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RESUMO

A bacia do rio Paraiba do Sul esta situada em uma area de 56.500 kmz, drenando uma das
regides mais desenvolvidas do pais, abrangendo S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.
Trata-se, portanto, de territério totalmente antrépico com a vegetacdo original restrita a
parques e reservas florestais. O rio Paraiba do Sul tem seu curso marcado por sucessivas
represas, destinadas a provisdo de agua e eletricidade, sendo utilizado para abastecimento
industrial, agropecuario e disposicao final de esgotos. Para avaliar a qualidade da &gua do rio
Paraiba do Sul foram utilizados os reservatérios das Usinas Hidrelétricas (UHES) Ilha dos
Pombos/MG, Santa Cecilia/RJ e Santa Branca/SP para o biomonitoramento utilizando
biomarcadores em Pimelodus maculatus (Lacepede, 1803) e Oligosarcus hepsetus (Cuvier,
1829). Os espécimes foram coletados a montante das UHES em junho/2008 e fevereiro/2009.
Para as analises bioquimicas, baseadas no estresse oxidativo celular foram coletadas amostras
do figado para determinacdo de atividade enzimatica da Catalase (CAT), Glutationa S-
transferase (GST) e quantificacdo da Lipoperoxidacdo (LPO); para analise neurotoxica, foi
avaliada a atividade da Acetilcolinesterase (AChE) no musculo axial. Para as analises
histopatoldgicas foram coletados amostras do figado e branquias observadas em microscopia
optica (MO) e microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Dados biomeétricos foram
mensurados para obtencdo do Indice Hepatossomatico (IHS) e Fator de Condicdo (K).
Também foram avaliadas as condi¢cBes ambientais dos reservatérios, através dos parametros
fisico-quimicos da &gua, sendo: temperatura, pH, oxigénio dissolvido, salinidade e turbidez.
Nas trés areas amostradas foram constatadas variacdes nas condi¢des oxidativas das espécies,
sobretudo no periodo de fevereiro. A histopatologia revelou alteracdes em branquias
correspondentes a aneurismas, hiperplasias e fusGes lamelares. No figado as alteracGes
apontam para elevada ocorréncia de necroses e respostas inflamatorias para ambas as
espécies. Em Pimelodus maculatus foi observada grande quantidade de centros de melano-
macrofagos no tecido hepatico. Uma maior incidéncia parasitaria foi observada para as duas
espéecies no periodo de junho/2008 em figado de Pimelodus maculatus e branquias de
Oligosarcus hepsetus. Os indices IHS e K foram similares para Pimelodus maculatus nos
reservatorios das UHEs, indicando similaridade das condigdes fisioldgicas entre as amostras,
entretanto, Oligosarcus hepsetus apresentou menor IHS e K em fevereiro/2009 na UHE Santa
Branca. Os parédmetros fisico-quimicos apresentaram inumeras variacbes nas Aareas

amostradas, no entanto, foram consideradas normais para 0s padrbes de qualidade
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estabelecidos pela Resolugdo do CONAMA 357/2005. A avaliagdo conjunta dos
biomarcadores morfolégicos e bioquimicos sugere que as influéncias antrépicas nas areas
avaliadas podem estar afetando continuamente os individuos. Os dados reforcam a
importancia da utilizacdo de diferentes biomarcadores em programas de biomonitoramento,

essencialmente em areas de relevante interesse.
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ABSTRACT

The Basin of Paraiba do Sul river is situated in an area of 56.500 km?, draining one of the
most developed region of the country, covering Sao Paulo, Rio de Janeiro and Minas Gerais
states. It is, therefore, a totally anthropic territory with original vegetation restricts to parks
and forest reserves. The course of Paraiba do Sul river is marked by successive dams,
providing water and electricity to industries, agro-business and it is also a recipient for sewage
discharge. Therefore, a evaluation of the water quality of the river was conducted using the
reservoir of the hydroelectric plants in Ilha dos Pombos/MG, Santa Cecilia/RJ and Santa
Branca/SP. During this study a bio-monitoring was developed using biomarkers and the
species Pimelodus maculatus (Lacepéde, 1803) and Oligosarcus hepsetus (Cuvier, 1829) in
the reservoir of those three dams. . The specimens were collected during the months of
June/08 and February/09. For biochemical analysis, based on cellular oxidative stress,
samples from liver were collected to determinate the enzymatic activity of Catalase (CAT),
Glutationa S-transferase (GST) and Lipoperoxidation quantification (LPO); for neurotoxic
analysis, the activity of Acetilcolinesterase was evaluated on axial muscle. Samples from liver
and gills were collected and observed in microscopic optic (MO) and microscopic electronic
scanning (MEV). Biometric data was measured to obtain Hepatosomatic Index (IHS) and
Condition Factor (K). The environmental condition of the reservoirs was also evaluated
through physical-chemical parameters of the water, such as: temperature, pH, dissolved
oxygen, salinity and turbidity. Variations on oxidative conditions of species were registered at
the three areas collected, especially in February. The histopathology showed aneurism,
hyperplasia and lamelle fusions in the gills. The liver shows high occurrence of necrosis and
inflammatory responses in the tissue for both species. Great quantity of melano-macrophage
on hepatic tissue was registered for Pimelodus maculates. Presence of parasites was registered
on both gills and livers. The HIS and K indexes were similar with Pimelodus maculates at the
three plants reservoirs, indicating similarities of physiologic conditions among the samples,
however, that different results were observed for Oligosarcus hepsetus. The physical-
chemical parameters showed several changes at the sample areas, however, they were
considered normal for the established quality standard. The combined evaluation of
morphologic and biochemical biomarkers suggests that the antrophic influence on the
analyzed areas could be continuously affecting the individuals. These data reinforce the
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importance in using different biomarkers in bio-monitoring programs, mainly in areas of

highly interest.
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1. INTRODUCAO

1.1. Balanco Hidrico Nacional: Disponibilidade e Conflitos

A &gua pode ser considerada um recurso natural abundante no planeta. As reservas totais
compreendem cerca de 1.265.000 trilhdes de m® (BOTKIN e KELLER, 2000). Porém, dos
percentuais disponiveis, destaca-se a pequena parcela referente aos cursos d’agua, que
constituem no principal manancial de abastecimento e no corpo receptor mais usualmente
empregado para o langamento de esgotos.

O Brasil possui extensas redes fluviais, por onde flui cerca de 257.790 m® s de agua
passivel de utilizacdo, correspondendo a aproximadamente 18% do potencial hidrico
superficial utilizavel no planeta (SETTI, 2000), além de possuir amplos aqliferos
subterraneos, com cerca de 112.000 km® de volume de agua (MOTTA, 1997 apud
ANDREOLI et al., 2003). A maior parte da agua disponivel para o uso esta concentrada nas
regides Norte e Centro-Oeste com cerca de 90% das aguas superficiais do pais. No entanto,
estas regides abrigam apenas 14,5% da populacdo, com um consumo médio
significativamente menor (9,2% da demanda hidrica nacional). Os 11% restantes do potencial
hidrico superficial do pais estdo distribuidos entre 85% da populacéo e 90,8% da demanda de
agua doce do Brasil (ANDREOLLI et al., 2003).

Evidencia-se, que a quase totalidade da populacéo brasileira (95%) habita as quatro regides
que respondem por aproximadamente 27% da disponibilidade hidrica do pais. Essa
constatacdo, somada ao fato dos mananciais das regifes Sul e Sudeste serem 0s mais
fortemente impactados pelo langcamento de esgotos domésticos e industriais, torna a questdo da
prioridade do uso dos recursos hidricos progressivamente mais conflituosa.

Do volume total utilizado para o consumo humano, o abastecimento responde pela menor
parcela quando comparada a agricultura e inddstrias. Na Figura 1 sdo apresentados o0s

percentuais concernentes a tais usos em nivel nacional.
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FIGURA 1. Consumo de &gua por setor de atividade Brasil 1993-1997 e 1998-2002.
Fonte: Food and Agriculture Organization (FAQO), 2002.

A agua constitui-se como solvente universal da maioria das substancias, como meio de
transporte — em escoamento superficial e subterrdneo — permitindo que as caracteristicas de um
mesmo curso d’agua alterem-se temporal e espacialmente. Além disso, as caracteristicas dos
cursos d’ agua naturais influenciam o metabolismo dos organismos aquaticos e sédo
influenciadas por ele, conferindo estreita interacdo entre esses seres vivos e 0 meio ambiente,
base da Ecologia (LIBANIO, 2005).

Em escala global, abundancia média ndo apresenta o principal problema relacionado a
disponibilidade de &gua. A grande capacidade de renovacdo natural deste liquido através do
ciclo hidrolégico torna a disponibilidade praticamente inesgotavel. Porém, a distribuicdo
irregular associada ao crescimento exponencial da demanda tem restringido severamente a
disponibilidade deste recurso.

Dentro deste contexto, as alteracdes ambientais causadas pelo incremento populacional,
utilizacdo excessiva e indiscriminada de recursos naturais, interferéncias em ecossistemas,
desenvolvimento tecnoldgico e globalizacdo cada vez mais intensa (STRASKRABA e
TUNDISI 1999), contribuem para maior deterioracdo da qualidade da &gua. Somado as
atividades de abastecimento publico, irrigacdo, uso industrial, navegacdo, recreacdo e
aquicultura, implicam em condic¢des futuras comprometidas. Embora essas atividades variem
de acordo com a ocupacdo da bacia hidrografica e com a organizagdo econémica e social de
cada regido, todas elas geram impactos negativos sobre a area de drenagem.

O desenvolvimento econdmico e social de qualquer pais esta fundamentado na
disponibilidade de &gua de boa qualidade e na capacidade de conservacdo e protecdo dos

recursos hidricos. No entanto, para garantir conservacao e protecdo aos mananciais, em funcéo
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dos seus usos e ocupacOes, é necessario estender agdes de monitoramento e manejo para toda

bacia, que em primeira instancia define a quantidade e qualidade da 4gua (TUNDISI, 1999).

1.2. Reservatorios Pablicos de Abastecimento de Agua

Os reservatorios tanto tém a funcdo de armazenamento de agua, como também de
regularizacdo de vazdes, ou ainda, proporcionar maior altura de queda d’agua para a geracao
de energia. No entanto, estes tém sido utilizados para outras finalidades, destacando-se lazer,
captacdo de &gua e navegacdo. Embora o Brasil tenha uma imensa area de reservatorios, em
todas as suas regides, as informacgdes sobre qualidade de &4gua ainda sdo escassas (VELINI et
al., 1999).

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil (ANDREOLLI et al., 1999)
demonstram que a demanda do consumo de agua tém aumentado significativamente, em vista
do crescimento populacional, e a disponibilidade hidrica em condicdo de utilizacdo para
fornecimento a populagédo nao tem crescido na mesma proporgao.

A cada dia cresce a disputa pela utilizacdo da agua entre os setores da agricultura,
indUstria e abastecimento humano, gerando sérios conflitos entre seus usuarios, com
consequente crescimento pela demanda de dgua. A necessidade de aumentar a disponibilidade
de agua implica na construcdo de novos reservatorios.

E necessario, portanto, considerar que a contaminacdo de mananciais € um dos fatores
mais importantes que comprometem a satde humana, especialmente em regiées com condicdes
inadequadas de saneamento e suprimento d'dgua, o que é observavel tanto em regides
brasileiras de altas concentra¢des urbanas quanto em areas rurais.

Quanto melhor a qualidade da &gua, maior seu potencial de uso pela sociedade.
Recuperar a qualidade de aguas deterioradas é um procedimento de alto custo. Segundo o
Ministério de Ciéncia e Tecnologia, o tratamento da dgua deteriorada é quase 13 vezes mais
caro que o custo de manter a agua preservada. Recuperar 1.000 metros cubicos de agua de
baixa qualidade custa aproximadamente 25 délares. Manter a qualidade do mesmo volume de
agua apropriada para consumo custa dois délares.

Os passivos ambientais provenientes de acidentes em reservatorios, efluentes
domeésticos e industriais sem prévio tratamento, de agrotdxicos e produtos quimicos,

permanecem por tempo indeterminado no ambiente. Os impactos negativos causados por
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estes vazamentos compreendem, de maneira geral, ndo apenas a contaminacdo de solos,
subsolos, corpos hidricos, mas danos a vegetagdo e aos animais, algumas vezes irreversiveis.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Aguas tem a atribuicio de definir e fiscalizar as
condicdes de operacdo de reservatdrios por agentes publicos e privados, visando garantir o
uso maltiplo dos recursos hidricos, conforme estabelecido nos planos de recursos hidricos das
respectivas bacias hidrograficas.

1.3. Biomonitoramento

O monitoramento ambiental é uma importante ferramenta para a administracdo dos
recursos naturais. Este oferece conhecimento e informacgdes basicas para avaliar a presenca de
contaminantes, para compreender os sistemas ambientais e para dar suporte as politicas
ambientais.

O monitoramento consiste em observacdes repetidas de uma substancia quimica ou
mudanca bioldgica, com um propésito definido de acordo com um planejamento prévio ao
longo do tempo e espaco, utilizando métodos comparaveis e padronizados (NEVES, 2006).

Quando organismos vivos sdo usados no monitoramento ambiental para avaliar
mudancas no meio ambiente ou na qualidade da agua o monitoramento é chamado de
monitoramento biol6gico ou biomonitoramento. Neste tipo de monitoramento sdo, muitas
vezes, utilizados biomarcadores (celulares, tecido, fluidos corporais, mudancas bioquimicas,
entre outros) para indicar a presenca e o efeito de poluentes ou para alertar sobre efeitos

iminentes.

1.4. Bioindicadores

Bioindicadores sdo espécies vegetais e animais que por qualquer particularidade
ecologica sdo indicadores precoces de modifica¢fes abiodticas ou bidticas do ambiente devido
a algum tipo de atividade antrépica (RAMADE, 1998). Portanto, os bioindicadores
representam um modelo adequado para o estudo dos efeitos causados por um contaminante.

Um bioindicador ideal deve sobreviver em ambientes saudaveis, mas também apresentar

resisténcia relativa ao contaminante que esta exposto. Outros aspectos que podem facilitar o
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uso de bioindicadores no desenvolvimento de um estudo sdo a abundancia da espécie no

ambiente e a facilidade em adaptar-se aos ensaios laboratoriais (AKAISHI, 2003).

1.4.1. Espécies Bioindicadoras

Pimelodus maculatus (LACEPEDE, 1803), conhecido popularmente como mandi ou
bagre é uma espécie endémica subtropical. Habita areas costeiras, estuarios, mangues, lagoas,
rios, cavernas, podendo ser encontrado em aguas salobras, sendo considerado bentopelagico e
potamodromo (Fishbase, 2009). Possui ampla distribuicdo geografica, sendo uma das espécies
mais abundantes na Bacia do Parana (LIMA-JUNIOR, 2004), podendo ser encontrado
também na Amazonia, Bacia do rio S&o Francisco, Guianas, Venezuela, Peru, Bolivia,
Paraguai e Argentina (GODOY, 1987). A espécie apresenta grandes variaces cromaticas e
até estruturais (SANTOS, 1954), os adultos podem apresentar comprimento total maximo de
51 centimetros e peso maximo publicado de 2,3 quilogramas (Fishbase, 2009). E considerado
importante para a pesca comercial (LOLIS et al., 1996), assim como um importante
componente da fauna de peixes, tanto em é&guas correntes (LOLIS et al., 1996; LOBON-
CERVIA et al., 2000) como aguas lentas (BRAGA et al., 1997; ALVES et al., 1998). O
mandi apresenta uma ampla plasticidade de dieta, habito alimentar onivoro, incluindo algas e
outras plantas, poriferos, moluscos, vermes, artropodes e até alguns peixes (LOLIS et al.,
1996; LOBON-CERVIA et al., 2000).

Taxonomia de Pimelodus maculatus (LACEPEDE, 1803):
Classe OSTEICHTHYES
Subclasse ACTINOPTERYGII
Infraclasse TELEOSTEI
Ordem Perciformes
Familia Siluriformes
Género Pimelodidae

Espécie Pimelodus maculatus
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FIGURA 2. Pimelodus maculatus.
FONTE: Agéncia Nacional de Aguas (ANA), 2009.

Oligosarcus hepsetus (CUVIER, 1829), espécie endémica subtropical. Habita areas de
agua doce, sendo considerado bentopelagico. Alimenta-se de insetos alGctones e peixes
0sseos, tendo, portanto um habito carnivoro. Esta espécie apresenta-se geograficamente
distribuida na América do Sul, preferencialmente no sudeste brasileiro e na Bacia do Prata. Os
adultos podem apresentar comprimento maximo de 23,8 centimetros publicado (Fishbase,
2009).

Taxonomia de Oligosarcus hepsetus (CUVIER, 1829)

Classe OSTEICHTHYES

Subclasse ACTINOPTERYGII
Infraclasse TELEOSTEI
Ordem Perciformes
Familia Characiformes
Género Characidae

Espécie Oligosarcus hepsetus

FIGURA 3. Oligosarcus hepsetus.
FONTE: Fishbase, 20009.
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1.5. Biomarcadores

Biomarcador é qualquer resposta ao nivel de organismo ou sub-organismo que possa
ser mensurada quando exposto ao estresse quimico (RAMADE, 1998).

O uso de biomarcadores permite avaliar as condi¢cbes em que 0 ambiente se encontra.
Biomarcadores demonstram a organizacdo bioldgica a niveis moleculares, celulares e
teciduais, que indicam a exposi¢do a compostos ou elementos especificos, ou os efeitos destas
exposicoes (AMARAL et al., 2006)

A ordem sequencial de resposta aos efeitos causados por um poluente em um sistema
biolégico é visualizado na Figura 4. O efeito em nivel hierarquico superior é sempre
precedido por mudancas no processo bioldgico. Desta forma, o biomarcador € utilizado como

um sinal prévio, refletindo a resposta bioldgica causada por uma toxina.

"early" biomarker | molecular
signals
suhbcellular (organelle)
cellular
tissue
pollutant
exposure systemic (organ)
organism
population
community
"later" effects ecosystem

FIGURA 4. Representacdo esquematica da ordem sequencial de respostas a efeitos causados por poluentes em
um sistema biol6gico (adaptado de Van der Oost et al., 2003).

Biomarcadores podem ser divididos em trés classes (Van der Oost et al., 2003):
Biomarcadores de exposic¢éo: sdo aqueles que detectam e mensuram a quantidade de
uma substancia exdgena, seus metabolitos ou o produto da interacdo entre o0 xenobidtico e a

molécula ou célula alvo em um compartimento do organismo;
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Biomarcadores de efeito: sdo aqueles que incluem alteracBes bioquimicas,
fisiologicas ou outra alteragdo nos tecidos ou fluidos corporais de um organismo que podem
ser reconhecidos e associados com uma doenca ou possivel prejuizo a saude;

Biomarcadores de suscetibilidade: sdo aqueles que indicam a habilidade adquirida
ou inerente de um organismo a responder a exposi¢ao a um xenobidtico especifico, incluindo
fatores genéticos e mudancas nos receptores que alteram a suscetibilidade de um organismo a

uma dada exposicao.

1.5.1. Biomarcadores Soméaticos

O estado fisioldgico de um peixe é condicionado pela interacdo de fatores bioticos e
abioticos, sendo a variacdo nesse estado expressa através do Fator de Condicdo (K). Este € um
indicador quantitativo do grau de higidez ou do bem estar do peixe, podendo ser usado para
avaliar as diferentes condigcdes de alimentacdo em espécies distintas e as interferéncias da
densidade populacional, do clima e das condi¢cdes ambientais (LE CREN, 1951; LIZAMA e
AMBROSIO, 2002; GOMIERO e BRAGA, 2003 e FROESE, 2006 apud TAVARES-DIAS
et al., 2008).

A estimativa do fator de condicdo pode ser feita de trés formas: Fulton, alométrico e o
relativo ou de Le Cren, conforme Le Cren (1951).

O fator de condicdo de Fulton assume que o crescimento é isométrico (b = 3,0), sendo
determinado pela relacéo: peso/ (comprimento corporal)®.

O fator de crescimento alométrico parte do principio que nem todo crescimento é
isométrico (b = 3,0) e, dependendo de cada populacéo, o valor de b pode estar dentro da faixa
de valores entre 2,5 a 4,0.

O fator de condicdo relativo ao de Le Cren, de acordo com Le Cren (1951), foi
desenvolvido para resolver deficiéncias no valor do fator de condicio de Fulton (b = 3,0). E
determinado pela relacdo entre o peso atual do animal dividido pelo seu peso predito
(ROCHA et al.,2008).

O tamanho do figado varia entre as diferentes espécies de peixes e a melhor medida

estabelecida para avaliar o tamanho deste 6rgdo pode ser obtido pela relacdo hepatossomatica
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(RHS)'. A determinacdo dos valores padrido para RHS é de grande importancia para a
compreensdo dos distdrbios que podem ocorrer em condi¢cbes ambientais adversas
(TAVARES-DIAS et al., 2008). Uma vez que o figado € o principal 6rgao envolvido no

processo de detoxificacdo num organismo.

1.5.2. Biomarcadores Morfologicos

A histologia representa uma ferramenta Util para se acessar os diferentes niveis de
poluicdo, particularmente relacionados com efeitos sub-letais e cronicos. A vantagem da
histopatologia como um biomarcador reside na sua localizacdo intermediaria no que diz
respeito ao nivel de organizagéo biol6gica (ADAMS et al., 1989).

