UNIVERSIDADE FEDERAL
poTOCANTINS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS DO AMBIENTE
CAMPUS UNIVERSITARIO DE PALMAS

LIANA BEZERRA DIAS DE LIMA

AVALIACAO DO RISCO ECOLOGICO POR XENOBIOTICOS ASSOCIADO
AS ATIVIDADES AGRICOLAS

PALMAS -TO
2015



LIANA BEZERRA DIAS DE LIMA

AVALIACAO DO RISCO ECOLOGICO POR XENOBIOTICOS ASSOCIADO
AS ATIVIDADES AGRICOLAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias do Ambiente da
Universidade Federal do Tocantins, como requisito
parcial para a obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias do Ambiente.

Orientadora: Prof. Dr2 Paula Benevides de Morais

Co-orientador: Prof. Dr. Sandro Estevan Moron

PALMAS -TO
2015



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo (CIP)
Biblioteca da Universidade Federal do Tocantins
Campus Universitério de Palmas

L732a Lima, Liana Bezerra Dias de.
Avaliacao do risco ecoldgico por xenobibticos associado as atividades
agricolas / Liana Bezerra Dias de Lima. - Palmas, 2015.
112f,

Dissertacdo de Mestrado — Universidade Federal do Tocantins,
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias do Ambiente, 2015.

Linha de pesquisa: Biodiversidade e Conservacao.

Orientador: Prof. Dr2, Paula Benevides de Morais.

1. Concentracdo de metais. 2. Rios Formoso e Javaés. 3.
Biomarcadores. 4. Cichla sp.. |. Morais, Paula Benevides de. Il
Universidade Federal do Tocantins. lll. Titulo.

CDD: 664

Bibliotecéario: Marcos Maia
CRB2: 1.445
TODOS OS DIREITOS RESERVADOS - A reproducdo total ou parcial, de qualquer forma
ou por qualquer meio deste documento € autorizado desde que citada a fonte. A violagao
dos direitos do autor (Lei n° 9.610/98) € crime estabelecido pelo artigo 184 do Cddigo
Penal.



LIANA BEZERRA DIAS DE LIMA

AVALIACAO DO RISCO ECOLOGICO POR XENOBIOTICOS ASSOCIADO

AS ATIVIDADES AGRICOLAS

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre no Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias do Ambiente, da Universidade Federal do Tocantins.

BANCA EXAMINADORA:

Palmas = TO, 22 de Abril de 2015.

g N

Dra. Paula [i;r\;e\ldes d€ Morais (orientadora)
J/H

he f.tz
Dra. Ca{rla Simone Seibert ( membro interno)

r":‘r;&)( ) D LAT

Flineide Eugénio Marques (membro interno)

v\’,,/JUL/‘r“(A )/ )L NAOK \,&, oA Ae Augne
Liana Bezerra Dias de Lima (discente)

——————— e ——————



Dedico este trabalho a toda minha familia!!!
Aos meus pais, Neli e Jodo Batista,

Aos meus irmaos Aline e Handel,

e ao meu marido, José Duarte de Lima Janior,
gue sempre me deram apoio!!!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente ao meu soberano Deus, por ter andado ao meu lado
em todos os momentos dessa caminhada, me dando protecdo, sabedoria,
direcionamento e providenciando tudo o que eu precisava.

Agradeco a minha orientadora, professora Dr2. Paula Benevides de Morais pelo
desenvolvimento do projeto.

Ao meu co-orientador, professor Dr. Sandro Estevan Moron, pelas orientagdes e
ajuda.

A todo o pessoal do laboratério de Colecdes Bioldgicas — UFT/Palmas que me
ajudaram durante as analises de agua e com a logistica das coletas, sendo eles:
Deusiano, Fabricio, Gustavo, Daiane, Licia, Alberico, Elias e Bené.

As técnicas do Laboratério de Microbiologia Ambiental — UFT/Palmas, Marcia
Regina e Cristiane Coelho, por sempre me ajudarem no que era preciso.

A Fazenda Dois Rios, em especial & bi6loga Deborah Rodello, que forneceu todo
apoio logistico para realizacéo das coletas de campo no municipio de Lagoa da
Confuséo.

