI, 1997). Kwong et al. (2006) relatam diferengas na toxicocinética de
cada PST em moluscos e que em peixes pode haver conversao de um analogo em
outro. Diferencas na absorcdo das diferentes PST, na sua distribuicdo,
biotransformagao e/ou excregdo ou mesmo metabolismo pela flora gastrointestinal
poderiam explicar a diferenga no perfil de toxinas encontrado neste trabalho entre a
agua e o musculo dos peixes.

Diferencas tém sido relatadas na distribuicdo das PST em mariscos, nos
diferentes tecidos (PEREIRA et al., 2004; SEPHTON et al., 2007; DEEDS et al.,
2008). Assim, ha a possibilidade de que a concentragdo de PST em outros tecidos,
por exemplo, visceral, dos peixes analisados fosse diferente ou mesmo superior do
que a constatada. Entretanto, o tecido muscular foi escolhido para este estudo
devido a ser a parte consumida pela populacéo local.

A capacidade de acumulo de PST, os componentes tdxicos retidos e o
tempo de depuragdo variam consideravelmente entre espécies de bivalvos. A
maioria das espécies pode eliminar as PST em semanas (DEEDS et al., 2008). Um
padrdo de depuragao bifasica (acentuada no inicio e mais lenta depois) com taxas
de depuragédo de 0,7 a 6,9% ao dia ja foi relatado em bivalvos (PEREIRA et al.,
1994; SEPHTON et al., 2007). Nossos resultados mostram que 20 dias em agua
limpa nao foram suficientes para depuragao significativa das PST presentes no
musculo de G. brasiliensis do Reservatério Alagados. Em outras palavras, mesmo
20 dias apds o término de uma floragdao de C. raciborskii, ainda poderiam ser
detectadas toxinas no musculo dos peixes. Nassen (1996) relatou que ratos
expostos ao saxitoxinol ndo mostraram reducéo significativa de sua concentragao no
musculo apds 48h, sugerindo que a ligacdo dessa toxina ao musculo é irreversivel.
Outra hipétese seria a de que no nosso estudo a concentracdo de PST acumulada
seja muito baixa para ativar mecanismos de depuracao dessas toxinas nos peixes.

Na primavera a concentracdo de PST no musculo dos peixes do grupo
Depuracgao foi maior que no grupo Local. Pode-se pensar que os dois grupos desse
periodo estivessem representados por animais de idades diferentes, e isso
acarretaria em diferente tempo de exposicdo e, portanto, diferente absorcao e
acumulo de PST; justificando assim o aparente aumento na concentragao de PST

apos o periodo em agua limpa. Nao foi possivel verificar a idade dos animais neste
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estudo, mas supondo que o tamanho dos peixes estivesse relacionado a idade dos
mesmos, esta hipotese pareceria ndo justificar os resultados obtidos; visto que nao
houve diferenga significativa entre os grupos quanto ao comprimento total dos

peixes. Assim, estudos adicionais precisam ser realizados.

5.2 BIOMARCADORES

Nossos resultados mostram haver variagdo sazonal na saude dos peixes do
Reservatério Alagados, evidenciada pelo diferente comportamento dos
biomarcadores nas trés estagdes estudadas. A transferéncia dos peixes para um
ambiente limpo mostrou também diferentes respostas quanto ao estado oxidativo,
metabdlico, genético e morfolégico entre as estagdes.

Nao houve diferenga na atividade da CAT entre os trés grupos Local, mas a
falta de valores de referéncia para a espécie dificulta sabermos se os valores
encontrados s&o normais ou estdo alterados. Comparando a grupos controle de
outras espécies de peixe de agua doce, a LPO neste estudo parece estar elevada
em todos os periodos (GUILOSKI, 2008; ROSSI, 2008), indicando a ocorréncia de

estresse oxidativo.