As mudancas histologicas aparecem como uma resposta em médio prazo aos
estressores sub-letais, e a histologia fornece um método rapido para detectar efeitos de
contaminantes, especialmente os cronicos, em varios tecidos e 6rgaos (JOHNSON et al.,
1993)

As branquias e a pele sdo os primeiros marcadores da polui¢do aquética, pois exibem
grandes superficies que estdo em contato direto e permanente com potenciais contaminantes.
Além disso, ambos o0s 6rgdos possuem células mucosas que desempenham um papel
importante na resisténcia as doencas, patégenos e substancias toxicas (BERNET et al., 1999).

O figado e rim representam Orgdos alvos importantes adequados para analises
histopatolégicas na procura de danos aos tecidos e células (OLIVEIRA RIBEIRO et al.,
2006). O figado possui um papel chave no metabolismo e excre¢do subsequente excrecdo de
xenobidticos (BERNET et al., 1999).

Centros de melano-macréfagos (CMM) tém sido utilizados em figado como
biomarcadores para a salde dos peixes ou em estudos diagnosticos de contaminagcdo em
campo (LEKNES, 2001). Os CMMs sdo encontrados na derme, hipoderme, rim, baco, figado
e pequenos grupos de células nos vasos sanguineos e linfaticos dos peixes (AGIUS e
ROBERTS, 1981), removem particulas estranhas ao organismo ou produtos da degradacéo
celular por fagocitose (WOLKE et al., 1985).

! Alguns autores consideram a relacdo hepatossomética (RHS), enquanto outros consideram o indice
hepatossomatico (IHS). Ambos analisam a relagdo entre peso corpéreo e peso hepatico.
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1.5.3. Biomarcadores Bioquimicos

A acetilcolina (Ach) é um dos principais neurotransmissores do sistema nervoso
auténomo. E encontrada em ganglios autondmicos, juncdes neuroefetoras parassimpaticas e
neuromusculares somaticas, na medula adrenal e também no SNC. Uma vez liberada na fenda
sinaptica, a Ach interage com receptores exercendo seus efeitos fisiolégicos (ADAMS, 1992).
A acetilcolinesterase (AchE) é a enzima responsavel pela hidrolise da Ach, regulando a
transmissao do impulso nervoso (ADAMS, 1992; GALGANI et al., 1992).

A atividade da acetilcolinesterase é conhecida por ser inibida por pesticidas
organofosforados e carbamatos (STURM et al., 2000, OLIVEIRA RIBEIRO; SILVA DE
ASSIS, 2005). Estudos comprovam que essa enzima pode ser inibida por outros poluentes
como metais pesados, hidrocarbonetos e mesmo o endosulfano (ZINKL et al., 1991; PAYNE
et al., 1996; DIAMANTINO et al., 2000).

A catalase (CAT) é uma das enzimas responsaveis pelo controle do estresse oxidativo
celular (SILVA, 2007). E um antioxidante primario que elimina o peroxido de hidrogénio,
espécie de radical de oxigénio ndo reativo que pode penetrar em diversas membranas
bioldgicas e inativar enzimas. Respostas na atividade da catalase tém sido observadas em
animais expostos a contaminantes organicos e metalicos (ROMEO et al., 2000; SANCHEZ et
al., 2005).

A Glutationa S-Transferase (GST) € o principal grupo de proteinas sollveis do figado,
envolvidas na detoxificacdo celular de compostos eletrofilicos, geradas intracelularmente ou
encontradas na forma de xenobidticos. Essas proteinas sdo encontradas em diferentes formas,
chamadas de isoenzimas (HAYES e PULFORD, 1995; WINDERSTEN e MANNERVIK,
1995). Sua a¢do detoxificante é importante na protecdo contra estresse oxidativo.

A atividade das GSTs estad relacionada a hidroperdxidos lipidicos gerados por
poluentes com metais pesados e contaminantes organicos (PALACE et al., 1996; TIALKENS
etal., 1998)

A fluidez da membrana deve-se & presenca de cadeias insaturadas dos fosfolipidios e do
colesterol distribuido monocamadas lipidicas e danos nesta estrutura tendem a diminuir a
fluidez da membrana. O ataque de espécies reativas de oxigénio (ROS) retira atomos de
hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos poliinsaturados, processo

reconhecido como lipoperoxidag&o ou peroxidacéo lipidica (LPO).
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Poluentes que desencadeiam a lipoperoxidacdo ou peroxidacao lipidica (LPO) tém sido
observados em peixes (RADI e MATKOVICS, 1988). O nivel de LPO difere com entre as
especies, diferenca atribuida aos diferentes mecanismos antioxidantes (AHAMAD et al.,
2000).
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2. AREA DE ESTUDO

2.1. Bacia Hidrogréfica do Rio Paraiba do Sul

A bacia do rio Paraiba do Sul esta situada entre as latitudes 20°26' e 23°39'S e as
longitudes de 41° e 46°30'W, com uma area de drenagem de 56.500 km2, Estende-se pelos
estados de Séo Paulo (13.900 km ), Rio de Janeiro (20.900 km ) e Minas Gerais (20.700 km),
abrangendo as regides do Vale do Paraiba Paulista e Fluminense, o Noroeste Fluminense e

grande parte da Zona da Mata Mineira (Figura 5).

Minas Gerais

I
Séo Paulo //v_/‘“
/_, -~

= Rio de Janeiro

LUMITE DA BACIA

LOCALIZACAO DA BACIA DO RIO PARAIBA DO SUL
FIGURA 5. Localizag8o da bacia do rio Paraiba do Sul.

Fonte: Laboratdrio de Hidrologia da COPPE/UFRJ.

Constam, atualmente, no cadastro do Sistema de Gestdo Integrada da Bacia do Rio
Paraiba do Sul (GESTIN), da Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2000), outros 86 cursos
d’agua de dominio federal e 184 de dominio estadual. O cadastro, todavia, ndo esgota a
relacdo de corpos hidricos da bacia.

Quatro unidades geograficas foram definidas por Ab’Saber & Bernardes (1958) apud
Bizerril (1999) para o rio Paraiba do Sul, com base em caracteristicas topogréaficas e

ambientais: trecho superior, medio-superior, medio-inferior e inferior.
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A bacia do rio Paraiba do Sul situa-se na regido de abrangéncia da Mata Atlantica,
bioma florestal mais destruido do pais. De acordo com os dados disponiveis (Governo do
Estado do Rio de Janeiro/GEROE, 1995), o que restou da Mata Atlantica na bacia ocupa hoje
menos de 11% de seu territorio. Trata-se, portanto de um territorio quase completamente
antrdpico, com a vegetacdo original restrita a parques e reservas florestais. Cerca de 50% das
florestas existententes na bacia do rio Paraiba do Sul encontram-se em Unidades de
Conservacdo, como o Parque Nacional de Itatiaia (primeiro Parque Nacional criado no
Brasil), o Parque Nacional da Serra dos Orgdos e a Reserva da Biosfera da Mata Atlantica.
Uma avaliagéo atualizada e detalhada da situagdo das Unidades de Conservacdo na bacia do
Paraiba do Sul é de grande importancia para a protecdo dos recursos hidricos da bacia, tendo
em vista que a maioria dessas unidades esta situada em regides montanhosas e cabeceiras ou
margens de rios.

A bacia do Paraiba do Sul drena uma das regiées mais desenvolvidas do pais. Em toda
essa extensdo ha atualmente 180 municipios, sendo 39 no Estado de S&o Paulo, 53 no Rio de
Janeiro e 88 em Minas Gerais. A populacdo urbana aproximada da bacia é de 5.258.068
habitantes, sendo que desses, 2.264.070 vivem no Estado do Rio de Janeiro, 1.245.300 em
Minas Gerais e 1.748.698 em Sdo Paulo (IBGE, 2000). A tendéncia de concentracdo
populacional nas areas urbanas segue 0 mesmo padrdo de outras regides brasileiras e € um dos
fatores responsaveis pelo aumento da poluicdo na bacia.

O médio vale do Paraiba foi a primeira grande regido produtora de café no Brasil e a
partir da fundacdo da Companhia Siderargica Nacional, por um processo de industrializacao
que fez do vale uma das maiores regides industriais do pais. A industrializacdo se concentrou
na parte alta do vale, sendo mais relacionada a linha principal da Estrada de Ferro Central do
Brasil, ligando o Rio de Janeiro a Séo Paulo.

Atualmente a gestdo da bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul é feita pelo Comité de
Integracdo da Bacia do Rio Paraiba (CEIVAP), dentro de uma politica de participacdo
instituida Lei Federal n.° 9.433/97 (Politica Nacional de Recursos Hidricos).

O desenvolvimento da bacia do rio Paraiba do Sul vem proporcionando a degradagéo
da qualidade de suas &guas e reducédo de sua disponibilidade hidrica. Ao longo do Paraiba e de
seus principais afluentes, industrias se instalaram e cidades cresceram, langcando efluentes em

suas aguas, na maioria das vezes sem qualquer tipo de tratamento.
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Segundo o Sistema Nacional de Informacgdes sobre Saneamento do Ministério das
Cidades (2004), no Rio de Janeiro, 0 abastecimento de agua, incluindo captacgdo, tratamento,
reservacao e distribuicdo, situa-se em torno de 88%, com consumos médios per capita da
ordem de 250 I/hab/dia. Em esgotamento sanitario os indices de atendimento podem ser
considerados: 66,9% das populagdes urbanas sdo atendidas por rede coletora, e, dessas,
apenas 7,6% possuem tratamento de seus efluentes sanitarios.

Em Séo Paulo, o indice de atendimento em abastecimento de agua é de 94,6%. Em
esgotamento sanitario os indices de atendimento podem ser considerados: 89,9% das
populagdes urbanas séo atendidas por rede coletora, das quais 32,3% possuem tratamento para
seus efluentes sanitarios.

Em Minas Gerais, 0 abastecimento de &gua, incluindo captacdo, tratamento,
reservacao e distribuicdo, sdo superiores a 95% e apresentam consumos medios per capita de
200 I/hab/dia. Em esgotamento sanitdrio os indices de atendimento podem ser assim
considerados: 93,1% das populagdes urbanas sdo atendidas por rede coletora e apenas 12%

possuem tratamento de seus efluentes sanitarios.

2.2. Rio Paraiba do Sul

O rio Paraiba do Sul é formado pela confluéncia dos rios Paraibuna e Paraitinga, no
estado de Sdo Paulo, percorre um pequeno trecho do sudeste de Minas Gerais, fazendo a
divisa natural deste com o estado do Rio de Janeiro, atravessa grande parte desse ultimo e tem
sua foz no Oceano Atlantico préximo a cidade de Sdo Jodo da Barra, ao norte do Estado do
Rio de Janeiro. Seu percurso total é de 1.120 km, no sentido oeste para leste. Os principais
afluentes do rio Paraiba do Sul sdo o Jaguari, 0 Buquira, o Paraibuna, o Piabanha, o Pomba e
0 Muriaé.

O rio tem seu curso marcado por sucessivas represas, destinadas a provisdo de agua e
eletricidade para a populacdo da bacia e também da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro,
area com significativo adensamento populacional, possuindo aproximadamente 3.000 hab/
Km? e picos de 12.835 hab./Km? em S&o Joédo de Meriti (ANA, 2009).

A elevada captacdo de &gua do rio Paraiba do Sul, devido a transposi¢cdo das aguas
efetuada pelo Sistema Guandu e com a finalidade de gerar energia e abastecer grande parte do

litoral do Rio de Janeiro, representa mais de 92% de toda a agua captada no rio que, nos
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periodos de estiagem, tem contribuido para agravar a reducdo da qualidade da &gua nos
trechos a jusante devido a diminuicdo da capacidade de diluicdo de efluentes (Brasil das
Aguas, 2009).

O rio encontra-se hoje em estado ecoldgico critico, com margens assoreadas, vazao
desviada para captagdo de &gua seja para fins doméstico, industrial e agricultura, sendo ainda,

a disposicéo final de esgotos.

2.3. Reservatorios da Concessionaria de Energia Light S/A

Entre as décadas de 1930 a 1960 foram construidas as principais barragens ao longo
do rio Paraiba do Sul. Sdo elas: Paraibuna/Paraitinga, Santa Branca, Funil, Santa Cecilia e
Ilha dos Pombos. Além disso, deve-se destacar o sistema Paraiba do Sul/Guandu, que €
composto por dois subsistemas:

» Paraiba: compreende a transposi¢cao das dguas do rio Paraiba do Sul em Santa
Cecilia. Esse subsistema é composto pela estacdo elevatoria de Santa Cecilia, barragem de
Santana, estacdo elevatoria de Vigario, usinas hidrelétricas Nilo Pecanha e Fontes Nova,
reservatorio de Ponte Coberta e usina hidrelétrica Pereira Passos;

» Lajes: consiste das barragens de Tocos e Lajes e das Usinas Fontes Nova e Fontes
Velha (Light S/A, 2009).

Ambos os subsistemas foram projetados para suprir de energia elétrica e agua a cidade
do Rio de Janeiro. O Complexo de Lajes, por exemplo, é responsavel por 96% da agua que

abastece a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro.
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FIGURA 6. Usinas Hidrelétricas do Sistema Light S/A no rio Paraiba do Sul.
FONTE: Adaptado Light S/A.

33

o3



34

2.3.1. Reservatoério da Usina Hidrelétrica 1lha dos Pombos

A Usina Hidrelétrica de llha dos Pombos situa-se no municipio fluminense do
Carmo, divisa com o0 municipio mineiro de Além Paraiba, no trecho Médio — Inferior do

Paraiba do Sul, localizada cerca de 180 km a jusante da Elevatoria de Santa Cecilia.

FIGURA 7. Reservatério da UHE llha dos Pombos/MG.

2.3.2. Reservatorio da Usina Hidrelétrica Santa Cecilia

A Usina Hidrelétrica de Santa Cecilia situa-se na cidade de Pirai no estado do
Rio de Janeiro, regido do Médio - Superior. Possui unidades de bombeamento para
encaminhamento da agua para o reservatorio de Santana, responsavel pelo abastecimento de

agua.

FIGURA 8. Reservatorio da UHE Santa Cecilia/RJ
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2.3.3. Reservatorio da Usina Hidrelétrica Santa Branca

A Usina Hidrelétrica de Santa Branca situa-se na cidade de Santa Branca no
estado de S&o Paulo a 79 km da capital, no Alto Paraiba, regido do Médio — Superior do rio.
Essa estrutura de barramento foi construida no rio Paraiba do Sul com a finalidade de

regularizacdo a vazao.

FIGURA 9. Reservatério da UHE Santa Branca/SP.

2.4. Acidentes no rio Paraiba do Sul

Os constantes acidentes ambientais que tém atingido o Rio Paraiba do Sul, nos Gltimos
anos, Vvém deixando consequéncias graves, influenciando diretamente perda de
biodiversidade. Espécies de peixes, crustaceos, animais silvestres e mamiferos que vivem as
margens do rio estdo desaparecendo aos poucos, assim como a vegetacao nativa (BARRETO,
2008).

Segundo Barreto, 0 que se V& é apenas uma repeticdo de acidentes que prejudicam o
ambiente e 0 homem, comprometendo o abastecimento de agua e a pesca, principal fonte de
renda da populacdo ribeirinha. No entanto, empresas com atividades potencialmente
poluidoras continuam se instalando as margens do Paraiba do Sul.

Em 1982, o rompimento de um dique de contencdo de rejeitos da Cia. Paraibuna de
Metais carreou residuos de metais pesados (cromo e cadmio) e outras substancias tdxicas para
0 rio Paraibuna, contaminando o rio Paraiba do Sul até a foz. Em 1984, um acidente
rodoviario com um caminhdo despejou 30 mil litros de &cido sulfurico no rio Piabanha,
afluente do Paraiba do Sul.
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Em 1988, trés mil litros de agua misturada com o6leo Ascarel, uma bifelina
policlorada (PCB) muito utilizada no Brasil e proibida em 1988, vazaram dos transformadores
da empresa Thyssen Fundicdes. Em 1989, mais um acidente rodoviario com um caminh&o
tanque, despejou metanol no rio Paraiba do Sul, na altura de Barra do Pirai.

Em margo de 2003, a bacia do rio Paraiba do Sul sofreu um dos piores acidentes
ambientais ocorridos no Brasil. O impacto ambiental provocado pelo vazamento de 1,2
bilhGes de litros de soda caustica, silicio, ferro, aluminio e titanio, usado no branqueamento
do papel de um reservatorio da Industria Cataguases de Papel foi incalculavel. As substancias
atingiram o ribeirdo Cagado e os rios Pomba e Paraiba do Sul, afetou ndo apenas o meio
ambiente, mas toda a economia da regido, deixando milhares de pessoas sem acesso a agua
para consumo. Acidentes de menores proporcdes, sob responsabilidade da mesma inddstria
ocorreram em 2006 com o vazamento de uma barragem de rejeito de bauxita e 2007 com o
rompimento da barragem despejando dois bilhGes de litros de lama de bauxita e sulfato de
aluminio que soterraram parte da cidade de Mirai (MG) e poluiu importantes afluentes do rio
Paraiba do Sul, principal fonte de dgua potavel para o estado do Rio (FIPERJ, 2009).

Em novembro de 2008, 8 mil litros do agrotoxico Endosulfan (ciclodieno
organoclorado) vazaram no rio Pirapitinga, afluente do Paraiba do Sul, proveniente da
empresa Servatis Agro & Fine Chemicals (Figura 10) sediada em Resende/RJ e pertencente a
BASF S/A. Segundo o Instituto Estadual do Ambiente (INEA), mais de 100 toneladas de
peixes foram mortos, em periodo de desova®. Ndo ha medicBes sobre danos & salde das

populacdes atingidas, mas o produto € altamente toxico, banido em diversos paises.

2 Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) é considerado
periodo de defeso a paralisacdo obrigatdria da pesca de um determinado recurso pesqueiro. A medida serve para
proteger a espécie nas fases vulnerdveis de seu ciclo de vida, ou seja, no periodo de pico da desova e do
recrutamento da espécie. A época de defeso para a bacia leste, que inclui a bacia do rio Paraiba do Sul, conforme
Instrugdo Normativa n°195 de 02 de outubro de 2008 refere-se ao inicio de novembro até o final de fevereiro.
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FIGURA 10. Empresa Servatis instalada no rio Paraiba dos Sul, responsavel pelo acidente em novembro/2008
com o derramamento de 8.000 litros do pesticida Endosulfan.
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FIGURA 11. Trecho do rio Paraiba do Sul atingido pelo acidente de novembro/2008. A seta vermelha indica o
local do acidente ocorrido em novembro/2008. As setas verdes indicam os reservatérios da Light S/A, sendo
Santa Cecilia a principal area atingida do presente estudo.

FONTE. Adaptado da Fundacdo Centro de Informagdes e Dados do Rio de Janeiro (CIDE), 2007.

A passagem da pluma contaminante de Resende/RJ, local do acidente, até a foz do rio
Paraiba do Sul no Distrito de Atafona/RJ, cerca de 800 km, alterou a rotina de varios
municipios correspondente a um contingente populacional de centenas de milhares de
habitantes, comprometendo a qualidade da agua desse importante sistema hidrico e
consequentemente, a fauna e flora aquatica fluvial e estuarina (Figura 12).
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FIGURA 12. Acidente rio Paraiba do Sul. A, B e C — Peixes mortos na UHE Ilha dos Pombos. D — Fémea
ovada morta no acidente. E — Animais recolhidos pela popula¢do. F — Animais recolhidos pela Light. G —
Hemorragia provocada pelo Endosulfan. H — Animais mortos na foz do rio Paraiba do Sul, Distrito de

Atafona/RJ.
FONTE: Light S/A.
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O altimo acidente registrado ocorreu em agosto de 2009, onde um vazamento de 6leo
da unidade carboquimica da Companhia Siderdrgica Nacional (CNS) em Volta Redonda/RJ,

atingiu o rio Paraiba do Sul.
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instalada no rio Paraiba do Sul em Volta Redonda/RJ, responsavel pelo acidente em agosto

de 2009.
FONTE. Revista Férum, 2009.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando a necessidade crescente de monitoramento e avaliagdo dos sistemas
hidricos, principalmente aqueles responsaveis por abastecimento de agua a populagéo, faz-se
presente este estudo sobre o rio Paraiba do Sul, um dos sistemas I6ticos mais utilizados do
Brasil, situado entre os maiores centros urbano-industriais do pais, sofrendo alteracfes de
origem antrdpica ao longo dos ultimos séculos.

Quatro grandes reservatdrios foram construidos para producao de energia hidrelétrica
neste sistema, dois no trecho superior (Paraibuna e Santa Branca), um préximo do limite entre
0 trecho médio-superior e médio-inferior (Funil, inclui Santa Cecilia), e o outro nas
proximidades do limite entre o trecho médio-inferior e o trecho inferior (Ilha dos Pombos).
Além de sua importancia no suprimento de energia elétrica, o sistema € o maior responsavel
pela 4gua que abastece o Rio de Janeiro. Através das usinas e reservatorios, passam 96% da
agua que é distribuida na Regido Metropolitana.

A intensa urbanizacdo e industrializacdo sdo grandes causadores dos efeitos negativos
na agua e nos habitats, onde a precariedade do saneamento basico (esgotamento sanitario e
residuos solidos), o uso de efluentes para escoamento de residuos industriais, 0 desmatamento
da vegetacdo riparia e uso indiscriminado de insumos agricolas contribuem para que, grande
quantidade de material seja carreado, entre eles agentes quimicos, diminuindo
significativamente a qualidade dos recursos hidricos. Estes contaminantes podem permanecer
ativos no meio ambiente por longos periodos, sendo conhecidos por Poluentes Persistentes
Organicos (POPs), devido a alta resisténcia a degradacdo quimica e bioldgica. A combinacéo
entre a baixa solubilidade em &gua e a alta capacidade de adsorcdo na matéria organica leva
ao acumulo desses compostos ao longo da cadeia alimentar, afetando ecossistemas e
representando um grande risco para saude publica.