A todos que participaram das (cansativas) coletas: Alberico, Elias, Bené,
Jefferson, Laiza, Amanda, Aluisio e Sandro.

Ao grupo do Laboratério de Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais
— UFT/EMVZ/Araguaina pelo apoio e compreensdo nos meus momentos de
correria.

Ao professor Dr. Ricardo Lopes Tortorela e a técnica do Laboratério Integrado
de Pesquisa em Quimica — LIPEQ/UFMT, Luciana Mattos, agradeco por me
receberem tdo bem, pelo aprendizado e acompanhamento durante as analises
de metais pesados.

Ao CNPq pelo financiamento do projeto e viabilizacdo da pesquisa.

A Universidade Federal do Tocantins por ter dado condicdes da realizacdo desta
pesquisa.

A todos os trabalhadores do Centro de Pesquisa Cangucu, em especial ao
Roberto por ajudar com a pesca dos animais e ao professor Dr. Tarso da Costa

Alvim, por ajudar com a logistica no Cangucu.



Ao meu marido, José Duarte de Lima Junior por toda ajuda com a preparacao
para coletas, pelo apoio e compreensédo durante esse periodo.

A minha irma, Aline Bezerra Dias, que sempre me acolheu e deu espaco para
minhas amostras e material de coleta em sua casa.

A todos os amigos e familia agradeco pelo apoio, carinho e compreensio.

Aos meu colegas de turma pelos aprendizado e experiéncias interdisciplinares.

Muito obrigada!!!



RESUMO GERAL

O uso de agrotoxicos e fertilizantes estd gerando risco ecoldgico aos
ecossistemas aquaticos em funcdo da disponibilizacdo de diferentes
xenobioticos para a biota e para o meio, expondo as popula¢gbes aquatica e
humana a substéncias toxicas por meio do consumo de &gua e animais
contaminados. Na regidao de Lagoa da Confusdo, hd décadas tem sido uma
regido de importancia para o agronegécio e a falta de monitoramento de
contaminantes oriundos desta atividade pode comprometer a qualidade do
ecossistema aquatico. O presente estudo teve como objetivo avaliar o risco
ecoldgico por xenobidticos, utilizando o Tucunaré (Cichla sp.) como bioindicador
para avaliagdo dos possiveis efeitos de xenobidticos associados as atividades
de agricultura na cidade de Lagoa da Confusédo — TO. Foram realizadas coletas
de 4gua e peixes no periodo de setembro de 2013 a outubro de 2014 em trés
pontos (A — rio Javaés/Pium, B — rio Javaés/Lagoa da Confusdo e C — rio
Formoso/Lagoa da Confus&o). Para avaliacdo da qualidade da agua utilizou-se
parametros fisico-quimicos e concentracdo de metais pesados (Cd, Pb, Cu, Cr,
Mn, Ni e Zn). Para avaliar o risco ecoldgico do bioindicador utilizou-se a
determinacao da concentracdo de metais (Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni e Zn) no figado
e musculo e os seguintes biomarcadores: genotoxico (teste Micronucleo),
bioquimicos (niveis séricos de glicose, AST e ALT) e histologicos (branquias e
figado). Em relacdo aos parametros fisico-quimicos, o foésforo total no Ponto C
apresentou-se acima do valor de referéncia. Nao houve diferenca significativa
para concentracao de metais na agua entre os trés pontos amostrados (p> 0,05)
em relacdo ao ponto A. A média das concentracdes de Cu, Cr e Mn nos trés
pontos coletados excederam os valores para rios de Classe 1, segundo
Resolucdo Conama 357, indicando contaminacdo dos recursos hidricos por
esses metais. Apenas o0 Cr estava acima do limite maximo permitido para
consumo humano, porém nao foi significativamente diferente em relacdo ao
ponto A (p>0,05). O teste de micronucleo revelou uma baixa frequéncia nos trés
locais de coleta. Observou-se hiperglicemia nos animais do ponto C. Nas
branquias, as alteracbes mais frequentes foram: descolamento epitelial,
hiperplasia e hipertrofia do epitélio lamelar, congestéo, fusdo lamelar parcial e
total, edema, infiltrado inflamatorio, dilatacdo capilar e em menor frequéncia
aneurisma e necrose focal. No figado, as alteracBes histopatologicas mais
frequentes foram vacuolizacdo citoplasmatica, hipertrofia nuclear, dilatacdo dos
sinusoides, desarranjo dos corddes hepéaticos, estagnacéo biliar, congestao dos
vasos, infiltrado inflamatério e ndcleos picnoéticos. Observou-se também a
ocorréncia de necrose focal. A avaliacdo integrada da concentracdo de metais
na agua e nos tecidos dos peixes e dos biomarcadores indica a contaminacao
tanto da agua quanto do peixe por metal, provavelmente proveniente das
atividades agricolas, sendo necessario 0 monitoramento da qualidade do
ecossistema aquatico na regido, uma vez gque os tucunarés além do seu papel
ecolégico, também fazem parte da alimentacao da populacéo local.