Substancias reativas, como EROs, podem danificar lipidios, proteinas e
acido nucléico e assim causar danos teciduais (HWANG; KIM, 2007; VALAVANIDIS
et al., 2006; LIVINGSTONE, 2001; MONTSERRAT et al., 2007). Nas branquias de
todos os grupos, a lesdo histolégica de maior prevaléncia foi a hiperplasia de
epitélio. Dependendo do tipo, lesbes em branquias podem ser interpretadas como
resultado de efeitos agudos de xenobioticos (ZODROW; STEGEMAN; TANGUAY,
2004). A hiperplasia de epitélio funciona como mecanismo de defesa, dificultando o
acesso de poluentes a corrente sanguinea, mas prejudica também a realizagao de
trocas gasosas (MCDONALD; WOOD, 1993; GARCIA-SANTOS et al., 2007,
SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008). A maioria das lesbes em branquias
causadas por exposi¢bes subletais afetam o epitélio lamelar (HINTON; LAUREN,
1990 citado por CAMARGO; MARTINEZ, 2007); entretanto, algumas alteragées em

vasos sanguineos podem ocorrer quando os peixes sofrem um tipo mais severo de
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estresse. A formacdo de um aneurisma € uma lesdo severa de dificil recuperagao
que esta relacionada a ruptura da célula pilar; devido a um maior fluxo sanguineo ou
mesmo por agao direta de contaminantes sobre essas células (HEATH, 1987 citado
por CAMARGO; MARTINEZ, 2007; MARTINEZ et al., 2004). Neste estudo,

observou-se a ocorréncia de aneurismas nos grupos Local da primavera e verao.

CMM foram encontrados no figado em todos os grupos, numa prevaléncia
muito semelhante, e acompanhando a elevada ocorréncia de necrose. O periodo em
agua limpa nao mostrou favorecer a redugédo da prevaléncia dessas alteragdes. A
necrose € considerada uma lesao irreversivel, associada com exposi¢cao crbnica a
poluentes (BERNET et al.,, 1999) e pode advir de diferentes mecanismos como
ruptura lisossomal, hipdxia tecidual, disturbio na sintese protéica e metabolismo de
carboidratos (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002; ROSA et al., 2005; HINTON et al.
2008).

A fungdo dos CMM no figado de peixes permanece incerta, mas alguns
estudos sugerem que estejam relacionados a detoxificagdo e reciclagem de
compostos endogenos e exogenos (AGIUS; ROBERTS, 2003; LEKNES, 2007;
HINTON et al., 2008). Por outro lado, alguns estudos relacionam mudangas nos
CMM com a idade e privacao alimentar (HUR et al., 2006; RIOS et al., 2007). Neste
estudo, a maior concentracdo de CMM ocorreu na primavera, aparecendo numa
concentragdo duas vezes maior do que no outono. A primavera, a principio, ndo é
uma época de privacao alimentar e o periodo de 20 dias em agua limpa ndo mostrou
alteracao significativa na concentragdo de CMM, apesar da mudanga da dieta
(fornecimento de ragdao comercial). Beninca (2006), analisando figado de G.
brasiliensis de uma area referéncia no verdo, descreve concentragdao de 0,001
CMM/mm?, uma concentracdo muito abaixo da encontrada no nosso estudo. Assim,
nossos resultados sugerem que a variagado na concentragdo de CMM no figado de
G. brasiliensis do Reservatério Alagados, pode estar relacionada a diferengas no
aporte e bioacumulacao de contaminantes.

Na primavera, houve redugao estatisticamente significativa da LPO apés os
20 dias de depuracéo. Isso pode indicar uma redugdo de agentes pro-oxidantes nos
peixes, por depuracdo de xenobidticos com acdo oxidante ou mesmo cujo

metabolismo estaria gerando EROs. Entretanto, esse periodo parece nao ter sido
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suficiente para reduzir a concentragdo de CMM e os agentes que estariam
promovendo quebras no DNA dos eritrocitos.