Para indicar as possiveis causas dos impactos e propor medidas que amenizem
futuramente os mesmos sobre a fauna ictia, sdo necessarios estudos que demonstrem as
implicacdes da acdo sinérgica provenientes da contaminacdo ambiental, sobrepesca, perda de
habitats, entre outros.

A Ecotoxicologia pode reforcar, aprofundar e apontar uma previsdao sobre 0s
potenciais efeitos dos poluentes dentro de um ecossistema, fornecendo resultados mais

especificos do que aqueles presentes em monitoramento convencionais.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade da agua dos reservatorios llha dos Pombos, Santa Cecilia e Santa
Branca, através do biomonitoramento, utilizando biomarcadores de contaminagdo ambiental

em Pimelodus maculatus (Mandi) e Oligosarcus hepsetus (Bocarra).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Utilizar biomarcadores somaticos para avaliar a condicdo de saude dos peixes;

= Utilizar biomarcadores histopatologicos em 6rgdos alvos (figado e branquias) para
avaliar os efeitos agudos e cronicos dos poluentes;

= Utilizar biomarcadores bioquimicos para avaliar o efeito neurotoxico e o equilibrio
oxido-redutor da célula;

= Realizar andlises fisico-quimicas na agua e correlaciona-los aos fatores bidticos dos
reservatorios;

= Levantar os principais problemas de saide das populagdes de peixes de reservatorios
da concessionaria de energia LIGHT S/A no Rio Paraiba do Sul;

= Gerar dados para biomonitoramentos futuros.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. COLETA

Os espécimes foram coletados a montante das trés UHES, sendo llha dos Pombos/MG,
Santa Cecilia/RJ e Santa Branca/SP, nos meses de Junho/2008 e Fevereiro/2009.

Utilizou-se, em média, 15 pontos de coleta em cada reservatorio durante os dois
periodos de campo, marcados com o auxilio do Sistema de Posicionamento Global (GPS).

O método de captura empregado foi redes de espera com malhas de 3 a 8 centimetros
entre nds opostos, com comprimentos de 10 e 30 metros e alturas variando de 1,3 a 1,7
metros. Estas ficaram expostas durante 24 horas, com despescas a cada 8 horas, durante 3 dias

em cada um dos reservatoérios das UHEs.

5.2. PROCEDIMENTOS INICIAIS

Imediatamente apos a coleta os peixes foram acondicionados em caixas isotérmicas,
com constante aeracao e transportados aos laboratorios das UHEs.

Os peixes foram anestesiados com Benzocaina, um éster etilico do acido p-
aminobenzoico (PABA). Em seguida, os individuos foram medidos (em 0,1cm) comprimento
total (CT) e comprimento padrdo (CP), pesados (em 0,1 g) e determinado o sexo. O figado de
cada animal foi também pesado.

Foram coletados amostras de figado, mdsculo axial e arcos branquiais para analises.
5.3. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Os parametros fisico-quimicos foram obtidos durante as coletas através da Sonda YSI
modelo 650 mds. Os dados coletados foram pH, temperatura, oxigénio dissolvido (em
porcentagem e em miligramas), salinidade e turbidez.

5.4. BIOMARCADORES SOMATICOS

O fator de condicéo foi calculado segundo a férmula: Kr = (W / L%) x 100. Sendo que:
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Kr = Fator de condicdo de Fulton
W = Peso corporal em gramas

L = Comprimento corporal total em centimetros

O fator de condicdo utilizado neste estudo foi o Fulton (Kg), embora o fator mais
preciso € o alométrico (6). No entanto, para determinar o coeficiente de regressdo alométrico,
é necessario ter informacdes que acompanhe os peixes desde juvenis a fase adulta. Quando
estas informacdes ndo estdo disponiveis, recomenda-se utilizar o fator de condicao de Fulton
com coeficiente de regressédo, em qualquer situagéo, fixo e igual a 3,0.

O indice hepatossomatico foi calculado segundo a formula: IHS = (P gigado / P peixe) X
100.

Os dados foram logaritimizados com o objetivo de homogeneiza-los.

5.5. BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

5.5.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Figado e branquias dos animais coletados foram fixados em ALFAC (etanol, formol e
acido acético), desidratados e incluidos em Paraplast (Sigma®©), o indice de lesbes utilizado
na avaliacdo do material foi descrito por Bernet et al. (1999).

As mudancas patologicas de figado foram analisadas de acordo com a presenca das
alteracOes considerando: necroses, respostas inflamatorias, vacuolizagGes, centros de melano-
macrofagos, neoplasias, diferenciacGes teciduais e parasitos para figado. Para branquias foram

considerados: aneurismas, fusGes lamelares, neoplasias, hiperplasias e parasitos.

5.5.2. Indice de Bernet

Fator de importancia (w)

Cada alteragdo possui um fator de importancia (w) que varia de 1 a 3 (Tabela 1). A
relevancia de uma lesdo depende de sua importancia patoldgica, ou seja, como afeta a funcéo

do drgéo e a capacidade do peixe para sobreviver:
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1- Importancia patologica minima, a lesdo é facilmente reversivel quando a exposicéo
ao irritante é cessada;

2- Importancia patolégica moderada, a lesdo é reversivel na maioria dos casos se 0
estressor é neutralizado;

3- Importéncia patologica marcada, a lesdo geralmente é irreversivel, levando a perda

parcial ou total da funcdo do 6rgéo.

TABELA 1. Fator de importancia (w) de cada lesdo em figado e branquias.

FIGADO Necrose Resposta Vacuol. CMM Neoplasia D|fer_e heia. Parasito
Infla. Tecidual
Fator de
importancia 3 2 2 2 3 3 2
(w)
. Fusbes . . . .
BRANQUIAS Aneurisma Lamelar Neoplasia Hiperplasia Parasito
Fator de
importancia 3 2 2 2 3

W)

Valor de Pontuacao

Cada individuo tem um valor de pontuacdo variando de 0 a 6, dependendo do grau de
extensdo da alteracéo:

0 - Sem mudancgas;

2 - Leve ocorréncia;

4 - Ocorréncia moderada;

6 - Ocorréncia severa (lesdo difusa).

Calculo Matematico dos Indices das L esdes

1) O fator de importancia (w) é multiplicado pelo valor de pontuacdo de cada
alteracéo.

Ex: Individuo 1— Possui necrose (w = 3) x Pontuacéo (a = 2 leve ocorréncia®) = indice 6

3 Comparando individuos da mesma espécie coletados na mesma area.
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2) Os valores obtidos da multiplicacdo de todas as alteragcbes em cada individuo s&o
somados.

Ex: Individuo 1— Necrose (1=6) + Rl (4) + Vacuolizacéo (4) + CMM (4) + Neoplasia
(6) + Diferenciacao tecidual (6) + Parasito (4) = indice 34

3) Individuos com maiores indices de lesdes apresentam maiores alteragdes
(quantidade e qualidade).

4) A média do somatdrio dos indices individuais aponta a ocorréncia de alteracdes
dentro de todos os animais de uma amostra, permitindo uma estimativa da ocorréncia de
alteragBes em uma area e/ou unidade populacional..

O indice de Bernet (1999) ¢ calculado segundo a formula:

I org = X rp )y alt (a org rp alt W orgrp alt)

Sendo:
| org = indice do 6rgéo avaliado (Figado, branquia, rim e pele);
rp = Padrédo de reacdo (rpl: disturbios circulatorios, rp2: alteracdes regressivas
(necroses), rp3: mudangas progressivas (hiperplasias), rp4: inflamacdes (infiltracdes),
rp 5: tumor (neoplasia);
alt = Alterac6es encontradas;
a = Valor de Pontuacéo;

w = Fator de importancia.
5.5.2. Contagem dos centros de melano-macrofagos

Os centros de melano-macrofdgos foram contados através do sistema-teste
quadriculado acoplado a uma das oculares do microscépio com érea total de 1 mm? sendo
que cada quadradinho possui 0,01 mm? de &rea. Foram analisados 15 campos aleatoriamente

em cada uma das laminas selecionadas (método RABITTO et al., 2005).
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As laminas selecionadas referem-se aos 6 primeiros individuos de cada ponto
(reservatorio Ilha dos Pombos, Santa Cecilia e Santa Branca) da espécie Pimelodus maculatus

nos dois periodos de coleta (junho/2008 e fevereiro/2009).

5.5.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As branquias dos peixes foram fixados em Glutaraldeido 2,5%, Paraformaldeido 2%,
CaCl; 2,5 mM, NaCl em tampdao cacodilato 0,1 M pH 7,2-7,4, lavadas, desidratadas em etanol
(Merck®), submetidas ao ponto critico (CO;) e metalizadas (Protocolo Anexo ).
Posteriormente, analisadas em microscopio eletronico de varredura (Scanninig Electron
Microscope) JEOL JSM — 6360LV.

5.6. BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Para as analises bioguimicas, utilizou-se, 0 seguinte procedimento para todas as
amostras:

1) Descongelar as amostras;

2) Pesar e separar 100 mg de figado de cada individuo. Para musculo, utiliza-se 50
mg do tecido.

3) Homogeneizacdo das amostras em solucdo tampdo pH 6,5 para catalase e GST.

Tampdo 7,0 para colinesterase. Para LPO, utiliza-se metanol.

5.6.1. Colinesterase

Fragmentos de musculo axial (50 mg) foram homogeneizados em 1 ml de tampéo
fosfato (pH 7,0) e centrifugados a 10 RPM (4°C) por 20 min. O sobrenadante foi utilizado
como fonte de enzima. A atividade colinesterésica foi analisada de acordo com Ellman et al.
(1961), com adaptacOes para a microplaca (Silva de Assis, 1998). A concentragcdo de

proteinas do musculo foi determinada segundo o método de Bradford (1976).
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5.6.2. Catalase

Fragmentos de figado (100 mg) foram homogeneizados em 1 ml de tampé&o fosfato
(pH 6,5) e centrifugados a 10 RPM (4°C) por 20 min. O sobrenadante foi utilizado como
fonte de enzima. A atividade da catalase foi analisada de acordo com Aebi, H. (1974). A

concentracdo de proteinas do figado foi determinada segundo 0 método de Bradford (1976).

5.6.3. Glutationa S-Transferase (GST)

Fragmentos de figado (100 mg) foram homogeneizados em 1 ml de tampdo fosfato
(pH 6,5) e centrifugados a 10 RPM (4°C) por 20 min. O sobrenadante foi utilizado como

fonte de enzima. A atividade da GST foi analisada de acordo com Kenn et al. (1976).

5.6.4. Lipoperoxidacédo (LPO) — microplaca

Fragmentos de figado (100 mg) foram homogeneizados em 1 ml de 30% gelado (1:10)
e centrifugados a 10 RPM (4°C) por 30 min. A LPO foi analisada de acordo com Jiang et al.
(1992).

5.7. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

O tratamento estatistico dos dados foi realizado por ANOVA néo-paramétrica de uma
via para analises de variancias para comparacdo entre as médias obtidas para as espécies e
para 0s reservatérios, no caso dos parametros fisico-quimicos. Logo depois, os dados foram
analisados pelo teste Bonferroni para comparar os grupos. O nivel de significancia
considerado foi 0,05.

O software utilizado nas andlises estatisticas foi 0 GraphPad Prism® versédo 5.00 de
2007.



6. RESULTADOS

6.1. INDIVIDUOS COLETADOS
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Foram coletadas a montante das trés UHEs Ilha dos Pombos/MG, Santa Cecilia/RJ e

Santa Branca/SP, nos meses de Junho/2008 e Fevereiro/2009, um total de 79 especimes,

sendo 53 individuos na 1% coleta (Junho/2008) e 26
(Fevereiro/2009).

individuos na

22 coleta

TABELA 2. Numero de individuos coletados por espécie em cada reservatorio na 12 coleta,
periodo de 17-24 de Junho de 2008.

PERIODO AREA (UHE) ESPECIES |
Pimelodus Oligosarcus
maculatus hepsetus

17-19 Ilha dos Pombos 10 7
20-22 Santa Cecilia 16 9
23-24 Santa Branca 7 3

TABELA 3. Numero de individuos coletados por espécie em cada reservatorio na 22 coleta,
periodo de 10-19 de Fevereiro de 2009.

PERIODO AREA (UHE) ESPECIES |
Pimelodus Oligosarcus
maculatus hepsetus

17-19 Ilha dos Pombos 2 1
14-16 Santa Cecilia
11-13 Santa Branca 20 3

6.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

As médias dos parametros fisico-quimicos obtidos durante as coletas através da sonda

YSI nas duas fases de coleta estdo apresentados na Tabela 4 e 5.
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TABELA 4. Resultados das médias dos parametros fisico-quimicos amostrados nos
reservatorios no periodo de junho/2008.

T(*C) rH 0D % 0D ¢mg/L)  Salirdidade* Tuxhider
o 2094 743 68,50 6,12 003 10970
Pombos
Sarta Cecilia 2143 760 4258 376 004 1354
Sarta Bramca 2041 718 4764 432 002 742

* Salinidade medida em partes por trilhdo (ppt).

TABELA 5. Resultados das médias dos parametros fisico-quimicos amostrados nos
reservatorios no periodo de fevereiro/20009.

T(*°C) rH 0D % 0D ¢ng/L) Saliridade Tuxrbidez
Tha dos
Dbt 2402 7,72 11847 997 000 6,59
Sarta Cecilia
Sarta Branwca 2643 831 11070 893 001 394

* Salinidade medida em partes por trilhdo (ppt).

A temperatura média observada no periodo de junho/2008 foi aproximadamente 21°C,
apresentando uma diferenca de 0,5°C entre os reservatorios Ilha dos Pombos com média de
21°C, Santa Cecilia 21,5°C e Santa Branca 20,5°C (Tabela 4). O periodo de fevereiro/2009
apresentou médias de temperatura mais altas, em torno 24°C no reservatério Ilha dos Pombos
e 26,5°C no reservatério Santa Branca (Tabela 5). As é&reas amostradas apresentaram
diferencas significativas para temperatura entre os periodos de coleta, onde p<0,05 (Figura
13).

O Potencial Hidrogenibnico variou 7,4 a 7,7 entre os reservatorios e 0s periodos de
campo (Tabela 4). Porém, o reservatério de Santa Branca apresentou a maior média em
relacdo aos demais reservatorios no periodo de fevereiro/2009 com pH=8,3, levemente
alcalino (Tabela 5), sendo estatisticamente significativo com p<0,05 (Figura 13).

A condicdo de oxigenacdo da agua, tanto em porcentagem quanto em miligramas,
apresentou similaridades, indicando a segunda fase de campo com uma maior oxigenacdo da
agua nos dois reservatorios. A menor média de oxigénio (mg/L) foi encontrada em Santa
Branca no periodo de junho/2008. A diferenca de oxigenacdo dos reservatorios llha dos

Pombos e Santa Branca entre junho/2008 e fevereiro/2009 foi significativa.
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A salinidade da &gua apresentou médias mais baixas na segunda fase de campo
(Tabela 5) para os reservatorios, sendo estatisticamente significativas no reservatorio llha dos
Pombos entre os periodos de junho/2008 e fevereiro/2009 (Figura 13).

A turbidez da agua foi o parametro fisico-quimico que mais apresentou variacdes
(Tabela 4 e 5), tanto entre os reservatérios, quanto para os periodos. As diferencas mais
significativas apareceram novamente no reservatorio Ilha dos Pombos (p<0,05) (Figura 13),
destacando-se a turbidez no més de junho/2008 (média=109,7 UNTS).
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FIGURA 14. Médiat erro padrdo. A - Temperatura. B — pH. C - Porcentagem de oxigénio dissolvido (%). D -
Quantidade de oxigénio (miligramas). E — Salinidade. F - Turbidez da agua nos reservatérios llha dos Pombos
(IP), Santa Cecilia (SC) e Santa Branca (SB) durante os periodos de coleta (junho/2008 e fevereiro/2009). (*)
indica diferenca significativa (P<0,05).
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Segundo o Boletim de Monitoramento do Sistema Hidraulico do Rio Paraiba do Sul
(ANA, 2009), as vaz@es naturais observadas em fevereiro de 2009 foram superiores a média
histérica do periodo. No referente més, houve um aumento de 9,9% do volume do
Reservatério Equivalente da Bacia do Paraiba do Sul, que passou de 73,4%, no dia
31/01/2009, para 83,3%, no dia 28/02/2009. Houve aumento de volume util em todos 0s
reservatorios que compdem o Reservatorio Equivalente da Bacia do Paraiba do Sul (Figura

16).
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FIGURA 15. Vaz6es medidas no reservatorio Santa Cecilia nos periodos de janeiro/2008 a fevereiro/2009.
FONTE: Boletim de monitoramento dos reservatérios do sistema hidraulico do rio Paraiba do Sul da Agéncia

Nacional de Aguas, 2009.

Pode-se observar na figura 16 que houve picos de vazBes no reservatorio de Santa
Cecilia/RJ nos dias proximos a 14 de fevereiro/2009, coincidindo exatamente com a época de

coleta deste estudo, registrados na figura 17.
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FIGURA 16. Vazdes medidas no reservatorio Santa Cecilia no periodo de fevereiro/2009.

FONTE: Boletim de monitoramento dos reservatorios do sistema hidraulico do rio Paraiba do Sul da Agéncia
Nacional de Aguas, 2009.
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FIGURA 17. A. Vista da barragem da UHE Santa Cecilia em Junho/2008 (12 coleta). B - Vista da barragem da
UHE Santa Cecilia em Fevereiro/2009 (22 coleta). C — Vazdo elevada em Santa Cecilia obrigando a abertura das
comportas para evitar enchentes a montante da UHE. D — Vazdo do rio Paraiba dos Sul, notavelmente com a

altura muito proxima a ponte.
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Na Tabela 6, podem ser observadas as vazdes dos reservatdrios das UHEs do Sistema
Light, que quando comparados, destaca-se Santa Cecilia com as maiores médias de vazdo em
fevereiro/2009.

TABELA 6. Valores maximos de vazio defluente* médias diarias observadas em
fevereiro/2009.

Paraibuna Bat Jaguari Funil & an-t:a Resjara
ranca i (Cecilia Passos
Vaziao Natural
138 177 66 648 347 150

Meédia (m3/s)
FONTE: Boletim de monitoramento dos reservatorios do sistema hidraulico do rio Paraiba do Sul da Agéncia
Nacional de Aguas, 2009.

6.3. BIOMARCADORES SOMATICOS

O fator de condicdo foi similar em Pimelodus maculatus entre as areas amostradas e 0s
periodos de coleta. O mesmo ocorreu para o indice hepatossomatico (Figura 18).

Foi observada uma correlacdo positiva entre o peso corporal e o0 peso hepéatico dos
exemplares de Pimelodus maculatus (n= 55, R*= 0,7316 e p<0,05).
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FIGURA 18. A. Fator de condi¢do (FC) de Pimelodus maculatus coletados em junho/2008 e fevereiro/2009 em
trés reservatorios do rio Paraiba do Sul. Valores expressos em medianas e logaritimizados. B — Indice
hepatossomatico (IHS) médio de Pimelodus maculatus coletados em junho/2008 e fevereiro/2009 em trés
reservatorios do rio Paraiba do Sul. (*) indica diferenca significativa (p<0,05).

* Vazio defluente ou defluéncia é vazio total que sai de um reservatério em um determinado intervalo de tempo.
A vazdo defluente é igual a soma da vazdo turbinada mais a vazao vertida e a vazdo eventualmente existente. E
utilizada para outras finalidades que ndo a geragdo de energia elétrica, sendo neste caso, para abastecimento de
agua.
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O fator de condicdo da espécie Oligosarcus hepsetus apresentou diferencas nos
individuos capturados, sendo o menor FC encontrado no reservatorio Santa Branca/SP no
periodo de fevereiro/2009.

O indice hepatossomatico da espécie Oligosarcus hepsetus apresentou 0 maior IHS no
reservatorio Santa Cecilia/RJ no periodo junho/2008 (Figura 19).

Foi observada uma correlacdo positiva entre o peso corporal e o0 peso hepatico dos
exemplares de Oligosarcus hepsetus (n= 23, R’= 0,4555 e p<0,05).
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FIGURA 19. A. Fator de condi¢do (FC) de Oligosarcus hepsetus coletados em junho/2008 e fevereiro/2009 em
trés reservatorios do rio Paraiba do Sul. Valores expressos em medianas e logaritimizados. B — indice
hepatossomatico (IHS) médio de Oligosarcus hepsetus coletados em junho/2008 e fevereiro/2009 em trés
reservatdrios do rio Paraiba do Sul. (*) indica diferenga significativa (p<0,05).

6.4. BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

6.4.1. Avaliacdo Histopatoldgica

A analise histopatoldgica de figado e branquias de Pimelodus maculatus e Oligosarcus
hepsetus demonstrou que esses individuos encontram-se com o estado de saude afetado, em
nivel morfoldgico, em funcdo de substancias potencialmente poluidoras presente nos trés
reservatorios.

Os resultados das analises microscopicas apresentaram lesbes hepaticas na grande
maioria dos animais, das duas espécies em estudo.

As lesBes mais observadas no figado foram as necroses, presentes em quase 100% dos
individuos amostrados. Essas lesdes afetaram consideravelmente o 6rgao e em alguns casos,

houve a destruicdo quase total do tecido hepatico.
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Outras alteracGes foram encontradas, destacando-se as respostas inflamatdrias, com
grande incidéncia em todas as areas e nas duas espécies. Foram observados focos neoplasicos
em Pimelodus maculatus no reservatorio Ilha dos Pombos no periodo de fevereiro/20009,
individuos que sobreviveram a passagem da pluma contaminante de Endosulfan.