Palavras — chave: Concentracdo de metais. Rios Formoso e Javaés.
Biomarcadores. Cichla sp..



ABSTRACT

The use of pesticides and fertilizers is generating ecological risk to aquatic
ecosystems depending on availability of different xenobiotics for biota and the
environment, exposing the aquatic and human populations to toxic substances
through drinking water and animals contaminated. Confusion Lagoon region, for
decades has been an important area for agribusiness and the lack monitoring of
contaminants derived from this activity can compromise the quality of the aquatic
ecosystem. This study aimed to evaluate the ecological risk by xenobiotics, using
the Peacock Bass (Cichla sp.) as bioindicator for evaluation of possible xenobiotic
effects associated with agricultural activities in the city of Confusion Lagoon - TO.
Water and fish samples were carried out from September 2013 to October 2014
in three points (A - River Javaés/Pium, B - Javaés river/Confusion Lagoon and C
- Formoso River/Confusion Lagoon). To evaluate the water quality was used
physicochemical parameters and concentration of heavy metals (Cd, Pb, Cu, Cr,
Mn, Ni and Zn). To assess the ecological risk of bioindicator was used to
determine the concentration of metals (Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni and Zn) in the liver
and muscle, and the following biomarkers: genotoxic (micronucleus test) and
biochemical (serum glucose, AST and ALT) and histological (liver and gills).
Regarding the physical and chemical parameters, the total phosphorus at point
C showed above the reference value. There was no significant difference in
concentration of metals in the water among the three sampling sites (p> 0.05) at
point A. The average of Cu, Cr and Mn in the three points collected exceeded the
values for Class 1 rivers, according to Conama Resolution 357, indicating
contamination of water resources for these metals. Only Cr was above the
maximum allowed for human consumption, but was not significantly different at
point A (p> 0.05). The micronucleus test revealed a low frequency in the three
collection sites. Hyperglycemia was observed in the animals of point C. In the
gills, the most frequent changes were epithelial lifting, hyperplasia and
hypertrophy of the lamellar epithelium, congestion, partial lamellar fusion and
total, edema, inflammatory infiltration, capillary dilatation and less frequently
aneurysm and focal necrosis. In the liver, the most common histopathological
changes were stage | and I, as cytoplasmic vacuolization, nuclear hypertrophy,
dilation of sinusoids, derangement of hepatic cords, bile stagnation, congestion
of vessels, inflammatory infiltrate and pyknotic nuclei. It was also observed the
occurrence of focal necrosis. Integrated assessment of the concentration of
metals in water and tissues of fish and biomarkers indicates contamination both
water and fish by metal, probably from agricultural activities, requiring the
monitoring of the quality of the aquatic ecosystem in the region, as tucunarés
beyond its ecological role, also part of the food for the local population.

Key-words: Metals concentration. Rivers Formoso and Javaés. Biomarkers.
Cichla sp ..



LISTA DE TABELAS

Capitulo I

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da agua nos diferentes pontos de coleta:
Ponto A (rio Javaés - Cangucu), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confusao),
Ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confuséo). V. M. P é o valor de referéncia
baseado na resolucdo CONAMA 357. Dados sdo a média + erro padréo. (*)
diferenca significativa em relacéo ao Ponto A.