Exposi¢cao de organismos aquaticos a substancias e processos genotéxicos
(como estresse oxidativo) podem produzir efeitos como neoplasia (NACCI;
CAYULAB; JACKIM, 1996; WESTERN et al., 2002). Na primavera, e também no
verao, observou-se a ocorréncia de diferenciagao tecidual: uma alteracdo que tem
sido sugerida como estagio inicial na formagéo de neoplasias hepaticas (HINTON et
al., 1992).

Na primavera e verdo, observou-se também a ocorréncia de vacuolizagéo e
depdsitos citoplasmaticos em hepatdcitos. Vacuolos no citoplasma podem conter
lipideos e glicogénio, que estdo relacionados a fungdo metabdlica do figado.
Aumento da vacuolizagao pode ser sinal de um processo degenerativo por dano ao
metabolismo (PACHECO; SANTOS, 2002; ARELLANO; STORCH; SARAQUESTE,
1999). A formacao de granulos amarelo-amarronzados no citoplasma de hepatdcitos
ja foi relacionada a estagnagdao de bile em alguns estudos, uma condigcao
fisiopatolégica causada pela falta de metabolismo e excregéo da bile. (TAKASHIMA;
HIBIYA, 1995; PACHECO; SANTOS, 2002; FANTA et al., 2003). O armazenamento
de produtos metabdlicos pelos hepatécitos € sabidamente afetado por fatores como
disponibilidade de alimento e ciclo reprodutivo do animal em estudo (STENTIFORD
et al., 2003). O periodo reprodutivo do G. brasiliensis no Brasil ocorre de setembro a
janeiro (MAGALHAES, 1931; SUZUKI; AGOSTINHO, 1997). Assim, a vacuolizagéo e
depdsitos citoplasmaticos observados neste estudo podem estar relacionados com o
ciclo reprodutivo desses animais. De qualquer forma, uma possivel relacdo com
poluentes nao pode ser descartada.

No grupo Local do verdo, a atividade da EROD e da CAT mantiveram-se
igual ao da primavera e observou-se elevagdo da LPO e nas atividades da GST e
AchE muscular. Estudos mostraram que alguns xenobioticos s&o capazes de inibir a
atividade da CAT (BAGNYUKOVA; STOREY; LUSHCHAK, 2005; VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003) e a atividade da GST pode estar elevada no verao
para compensar a atividade da CAT. Devido ao papel que as GSTs tém na
conjugacgao de espeécies reativas e outros eletréfilos, a indugdo desta enzima pode
ser considerada benéfica (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Nesta

estacdo, observou-se também elevagao do indice de dano genético, e lesdes pré-
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neoplasicas foram observadas nas branquias de 9% dos individuos do grupo Local e
8% do grupo Depuragéo.

Ainda no verao, observou-se elevagao na concentragao de LPO e atividade
de CAT no grupo Depuragdo, comparado ao respectivo grupo Local. Ferreira,
Moradas-Ferreira e Reis- Henrique (2007) também encontraram, apos 1 més de
depuracdo, aumento da atividade da CAT em tainhas capturadas de um rio
contaminado, e sugerem que este aumento esteja relacionado ao periodo sem
consumo de alimento durante os primeiros dias de cativeiro. Alguns autores relatam
a influéncia do jejum no estresse oxidativo com elevagdo de algumas enzimas
antioxidantes, incluindo CAT (MORALES et al., 2004). Neste estudo, tal efeito nao foi
observado apods o periodo de Depuragcdo na primavera e outono. Assim, supomos
que o aumento do estresse oxidativo no grupo Depuragdo esteja relacionado a
xenobidticos acumulados em tecidos dos peixes durante a vida livre e que, uma vez
em agua limpa, foram mobilizados e provocaram aumento na producdo de EROs,
consequente indugcdo de danos oxidativos e de mecanismos antioxidantes. Além
disso, Ferreira, Moradas-Ferreira e Reis-Henrique (2007) observaram que apés 4 e 8
meses de depuragdo a atividade da CAT diminuiu significativamente, indicando a
necessidade de um periodo de depuragao mais longo para recuperagao do estresse
oxidativo induzido por poluentes. O periodo de 20 dias em agua limpa no nosso
estudo, entretanto, parece ter contribuido na depuragado dos agentes genotoxicos ou
no reparo do DNA no verdo, baseando-se na redugao no indice de dano genético
nesse periodo.