Oligosarcus hepsetus apresentou infestagdo parasitaria no reservatério de Santa
Cecilia durante o periodo de junho/2008, com 100% dos individuos afetados (Tabela 6).

Os resultados da avaliagdo histopatoldgica das lesbes encontradas no figado sdo
demonstrados nas tabelas 6 e 7 por ocorréncia de cada lesdo por espécie nas areas amostradas

nos periodos de coleta.

TABELA 7. Ocorréncia de lesdes em figado de Pimelodus maculatus e Oligosarcus hepsetus
nos trés pontos de coleta em junho/2008.

Lesies enconiradas em figado na 1* coleta/Junho 2008

Pimelodusmaculatus Oligosarcus hepsetus
IP SC SB 1P SC SB

Necrose 1010y 1316y 7 | 67 9(9) 33
Resposta inflam atoria 810y 13¢16) 3T | 4D 409) 1(3)
Vacuolizagio 0oy 46y 0@ | 0 0@ 03

Centro de melano-macréfago 9(10) 14016) 77 | 3D 3% 003

Melano macréfago livee 0oy odey o | om 0@ 0@
Neoplasia 1oy ode)  o@m | o 1@ 0G)
Diferenciagéotecidual 0oy 616y 3@ | o 0@ 0@
Parasito ooy 1dé o | 4am w2

IP= 1lha dos Pombos; SC= Santa Cecilia; SB= Santa Branca.

TABELA 8. Ocorréncia de lesdes em figado de Pimelodus maculatus e Oligosarcus hepsetus
nos trés pontos de coleta em fevereiro/2009.

Lesies encontradas em figado na 2* coleta/Fevereiro 2009

Pimelodusmaculatus | Oligosarcus hepsetus

1P SC  SB IP SC SB
Necrose 3@ 0 @0 1Ay 0@ 33)
Resposta inflam atéria 33 0@ 12@0)| oy 0@ 1@
Vacuolizagio 33 0@ 10en| oy 0@ 1)
Centrode melano-macréfage 33 0@ 0@20) | 0@y 0@  0@3)
Melano macréfago livre 33 0@ o0em | oy 0@ 0@
Neoplasia 33 0@ o0en | oy 0@ 0@
Dif erenciagio tecidual 33 0@ 0eo | oy 0@ 1@
Parasito 33 00 0em | 1y 0@ 0@

IP=Ilha dos Pombos; SC= Santa Cecilia; SB= Santa Branca.
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FIGURA 20. Microscopia Optica em figado de Pimelodus maculatus. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE).
Cortes com 5um de espessura. A — Tecido sem alteragdes. Parénquima hepatico (h). A seta indica o nicleo dos
hepatécitos. B — Individuo muito comprometido do reservatério Ilha dos Pombos/MG (junho/2008). Necroses
(n). Centros de melano-mecrofagos (cmm). C — Tecido hepéatico com pancreas difuso (pd). D — Vacuolizacéo
(v) em individuo do reservatdrio Santa Cecilia/RJ (junho/2008). E — Resposta inflamatéria (ri) em individuo do
reservatorio Santa Cecilia/RJ (junho/2008). F — Individuo comprometido do reservatdrio llha dos Pombos/MG
(fevereiro/2009). Grande incidéncia de necroses (n). G ¢ H — Individuos comprometidos do reservatério Santa
Branca/SP (fevereiro/2009). Corddes sinuséides dilatados (s). Hemorragia (he). (ABCEGH. Barra = 100um.
DF. Barra = 20um).
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FIGURA 21. Microscopia éptica em figado de Oligosarcus hepsetus. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE).
Cortes com 5um de espessura. A - Necroses (n) em individuo do reservatorio llha dos Pombos (junho/2008).

B — Necroses (n). Corddes sinusdides dilatados (s) em individuo do reservatério llha dos Pombos (junho/2008).
C - Tecido hepético com péncreas difuso (pd). Parénquima hepético evidente (h). A seta indica o nlcleo do
hepatécito. D — Neoplasia (n) em individuo do reservatério Santa Cecilia (junho/2008). d — Neoplasia (n).
(Barra=20um). E — Parasitos (pt) em individuos do reservatério Santa Cecilia (fevereiro/2009). F — Necroses (n)
em individuo do reservatério Ilha dos Pombos (fevereiro/2009). G - Diferenciacdo tecidual (dt) e cordBes
sinusoides dilatados. Barra = 100um.
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As lesdes mais comumente observadas nas branquias foram os aneurismas, dilatagdes
de capilares sanguineos nas extremidades das lamelas secundarias, presentes mais
frequentemente no periodo de fevereiro/2009, destacando-se o0 reservatério Santa Branca,
onde Pimelodus maculatus e Oligosarcus hepsetus apresentaram 100% dos individuos
afetados.

Outras alteracbes foram encontradas, entre elas, as fusdes lamelares em Pimelodus
maculatus no periodo de fevereiro/2009. Foram observados focos neoplasicos em Pimelodus
maculatus no reservatdrio Ilha dos Pombos no periodo de fevereiro/2009, individuos que
sobreviveram a passagem da pluma contaminante de Endosulfan (Figura 22F). No entanto, no
mesmo periodo, observou-se focos também no reservatério Santa Branca, entretanto, este
encontra-se a montante do local de vazamento do pesticida.

Larvas de parasitas ocorreram em alta freqiiéncia nas branquias dos individuos
amostrados em todas as areas. Fato que pode estar contribuindo para o comprometimento das
fungdes branquiais.

Os resultados da avaliacdo histopatologica das lesGes encontradas nas branguias sao
demonstrados nas tabelas 8 e 9 por ocorréncia de cada lesdo por espécie nas areas amostradas

nos periodos de coleta.

TABELA 9. Ocorréncia de lesdes em branquias de Pimelodus maculatus e Oligosarcus
hepsetus nos trés pontos de coleta em junho/2008.

Lesbesenconiradas em hringuiasna 1% coleta/Junho 2008

Pimelodus maculatus Oligosarcus hepsetus

IP SC SB IP SC SB
Aneutismas 210 5de) 1) 0@ 3@ 13)
Fusiol amelar 110y 16y  0(7) 0 0®) 03
Neoplasia 00y 26y 0@ | 0y 0@ 03
Hiperplasia 010y 616 1@ | 0@ 0@ 0B
Parasitos 500 606 1@ | o 29) 0@

IP= 1lha dos Pombos; SC= Santa Cecilia; SB= Santa Branca.
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TABELA 10. Ocorréncia de lesbes em branquias de Pimelodus maculatus e Oligosarcus
hepsetus nos trés pontos de coleta em fevereiro/2009

Lestesenconiradas em brinquiasna 2° coleta/Junho 2008

Pimelodus maculatus Oligosarcus hepsetus

1P SC SB 1P SC  SB
Aneurismas 22) 0@ 0D | 1) 0@ 33
FusioLamelar 22 0@ 12@Q0) | 0y 0@ 1)
Neoplasia 2@ 0@ 10@D | o)y 0@ 1G3)
Hiperplasia 2@ 0@ o@D [ o) 0@ 0@
Parasitos 2(2) 0(0) 0(20) (1) 00)  0@3)

IP= 1lha dos Pombos; SC= Santa Cecilia; SB= Santa Branca.
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FIGURA 22. Microscopia Optica em branquias de Pimelodus maculatus. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE).
Cortes com 5um de espessura. A — Tecido sem alteracBes (junho/2008. Lamela priméaria (Ip) e lamelas
secundarias (Is). B — Aneurismas (a) em individuo do reservatério Santa Branca/SP (junho/2008). Vaso
sanguineo (vs). b — Aneurismas (a) (Barra=20 pm). C — Parasita (p) em individuo de Santa Cecilia/RJ
(junho/2008). D — Fusdo lamelar (fl) em individuo do reservatorio Santa Cecilia/RJ (junho/2008). E — Secrecéao
de muco (sm) em individuo do reservatorio Santa Cecilia/RJ (junho/2008). F — Neoplasia (np) em individuo
muito comprometido do reservatdrio llha dos Pombos/MG (fevereiro/2009). G - Tecido sem alteragGes
(fevereiro/2009). H — Aneurismas (a) em individuo do reservatorio Santa Branca/SP (fevereiro/2009). (ABCG
Barra = 100um. DEF Barra = 20um).
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: - L
FIGURA 23. Microscopia éptica em branquias de Oligosarcus hepsetus. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE).

Cortes com 5um de espessura. A — Parasitas (p) em individuo do reservatério Santa Cecilia/RJ (junho/2008).
Lamela primaria (Ip) e lamelas secundéarias (Is). B — Aneurismas (a) em individuo do reservatério Santa
Cecilia/RJ (junho/2008). C — Aneurismas (a). D — Neoplasia (np) em individuo do reservatério llha dos
Pombos/MG (fevereiro/2009). Barra = 100um

6.4.2. Indice de Bernet

As meédias encontradas nas lesdes do figado e branquias das espécies Pimelodus
maculatus e Oligosarcus hepsetus nas areas amostradas durante os periodos de coleta séo

apresentadas nas figuras 24 e 25.
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FIGURA 24. Médias encontradas para o indice de Bernet nas coletas de junho/2008 e fevereiro/2009 para
Pimelodus maculatus (Mandi).
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FIGURA 25. Médias encontradas para o indice de Bernet nas coletas de junho/2008 e fevereiro/2009 para
Oligosarcus hepsetus (Bocarra).

Estatisticamente ndo houve diferenca significativa nas lesdes encontradas no figado de
Pimelodus maculatus entre as UHEs e entre as coletas, indicando comprometimento
semelhante da saude desses animais. No entanto, diferencas significativas foram observadas
nas lesbes em branquias de Pimelodus maculatus entre junho/2008 e fevereiro/2009 na UHE
Ilha dos Pombos e UHE Santa Branca (Figura 26).

Diferencas significativas foram encontradas para a espécie Oligosarcus hepsetus em
lesbes do tecido hepatico entre junho/2008 e fevereiro/2009 na UHE Ilha dos Pombos e UHE
Santa Cecilia.

Entretanto, ndo houve diferenca significativa nas lesbes encontradas nas branquias de

Oligosarcus hepsetus.
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FIGURA 26. indice de Bernet nas coletas de junho/2008 e fevereiro/2009 para Pimelodus maculatus (Mandi).
(*) indica diferenca significativa (p<0,05).
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FIGURA 27. indice de Bernet nas coletas de junho/2008 e fevereiro/2009 para Oligosarcus hepsetus (Bocarra).
(*) indica diferenca significativa (p<0,05).

6.4.3. Contagem dos Centros de Melano-macrofagos

O resultado da contagem de centros de melano-macrofagos no figado de Pimelodus
maculatus pode ser visualizado na Figura 28.

Na analise dos centros de melano-macrofagos em Pimelodus maculatus pode-se notar
enormes areas, normalmente ndo observados em outros animais, destacando os individuos da
primeira fase de campo (Figura 28).

No figado, os CMMs quando corados com HE apresentam uma coloragdo variando
entre o marrom claro e o amarelo. Os dois pigmentos mais frequentes nas alteracdes
patoldgicas sdo a melanina e a hemosiderina. No entanto, uma nova coloracéo foi sugerida
como contraprova.

A nova coloragdo foi realizada no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, no Departamento de Anatomia Patoldgica, Setor de Coloracdo Especial pelo técnico
Mauricio de Oliveira. O material foi corado com Tricdmio de Masson e o resultado foi

positivo para melanina.
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FIGURA 28. Microscopia Optica em figado de Pimelodus maculatus. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE).
Cortes com 5um de espessura. A — Centros de melano-macrofagos (cmm) em individuo do reservatério Ilha dos
Pombos (junho/2008). Tecido pancreatico difuso (pd). Parénquima hepatico (h). B — Centros de melano-
macrofagos em individuo do reservatério llha dos Pombos (junho/2008). C — Centros de melano-macrofagos em
individuo do reservatdrio Santa Cecilia/RJ (junho/2008). D — Centros de melano-macrofagos em individuo
organismo do reservatério Santa Branca/SP (fevereiro/2009). Necroses (n). Sinusdides (s). Barra = 100um.

O reservatorio de Santa Cecilia (junho/2008) apresentou os individuos com as maiores
éreas (mm?) de centros de melano-macrofagos, entretanto diferencas estatisticas ndo foram

encontradas.

Centros de Melano-Macrofagos

30- em Pimelodus maculatus

Il 7
: 7
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FIGURA 29. Ocorréncia de centros de melano-macrofagos (CMM) no figado de Pimelodus maculatus nos
periodos de coletas de junho/2008 e fevereiro/2009 nas &reas amostradas. (P = 0,0782; F = 2,446).
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6.4.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises ultraestruturais do tecido branquial das espécies Pimelodus maculatus e
Oligosarcus hepsetus confirmaram as alteragdes observadas no estudo histopatoldgico.

Nos representantes da espécie Pimelodus maculatus, pode-se notar uma proliferacéo
celular entre as lamelas secundérias (Figura 30A), a presenca de parasito (Figura 30C) e
neoplasia (Figura 30E). Além dessas alteracBes, também observadas em microscopia de luz,
os resultados das analises a nivel estrutural indicam grande incidéncia de alteragdes no
epitélio branquial (Figura 30B/D).

Nos representantes da espécie Oligosarcus hepsetus, pode-se notar em maior
intensidade a proliferacdo de células do epitélio e fusdes lamelares (Figura 31B/C). Alteragdes
essas, ndo verificadas em microscopia de luz.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) também possibilitou a visualizacdo de
um tecido sem alteracdes, das lamelas primarias e secundarias bem definidas, bem como a
superficie epitelial bem organizada para ambas espécies representadas pelas figuras 30F e
31A/D. A andlise ultraestrutual permitiu ainda, observar as diferencas morfolégicas no tecido

branquial entre as espécies estudadas.
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FIGURA 30. Microscopia eletronica de varredura (MEV) em branquias de Pimelodus maculatus. A — Estrutura
das lamelas secundarias (Is) e lamela primaria (Ip). Proliferagdo celular (ce). B — Alteragdes no epitélio (ep).

C — Parasito (pt) nas lamelas secundérias (Is). ¢ — Parasito (pt). D — AlteracGes no epitélio (ep). E — Neoplasia
(np). e - Neoplasia (np). F — Tecido sem alteracdes (fevereiro/2009). Lamela priméaria (Ip). Lamelas
secundarias (Is).
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FIGURA 31. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) em branquias de Oligosarcus hepsetus. A —Tecido
sem alteracdes (junho/2008). Lamela priméria (Ip) e lamelas secundarias (Is). B — Proliferacdo do epitélio com
fusdo da lamelar (fl). C — Proliferacdo do epitélio com fusdo da lamelar (fl). D — Tecido sem alteracGes
(fevereiro/2009). Lamela priméria (Ip) e lamelas secundarias (Is). E — Panoramica da estrutura branquial da
espécie. F — Alteracdes do epitélio (ep).
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6.5. BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

6.5.1. Acetilcolinesterase

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) medida no musculo axial de Pimelodus
maculatus e Oligosarcus hepsetus e apresentou-se similar entre os individuos nas areas
amostradas no periodo de junho/2008. Entretanto, um aumento significativo na atividade da
enzima pode ser notado no periodo de fevereiro/2009, principalmente em Pimelodus
maculatus, com a maior atividade identificada reservatério llha dos Pombos, no periodo
posterior a passagem da pluma contaminante contendo Endosulfan. Porém, Santa Branca,
reservatorio a montante do local do vazamento, também apresentou acréscimo na atividade
em relacdo ao periodo anterior.

N&do foi observada correlacdo entre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em
musculo e o comprimento total (CT) nos exemplares de Pimelodus maculatus (n= 55, R*=
0,001 e p=0,8477). (Figura 32).

Oligosarcus hepsetus também apresentou atividade enzimatica superior no periodo de
fevereiro/2009. Contudo, ndo houve diferenca estatistica para a espécie.

Foi observada correlagdo negativa entre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em
musculo e o comprimento total (CT) nos exemplares de Oligosarcus hepsetus (n= 55, R’=
0,3367 e p<0,05). (Figura 33).

6.5.2. Catalase

A atividade da catalase (CAT) medida em Pimelodus maculatus (Figura 32) e
Oligosarcus hepsetus (Figura 33) apresentou-se similar entre os individuos nas areas
amostradas no periodo de junho/2008. Entretanto, um aumento significante na atividade da
enzima pode ser notado no periodo de fevereiro/2009, em ambas as espécies, com a maior
atividade relatada no reservatério Santa Branca. Entretanto, o aumento da atividade foi

significante estatisticamente apenas para Pimelodus maculatus com p<0,05.
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6.5.3. Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da glutationa s-transferase (GST) medida em Pimelodus maculatus
apresentou-se muito semelhante entre os individuos e areas amostradas para ambos 0s
periodos (Figura 32).

Em Oligosarcus hepsetus (Figura 33) foi observado um declinio evidente na atividade
da GST em Santa Cecilia, Santa Branca (junho/2008) e Ilha dos Pombos e Santa Branca

(fevereiro/2009) com diferencas significativas (p<0,05).

6.5.4. Lipoperoxidacédo (LPO) — microplaca

A quantificacdo da lipoperoxidacdo (LPO) medida em Pimelodus maculatus (Figura
32) e Oligosarcus hepsetus (Figura 33) apresentou-se similar entre os individuos nas areas
amostradas no periodo de junho/2008. Entretanto, uma menor concentracdo da LPO pode ser
notada para a espécie Oligosarcus hepsetus no periodo de fevereiro/2009, embora ndo sendo

significativa estatisticamente.
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FIGURA 32. Resultados das analises bioguimicas para Pimelodus maculatus nos trés reservatoérios estudados,
onde IP=llha dos Pombos, SC=Santa Cecilia e SB=Santa Branca. A. Atividade da acetilcolinesterase. B.
Atividade da catalase. C. Atividade da glutationa s-transferase. D. Concentrag¢do de hidroperdxidos. (*) indica

diferenca significativa (p<0,05).
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FIGURA 33. Resultados das analises bioquimicas para Oligosarcus hepsetus nos trés reservatérios estudados,
onde IP=llha dos Pombos, SC=Santa Cecilia e SB=Santa Branca. A. Atividade da acetilcolinesterase. B.
Atividade da catalase. C. Atividade da glutationa s-transferase. D. Concentracdo de hidroperdxidos. (*) indica

diferenca significativa (p<0,05).
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7. DISCUSSAO

O estudo da biota atraves de monitoramento e avaliacdo dos sistemas aquéticos vem
alcancando grande importancia na deteccdo de impactos de origem antropica, pois apresenta-
se como uma metodologia bastante aceita no gerenciamento de recursos aquaticos, segundo a
hipotese que comunidades bidticas alteradas refletem impactos ou alteracBes causadas em
seus habitats (LOEB, 1994; SCOTT e HALL, 1997). Existem estudos onde comunidades de
peixes tém sido usadas neste sentido, pois a medida que seus habitats sdo modificados
observam-se também alteracbes na composicdo da comunidade (ANGERMEIR e KARR,
1984). A vantagem deste méetodo é que estas comunidades integram a totalidade de fatores
ambientais de um rio e, portanto, representam uma ferramenta de avaliagdo de qualidade,
rapida, econdmica e compreensiva (PALLER et al., 1996).

Estudos sobre a composicdo da ictiofauna do rio Paraiba do Sul indicam
Characiformes e Siluriformes com as familias mais abundantes (BRITSKI, 1972; BIZERRIL,
1994 e 1995; ARAUJO, 1983, 1995, 1996 e 2001). Segundo Bizerril (1994), os Siluriformes
apresentam maior numero de espécies no rio seguido pelos Characiformes, o que foi
observado neste estudo, onde Pimelodus maculatus (Siluriformes, Pimelodidae) foi mais
abundante e permitiu uma melhor avaliacdo da satde dos individuos, enquanto a espécie
Oligosarcus hepsetus (Characiformes, Characidae) foi menos abundante, dificultando a
andlise dos dados.

A diferenca entre 0 numero de animais capturados para as duas espécies ndo pode ser
associada com a diferenciacdo do esforco amostral, pois para ambas as espécies, areas
amostradas (UHES) e periodos (seca e cheia), o esfor¢co de pesca pode ser considerado
satisfatorio com aproximadamente 15 redes de espera na agua com trés a quatro despescas
diarias. Segundo o Instituto de Pesca/SP, dependendo da espécie objeto de captura, €
empregado um ou varios apetrechos de pesca com diferentes malhagens, no entanto, o
principal é a rede de espera, instalada na agua no final da tarde e retirada no inicio da manha.

O baixo N amostral encontrado neste trabalho, além de ser um reflexo das alteracdes
ambientais caracteristicas da area estudada, fato bastante descrito na literatura (ARAUJO,
1983 e 1996; RAMALHO et al 1999), também pode ser explicada pelas amostragens terem
sido restritas ao canal principal do rio, notadamente em suas margens, hipotese também

relacionada no trabalho de Aradjo et al, 2001.
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Pimelodus maculatus pertence a um género de peixes que realiza migracdes
reprodutivas em Varios sistemas léticos brasileiros (GODOY, 1962) para amadurecimento de
suas gbnadas, reproduzindo-se durante grandes enchentes. Para um bom sucesso reprodutivo,
faz-se necessario a ocorréncia conjunta de fatores, destacando-se cheias grandes e
prolongadas, temperatura elevada e permanente, e turbidez baixa (AZEVEDO, 1972). Esta
espécie também apresenta facil adaptacdo as aguas represadas e possui resisténcia as
variacGes ambientais.

Oligosarcus hepsetus foi caracterizada por ter um longo periodo reprodutivo,
fecundidade relativamente baixa, comprimento de primeira maturacdo gonadal precoce e
desova parcelada (GOMIERO et al., 2005). Ressalta-se a importancia das matas ribeirinhas
para o fornecimento e a manutencdo das condicdes bidticas e abiodticas favoraveis a espécie,
que apresenta dieta carnivora com diferenciacdo ontogenética, sendo que os individuos
menores sdo principalmente insetivoros e os maiores ictiéfagos (BOTELHO et al, 2007).