Tabela 2: Concentracdo de metais na agua nos diferentes pontos de coleta:
Ponto A (rio Javaés - Cangucu), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confuséao),
Ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confus&o). V.M.P é o Valor maximo Permitido
baseado na resolucdo CONAMA 357 para Classe 1. Dados sdo a média + erro
=T [>T PSR 56

Capitulo I

Tabela 1 — Classificacdo das alteracfes histopatoldgicas encontradas nas
branquias de Cichla sp. quanto ao estagio de comprometimento da funcao
branquial adaptado de  Poleksic e  Mitrovic-Tutundzic  (1994).

Tabela 2 — Classificacéo das alteracdes histopatologicas encontradas no Figado
de Cichla sp. quanto ao estagio de comprometimento da funcdo hepatica
adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994). ........cccceeeeviiiiiieiiieeeeieeeeea, 75

Tabela 3— Dados de peso e comprimento de Cichla sp. nos diferentes pontos de
coleta. Dados s&o apresentados como média + desvio padréo.

Tabela 4 — Concentracdo de metais em mg.kg? no figado e musculo de Cichla
sp. nos diferentes pontos de coleta: ponto A — Rio Javaés/Cangucu; ponto B —
Rio Javaés/Lagoa da Confusdo; ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confusao.
Dados s80 média £ €rro PAAr80. ........ccevveiviviiiieeiiiiiie e ere e e e e e e e e e e ee e eeea e 76

Tabela 5 — Frequéncia de micronucleo (MN) de Cichla sp. nos diferentes pontos
de coleta: ponto A — Rio Javaés/Cangucu; ponto B — Rio Javaés/Lagoa da



Confuséao; ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados sdo média + erro
=T | > T SRR 80

Tabela 6 — Parametros bioquimicos de Cichla sp. nos diferentes pontos de
coleta: ponto A — Rio Javaés/Cangucu; ponto B — Rio Javaés/Lagoa da
Confusao; ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados sdo média + erro
1216 [ = 1o T PP PO PP P RO PUPTPPPPPPPPPPPRPPR 80

Tabela 7 — Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas nas branquias de Cichla
sp. coletados nos rios Javaés (Pontos A e B) e Formoso (Ponto C). 0 = alteracfes
ausentes; 0+ = altera¢gOes raramente frequentes; + = altera¢gbes frequentes; ++
= alteracbes muito frequentes; +++ = alteracées extremamente frequentes.

Tabela 8 — Frequéncia das alteracdes histopatologicas no figado de Cichla sp.
coletados nos rios Javaés (pontos A e B) e Formoso (ponto C). O = alteracbes
ausentes; 0+ = alteracbes raramente frequentes; + = alteracdes frequentes; ++
= alteracbes muito frequentes; +++ = alteracbes extremamente frequentes.



LISTA DE FIGURAS

Capitulo |

Figura 1 — Fotos da area de estudo. A - Rio Formoso/Lagoa da Confusao (abril/2014).
B — Rio Javaés/Lagoa da Confusao (setembro/2014). C — Rio Javaés/Pium

(OUTUBIOI20TL4). ...ttt e e e et e e e e eeeeeen e 32
Figura 2 - Exemplar de Cichla sp. (Perciformes: Cichlidae) — tucunaré. .......... 33
Capitulo Il

FIGURA 1 — Area de estudo: Ponto A - rio Javaés (localizado na cidade de Pium
— Centro de Pesquisa Cangucu), Ponto B — rio Javaés (Lagoa da Confuséo) e
Ponto C —rio Formoso (Lagoa da ConfuS80). ..........uuvveeieiiiiiiiiiieeeee e 53

Capitulo 1l

FIGURA 1 — Localizacdo dos pontos de estudo no Estado do Tocantins: ponto A
— rio Javaés (Pium) e pontos B — rio Formoso e C — rio Javaés (Lagoa da
(@] 011U E57= 1o ) 15 URTUPRT 70

Figura 2 — Concentracéo de metais no figado de Cichla sp. nos diferentes pontos
de coleta: Ponto A (rio Javaés - Cangucu), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da
Confuséo), Ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confusdo). Barras representam
valores de média + erro padrdo. (*) diferenca significativa em relacdo ao Ponto
A e e — ettt tee e e e et e e e e ettt e teeeeanrrrrees 77