No outono, o indice de dano genético manteve-se elevado como no veréao e
lesbes pré-neoplasicas foram observadas no figado de 13 e 16% dos individuos dos
grupos Local e Depuragao, respectivamente. A atividade da EROD foi maior nesta
estacdo do que nas demais. Apos o periodo de depuragdo, nao foi observada
alteracao da atividade da CAT, GST e AchE nem nos niveis de LPO e de dano
genético, mas houve uma redugédo na atividade da EROD. A atividade da EROD
ocorre geralmente em niveis muito baixos ou indetectaveis em animais controle, mas
é altamente induzida por tratamento com alguns agentes toxicos (ANDERSSON;
FORLIN, 1992; HUGGETT et al., 1992; BUCHELI; FENT, 1997; VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003; LU; WANG; ZHU, 2008). Assim, no outono, o periodo
de 20 dias em agua limpa favoreceu a depuragao dos agentes indutores da atividade

da EROD, mas ndo dos agentes oxidantes.
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Os aumentos nas atividades da GST e EROD, no nivel de dano genético e
LPO, e a ocorréncia de lesdes pré-neoplasicas coincidem com os periodos de maior
concentragcdo de PST e cianobactérias na agua do reservatério, mas qualquer
correlagao seria precipitada porque ainda ha poucos estudos sobre os efeitos das
PST nestes biomarcadores.

As PST foram correlacionadas com aumento ou redugao nas atividades de
GST e EROD por alguns autores (GUBBINS et al., 2000; HONG; LAM; HSIEH, 2003;
CHOI et al., 2006), mas ndo por outros (HONG; LAM; HSIEH, 2003; KOZLOWSKY -
SUZUKI et al., 2009). Além disso, a exposi¢cao a PST parece promover um aumento
na LPO em moluscos (CHOI et al., 2006; GALIMANY et al.,, 2008). Estudos
histopatolégicos com PST sdo escassos, mas a exposicdo de moluscos a
dinoflagelados produtores destas toxinas mostrou aumento na melanizagédo e
interferéncias no sistema imune (ESTRADA et al., 2007; GALIMANY et al., 2008).
Lefebvre, Trainer e Scholz (2004) demonstraram que a exposicdo de embrides de
peixe zebra (Danio rerio) a STX resultou em anormalidades morfoldgicas. Entretanto,
as alteragdes foram reversiveis apds periodo em agua livre de STX; levando os
autores a concluir que as alteragdes podem ser atribuidas aos efeitos neurotdxicos
da STX e ndo a geno ou citotoxicidade.

A concentragdo de PST no musculo dos peixes foi semelhante nas trés
épocas de amostragem e o comportamento dos biomarcadores variou
consideravelmente (apesar também do perfil semelhante de cianobactérias e PST na
agua no verao e outono). Assim, acreditamos que a concentragdo de PST na agua
fosse baixa para causar por si s6 qualquer alteracdo nos parametros analisados.
Além disso, na primavera, observou-se que o grupo Depuragcdo apresentou no
musculo uma concentragcdo de PST maior que o grupo Local, mas nao houve
alteracao significativa na atividade da GST, EROD e CAT, e houve reducéo do nivel
de dano genético, LPO e na atividade de AchE muscular. Possivelmente, a
sazonalidade das alteragbes encontradas esteja relacionada a outros
contaminantes.