Pimelodus maculatus apresenta maior plasticidade trofica em relagdo a Oligosarcus
hepsetus. Espécies oportunistas podem ser vistas como uma expressdo da capacidade de
utilizar uma diversidade de recursos alimentares em condicGes adversas, onde espécies menos
tolerantes ndo seriam capazes de utilizar (TEIXEIRA et al., 2005).

Segundo Odum (1969), quando os recursos naturais sdo alterados, as espécies
especialistas sdo substituidas pelas oportunistas. Rougharden (1974) concorda com tal
hipbtese, quando afirma que peixes generalistas apresentam maior vantagem sobre 0s peixes
especialistas, o que também foi mencionado por Krebs (1985), que afirma que a grande
maioria das espécies tem pequena abundancia, provavelmente, devido a limitada
disponibilidade de alimento ou por ndo suportar a baixa qualidade da &gua causada por
alteracdes antropicas. Isto é uma indicacdo de que o ambiente embora bastante alterado pela
presenca de poluentes, ndo € fator limitante na ocorréncia das espécies, porém provavelmente
contribuiu para a baixa abundancia encontrada neste estudo.

Outro fator relevante para a variagdo no nimero de animais coletados para cada
espécie pode estar relacionado a hipdtese de que, apesar de ndo ocorrer uma definida
separagdo das unidades geogréficas do rio Paraiba do Sul devido a ampla diferenciacdo de
paisagens e dos habitats ao longo da bacia, é possivel que algumas especies apresentem
habitats preferenciais e restritos (TEIXEIRA et al., 2005).
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As variagOes das estagdes do ano também podem ser outro fator contribuinte para a
diferenga no nimero de individuos entre as duas espécies. Estudos apontam que durante o
periodo chuvoso (verdo), o numero de individuos distribuidos ao longo dos trechos do rio é
superior ao periodo de seca (inverno). Um estudo sobre as assembléias de peixes do rio
Paraiba do Sul (TEIXEIRA et al., 2005) aponta maior abundancia de espécies no periodo
chuvoso. Outro estudo realizado por Alves et al (2009) no Rio Grande do Sul demonstrou que
65% das espécies analisadas foram capturadas no verdo. A diferenca pode ser atribuida as
maiores temperaturas geralmente registradas no periodo, favorecendo o deslocamento da
maioria das espécies para alimentacao e reproducdo, conforme o registrado por Cerdeira et al.
(2000) que, estudando a pesca no baixo Amazonas afirmam que variacbes ambientais
favorecem migracges para reproducao e alimentacao.

As variacdes ambientais e inter-espécies podem estar contribuindo para o baixo
namero de animais coletados durante os periodos amostrais, mas também deve-se considerar
o derramamento quimico de Endosulfan que ocorreu em novembro/2008 durante o periodo
de estudo.

Uma falha em uma conexdo de um caminhdo-tanque dentro da empresa Servatis Agro
& Fine Chemicals provocou o vazamento de 8.000 litros do pesticida Endosulfan para o rio
Paraiba do Sul, sendo este um organoclorado persistente e de toxicidade conhecida. Segundo
a Light S/A foram retirados mais de 100 toneladas de peixes mortos no reservatorio llha dos
Pombos, a ultima UHE situada no rio Paraiba do Sul. Segundo o Laudo Técnico da Secretaria
Estadual de Meio Ambiente do Rio de Janeiro (em Anexo), mais 75 toneladas de peixes
foram incineradas no forno da Companhia Siderargica Nacional (CSN). Em decorréncia do
acidente e como medida preventiva, foi recomendada suspensdo da captacdo de agua no
Paraiba do Sul para as cidades imediatamente a jusante do local do acidente. Visando ainda
prevenir a contaminacdo do Rio Guandu, foi determinado o fechamento da comporta onde
ocorre a transposicdo de aguas do Rio Paraiba para aquele importante manancial. Com o
objetivo de mitigar os impactos do acidente, acelerando o processo de dispersédo da pluma de
contaminacéo, foi estabelecido a abertura das comportas da Represa de Funil, aumentando a
vazdo do Rio Paraiba do Sul. Ap6s comprovado que as concentragdes do Endosulfan
encontravam-se abaixo dos limites estabelecidos pela Portaria n° 518, do Ministério da Saude,
foi liberada a transposicdo de agua em Santa Cecilia para abastecimento da Regido

Metropolitana do Rio de Janeiro.



74

Conforme constatado, entre os dias 18 e 28 de novembro/2008, a pluma contaminante
migrou por mais de 400 km ao longo do Rio Paraiba do Sul, de Resende/RJ até sua foz, em
Sdo Jodo da Barra/RJ, provocando, em toda a sua extensdo, mortandade de espécies variadas
de peixes, atingindo tanto as de interesse econémico como aquelas de interesse ecologico,
associadas a cadeia trofica do ecossistema fluvial.

Além disso, registra-se o fato do acidente ter ocorrido no periodo reprodutivo da
ictiofauna, atingindo milhares de individuos em estagio avancado de maturacdo gonadal,
conforme Relatorio do Projeto Piabanha (SOUZA, 2008), comprometendo a reposi¢do dos
estoques pesqueiros para 0s proximos anos. Fato também percebido pelos 6rgdos ambientais
competentes, tais como Secretaria Estadual de Meio Ambiente do Rio de Janeiro e Instituto
Estadual do Ambiente (Inea) que como medida de compensatoria ambiental iniciaram o
“Programa de Recuperagdo da Fauna do Rio Paraiba do Sul” como a reposicdo artificial de
alevinos ao longo do canal.

Claramente, pode-se considerar 0 vazamento do pesticida um grande agravante e
contribuidor para o N amostral muito baixo registrado em fevereiro/2009. Conforme consta no
Relatério da Fundacdo Instituto de Pesca do Rio de Janeiro, com base em depoimentos de
pescadores e ribeirinhos, foram coletadas nas margens do rio cerca de 40 espécies nativas e
exoticas afetadas pelo Endosulfan, destacando-se Pimelodus maculatus e Oligosarcus
hepsetus.

Os pesticidas clorados podem ser introduzidos no organismo através da via cutanea,
digestiva e respiratdria. Porém, se 0 organismo absorve, numa Unica dose, elevada quantidade
de pesticida, a reacdo é imediata e 0s sintomas podem ser fatais (FLORES et al., 2004). A
toxicidade para Brachydanio rerio a CLso/96h (concentracdo letal para 50% dos individuos no
intervalo de 96 horas) é menor que 0,01 ppm (HASSANIE, 2008).

Além das diferencas fisiolégicas e comportamentais de cada espécie, e 0
derramamento de endosulfan na éarea de estudo, também existem outros fatores ambientais e
sociais que devem ser considerados na analise se monitoramento ambiental e que podem
ajudar a explicar o baixo nimero de examplares coletados para as duas espécies em estudo.

A variagdo sazonal do fluxo da &gua é outro fator estruturador das comunidades de
peixe dos rios (WOOTTON, 1992). Os maiores fluxos correspondem ao periodo do verdo
(chuvoso) e os menores ao inverno (seco). O periodo chuvoso apresenta certa regularidade,

iniciando-se geralmente em novembro e prolongando-se até o inicio do outono. Os maximos
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ocorrem em janeiro e, ocasionalmente, em marco (BARBIERE e KRONEMBERG, 1994).
Em um dos locais amostrados no trecho medio-inferior, as vazfes naturais observadas em
fevereiro/2009 foram superiores a media histérica do periodo, conforme o Boletim de
Monitoramento do Sistema Hidraulico do Rio Paraiba do Sul (ANA, 2009). Pode-se observar
picos de vazdes no reservatorio de Santa Cecilia/RJ nos dias proximos a 14 de fevereiro/2009,
época de coleta deste estudo, superando as meédias de vazdes de todos os reservatorios do
Sistema Light. Durante o periodo de chuvas, tal area tornou-se dificil de ser amostrada em
funcdo da limitacdo de acessibilidade.

No verdo, as maiores pluviosidades carreiam para o rio maior quantidade de material
aléctone, aumentando a disponibilidade de alimento. No entanto, em areas de intensa
atividade humana ocasiona aumento do material em suspensdo e facilita a dispersdo de
poluentes (TEIXEIRA et al., 2005), pois as particulas em suspensdo sdo 0s principais meios
de transporte para metais pesados, por exemplo, dentro do sistema Paraiba do Sul
(RAMALHO et al, 1999).

Tradicionalmente, a pesca na regido, de acordo com Torloni (1990), era exercida sobre
espécies abundantes, de grande e médio portes. Com a construcdo das grandes barragens, que
provocaram profundas modificacfes no ambiente e nas comunidades aquaticas, a composi¢do
das capturas recaiu principalmente sobre espécies de pequeno e médio porte, algumas
introduzidas e que melhor se adaptaram as novas condi¢des oferecidas pelos ambientes de
aguas paradas, dentre elas: lambaris e mandi. No entanto, em razdo dos barramentos dos rios,
desmatamentos nas encostas, poluicdo agroindustrial e doméstica, assoreamento, introducéo
de espécies aldctones (de outras bacias) e também o excesso de pesca em determinadas areas,
0s estoques de peixes tém se ressentido, ao longo dos anos, havendo diminuicdo em volume
(Instituto de Pesca de Sao Paulo, 2009).

Para se avaliar a qualidade ambiental como um todo, é preciso obter informacdes que
estejam integradas entre os fatores biodticos e abidticos que regem o funcionamento do
ecossistema. Entretanto, as analises das condic¢Ges fisico-quimicas apresentaram indmeras
diferengas, tanto entre os reservatorios das UHEs llha dos Pombos, Santa Cecilia e Santa
Branca como entre os periodos de coletas, o que era esperado. No entanto, deve-se destacar
que o reservatorio llha dos Pombos foi 0 que apresentou as maiores diferencas fisico-quimicas

em relacdo aos demais reservatorios. Isto pode ser explicado pelo fato deste localizar-se a
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jusante das demais UHESs, ao norte do Estado do Rio de Janeiro, no trecho inferior do rio
Paraiba do Sul, mais proximo a foz do rio.

Ecoregides tém sido definidas como unidades geogréficas que geralmente exibem
similaridades no mosaico dos recursos ambientais, ecossistemas e efeitos do homem
(BAILEY, 1983). Embora este conceito ainda ndo tenha sido aplicado no Brasil, uma
separagdo das condi¢cdes ambientais parece ocorrer ao longo do rio Paraiba do Sul. O trecho
superior, com altitude entre 500 e 1800 metros, onde se encontram as nascentes do rio,
apresenta clima tropical de altitude, declividade elevada e variavel, determinando o carater
dindmico do sistema fluvial. Tais condicionantes ambientais diferem do trecho relativamente
plano que compreende o meédio-superior e médio-inferior. Estes dois trechos apresentam
maior diversidade na fisiografia, com o rio apresentando desde meandros e areas planas
inundaveis. O clima é mesotérmico, com verfes quentes e chuvosos e invernos secos. O
trecho inferior caracteriza-se por apresentar um numero elevado de sistemas Iénticos com
pequena declividade e temperaturas elevadas.

Nos ecossistemas aquaticos continentais, a quase totalidade da propagacdo do calor
ocorre por transporte de massa d’agua. As maiores médias de temperatura foram registradas
em Santa Branca/SP no periodo de fevereiro/2009, favorecendo a reproducdo das espécies,
fato constatado por este estudo, onde dos 20 espécimes de Pimelodus maculatus amostrados,
80% apresentou estagio gonadal avancado.

A determinacdo do oxigénio dissolvido é de fundamental importancia para avaliar as
condi¢cdes naturais da agua e detectar impactos ambientais como eutrofizacdo e poluicédo
organica.

Do ponto de vista ecoldgico, o oxigénio dissolvido é uma varidvel extremamente importante,
pois € necessario para a respiracdo da maioria dos organismos que habitam o meio aquatico.
Geralmente o oxigénio dissolvido se reduz ou desaparece, quando a agua recebe grandes
quantidades de substancias organicas biodegradaveis encontradas, por exemplo, no esgoto
domeéstico e residuos industriais. Estes se caracterizam como fontes pontuais, localizadas e
bem identificadas, responséveis por significativa deplecdo do oxigénio nos cursos d’agua. No
caso dos esgotos industriais em particular, ainda a contribuicdo de metais e de diversas
substancias potencialmente poluidoras (JORDAO, 2006). As maiores médias de oxigénio
(dissolvido e porcentagem) foram observadas na segunda fase de coleta, provavelmente

atribuidas as grandes vazoes registradas no periodo.
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O Potencial Hidrogeniénico (pH) € usado para expressar o grau de acidez ou
basicidade de uma solugdo, ou seja, € o0 modo de expressar a concentragdo de ions de
hidrogénio. As medidas de pH sdo de extrema utilidade, pois fornecem inimeras informacdes
a respeito da qualidade da agua. Geralmente um pH muito acido ou muito alcalino esta
associado & presenca de despejos industriais (JORDAO, 2006). No entanto, o pH encontrado
nos reservatorios das UHEs foi de aproximadamente 7,5 em média, valor considerado
satisfatorio segundo a Resolugdo do CONAMA 357/2005.

A turbidez € a quantidade de material particulado ndo dissolvido, encontrado suspenso
no corpo d’agua, composto por substancias inorganicas e organicas. Sua principal influéncia é
na diminuicdo na transparéncia da agua, impedindo a penetracdo da luz. Os sedimentos em
suspensdo podem carrear nutrientes e pesticidas, capazes de comprometer as funcdes
branquiais dos peixes e até interferir na habilidade do animal se alimentar ou escapar de seus
predadores. O aumento da turbidez pode ocorrer em periodos chuvosos em funcao do grande
aporte de material que é carreado para o corpo d’agua em questdo, entretanto a maior média
de turbidez encontrada neste estudo ocorreu no periodo de seca (junho/2008) no reservatorio
da UHE llha dos Pombos, fato que pode estar ligado a posicdo geografica desta UHE, que
recebe todo aporte vindo dos demais reservatorios, considerada uma area de planicie e sistema
Iéntico.

A salinidade total da &gua age sobre a biota aquatica, interferindo no processo
osmotico. A maior média de salinidade foi 0,03 ppt, observada no reservatério Santa Cecilia
no periodo de junho/2008, valor considerado normal dentro dos padrdes da Resolugcdo do
CONAMA 375/2005.

Neste estudo foram medidos indices somaticos como uma forma de associar o estado
geral de saude dos organismos (DOMINGOQOS, 2006). Esse indicador pode ser utilizado em
espécies distintas para avaliar diferentes condi¢cGes ambientais (LE CREN, 1951; LIZAMA e
AMBROSIO, 2002; GOMIERO e BRAGA, 2003 e FROESE, 2006 apud TAVARES-DIAS
et al., 2008). A relacdo peso-comprimento permite a determinacdo indireta do peso através do
comprimento e vice-versa, a analise do ritmo de crescimento, através do coeficiente
alométrico e a indicacdo do estado fisiologico do peixe (AGOSTINHO e GOMES apud
SANTOS et al., 2002).

A ocorréncia de valores proximos no fator de condi¢do de Pimelodus maculatus nas

areas amostrais (llha dos Pombos, Santa Cecilia e Santa Branca), indica que o estado de saude
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destes animais € similar em cada um dos reservatorios avaliados. Entretanto, os baixos valores
do fator de condicdo em Oligosarcus hepsetus no reservatorio de llha dos Pombos no periodo
de fevereiro/2009 sugerem um estado de saude inferior desses peixes em relacdo ao periodo
observado previamente. Diferencas também foram encontradas entre o reservatério Ilha dos
Pombos e o reservatorio Santa Branca no periodo de fevereiro/2009, no entanto, Santa Branca
estd localizada em S&o Paulo, ou seja, montante do local de vazamento do Endosulfan,
embora esta ndo seja a Unica causa do impacto neste ecossistema.

Variaveis como a idade, condicéo fisiologica do peixe e o préprio ambiente, podem
contribuir para a ocorréncia de variagdes no tamanho do figado desses animais (TAVARES et
al., 2008). Em peixes este 6rgdo pode estocar grande quantidade de gordura e glicogénio
(GERMAM e KOZLOVSKAYA, 2001), ingredientes energéticos estratégicos para a
manutencdo da homeostasia, principalmente durante condi¢cdes adversas. Assim como 0
indice de condicdo, o indice hepatossomatico apresentou valores proximos em Pimelodus
maculatus nas &reas amostrais (llha dos Pombos, Santa Cecilia e Santa Branca), indicando
que o estado de salde destes animais € similar em cada um dos reservatorios avaliados. A
espécie Oligosarcus hepsetus, no entanto, da mesma forma que para o indice de condicéo,
apresentou o IHS inferior no reservatério de Ilha dos Pombos no periodo de fevereiro/2009
quando comparado com Santa Branca, sugerindo um estado de saide comprometido naquela
area.

Embora o figado possa variar no formato e tamanho entre as espécies de peixes
(TAVARES-DIAS et al., 2000; TAVARES-DIAS, 2004; RANZANI-PAIVA e TAVARES-
DIAS, 2002), os exemplares das espécies em estudo apresentaram o peso do figado em geral
proporcional ao peso corporal do animal , corroborando estudos com algumas espécies, tais
como O. niloticus, P. mesopotamicus, L. macrocephalus e o hibrido tambacu (TAVARES et
al., 2008) .

Entre os diversos biomarcadores utilizados em estudos de monitoramento ambiental, a
histopatologia é uma ferramenta que vem sendo utilizada de forma cada vez mais frequente
nos estudos de toxicologia para determinar os efeitos toxicos causados por agentes estressores
em nivel de organismo, representando uma integracdo cumulativa de efeitos fisiologicos e
bioquimicos (MYERS e FOURNIE, 2002).

Sendo assim, as alteragcdes histologicas aparecem como uma resposta para avaliar o

estresse apos periodos de exposicao subletal, subcrénica ou cronica, fornecendo um método
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rpido para detectar efeitos de poluentes em varios tecidos e 6rgdos (JOHNSON, STEHR,
OLSON, MYERS, PIERCE, WIGREN, MCCAIN e VARANASI, 1993). A exposicdo de
peixe a contaminantes quimicos pode induzir uma série de lesdes em diferentes Grgédos
(SINDERMANN, 1979; BUCKE, VETHAAK, LANG e MELLERGAARD 1996), e os
orgdos alvos preferenciais para este tipo de estudo sdo especialmente as branquias, figado e
rins (BERNET, 1999).

As alteracOes histopatologicas observadas neste estudo apresentaram variacdes entre
as areas amostradas, sugerindo que estas sdo sensiveis indicadores de qualidade de agua. A
ocorréncia de lesbes histopatoldgicas foi frequente nos trés reservatorios estudados, sendo
Ilha dos Pombos/MG, Santa Cecilia/RJ e Santa Branca/SP, sugerindo que 0s contaminantes,
embora em niveis diferentes, estdo presentes em todas as areas estudadas. A sensibilidade aos
poluentes, bem com as lesdes induzidas por estes pode variar de acordo com a suscetibilidade
da espécie, a idade dos animais, 0 sexo e 0 estagio de maturidade sexual, a sazonalidade e a
capacidade de migracdo (BERNET, 1999). Fatores diretamente envolvidos neste estudo.

Algumas alteragdes encontradas no tecido hepatico das espécies podem ser
consideradas irreversiveis, levando a perda parcial ou total do 6rgdo, como as necroses
presentes em quase todos os espécimes amostrados. A resposta inflamatéria também foi muito
observada neste estudo, através da infiltracdo de leucdcitos, células capazes de penetrar nas
paredes dos vasos sanguineos e atingir o tecido. Alteracdes inflamatorias podem estar
associadas em processos de contaminacdo mais especificos. A vacuolizacdo celular foi
observada, especialmente em Pimelodus maculatus, podendo estar relacionado ao acumulo
fisioldgico intra-especifico de lipideos ou um mecanismo de defesa contra contaminantes
lipossolaveis (BIAGIANTI — RISBOURG et al., 1997).

Lesdes neoplésicas e pré-neoplasicas foram identificadas tanto no tecido hepatico
guanto no tecido branguial, sendo consideradas mais especificas para detec¢do de exposicdo a
substancias contaminantes como Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAs), Bifenilas
Policloradas (PCBs), Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), Dieldrin e outros organoclorados
(JOHNSON et al.,1993; MYERS et al.,1994; VETHAAK, 1994).

As brénquias apresentam-se como marcadores primarios ou agudos de poluigdo por
possuirem grandes superficies de contato direto e permanente com a agua, consequentemente
com substancias potencialmente poluidoras. O tecido branquial possui células produtoras de

muco que desempenham um papel importante na resisténcia as doencas, patogenos e
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substancias tdxicas, bem como uma vasta gama de outras fungdes (SHEPHARD, 1994). O
aumento na atividade secretora de muco provavelmente estad associado como resposta ao
estresse causado pela presenca de contaminantes (DOMINGOS, 2006). Outras lesdes foram
observadas nas branquias, sobretudo os aneurismas, encontrados na maioria dos espécimes
amostrados. Estas lesdes estdo associadas as condi¢fes anormais de fluxo sanguineo no
tecido, onde os vasos apresentam-se extremamente dilatados.

Foi observada uma infestacdo parasitaria na primeira fase de campo durante o periodo
de junho/2008. Akaishi (2003) avaliou a frequéncia de parasitos em estudo em peixes,
entretanto, ndo foi possivel relacionar a distribuicdo destes com a acdo direta de
contaminantes. Sabe-se que a infec¢do por parasitas esté relacionada ndo apenas as condicbes
abioticas, mas também a eficiéncia imunoldgica dos animais, necessitando, portanto de mais
investigacao.