Figura 3 — Concentracdo de metais no musculo de Cichla sp. nos diferentes
pontos de coleta: Ponto A (rio Javaés - Cangucu), Ponto B (rio Javaés — Lagoa
da Confusao), Ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confusédo). Barras representam
valores de média * erro padréo. (*) diferenca significativa em relacdo ao Ponto
P EPPPPPPRUT 78



Figura 4 — Alteracdes histopatologicas mais frequentes nas branquias de Cichla
sp. dos diferentes pontos de coleta: Ponto A (rio Javaés - Pium), Ponto B (rio
Javaés — Lagoa da Confusédo), Ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confusé&o). (A)
filamento branquial sem alteragbes — lamela secundaria (seta preta) e filamento
(seta branca). (B) descolamento epitelial das lamelas. (C) hiperplasia do tecido
proliferativo do filamento (seta menor) com fusdo parcial das lamelas (seta
maior). (D) congestdo (setas) e edema (estrela). (E) hipertrofia das células
pavimentosas na lamela secundaria (seta). (F) desorganizacdo da estrutura
lamelar com fusdo completa de lamelas (seta branca), necrose focal (seta preta)
e presenca de infiltrado inflamatério (cabeca da seta). Aumento de 400x.
Coloragdo HE. Figura A — exemplar coletado no ponto A. Figuras B, C e E —
exemplares coletados no ponto C. Figuras D e F — exemplares coletados no

Figura 5 — Valores médio de VMA e IAH nas branquias de Cichla sp. nos
diferentes pontos de coleta: ponto A — Rio Javaés/Cangucu; ponto B — Rio
Javaés/Lagoa da Confusao; ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados
sdo media + erro padréo. Considerou-se diferenga significativa p<0,05. (*)
diferenca significativa emrelacdo ao PONtO A. ........oovvvviiiiiiiiiiiiie e, 83

Figura 6 — Alteracdes histopatologicas no figado de Cichla sp. nos diferentes
pontos de coleta: ponto A (rio Javaés - Pium), ponto B (rio Javaés — Lagoa da
Confuséo), ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confuséo). (A) tecido hepatico com
morfologia normal - sinusoides (seta branca), hepatdcitos (area circular), célula
de Kupffer (seta preta fina) e veia central (seta preta larga). (B) vacuolizacéo
citoplasmatica nos hepatocitos e dilatacdo e congestdo dos sinusoides (seta
preta). (C) estagnacao biliar (area quadriculada), ndcleos picnéticos (seta preta)
e deformacdo do contorno nuclear (seta branca). (D) desarranjo dos corddes
hepaticos com vacuolizacdo nuclear (seta preta) e auséncia de nucléolo (seta
branca). (E) hipertrofia nuclear (seta), auséncia de nucleos (area circular) e
ruptura do vaso (estrela). (F) area de necrose focal com presenca de infiltrado
inflamatorio (seta). Aumento de 400x (A e F) e aumento de 1000x (B, C, D e E).
Coloracao HE. Figura A — exemplar coletado no ponto A. Figuras B, Ce D —
exemplares coletados no ponto C. Figuras E e F — exemplares coletados no
PONTO B oo e 85

Figura 7 — Valores médio de VMA e IAH no figado de Cichla sp. nos diferentes
pontos de coleta: ponto A — Rio Javaés/Cangucu; ponto B — Rio Javaés/Lagoa
da Confuséao; ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados sdo média +
erro padrdo. Considerou-se diferenca significativa p<0,05. (*) diferenca
significativa em relacao a0 PONTO A. ... 86



LISTA DE ABREVIATURAS

ALFAC - Fixador a base de alcool 80%, formol e &cido acético glacial
ALT — Alanina Amino Transferase

ANVISA - Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APA — Area de Protecio Ambiental

AST — Aspartato Amino Transferase

Cd — cadmio

Cu — cobre

CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente

Cr — cromo

g - grama

g/dL — grama por decilitro

HE — hematoxilina-eosina

IAH — indice de alteracao histopatolégica

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

mL/L — mililitro por litro

Mn — manganés

MN — micronucleo

Ni — niquel

OD - Oxigénio Dissolvido

Pb — chumbo

pH - potencial hidrogenidnico

SISBIO - Sistema de Autorizacao e Informacéo em Biodiversidade
VMA — valor médio de alteracéo