A maior parte da Bacia Hidrografica de Alagados é utilizada para atividades
agropecuarias (NUCLEAM, 2002). Estudos de Miranda et al. (2008) com Hoplias
malabaricus do lago Ponta Grossa, também impactado com as atividades descritas,
mostraram a bioacumulagao de 27 pesticidas diferentes e metabdlitos no musculo e

figado. Entre os pesticidas utilizados na regido estdo formulagbes comerciais
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contendo glifosato, imazetapir, diflubenzuron; organofosforados como monocrotofos,
metamidofés e clorpirifés; triazdis e piretréides como deltametrina (NUCLEAM,
2002). Tais pesticidas tém sido relacionados a alteragdes nos biomarcadores aqui
estudados. A mistura de xenobidticos que alcanga o Reservatério Alagados deve ser
complexa, e sua biodisponibilidade deve variar ao longo do ano. Assim, diferengas
no perfil de contaminantes ativariam nos peixes o metabolismo por diferentes vias
enzimaticas (GST e EROD) e poderiam explicar a sazonalidade das alteragoes
observadas neste estudo.

A variagdo na biodisponibilidade dos contaminantes no reservatorio pode
estar relacionada ao calendario agricola e ao clima. Em épocas de chuva pode
haver um maior carreamento de pesticidas para os corpos dagua, e em periodos de
seca, assim como em épocas de maior demanda energética e de agua, deve ocorrer
concentracido dos poluentes no reservatorio.

A atividade da AchE pode ser utilizada como biomarcador de contaminagao
por xenobidticos capazes de inibi-la, como organofosforados, carbamatos,
deltametrina e/ou glifosato (GLUSCZAK et al.,, 2007; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003; VELISEK et al., 2007).

A falta de valores de referéncia para a atividade da AchE na espécie
estudada dificultou a interpretagao dos resultados. Os valores da atividade de AchE
cerebral ndo variaram entre os grupos Local, e sdo comparaveis aos de animais
controle de diversas outras espécies de peixes (STURM; SIVA DE ASSIS; HANSEN,
1999; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002; TORRE; SALIBIAN; FERRARI, 2007;
GUILOSKI, 2008); mas apds o periodo de depuragdo na primavera, observou-se
uma elevagdo dessa atividade. Isso sugere que a atividade da AchE cerebral em G.
brasiliensis possa atingir valores maiores, e que possivelmente os contaminantes
presentes no Reservatorio Alagados tenham mantido-a reduzida nos demais grupos.
No verao e outono essa elevacio da atividade nao foi observada apds o periodo de
20 dias em agua limpa. Uma diferenga de contaminantes na agua entre os periodos
poderia explicar essa questao.

Por outro lado, quando considerada a atividade da AchE muscular nos
peixes analisados neste estudo, aparentemente ndao houve inibigdo em nenhum
periodo, mas nao é possivel estabelecer se a mesma sofreu um aumento no verao
ou se nos demais periodos estaria diminuida. Em grupos controle de peixes de agua

doce, valores de atividade da AchE muscular de 64 a 430 nmol/min/mg de proteina
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ja foram descritos (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002, FERRARI et al., 2007,
GUIMARAES; SILVA DE ASSIS; BOEGER, 2007). Beninca (2006) relata atividade
de 33,31 8,44 nmol/min/mg de proteina em musculo de G. brasiliensis capturados
numa area referéncia no verao, uma atividade menor do que a constatada em todos
0s grupos neste estudo.

Na primavera e verdo observou-se redug¢do na atividade da AchE muscular
apos 20 dias em aquarios com agua limpa. Resultados semelhantes ja foram obtidos
por Sturm, Silva de Assis e Hansen (1999). O motivo pelo qual a atividade de AchE
pode apresentar-se superior em animais a campo quando comparado com animais
mantidos em aquarios ainda nao esta claro. A adrenalina, liberada em situagdes de
estresse ambiental, pode elevar a sintese de AchE (PAVLOV; CHUIKO;
SHABROVA, 1994). Tortelli (2005) constatou atividade de AchE cerebral maior em
bagres coletados em local poluido do que naqueles coletados em area controle-
limpa, e sugere que isto se deva a adaptagbes ao meio impactado, como por
exemplo aumento na sintese de AchE na presenca de contaminantes que inibam a
sua atividade.