A incidéncia e a auséncia de centros de melano-macrofagos sdo descritas como
resultado da supressdo do sistema imunoldgico sendo usado como biomarcador da poluicéo
ambiental nos estudos com chumbo, TBT e mercadrio (MIRANDA, 2006; RABITTO et al.,
2005; MELA et al., 2007). No entanto, os CMMs sdo citados na literatura ndo apenas
relacionados com processos de defesa do organismo, mas, sobretudo com privacdo de
alimento, envelhecimento, degradacdo de tecidos, condi¢Ges alimentares, metabolismo do
ferro e da hemoglobina (RABITTO, 2003). Outros trabalhos sugerem que o crescimento dos
CMNMs esteja relacionado com respostas inflamatérias, estocagem, destruicdo e detoxificacdo
de substancias exogenas e endogenas e na reciclagem do ion férrico (WOLKE, 1992). Neste
estudo foi observado grandes extensdes de CMMs no tecido hepatico de Pimelodus maculatus
acompanhados por um grande ndmero de respostas inflamatdrias em todas as areas
amostradas corroborando a literatura. Entretanto, a presenca da melanina neste processo ainda
ndo é esclarecida. O processo de formacdo da melanina ocorre em organelas especializadas
denominadas melanossomos nos melandcitos. Agius, 1985 apud Rabitto, 2005, observou que
s fagdcitos dos CMMs ndo possuem maquinaria necessaria para a sintese da melanina,
sugerindo a sintese em outro local. Estudos futuros serdo necessarios para compreender a(s)
funcdo(Bes) deste pigmento no tecido hepético e se este atua no sistema antioxidante do
organismo, especialmente em Pimelodus maculatus, o que parece ser a hipGtese mais

aceitavel.
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Adicionalmente, o uso de biomarcadores bioquimicos demonstra ser uma Gtima
ferramenta para estudos de toxicologia ambiental. Através destes é possivel detectar os efeitos
toxicos de contaminantes nos niveis basais de organizacdo biologica, mesmo que estes
estejam em baixa concentracdo no ambiente, uma vez que sdo bastante sensiveis
(STEGEMAN et al.,1992 apud AKAISHI, 2003).

A AchE pode ser considerada como um dos mais antigos biomarcadores em peixes
(STURM, 2000). Neste estudo, a atividade da AchE apresentou um grande incremento na
segunda fase de campo ocorrida em fevereiro/2009, ap6s um vazamento de Endosulfan no rio
Paraiba do Sul. Estudos comprovam que essa enzima pode ser inibida por outros poluentes
como metais pesados, hidrocarbonetos e mesmo o endosulfano (ZINKL et al., 1991; PAYNE
et al., 1996; DIAMANTINO et al., 2000). Porém, a capacidade do endosulfano em causar
inibicdo da acetilcolinesterase é tema de controvérsia na literatura. Um estudo avaliou o efeito
da exposicdo de ratos a este pesticida por via oral por um periodo de 30 dias. A atividade da
AchE de tecido cerebral sofreu um incremento nos grupos em tratamento com endosulfano
em relacdo ao grupo controle (MALLIK et al., 2000). No entanto, resultados provenientes de
trabalhos com ratos ndo podem ser simplesmente extrapolados para peixes (SILVA DE
ASSIS, 2005).

Gill et al. (1990), estudando os efeitos do endosulfano, de organofosforado e de
carbamato sobre a modulacdo enzimatica em tecidos do peixe Puntius conchonius,
observaram que o endosulfano causou inibicdo da AchE em tecido cerebral e inducdo desta
enzima em musculo esquelético e no figado. Os autores atribuiram esta inducdo a
pseudocolinesterase, enzima sintetizada no figado.

Varios estudos indicam que a atividade acetilcolinesterasica muscular esquelética
obedece a uma relacdo inversa do comprimento total das espécies. Ocorre que neste estudo, as
duas espécies apresentaram tamanhos meédios maiores na 22 coleta acompanhadas pelo
aumento na atividade da AchE, contrariando a literatura, porém indicando a ocorréncia de um
mecanismo neurotdxico, tanto no reservatorio llha dos Pombos, atingido pelo organoclorado
Endosulfan, quanto no reservatorio Santa Branca, a montante do vazamento.

A atividade da catalase observada neste estudo apresentou-se similar entre os
organismos e as areas amostradas, entretanto, no reservatério Santa Branca (fevereiro/2009)
nota-se um acréscimo da atividade enzimatica pra ambas espécies. A catalase vem sendo

considerada um biomarcador de contaminag¢do importante, mas alguns estudos demonstraram
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que essa enzima pode ser influenciada também pela variacdo da temperatura, salinidade e luz
(POWER e SHEEHAN, 1996), podendo interferir na interpretacdo dos dados, especialmente
em estudos de campo. A alta producdo de H,O, pode causar danos as células, tais como
alteracdo do balango redox, inativacdo de enzimas, degradacdo de proteinas, peroxidacdo de
lipidio, danos no DNA e até morte celular (LIVINSGTONE et al., 1990). Altos niveis de
catalase podem significar que o sistema antioxidante da célula esté ativo e eficaz, no entanto a
baixa atividade da catalase pode significar também uma inibicdo neste sistema de defesa, o
que poderia ser corroborado por analises quimicas nos tecidos destes animais.

A atividade da glutationa S-transferase (GST) apresentou uma inibicdo na segunda
fase de campo. A toxicidade dos metais pesados é relatada como causa da deplecdo da GST,
resultando na producédo de espécies reativas de oxigénio e consequentemente induzindo LPO
(COMPANY et al.,2004), no entanto, para 0 mesmo periodo ndo foi observada aumento da
LPO mas sim uma diminuicdo se comparado com o outro periodo. Novamente a falta de
analises quimicas dificulta uma interpretacdo adequada, principalmente dos dados
bioquimicos, além disso ndo pode-se descartar uma associacdo com as condi¢des climaticas
atipicas no ano de 2009 como relatadas no Boletim de Monitoramento do Rio Paraiba do Sul.
Estudos demonstram que as atividades enzimaticas diferem na sazonalidade, fator presente
neste estudo, considerando a alta pluviosidade e vazdo constatadas para 0 més de
fevereiro/2009 nos reservatorios.

As atividades enzimaticas também podem estar relacionadas as diferencas fisioldgicas
entre as espécies estudadas, como estagio de desenvolvimento gonadal e niveis hormonais,
uma vez que a GST é uma importante enzima envolvida na degradacdo dos hormonios
esteroides (BALDWIN e LEBLANC, 1994).

Uma melhor compreensdo dos dados sobre os biomarcadores bioquimicos
relacionados ao estresse oxidativo com os peixes da bacia do rio Paraiba do Sul faz-se
extremamente necessaria. Estudos futuros que utilizem mais espécies, em substituicdo ao
Oligosarcus hepsetus que apresentou baixa abundancia neste trabalho, incluindo mais fases de
campo, outras areas a serem amostradas, como do reservatério de captacdo de agua para 0
consumo no Rio de Janeiro, sdo importantes para avaliacdes mais conclusivas. Além disso, 0
uso de exposicdo controlada de individuos como o uso de gaiolas pode ser um desenho
experimental eficiente e mais favoravel a uma avaliagdo mais conclusiva quanto a qualidade

da dgua destes reservatorios.
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Embora as areas no entorno dos reservatorios apresentem-se parcialmente protegidas
de ocupacOes habitacionais, todo percurso do rio Paraiba do Sul € marcado por grandes
nucleos urbanos, consequentemente o rio é utilizado como depositario de grande recarga de
efluentes na maioria das vezes sem o tratamento adequado. Com o incremento populacional
ao longo dos anos, as tendéncias para ocupacgoes irregulares, ou seja, muito préximas ao leito
do rio, ndo s6 aumentam descarga de esgotos ndo-tratados, mas principalmente promovem a
retirada de toda vegetacdo riparia no trecho longitudinal do rio, potencializando a entrada de
poluentes no sistema provenientes do solo sem a protecéo da cobertura vegetal.

Grandes complexos industriais foram estabelecidos ao longo desta regido, incluindo
metalUrgicas de ferro e produtoras de aco, fabricas de papel, plastico, borracha e produtos
qguimicos, somando cerca de 600 industrias (Governo do Estado do Rio de Janeiro, 1999).
Contudo, em alguns trechos, é observado o maior nivel de poluicdo, como entre 0s municipios
de Barra Mansa e Barra do Pirai, local do reservatério Santa Cecilia, onde o rio atravessa o
complexo industrial de Volta Redonda e, um pouco mais a jusante, situa-se o local de
captacdo da agua para producdo de energia pela Light S/A. Depois de utilizada na usina, a
agua é encaminhada para a CEDAE (Companhia de Aguas e Esgotos do Estado do Rio de
Janeiro), tratada de acordo com as normas técnicas vigentes e distribuida para suprimento da
populacdo do municipio do Rio de Janeiro.

A bacia do rio Paraiba do Sul é especialmente sujeita a acidentes, ndo s6 pela
expressiva concentracdo de industrias de grande potencial poluidor, como pela densa malha
rodo-ferroviaria, com intenso movimento de cargas perigosas que trafegam pelas rodovias
Presidente Dutra (Rio-Sdo Paulo) e BR-040 (Rio-Juiz de Fora), e acidentes ocorridos em
outros estados chegam até o rio Paraiba através de seus varios afluentes.

O rio Paraiba do Sul é o maior fornecedor de 4gua do sudeste do Brasil e é responsavel
pela drenagem de importante regido industrial e banha a quinta maior area de producdo de
cana-de-acucar do pais. Entretanto, vérias atividades antropogénicas, incluindo a descarga de
diversos poluentes metalicos (MALM et al., 1989; LACERDA et al., 1993), tém causado
grandes impactos ambientais a esse rio.

Os resultados encontrados neste trabalho tornam-se relevantes no desenvolvimento de
novos e continuos programas de monitoramento ambiental, onde investigagfes mais
detalhadas necessitariam de serem realizadas para avaliar os efeitos residuais de

contaminantes na ictiofauna, principalmente aqueles provenientes de acidentes, tais quais
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ocorridos no rio Paraiba do Sul. Além disso, e ndo muito distante desta discusséo o risco para
populacbes humanas € iminente. Os reservatdrios estudados, apesar dos dados limitados
gerados neste trabalho, apresentam um grande potencial na exposi¢do humana a diversos tipos

de xenobidticos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os biomarcadores histopatoldgicos sdo importantes respostas no diagndéstico de
ecossistemas aquaticos impactados, pois evidenciam atraves da severidade das lesGes, o
comprometimento da qualidade de vida dos organismos expostos.

O grau de extensdo e a presenca de alteracbes morfologicas para ambas as
espécies nos reservatorios do rio Paraiba do Sul indicam que a qualidade da agua esta
comprometida nos trés UHEs e vem sofrendo impacto pela acdo de contaminantes, seja
de forma cronica ou aguda, visto que o rio atravessa um dos maiores complexos
industriais do pais.

O uso de espécies em diferentes niveis troficos é interessante para a melhor
interpretacdo dos dados, no entanto deve-se assegurar que estas sejam amostradas de
formas equivalentes.

Pimelodus maculatus comportou-se como um excelente indicador das condigdes
ambientais, tanto pela abundancia nos reservatérios quanto pela biologia j& bastante
discutida na literatura.

A ocorréncia de valores proximos no Fator de Condicdo e Indice
Hepatossomatico de Pimelodus maculatus nas areas amostrais, indica que o estado de
salde destes animais é similar em cada um dos reservatérios avaliados, fato
diferentemente observado para Oligosarcus hepsetus, reforcando a importancia da
utilizacdo de diferentes biomarcadores.

A alta incidéncia de Centros de Melano Macréfagos em Pimelodus maculatus
indica que esta estrutura pode ser utilizada como um bom biomarcador imunoldgico nos
estudos de toxicologia ambiental.

As analises fisico-quimicas apresentaram variac@es tanto entre as UHES como
entre os periodos de campo, no entanto, todas as amostras estavam de acordo com a
Resolugdo do CONAMA 357/05, indicando mais uma vez, a necessidade de ensaios
ecotoxicoldgicos, fato hoje apenas sugerido na Legislacdo Ambiental vigente.

Os biomarcadores bioguimicos de estresse oxidativo apresentaram-se bastante
diversificados nos individuos e areas amostradas, no entanto pode-se considerar que
todos 0s pontos é sugestivo a presenca de estresse oxidativo.

A atividade da AChE muscular também apresentou oscilacGes, aumentando na

segunda fase de campo, sugerindo efeitos neurotdxicos nos organismos.
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Dado o esfor¢co amostral do presente trabalho, a baixa abundancia das espécies
aqui estudadas é um reflexo do impacto que ecossistema vem sofrendo ao longo dos
anos, sobretudo ap6s o acidente com o pesticida organoclorado Endosulfan em
novembro/2008, ocorrido entre as duas fases de campo. Este acidente comprometeu o
periodo de desova das espécies, 0 estudo em questdo e os estoques futuros das
populacOes de peixes do rio Paraiba do Sul. Mas, por outro lado, possibilitou de forma
quase Unica um estudo pretérito que pudesse ser utilizado posteriormente para verificar
0s danos do acidente.

Estudos in situ aliados a histopatologia tem um grande valor na compreensédo
dos efeitos nocivos de poluentes organicos dentro de ecossistemas fluviais e devem
servir de suporte para que 0rgaos competentes estabelecam normas mais rigorosas para
utilizacdo de pesticidas, bem com padr@es de qualidade da gua.

Os resultados encontrados neste trabalho tornam-se relevantes no
desenvolvimento de novos e continuos programas de monitoramento ambiental
direcionados a este importante corpo hidrico, que drena a regidao mais populosa do pais.
Entretanto, medidas de prevencdo devem ser tomadas em relacdo a bacia do rio Paraiba
do Sul, com levantamento por parte dos 6rgdos gestores de &reas prioritarias para
contencdo de riscos, evitando acidentes com compostos altamente toxicos, que
comprometem ndo apenas 0 abastecimento de agua da regido metropolitana do Rio de
Janeiro, mas principalmente a satde de uma populacdo de 10 milhdes de pessoas que

fazem uso da &gua proveniente deste rio.
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PROTOCOLOS PARA MICROSCOPIA DE LUZ E MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA
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1. PROCESSAMENTO DAS PECAS DE FIGADO E BRANQUIAS PARA A
OBSERVACAO POR MICROSCOPIA DE LUZ

= Fixador

ALFAC (alcool, formol 10% e &cido acético)

= Técnica de imerséao
= Tempo de fixacao de 16 hs

= Desidratacao
Baterias de alcool 01h30min
cada:

1°) Alcool 80%
2°) Alcool 90%
3°) Alcool 95%
4°) Alcool 100% (1)
59 Alcool 100% (1)

= Diafanizagéo

Baterias:

Xilol + Alcool
100% 1h
Xilol Puro 1h
Xilol Puro 15'
= Inclusdo

O material deve ficar na estufa a 60° C por 3h imerso em resina Paraplast Plus©.

* Trimagem

Retirada do excesso de resina Paraplast Plus© do material.

=  Microtomia

*Cortes de 5pum
*Qs cortes devem ser distendidos sobre as laminas previamente cobertas com

Albumina 20%.
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1.1. MONTAGEM DE LAMINAS PERMANENTES

» Desparafinizagdo (Diafanizagéo)
Baterias:

19) Xilol (1) 5'
2°) Xilol (1) |5

» Hidratacdo
Baterias:

Alcool 100% 5'
Alcool 90% 5'
Alcool 80% 5'
Alcool 70% 5'
Alcool 50% 5'
Agua Destilada |5’

= Coloragéo
Baterias:

1°) Hematoxilina |1'
2°) Agua corrente |1'
3°) Eosina 30"
4°) Agua corrente |1'

» Desidratagéo
Baterias:
1°) Alcool 100% |5’
2°) Alcool 100% |5’
3°) Alcool 100% |5’
4% Alcool 90% |5’
59 Alcool 70% |5’
6°) Alcool 50% |5’
7°) Agua
Destilada 1

= Montagem
Baterias:

1°) Xilol (1) 5'
2°) Xilol (I1) 5'
*Colocar laminula sobre o
corte




101

2) PROCESSAMENTO DAS PECAS DE FIGADO E BRANQUIAS PARA A
OBSERVACAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

= Fixacdo

Amostras fixadas em Glutaraldeido 2,5% dissolvido em tampdo Cacodilato de
Sédio 0,1M

Reagente Concentracdo do reagente | Concentracéao final
Glutaraldeido | 25 2,5

Caco 0,2M 0,1M

CaCl 100 mM* 5nm

*Utiliza-se 1,5 mL por tecido

*Utiliza-se C,1V1=C,V,

*Completa-se 0 volume necessario com agua ultrapura ou destilada

= | avagem

Lavagem com tampdo Cacodilato 100 mM (0,1 M)
19 10°
29 10’
39 10

= Desidratacdo
Baterias de adlcool MERCK®
1°) Alcool 100% 15'

29 Alcool 50% 15'
3% Alcool 70% 15'
4°) Alcool 80% 15"
5) Alcool 95% 15'

6°) Alcool 100% (1) |15'
7°) Alcool 100% (I1) |15'

= Ponto critico

O tecido desidratado é montado no suporte porta-amostras do microscopio e
encaminhado a camara do aparelho de ponto critico no Centro de Microscopia
Eletrdnica da UFPR para secagem sem a ultrapassagem de nenhum limite de fases.
Apobs a despressurizacdo lenta da camara até a pressao atmosférica, o tecido é
removido seco da camara, sem alteracGes sensiveis de forma.

» Metalizagéo

As amostras secas sdo metalizadas com ouro em pd para observagdo sob o
microscopio eletronico de varredura JEOL JSM - 6360 LV no Centro de
Microscopia Eletrénica da UFPR.
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ANEXO 11

PROTOCOLOS DE ANALISES BIOQUIMICAS
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1. COLINESTERASE (ELLMAN et al, 1961)
1.1. Preparo das amostras de musculo
= Pesar 50 mg de amostra;
= Homogeneizar em 1 ml de tampé&o fosfato pH 7,0;
= Centrifugar a 10 RPM (4°C) por 20 minutos;
» Manter as amostras no gelo.
1.2. Preparo do meio de reacao

= DTNB

200ul de DTNB X 4 (réplicas) X N° de amostras =V,

DTNB (10 mM) — 0,75 mM
C1Vi= GV,

10V;= 0,75V,

V1= 0,75V,/ 10

= ATC (Acetilcolina)

200ul de ATC X 4 (réplicas) X N° de amostras =V

ATC 0,0026 gr / 1 ml H,0 destilada
Vml o Xgr ATC
1 ml H,0 destilada < 0,0026 gr ATC

X= quantidade de gramas de ATC que devem ser pesadas e diluidas em V de agua
destilada.

1.3. Para leitura de AchE

Diluicéo
Mandi = 1:5 — 50 pl amostra + 200 pl de tampéo pH 7,0

Bocarra= 1:10 — 25ul amostra + 225 pl de tampéo pH 7,0
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= Na Microplaca:

Branco:
50 pl tampéo fosfato pH 7,0 + 200 pl DTNB + 50 pl ATC
Amostra:

50 pl amostra diluida + 200 pl DTNB + 50 pul ATC

Ler em ELISA 240 nm.
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2. CATALASE (AEBI, 1984)
2.1. Preparo das amostras de figado
= Pesar 100 mg de amostra;
= Homogeneizar em 1 ml de tampéo fosfato pH 6,5;
= Centrifugar a 10 RPM (4°C) por 20 minutos;
» Manter as amostras no gelo.
2.2. Preparo do meio de reacéo
= 2500 pL de tampéo TRIS 1M, EDTA (5 mM) pH 8,0;
= 114 uL H,0, 30% (20 mM) v/v (50 mL);
» 47,4 uL de dgua miliqué;

= Colocar o meio de reacdo em um frasco plastico envolto por papel aluminio, em
Banho-Maria a 20 °C.

2.3. Para leitura de catalase no espectrofotémetro

Diluicéo
Mandi = 1:5 — 50 pl amostra + 200 pl de tampéo pH 6,5

Bocarra= 1:10 — 25ul amostra + 225 pl de tampéo pH 6,5

» Na cubeta de quartzo (1,0 mL)

10 pL amostra diluida + 990 uL meio de reacdo

2.4. Atividade da catalase

Atividade da CAT (mmol. min™. mg prot™)

(A Abs x Min™ x Diluicdo x Volume total / Volume da

amostra / Coeficiente exting¢do x [Prot] )

e [Prot] = mg/mL
¢ Volume total = volume amostra + volume do meio de reacao

e A Absx Min™ = variacio absorbancia no intervalo de 1 min.
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Medir a absorbancia a 240 nm a cada 2 segundos num intervalo de 45 segundos.

3. GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST) (KENN et al, 1976)

3.1. Preparo das amostras de figado
= Pesar 100 mg de amostra;
= Homogeneizar em 1 ml de tampéo fosfato pH 6,5;
= Centrifugar a 10 RPM (4°C) por 20 minutos;
= Manter as amostras no gelo.

3.2. Preparo das solugdes para o meio de reacao

180 pl meio de reacdo X 4 (réplicas) X N°de amostras = V;

= GSH
GSH (10 mM) — 3 mM (Concentragao padronizada para Pimelodus maculatus)
CiVi=CyV,

10V1= 3V,

V1=3Vy/ 10 — Volume em mL de GSH necessario para leitura das amostras.

307,3 g <> 1 mol

X < 0,01 mol — X=3,073g/1L

3,073 g<> 1 mL

X < Vi (mL) — X = quantidade de gramas de
GSH que devem ser pesadas e diluidas em V; mL de tampao
fosfato pH 6,5.