V.M.P — valor maximo permitido

Zn — zinco



SUMARIO

CAPITULO |

1 INTRODUGAQO GERAL .....oovieeiteeeee e, 16
2 REVISAO DE LITERATURA ...oiiiiice ettt st 17
2.1 Concentrag@o de MEtaAIS ........cooeeieiiiiiiiiieee e 19

2.2 Uso de Peixes como BioindiCadOres .........ccoeeevvvviiiiiieeeieeeiiiiinnneeeeen 21

2.3 Biomarcadores €M PEIXES ......cccvveviiiiiiiiee e e e e e e 22
2.3.1 Avaliacao de genotoxicidade pelo teste de Micronucleo............... 23

2.3.2 Biomarcadores BioqUimICOS .........cccuvviiiiiieeeiiiiiiiiiieee e 24

2.3.3 Biomarcadores HiStolOQICOS ..........cccuuvveiiiiieeeiiiiiiiiieeee e 26
PG T T = - 1 (o [ - U 26

2.3.3.2 FIQAAO ... 28

S AREA DE ESTUDO ....ooviiiiiiieecieeeee ettt 29
4 ESPECIE EM ESTUDO ......c.ccuiiiiiiieiete ettt 33
S5 OBIETIVOS ...ttt 34
5.1 — ODJetiVO GEral.......uuuuiiiiiii i e e e e 34

5.2 — ODbjetivos ESPECITICOS. ......cciiieiiiiiiiii e e e e eeaaeees 35
REFERENCIAS ......citiiiiteieiee ettt ettt nn e 35

CAPITULO Il

]S U (@ TR 48
ABSTRACT ..ottt ettt e ettt et e st e e et e s te s ate st e s aresannnaresennanes 49
L INTRODUGAOD ...ttt ettt san e 50
2 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt 52

2.1 ArEa A8 ESTUTOD ...ttt 52

2.2 ANALISES A AQUA ......oeeviiiiii i 54

2.3 ANAlISE EStAtiStICA ...vvuviiiiiiiii e 54
BRESULTADOS. ...ttt ettt ettt s aresae e aeeseenanes 55
A DISCUSSAD ..ottt ettt et e st ste et ete e ete e ete e 56
5 CONCLUSAOD ...ttt ettt ete st ete et e 60

REFERENCIAS ..o ettt et e e, 60



CAPITULO Il

RESUMO . ... 66
A B ST R A C T e e e 67
L INTRODUGAO ...ttt e, 68
2 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 70
2.1 Area de eStUdO € COIBLAS ..........eecuriveeeecieeeecte et eee e ere e ere e 70

2.2 AcUmulo de Metais ........ccooeeiieiiii 71

2.3 Avaliacdo genotoxica — teste do MicronUcleo............cccoceeeeeeeeeeeeeee. 72

2.3 ANAliSES BIOQUIMICAS. ... .uuveiiiiieeeiiiiiiiiiiie e e 72

2.5 Histopatoliga de Branquias € Figado...........cccooiiuiviiiiiiieeeeiiiiiiiieeee. 73

2.6 Andlise Estatistica ...........ccooeeeeiiiiie 75

S RESULTADOS ... e e e e e e e e e aaas 76
3.1 ACUMUIO d€ MELAIS ....uuuiiiieeiiiiieiiiie e e e e e e e e e e eeaanne 76

3.2 Avaliagéo genotoxica — teste do MicronUcleo............cceevvvciiiieeeeeeennnns 79

3.3 ANAlises BiOQUIMICAS.........cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeeee ettt 80

3.4 Andlises HistopatolOQICaS ........ccuuvuuiiiiee i e e e e e e eeaeees 81
G =] = U To [ > TSP 81

G A o - o [ TSP 83

A DISCUSSAOD ...ttt ettt st et 86
5 CONCLUSAD ..ottt sttt st 98
CONSIDERACOES FINAIS .....cveiviiiecieeeeete e ee et se et se ettt 99

REFERENCIAS .......ootiiieeeeeee ettt ettt 100



16

CAPITULO |

1. INTRODUCAO GERAL

Desde a Revolucéo Verde, na década de 1950, o processo tradicional de
producdo agricola sofreu drasticas mudancas, com a insercdo de novas
tecnologias, visando a producdo extensiva de commodities agricolas, as quais
envolvem, em sua maioria, 0 uso extensivo de agrotdxicos, com a finalidade de
controlar doencas e aumentar a produtividade (CARNEIRO et al., 2012).