Sendo fevereiro parte da estagdo mais quente (temperatura da agua 26,9°C
- TABELA 4), é possivel que o aumento observado nessa data nas atividades da
GST e AchE muscular e LPO, esteja relacionado a temperatura da agua. Porém, a
influéncia de fatores abidticos nesses biomarcadores bioquimicos ainda nao esta
bem elucidada. Variacdo sazonal da atividade da GST correlacionada com a
temperatura da agua foi descrita por alguns autores (NIYOGI et al., 2001, WILHELM
FILHO et al., 2001), mas nao por outros (FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2006;
CAILLEAUD et al., 2007; SANCHEZ et al., 2008; BEBIANNO et al., 2007).

Com relagcdo a AchE, alguns autores afirmam que o aumento da
temperatura da agua estaria relacionado ao aumento da sua expressao e atividade
(BOCQUENE; GALGANI; TRUQUET, 1990; CAILLEAUD et al., 2007). Mas ha
controvérsias, e outros autores consideram que a falta de variabilidade sazonal da
AchE e da LPO fazem destes biomarcadores que podem ser utilizados
indiferentemente em todas as estag¢des (WILHELM FILHO et al., 2001; SANCHEZ et
al., 2008).

Segundo Buchelli e Fent (1995) mudangas na temperatura podem acarretar
em diferente mobilizacdo dos contaminantes no sedimento ou disponibilidade para

aquisicdo pela agua ou cadeia alimentar. Além disso, alteragdo do metabolismo e
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fisiologia dos animais poiquilotérmicos devem causar mudanga na absorgdo dos
contaminantes.

Por fim, o presente trabalho mostra que o Reservatorio Alagados sofre
impacto antropogénico, e em consequéncia ha variagcdo sazonal na qualidade da
agua e reflexos na saude dos peixes. Os nossos resultados indicam diversos efeitos
na biota local que podem ser atribuidos n&do somente as cianotoxinas, mas também
a exposicao a diversos contaminantes. A bioacumulagdo de contaminantes pelos
peixes pode representar um risco para o ecossistema e para o consumo humano, e,

portanto, um programa de biomonitoramento deste corpo d’agua se faz necessario.
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6 CONCLUSAO

Ha contaminagdo da agua e dos peixes Geophagus brasiliensis do
Reservatério Alagados por goniautoxinas. Esta contaminagdo dos peixes persiste

mesmo apods 20 dias em agua livre de toxinas.

Ha variacdo sazonal na saude dos peixes do Reservatério Alagados, mas
nao € possivel afirmar se as alteragbes dos biomarcadores analisados estao
relacionadas a floragao de Cilindrospermopsis raciborskii e as toxinas por ela
produzidas. Pode estar ocorrendo também sazonalidade no aporte e

biodisponibilidade de diversos xenobiéticos neste corpo d’agua.

Os resultados mostram maior alteracdo do estado oxidativo, metabdlico e
genético dos peixes no verao. O periodo de 20 dias em agua limpa leva a diferentes
respostas dos biomarcadores na primavera, verdo e outono, sugerindo haver

diferenca no acumulo e depuragao de contaminantes nos trés periodos.

Um biomonitoramento continuo do Reservatério, com analise quimica mais
detalhada dos contaminantes presentes na agua e nos peixes podera esclarecer o

comportamento dos biomarcadores, e apontar as causas da sua alteragao sazonal.

Estudos laboratoriais que avaliem o impacto de misturas complexas de
xenobiéticos (incluindo cianotoxinas) e mesmo a influéncia de fatores abibticos sobre
0s organismos aquaticos sao uteis para melhor compreenséo dos resultados obtidos

em estudos a campo.
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