= CDNB
CDNB (40 mM) — 3 mM (Concentragao padronizada para Pimelodus maculatus)

CiVi= GV,
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4OV1: 3V2

V1=3V2/40 — Volume em mL de CDNB necessario para leitura das amostras

202,55 g <> 1 mol

X ©004mol — X=8102g/1L

8,102 g« 1 mL

X < Vi (mL) — X = quantidade de
gramas de GSH que devem ser pesadas e diluidas em
V1 mL de etanol PA.

3.3. Preparo do meio de reacdo
Misturar a solucdo de GSH com a solugcdo de CDNB e completar o restante com

tampéo fosfato pH 6,5 para completar o V.

3.4. Para leitura de GST

Diluicéo
Mandi = 1:5 — 50 ul amostra + 200 pl de tampéo pH 6,5
Bocarra= 1:10 — 25ul amostra + 225 pl de tampéo pH 6,5

= Na Microplaca:

Branco:

20 pl tampéo fosfato pH 6,5 + 180 pl meio de reagédo
Amostra:

20 pl amostra diluida + 180 pl meio de reacdo (ja ao lado

do leitor)
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3.5. Atividade da GST

Medir absorbancia a 340 nm durante 2 min em intervalos de 10 s (13 leituras, no
total) — usar “GST Chico”. Selecionar 1-2 min de intervalo na curva para calcular o A
Abs x min™ Utilizar a seguinte férmula para a atividade especifica da enzima:

Atividade da GST (mmol. min™. mg prot™)

(A Abs x Min™) /(0,45 x € x [Prot])

Onde:

Atividade da GST = umol x min™ x mg proteinas™
e A Abs x Min™ = variacdo da absorbancia em 1 min;
e 0,45 = caminho dptico percorrido pelo feixe de luz;
e £=96mMxcm?’;

e [Prot] = concentracdo de proteinas em mg x mL™
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4. LIPOPEROXIDACAO (LPO) — Microplaca (JIANG et al, 1992)

4.1. Preparo das amostras de figado

Pesar 100 mg de amostra;
Homogeneizar em 1 ml de metanol 30% ;
Centrifugar a 10 RPM (4°C) por 30 minutos;

Manter as amostras no gelo.

4.2. Preparo das solugdes para o meio de reacdo

Metanol 90% (43,875 mL metanol PA + 3 mL agua destilada);

1 mL Xilenol Orange 100 puM (0,0038 g Xilenol Orange em 1 mL &gua
destilada);

125,1 L H,SO4 (H,SO4 25 mM);

1 mL BHT 4 mM (0,0441 g BHT em 1 mL de metanol PA);
1 mL FeSO4NH, 250 uM (0,0049 g FeSO4NH, em 1 mL de agua destilada).

4.3. Para leitura de LPO

Diluicéo
Mandi = 1:5 — 50 pl amostra + 200 pl de metanol 30%

Bocarra= 1:10 — 25ul amostra + 225 pl de metanol 30%

Na Microplaca:

Branco:
30 pl metanol 30% + 270 pl solugéo reativa
Amostra:

30 pl amostra diluida + 270 pl solucéo reativa
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Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente (cobrir para evitar evaporagédo). Ler a

560 nm. Realizar a curva de perdxido de hidrogénio.

4.4. Atividade da LPO

Atividade da LPO

(Abs x Diluicdo x 1000 ) / (€ x 0,9 x [Prot])

e [LPO] em nmol hidroperéxido x mg prot™;

e Abs =a 560 nm (descontando o branco);

e ¢ = coeficiente de extincdo para H,0, = 4,310* M . cm™ (43 mol™ . mL. cm™);
e Diluigdo = da amostra;

e 1000 = para conversao de pumol para nmol;

e 0,9 = fator de correcdo do volume de solucdo no poco;

e [prot]=emmg.mL™.
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ANEXO 111

TABELAS COM CARACTERISTICAS DOS INDIVIDUOS COLETADOS
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TABELA 1. InformagGes sobre os espécimes coletados, como peso, comprimento total
e sexo da espécie Pimelodus maculatus coletados nas UHEs do Sistema Light, em
Junho/2008.

Spl Peso () CT* CP* Figado | Gonada Sexo
Mandi (cm) (cm) (@) (9)
IP1** 107 24 21 0,66 2,46 M
P2 225 28 25 2,45 0,19 M
IP3 222,2 30 26 2,24 0,43 M
IP4 1447 26,5 23 1,2 0,33 M
IP5 1443 27 22 1,5 0,64 M
IP6 160 28 23 1,45 0,36 F
IP7 156,7 26 22 1,73 0,62 F
1P8 181,8 26 23 1,6 NI M
IP9 100,4 23 20 0,66 NI M
IP10 90,45 22 19 0,56 NI M
SC1 100,5 23 20 0,5 1,21 M
SC2 245,3 28 24 2,48 0,66 F
SC3 138,4 26 23 1,63 0,23 F
SC4 91,75 24 21 0,72 1,16 M
SC5 155,3 26 22 1,42 11 F
SC6 95,7 23 19 0,76 1,46 M
SC7 118,31 23 20 0,95 1,14 M
SC8 110,7 24 20 0,98 1,48 M
SC9 230,3 28 25 1,81 0,28 F
SC10 106,4 23,5 20 0,91 1,33 M
SC11 215,2 26 23 2,05 0,26 F
SC12 105,22 23 20 0,65 0,84 M
SC13 125,32 25 22 0,9 1,7 M
SC14 124,39 23 20 0,92 1,35 M
SC15 110,25 24 20 0,56 1,12 M
SC16 128,64 24 20 0,85 1,18 M
SB1 136,4 26 23 0,85 1,6 M
SB2 73,85 23 18,5 0,83 0,93 M
SB3 281,93 32,1 27 1,51 3,67 M
SB4 99,6 24 20 0,72 1,3 M
SB5 146,96 28 22,5 0,97 1,85 M
SB7 136,1 27 22 0,93 1,5 M
SB8 159 27 24,5 1,1 2,23 M

CT= Comprimento total (até o fim da nadadeira caudal);
CP= Comprimento padrao (até o inicio do pedinculo caudal);
P=llha dos Pombos, C= Santa Cecilia e B= Santa Branca.
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TABELA 2. InformagGes sobre os espécimes coletados, como peso, comprimento total
e sexo da espécie Oligosarcus hepsetus, coletados nas UHEs do Sistema Light, em
Junho/2008.

Sp?2 Peso () CT* Cp* Figado = Gobnada Sexo
Bocarra (cm) (cm) ()] (9

|
sc1 035
|

CT= Comprimento total (até o fim da nadadeira caudal);
CP= Comprimento padréo (até o inicio do pedinculo caudal);
P=1lha dos Pombos, C= Santa Cecilia e B= Santa Branca.
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TABELA 3. InformagGes sobre os espécimes coletados, como peso, comprimento total
e sexo da espécie Pimelodus maculatus, coletados nas UHEs do Sistema Light, em
Fevereiro/2009.

Spl Peso(g) | CT (cm) | CP(cm) | Figado @ Gonada Sexo

Mandi (9) (9)

IP11 261,3 29 25,5 2,4 1,64 F

IP12 26,7 15 11,5 0,21 NI NI
SB141 = 70,46 23 18 0,74 8,61 F
SB1 42 68 21 17 0,55 4,81 F
SB1 43 300 33 27 2,86 28,91 F
SB144 | 2848 31 25,5 1,95 48,61 F
SB145 = 90,25 22,5 19 0,59 15,67 F
SB1 46 270 29 23,5 1,8 62,1 F
SB1 47 64,2 21 17 0,46 6,27 F
SB148 | 2224 30,5 24,5 1,75 30 F
SB149 = 2473 30 25,5 1,85 36,95 F
SB150 & 129,3 27 23 1,08 5,83 F
SB151 189,82 30 25 1,33 10,78 F
SB152 | 259,75 30 23,5 2,47 56,44 F
SB153 2872 32,5 28 2,38 51,02 F
SB154 | 278,85 32 28 1,96 42,23 F
SB155 340 33 26 3,15 62,12 F
SB156 @ 310,2 31,5 27 2,2 51,13 F
SB157 2921 32 25,5 2,54 57,47 F
SB158 | 121,66 21,5 17 0,56 19,26 F
SB159 91,25 21 17 0,7 20,66 F
SB160 | 83,59 20 16 0,57 14,58 F

CT= Comprimento total (até o fim da nadadeira caudal);
CP= Comprimento padrao (até o inicio do pedinculo caudal);
P= llha dos Pombos, C= Santa Cecilia e B= Santa Branca.
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TABELA 4. InformagGes sobre os espécimes coletados, como peso, comprimento total
e sexo da espécie Oligosarcus hepsetus, coletados nas UHEs do Sistema Light, em
Fevereiro/2009.

Sp 2 Bocarra | Peso (g) CT* | CP* | Figado (g)  Goénada (g) @ Sexo

(cm) | (cm)
IP2 1** 57,38 20 17 0,5 0,71 F
SB2 41 73,08 22,05 19 0,4 0,34 M
SB2 42 142 27 23 0,94 6,86 F
SB2 43 64 23 20 0,35 3,09 F

CT= Comprimento total (até o fim da nadadeira caudal);
CP= Comprimento padrao (até o inicio do pedinculo caudal);
P=Ilha dos Pombos e SB= Santa Branca.
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ANEXO IV

INSTRUCAO NORMATIVA DO IBAMA N° 195, DE 02 DE OUTUBRO DE 2008
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" Pag. 91 ISSN J677-7042 _Didrio Oficial da Unido - seie  N° 192, sexta-feira. 03 de outubro de 2008

Ministério do Meio Ambiente

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS

INSTRU(;AO NORMATIVA N° 195, DE 02 DE OUTUBRO DE 2008

O PRESIDENTE DO INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, no uso das atribuicdes que Ihe
confere o item V do art. 22, do anexo | ao Decreto No- 6.099, de 26 de abril de 2007;
com fundamento no disposto no Decreto n°- 5. 583, de 16 de novembro de 2005, no
Decretolei No- 221, de 28 de fevereiro de 1967 e na Lei No- 7.679, de 23 de novembro
de 1998; que dispde sobre a proibicdo da pesca de espécies em periodo de reproducéo e
da outras providéncias; e considerando o0 que consta do Processo n°
02001.002135/2008- 91 resolve:

Art. 1° Estabelecer normas para o periodo de protecdo a reproducao natural dos peixes,
nas areas de abrangéncia das bacias hidrograficas do Sudeste, nos estados do Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parand, excetuando-se as areas das
bacias hidrograficas dos rios Parand e Sao Francisco, contempladas por instrucdes
normativas especificas.

Art. 2° Para os fins desta Instru¢cdo Normativa, consideram-se:

| - bacia hidrografica: o rio principal, seus formadores, afluentes, lagos, lagoas
marginais, reservatorios e demais cole¢des d'agua;

Il - lagoas marginais: alagados, alagadicos, lagos, banhados, canais ou po¢os naturais
situados em areas alagaveis da planicie de inundacdo, que apresentam comunicacdo
permanente ou intermitente com o rio principal ou canais secundarios;

Il - comprovante de origem: documento emitido pelos 6rgdos federal, estadual,
municipal, coldnia de pescadores ou pescador devidamente registrado.

Art. 3° Fica proibida a pesca, anualmente, no periodo de 1° de novembro a 28 de
fevereiro para a protecdo a reproducédo natural dos peixes, nas seguintes areas das bacias
hidrograficas do Sudeste, com excecéo das bacias dos rios Parané e Sdo Francisco:

| - lagoas marginais;

Il - até um mil metros a montante e a jusante das barragens de reservatorios de usinas
hidrelétricas, cachoeiras e corredeiras.

Art. 4° No periodo de defeso definido no art. 3° fica vedada a realizagdo de
competicdesde pesca tais como torneios, campeonatos e gincanas.

Paragrafo unico. Esta proibigdo ndo se aplica a competicdes de pesca realizadas em
reservatorios, visando a captura de espécies ndo nativas (aloctones e exoticas) e de
hibridos.
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Art. 5° Fica permitida, em rios das bacias hidrograficas referenciadas no art. 1°, apenas
a pesca desembarcada, por meio, tdo somente, de linha de mado, canico, vara com
molinete ou carretilha, com o uso de iscas naturais ou artificiais providas ou nédo de
garatéias, exceto pelo processo de lambada.

Paragrafo Unico. No estado do Espirito Santo, é permitido o uso de jiqui, jequi ou
jequia.

Art. 6° Permite-se, em reservatorios, a pesca embarcada e desembarcada, nos seguintes
casos:

I - Quando realizada por pescador profissional, por meio de:

a) rede de emalhar com malha igual ou superior a cem milimetros (100mm), medida
esticada entre angulos opostos, cujo comprimento ndo ultrapasse 1/3 do ambiente
aquatico;

b) tarrafa com malha igual ou superior a setenta milimetros (70mm), medida esticada
entre angulos opostos;

¢) linha de mao ou vara, linha e anzol, cani¢o simples, com molinete ou carretilha, iscas
naturais e artificiais providas ou ndo de garatéias, exceto pelo processo de lambada.

Il - Quando realizada por pescador amador, com a utilizacdo de linha de mao ou vara,
linha e anzol, canigo simples, com molinete ou carretilha, iscas naturais e artificiais
providas ou ndo de garatéias, exceto pelo processo de lambada.

Art. 7° Fica proibido o uso de aparelhos, petrechos e métodos de pesca ndo
mencionados nesta Instrucdo Normativa.

Art. 8° No periodo de defeso, ficam permitidos a captura e o transporte somente de
espécies ndo nativas (aléctones e exaticas), de hibridos e de camarao gigante da

Malasia (Macrobrachium rosembergii), sem limite de cota ao pescador profissional, e
com limitacdo, ao pescador amador, de 10kg mais um exemplar.

Art. 9° A pesca de espécies marinhas e estuarinas que migram para 0s rios durante o
periodo referido nesta Instrucdo Normativa, permanece regrada por normas especificas.

Paragrafo Unico. Excluem-se da previsao do caput as espécies de robalo (Centropomus
parallelus e Centropomus undecimalis) que migram pelo Rio Ribeira de Iguape e
demais rios contribuintes do complexo estuarino-lagunar de Iguape, Canané¢ia e llha
Comprida, no estado de Sdo Paulo.

Art. 10° O produto de pesca oriundo de locais com periodo de defeso diferenciado ou
de outros paises devera estar acompanhado de comprovante de origem, sob pena de
apreensdo do pescado e dos petrechos, equipamentos e instrumentos utilizados na pesca.

Art. 11° Esta Instrugdo Normativa ndo se aplica ao pescado proveniente de aquiculturas
registradas no Registro Geral da Pesca - RGP, da SEAP/PR, cadastradas no Cadastro
Técnico Federal - CTF, do IBAMA, que deveréa estar acompanhado de nota fiscal.

Art. 12° Fica excluida das proibicOes previstas neste ato normativo, a pesca de carater
cientifico, previamente autorizada ou licenciada pelo IBAMA ou o0rgdo estadual
competente.
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Art. 13° Os pescadores profissionais, frigorificos, peixarias, entrepostos, postos de
venda, hotéis, restaurantes, bares e similares devem entregar ao IBAMA ou ao 6rgéo
estadual competente declaracdo dos estoques de peixes in natura, resfriados ou
congelados, provenientes de aguas continentais, no prazo de dois dias Uteis apis o inicio
do defeso.

Art. 14° Aos infratores da presente Instru¢cdo Normativa serdo aplicadas as penalidades
e sancdes previstas na Lei no 9.605, de 12 de fevereiro de 1998 e no Decreto No- 6.514,
de 22 de julho de 2008.

Art. 15° Esta Instru¢cdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacao.
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ANEXO V

LAUDO TECNICO SOBRE OS IMPACTOS NA ICTIOFAUNA E NO
ABASTECIMENTO PUBLICO PROVOCADO PELO ACIDENTE AMBIENTAL
OCORRIDO NA INDUSTRIA SERVATIS S.A. (Verséo 22-12-08)
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GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Secretaria de Estado de Meio Ambiente - SEA
Fundacao Estadual de Engenharia do Meio Ambiente - Feema

Rua Fonseca Teles, 121 — 8° andar — Sao Cristévao — Rio de Janeiro - CEP-20.940-903
Telefone: 3891-3332 / 3891-3333

1. DO ACIDENTE

A Servatis S. A., empresa do ramo quimico, localizada na Rodovia Presidente
Dutra,km 300,5, Municipio de Resende, Estado do Rio de Janeiro, protocolou junto a
Fundagdo Estadual de Engenharia do Meio Ambiente - FEEMA, em 19 de novembro de
2008, o Termo de Auto Denudncia (anexo), dando conta da ocorréncia de Acidente
Ambiental, envolvendo — segundo estimativa inicial da empresa — o derrame de 1500
litros de produto quimico, constituido pelos componentes ativos Endosulfan (20%)
exileno. Conforme consta da Auto Denuncia, o acidente teria ocorrido na madrugada do
dia 18/11/2008, por volta das 02h30min, atingindo imediatamente as aguas do Rio
Pirapetinga e, posteriormente, as 4guas do Rio Paraiba do Sul, nas proximidades da
cidade de Resende, Estado do Rio de Janeiro. Conforme apurado, o acidente ocorreu
durante a operagdo de descarregamento do Endosulfan, motivado pelo rompimento de
um mangote de transferéncia do caminhdo tanque para o tanque de estocagem do
produto. Conforme relatado, o sistema de protecdo, constituido por um dique de
contencdo, encontrava-se sobrecarregado pela agua de chuva e ndo teve capacidade para
conter o material derramado. Além disso, segundo relato de funcionérios, o dreno do
tanque de contencdo encontrava-se parcialmente aberto o que permitiu o afluxo do
Endosulfan para as dguas do Rio Pirapetinga. Com base nos resultados obtidos por meio
das analises laboratoriais, associados aos estudos de dispersdo e diluicdo do poluente,
estima-se que o volume derramado tenha atingido a cifra aproximada de 8.000 (oito mil)
litros de Endosulfan, diluido em xileno, na propor¢do de 20%, o que equivale a 1.600
litros de Endosulfan puro. Tais estimativas foram, posteriormente, confirmados pela
direcdo da empresa.

2. DAS CARACTERISTICAS TECNICAS DO PRODUTO QUIMICO

A caracterizagdo do residuo liquido vertido por ocasido do acidente, tendo como
ingredientes ativos o Endosulfan (caracteristicas toxicas) e Xileno (caracteristicas
nocivas), foi obtida por meio da ficha de Informacéo de Seguranga de Produtos
Quimicos. O estado fisico do produto é liquido; a coloragcdo € amarelo claro e exala
odor caracteristico; o Potencial Hidrogenionico € de aproximadamente 6,5 (upH), em
solugcdo 1% m/v em agua; sua densidade é de 1,0530 g/cm3, a 20° C, portanto muito
préxima da densidade da &gua; e, em termos de solubilidade e miscibilidade, o produto
é emulsionavel na &gua. Por outro lado, o Endosulfan (287) sofre hidrolise lentamente



122

tanto em meio aquético alcalino quanto em meio &cido, com a formacgdo de diol e
didxido de sulfeto. Os efeitos/impactos ambientais e comportamentais do produto sdo
descritos como: ingrediente ativo de baixa mobilidade no solo e a sua persisténcia e
degradabilidade sdo avaliados como néo biodegradavel. O produto € avaliado como nédo
mutagénico e o ingrediente ativo é considerado ndo carcinogénico, ndo teratogénico
(deformac6es) e ndo indutor de efeitos nas funcdes reprodutivas. Estas sdo condicdes
precipuas para o registro do produto no pais. Ressalta-se que tais caracteristicas sao
atribuidas ao ingrediente ativo do Endosulfan e, portanto, refletem o efeito do produto
na sua forma mais ativa e agressiva. Tal biocida apresenta elevada toxidez para os
organismos aquaticos e pode causar, por periodo prolongado, efeitos adversos no meio
aquatico, sobretudo em corpos d“agua com pouca capacidade de renovagao.

3. DO MONITORAMENTO E RESULTADOS DAS ANALISES

De modo a cobrir toda a éarea afetada pelo acidente, foi executado o
monitoramento emergencial ao longo de aproximadamente 400 km do rio Paraiba do
Sul, compreendendo os seguintes trechos: Resende - Barra do Pirai (Santa Cecilia),
Barra do Pirai - Itaocara e Itaocara -Sdo Jodo da Barra (Foz). O monitoramento
estendeu-se ainda aos corpos hidricos que integram o Sistema Light, que envolve o
desvio de parte das dguas do Rio Paraiba do Sul, na altura de Santa Cecilia (Barra do
Pirai), os reservatorios de Santana - Vigario e o Rio Guandu (a montante da ETA da
CEDAE). O processo de monitoramento intensivo, ocorrido entre o dia 19 e 27 de
novembro do corrente ano, envolveu a coleta de aproximadamente 200 amostras, 0 que
permitiu avaliar os niveis de concentracdo do Endosulfan nas aguas, nos sedimentos e
na biota (peixes). Informacdes detalhadas sobre o processo de monitoramento e sobre as
conseqiiéncias do acidente constam do relatorio técnico (anexo 1) elaborado pela
Divisdo de Qualidade da Agua, vinculada a Diretoria de Planejamento Ambiental da
FEEMA, e que sdo apresentadas de forma resumida nos itens a seguir.

Contaminacédo da agua
Conforme ja descrito, o produto derramado possui, dentre diversas

caracteristicas fisicas, uma coloracdo amarelada, o que dificulta a sua visualizacdo nas
aguas do rio Paraiba do Sul, que possui naturalmente uma coloragcdo amarronzada, com
turbidez elevada, variando na faixa de 40 a 200NTU. Assim, sua percepcao se da por
meio do olfato, de acuidade subjetiva, em especial, apds o decorrer do tempo. Em
contraponto, acidentes com derramamento de 6leo, e outros produtos que de imediato
modificam de forma visivel as caracteristicas fisicas da agua, sdo facilmente
observados, e assim tem o seu acompanhamento facilitado. Nesse caso particular, a
necessidade de atendimento as demandas quanto a protecdo as captacdes e ao
abastecimento publico, e posterior informacdo sobre a qualidade quimica da dgua bruta
passivel de tratamento, considerou-se as variaveis abaixo relacionadas, para a orientagdo
de um monitoramento voltado para a protecdo das comunidades abastecidas pelas dguas
do rio Paraiba do Sul e, ainda, por transposicao as abastecidas pela ETA - Guandu.

¢ Quilometragem entre os elementos de interesse;

e Vazdo do rio Paraiba do Sul e tributérios;

e O tempo estimado da chegada da pluma de contaminacdo a cada local de

relevancia.
Sendo assim, a passagem da “onda” de contaminac@o foi calculada entre pontos

de extrema importancia, como as tomadas d’agua para abastecimento publico. Baseado
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em célculos hidrologicos foi possivel prever o transporte da pluma de contaminagdo ao
longo do trecho entre Resende e o delta do Rio Paraiba do Sul, o que permitiu efetuar as
coletas de amostras da agua de forma sincronizada com o deslocamento da massa
d"agua contaminada pelo Endosulfan.

ENDOSULRAN AO LONGO DO RIO PARAIBA DO SUL
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Com base nos resultados das analises laboratoriais e com o auxilio de ferramenta
estatistica observou-se que na coletanea de dados obtidos, 90% dos dados situam-se
numa faixa de concentracdo de Endosulfan abaixo do que recomenda a Portaria N° 518,
do Ministério da Satde, para aguas de abastecimento publico (20 pg/l), o que
demonstrou a efetividade das medidas de estratégia de monitoramento adotada visando
a avaliacdo da agua bruta para posterior captacao e protecdo a satide humana.

SUMARIO ESTATISTICO DOS DADOS DE QUALIDADE DA AGUA (MG/L)

N°® Valor Percentil Percentil Percentil Percentil

Dados minimo 25 50 75
ETA - Agua Bruta 18 ) 3,95
Reservatorios 45 ND 0,34 0,85 2,12 50
Rio Paraiba do ND 0,37 3,78 8,21 17.4
Sul 135
Atafona 1 - = 1,26 - -
Taotal Amostras 199 ND 043 275 7,20 16,0

Com relagdo a qualidade de agua dos rios Pirapetinga e Paraiba do Sul é possivel
afirmar, que as concentragdes do Endosulfan, indicada pelos resultados obtidos por
meio das campanhas de monitoramento, realizadas entre os dias 19 a 27 de novembro
de 2008, sofreram uma reducdo tanto temporal quanto espacial, em funcdo da disperséo
e do aumento da vazdo, atingindo a foz do Rio Paraiba do Sul em niveis de
concentracdes muito baixos. Todavia, os demais compartimentos (sedimentos e biota),
podem sofrer efeitos negativos mais prolongados e que somente um monitoramento
mais abrangente e prolongado podera indicar as reais condi¢cdes de recuperacdo. Nesse
sentido, o monitoramento da qualidade ambiental - agua, sedimentos e biota — é
instrumento fundamental para garantir o conhecimento dos danos ambientais
decorrentes de acidentes.
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Contaminacéao de Sedimentos

As avaliacdes relativas a contaminacdo dos sedimentos foram efetuadas com
base nas 20 amostras de sedimentos superficiais em areas mais provaveis de
sedimentacdo no trecho entre Resende e Floriano, imediatamente a jusante do local do
acidente. Em 19 de novembro de 2008, foram coletadas trés amostras de sedimentos no
rio Pirapetinga, nas proximidades da SERVATIS e na foz do rio, junto ao Rio Paraiba
do Sul. As concentragdes obtidas para esses pontos foram as seguintes: margem
esquerda (junto a Servatis) - 12,84 mg/kg; margem direita (oposta a Servatis) - 7,41
mg/kg; e foz do Rio Pirapetinga - 0,75 mg/kg. Novas amostras de sedimentos foram
tomadas no rio Paraiba do Sul, nos dias 25 e 27, e o Endosulfan ndo foi detectado (ND)
nos locais amostradas, a excegéo, do ponto MD- 02 (0,01mg/kg), em Resende e ME-06
(0,13mg/kg) em Porto Real. Porém, tais resultados devem ser interpretados com cautela.
E possivel que os resultados obtidos por meio da coleta de amostras realizadas nos dias
25 e 27, no segmento do rio a jusante do acidente, ndo correspondeu completamente as
expectativas da investigacdo. Infere-se que a liberacdo do volume de 170 m3 de agua do
Reservatério de Funil, e as condicBes climaticas — chuvas intensas -, carreou 0s
sedimentos para regides mais a jusante da origem do derramamento, o que sera aclarado
nas proximas amostragens. Na auséncia de valor de referéncia para a concentracao de
Endosulfan no sedimento, admite-se, que para fins de avaliacdo, uma vez que o
Endosulfan ndo é encontrado naturalmente no ambiente esse valor pode ser considerado
como zero. Dessa forma, do total de amostras, conforme tabela abaixo, apenas 5
amostras revelaram a presenca do Endosulfan, todas coletadas nas proximidades do
acidente (entre Resende e Porto Real).

PONTOS DE COLETA DE AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

RIO PARAIBA DO SUL

ESTACAO DE LOCALIZACAO COORDENADAS GEOGRAFICAS
COLETA LATITUDE LONGITUDE
ME1 Resende 22° 27" 55 48" 44° 24' 23 35"
MD2 22° 28' 22 37" 44° 23 33 94"
ME2 22° 28' 20 65" 44° 23" 31.45"
MD3 22° 27" 52 19" 44° 22" 30_36"
ME3 22° 27" 50.30" 44° 22" 33.81"
MD4 Porto Real 22° 26' 59.03" 44° 21" 43 93"
ME4 22° 26' 56.75" 44° 21" 46.12"
MD5 22° 25' 02 52" 44° 21' 45 52"
MES 22° 24' 59 72" 44° 21' 45 65"
MD& 22° 24' 09.31" 44° 17" 23 64"
MEG 21° 24" 06.31" 44° 17" 19.68"
MD7 Quatis 217 25" 24 86" 44° 16' 58 21"
ME7 21° 25" 26.60" 44° 16" 54 82"
MD8a Floriano 21° 27' 03.95" 44° 17" 59.13"
ME8 22° 27 00.97" 44° 17" 57.20"
MD=Margem Direita ME=Margem Esquerda
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PONTOS DE COLETA DE AMOSTRAS DE SEDIMENTOS E RESULTADOS
OBTIDOS

DATA HORA PONTO DE AMOSTRAGEM CONCENTRACAO
(ma/Kg)
19/11/08 10h30min Rio Pirapetinga (Bico da llha - Margem 0,75
Esquerda, prox. a foz)
19/11/08 11h00min Rio Pirapetinga (Margem Direita - prox. ao 7.41
local de langamento)
19/11/08 11h30min Rio Pirapetinga (Margem Esquerda - prox. 12,84
ao local de lancamento)
25/11/08 12h20min Santa Cecilia - Margem Esquerda ND
25/11/08 12h30min Santa Cecilia - Margem Direita ND
27/11/08 09h08min ME-01 - Resende ND
27/11/08 09h40min MD-02 - Resende 0,01
27/11/08 09h55min ME-02 - Resende ND
27/11/08 10h12min MD-03 - Resende ND
27/11/08 00h00min ME-03 - Resende ND
27/11/08 10h35min MD-04 - Porto Real ND
27/11/08 10h48min ME-04 - Porto Real ND
27/11/08 11h41min MD-08 - Floriano ND
27/11/08 11h53min ME-08 - Floriano ND
27/11/08 12h22min MD-07 - Quatis ND
27/11/08 00h00min ME-07 - Quatis ND
27/11/08 13h05min MD-05 - Porto Real ND
27/11/08 00h00min ME-05 - Porto Real ND
27/11/08 00h00min ME-06 - Porto Real 0,13
27/11/08 00h0O0min MD-06 - Porto Real ND

Contaminacéo da Biota (peixes)

Os testes ecotoxicologicos consistem na utilizacdo de organismos sensiveis,
expostos as varias concentracdes do agente supostamente tdxico, por um determinado
periodo de tempo, mensurando, assim, o nivel de toxicidade no meio aquatico, ou seja, a
dimensdo qualitativa e quantitativa dos efeitos adversos das substancias quimicas,
considerando suas interaces no ecossistema e o efeito nos organismos vivos. O teste
ecotoxicolégico amplamente utilizado no Brasil, com Brachidanio rerio, espécie de
peixe popularmente conhecido como paulistinha, aponta para uma concentracao letal
(LC50) correspondente a 10 mg/l. Referéncia mais restritiva considera uma
concentragédo letal (LC50) correspondente a 2 mg/l, para as espécies mais sensiveis ao
Endosulfan.

Quanto aos peixes capturados para a analise laboratorial pelo Projeto Piabanha
destaca-se que foram capturados vivos, contudo, desorientados com alteracdo natatoria e
direcional, sintomas tipicos de um processo de contaminacdo/envenenamento, infere-se,
ainda que estes individuos poderiam estar expostos a concentragdes sub-letais. Mesmo
assim, as espécies coletadas apresentaram niveis de Endosulfan. Na tabela a seguir
apresentam-se as concentracdes obtidas a partir de amostras de musculo (filé dorsal).

A elevada toxidez para peixe teste Brachidanio rerio e a capacidade de
acumulagdo nos tecidos dos peixes apds a exposi¢do ao pesticida sdo bem demonstrados
por Viana, Alcianne; Martins, Ana Paula Camargo no artigo Alteracbes morfoldgicas
em hepatdcitos de Brachidanio rerio exposto a acdo do Endosulfan em dose sub-letal.
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Especie Tamanho Concentracao
(cm) ( (ma/Ka)
(A) Curimata (Prochilodus Lineatus) 37

(B) Caximbau (Viola) 29 96 0,75

(C) Robalo (Centropomus sp.) 127 230 0,787

(D) Piau- Branco (Leporino conirostris) 49 1911 1,005

(E) Mandiacu (Pimelodus maculatus) 29 347 2,233

(F) Dourado (Salminus maxillosus) 37 608 1,105

Amostias coletadas em Raocara — 28-11-2008
Especie Tamanho Peso Concentracéo
(cm) (g) (ma/Kg)
(01) Cascudo X X ND
(02) Curimata (Prochilodus Lineatus) X X 0,016

Amosiras coletadas em S Jodio da Bara - 27.11.2008

Especie Tamanho Concentracao mg/kg

Curimata 208

Caximbau - cascudo 24 139 0,081
Robalo 27 81 0,068
Caranguejo adulto 56 1,121
Cumbaca 14 10 0,049
Tainha 25 123 0,181
Cambota 16 92 0,091
Bagre 19 81 0,101

4. DA AVALIACAO PRELIMINAR DOS DANOS

Em termos de danos ambientais, pode-se classificar o acidente como de grande
e extensa proporc¢éo, na medida em que implicou na interrupcdo da captacdo das
estacOes de tratamento de agua, e conseqilientemente, o desabastecimento de agua
potavel nos Municipios localizados no trecho fluminense do Rio Paraiba, afetando uma
populagdo de mais de 1,37 milhdes de habitantes, sem contar o risco de
comprometimento da qualidade da &gua do Rio Guandu, que abastece mais de 10
milhGes de pessoas. Além disto, levou a morte dezenas de toneladas de peixes,
afetando sensivelmente a ictiofauna do rio Paraiba, em toda a sua extensdo. Biocida de
alta toxicidade, conforme analises laboratoriais, o Endosulfan atingiu niveis de
concentra¢do em torno 75 pg/l, enquanto que a concentragdo letal para peixes (LC50) é
de 2 pg/l — concentracdo que pode atingir 50% dos individuos que compdem a amostra,
apos 96 horas de exposicdo. Conforme constatado, entre os dias 18 e 28 de novembro
do corrente ano, a onda de contaminacdo migrou por mais de 400 km ao longo do Rio
Paraiba do Sul, de Resende até sua foz, em Sdo Jodo da Barra, provocando, em toda a
sua extensao, mortandade de espécies variadas de peixes, atingindo tanto as de interesse
econbmico como aquelas de interesse ecoldgico, associadas a cadeia tréfica do
ecossistema fluvial. Segundo a informacéo prestada, em 11 de dezembro de 2008, pela
Coordenagdo de Meio Ambiente da Companhia Siderdrgica Nacional (CSN) foram
incinerados nos fornos daquela Empresa, cerca de 75 toneladas de peixes. Registra-se,
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todavia, que nem todos 0s peixes mortos tiveram esta mesma destinacdo, o que permite
estimar cifras superiores para os danos causados a ictiofauna. Somente no gradeamento
da Barragem da Ilha dos Pombos, no municipio do Carmo, foram recolhidas cerca de 50
toneladas de peixes mortos e, conforme informacdes da Secretaria de Meio Ambiente,
foram dispostos no proprio municipio. Soma-se a esta estimativa quantidade equivalente
dispersa nas margens dos rios ou consumida por predadores, e que ndo foram destinadas
aos fornos da CSN. Como agravante, registra-se o fato do acidente ter ocorrido no
periodo reprodutivo da ictiofauna, atingindo milhares de individuos em estagio
avancado de maturacdo gonadal (ovadas), 0 que compromete a reposic¢do dos estoques
pesqueiros para o proximo ano. Conforme consta do Relatério da FIPERJ (anexo 3),
com base em depoimentos de pescadores e ribeirinhos, foram coletadas nas margens do
rio cerca de 42 espécies nativas e exdticas afetadas pelo Endosulfan, destacando-se as
seguintes: dourado, tilapia, pirarara, tambaqui, pacu, carpa-capim, carpa cabeca grande,
pirapetinga, tucunaré, matrinxa, pintado, robalo, piau-vermelho, curimatd, caximbau,
tainha, duia, piaba, lambari, sarapoa, acard, piabanha, lagosta, piapara, peixe-rei, jundia,
mandiacu, camardo, moréia, curimbata, carapeba, urutu, cambuata, manjuba, cumbaca,
caximbau-viola, corvina, peixe espada, piaucu e mandi. No Curso Médio Inferior e o
Baixo Curso do rio Paraiba do Sul, com cerca de 250 km de extensdo, existe uma
grande diversidade de atributos ecoldgicos onde se destacam fatores hidrolégicos e
geomorfoldgicos e habitats exclusivos para espécies nativas. Na parte central deste
trecho, na altura da cidade de Itaocara, tomando como referencia as informacoes
prestadas no Relatério do Projeto Piabanha, de dezembro/2008 (anexo 2), “seis
espécies foram notadamente mais afetadas e registradas na seguinte ordem decrescente
de capturas: a curimatd (Prochilodus lineatus, a cumbaca (Trachelyopterus striatulus),
o mandi (Pimelodella lateristriga), o dourado (Salminus maxilosus), e dois
representantes eurialinos. atainha (Mugil sp.) e o robalo (Centropomus sp.).”Segundo
ainda o Relatério Preliminar do Projeto Piabanha “dos 21 dourados analisados (13
machos e 8 fémeas), uma fémea se encontrava no estagio de maturacdo gonadal
avancada (12,5%, Foto 9); quatro fémeas no estdgio de maturacdo gonadal
intermediaria (50%); e trés fémeas no estagio de maturacdo gonadal imatura (37,5%),
uma vez que eram exemplares jovens e pertencentes ao lote de recrutamento
reprodutivo ainda em formag¢do”. Em relacdo a curimatd (P. lineatus), foram
analisados 16 exemplares (14 fémeas e 2 machos), dos quais dez fémeas se
encontravam em estagio de maturacdo gonadal avancada (14%) e doze fémeas em
estagio intermediario de maturacdo gonadal (86%). Entre os representantes do género
Leporinus, apenas o piau branco (Leporinus conirostri) estava em processo de
migracdo reprodutiva. Dos dois exemplares capturados e analisados, a fémea
demonstrou estar em um estdgio de maturacdo gonadal intermediaria (Foto 12),
enquanto que o exemplar macho possuia génadas bem desenvolvidas e repletas de
sémem, ocupando, no minimo, da cavidade abdominal (Foto 13), o que caracteriza um
estagio adiantado de maturacéo gonadal, que ocorre quando o peixe esta preparado
sexualmente para o processo reprodutivo. No que diz respeito ao piau-vermelho
(Leporinus copelandii), a fémea capturada encontrava-se no estagio de maturacio
gonadal de repouso, uma vez que o pico de reproducdo da espécie no rio Paraiba do
Sul ndo acontece no periodo das cheias. Segundo Costa (1999), acompanhando o0s
valores mensais da relagdo gonadossomatica de L. copelandii, o pico de reprodugéo
desta espécie ocorre no més de setembro. Estagios de maturacdo gonadal de repouso
também foram observados nas espécies eurialinas, como a tainha (Mugil sp.) e o robalo
(Centropomum sp.).
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5. DAS MEDIDAS ADOTADAS

Em decorréncia do acidente e como medida preventiva, foi recomendada
suspensdo da captacdo de agua no Paraiba do Sul, para as cidades imediatamente a
jusante do local do acidente, nomeadamente: Porto Real, Floriano, Barra Mansa, Volta
Redonda e Barra do Pirai. Visando ainda prevenir a contaminagéo do Rio Guandu, foi
determinado o fechamento da comporta onde ocorre a transposicdo de aguas do Rio
Paraiba para aquele importante manancial. Ao mesmo tempo, com base em estudo de
transporte/dispersdao da pluma de contaminacdo ao longo do Rio, foi deflagrado um
alerta a todos os municipios da regido, informando o tempo estimado da chegada da
pluma em cada ponto de tomada de agua de abastecimento, ocasido em que deveria ser
interrompida a captagdo para as Estagdes de Tratamento (ETA). Da mesma forma, foi
veiculada mensagem através da midia recomendando a suspensdo da atividade
pesqueira e do consumo de peixe por ocasido da passagem da pluma de contaminacao
em cada regido do estado.

Como medida corretiva preliminar foi recomendado o recolhimento e disposi¢ao
adequada de peixes mortos. Visando acompanhar os desdobramentos do acidente foi
elaborado um programa de monitoramento intensivo, com base nos pontos de captagédo
e das estacdes do monitoramento sistematico da FEEMA, o que permitiu subsidiar a
tomada de deciséo quanto ao restabelecimento do abastecimento nas cidades afetadas.

Como medida preventiva e de controle foi determinada pela Sra. Secretaria de
Estado do Ambiente, em 22/11/08, a interdicdo da Empresa Servatis e a realizacdo de
uma Auditoria Ambiental, efetuada por empresa independente, que deveria apontar as
reais condicGes operacionais da atividade, nos seus diversos aspectos relativos a
protecdo ambiental. Essa Auditoria serd acompanhada por técnicos especializados da
FEEMA.

Com o objetivo de mitigar os impactos do acidente, acelerando o processo de
dispersdo da pluma de contaminacdo, foi estabelecido entendimentos com a ANA
visando a abertura das comportas da Represa de Funil, aumentando a vazdo do Rio
Paraiba do Sul em 170 m3/s. Ap6s comprovado que as concentragdes do Endosulfan
encontravam-se abaixo dos limites estabelecidos pela Portaria 518, do Ministério da
Saude, foi liberada a transposicdo em Santa Cecilia, restabelecendo as condi¢des de
vazdo do Rio Guandu. Como medida preventiva foi estabelecido um procedimento de
monitoramento intensivo a montante da ETA Guandu.

6. DESDOBRAMENTOS PREVISTOS

1. Proposicdo e implementacdo de medidas de amparo as comunidades de
pescadores afetadas, envolvendo a extensdo do periodo de defeso aos meses de marco,
abril e maio/20009.

2. Suspensdo da atividade pesqueira no periodo entre defesos (junho-outubro), e
adocdo de medidas de compensacdo monetaria aos pescadores.

3. Avaliacdo do impacto na capacidade reprodutiva da ictiofauna, na sua cadeia
trofica, no estoque pesqueiro, além da eventual necessidade de implementacdo de
programa de repovoamento do Rio, em bases tecno-cientificas seguras.

4. Veiculagéo de informacdes junto as comunidades ribeirinhas afetadas visando
ampliar o entendimento sobre o problema e despertar atitudes colaborativas no processo
de recuperacdo ambiental do Rio Paraiba do Sul.
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5. Atualizacdo de Estudo de modelagem de dispersdo de poluentes ao longo do
Rio Paraiba, considerando cenarios multiplos.

6. Levantamento das atividades de risco localizadas ao longo do Rio Paraiba e
exigéncia de Auditorias Ambientais.

7. Elaboragdo/atualizagéo de Plano de Emergéncia, considerando as atividades
de risco localizadas nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, com 0 suporte do
CEIVAP.

8. Implementacdo de estudos de alternativas e procedimentos emergenciais de
abastecimento de dgua potavel quando de eventual comprometimento da qualidade da
agua do Rio Paraiba do Sul em decorréncia de acidentes.

9. Intensificagdo e aprimoramento dos procedimentos de monitoramento da
agua, dos sedimentos, da comunidade fitoplanctdnica e da ictiofauna.

Rio de Janeiro, 22 de dezembro de 2008.

CLAUDIA GRACA
Analista Ambiental/Zootecnista — Matricula 4230002-0

FATIMA DE FREITAS LOPES SOARES
Analista Ambiental/Biéloga — Matricula 27/1492

JOAO BATISTA DIAS
Analista Ambiental/Geografo — Matricula. 27/1087
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