O uso de insumos agricolas é considerado extremamente importante no
modelo de desenvolvimento da agricultura no pais, sendo o Brasil um dos
maiores consumidores de agroquimicos no mundo (PELAEZ et al., 2013). A
intensificacdo do uso de agrotoxicos e a nado utilizacdo de praticas
conservacionistas comprometem a qualidade do solo, das aguas superficiais e
subterraneas, acarretando graves impactos ao meio ambiente e a saude humana
(CARNEIRO et al., 2012; IBGE, 2012).

Os agrotoxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas), ions inorganicos
(metais), entre outros, de origem antropogénica (GUARATINI et.al., 2008), séo
substancias potencialmente toxicas aos seres vivos, podendo causar em
homens e animais efeitos no sistema nervoso central e periférico, ter acao
imunodepressora e causar cancer (CALDAS; SOUZA, 2000).

Os padrdes de qualidade da agua sédo baseados em um conjunto de
parametros e respectivos limites estabelecidos com base em critérios cientificos
gue avaliam o risco para o ambiente e a saude humana e animal. Desta forma,
a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, no. 357 de
2005, estabelece os limites maximos permitidos de poluentes em &aguas
superficiais, considerando o enquadramento dos cursos de agua e seus
diferentes usos (BRASIL, 2005).

Neste contexto, o monitoramento do ambiente aquatico € essencial para a
avaliacdo das modificacdes nas caracteristicas da agua e compreensao dos
processos fisicos, quimicos e bioldgicos no ambiente aquatico. Além disso, estes
estudos permitem avaliar a interferéncia antropica na qualidade da agua e auxilia

na aplicacdo de medidas mitigadoras na tentativa de minimizar os seus danos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O ambiente aquatico esta exposto a processos de poluicdo causados pela
variedade e quantidade de substancias quimicas que ingressam nele, que
podem ser produzidas pelo homem ou podem ser de origem natural, sendo
chamadas de “xenobiéticos” e sua quantidade e variedade estdo em continuo
aumento (LIVINGSTONE, 1993, 1998).

A agricultura moderna tem gerado impactos ambientais que
comprometem o equilibrio dos ecossistemas a médio e longo prazos, embora
esteja elevando a produtividade e permitindo atingir niveis de producao que
atendem as demandas do mercado (IBGE, 2010, 2012). Como exemplos de
substancias xenobidticas utilizados em larga escala na agricultura estdo os
agrotoxicos e fertilizantes.

Os agrotoxicos sao produtos quimicos aplicados em plantacbes com o
objetivo de combater pragas e parasitas e os fertilizantes s&o produtos quimicos
aplicados no solo, a fim de enriquecé-lo ou torna-lo mais propicio aos produtos
cultivados, modificando seus minerais e nutrientes (IBGE, 2012).

Os fertilizantes e agrotoxicos sdo usados para 0 aumento da
produtividade agricola, estando associados a eutrofizacdo dos rios e lagos, a
acidificacdo dos solos e a contaminagcao da agua, com riscos a qualidade da
agua de lagos, aquiferos subterraneos e rios, além dos problemas a saude
humana que sé@o causadas por substancias toxicas presentes nos compostos,
como os metais pesados (IBGE, 2012).

A avaliacdo do risco ecologico utiliza-se de diversas ferramentas que
permitem identificar quali e quantitativamente a probabilidade e ocorréncia de
um determinado dano a saude dos individuos, populacdes ou comunidades
diante da exposicdo a material perigoso, proveniente de atividades antrépicas,
gue sao lancados no meio ambiente (HACON, 2003; SPADOTTO, 2006).

O monitoramento ambiental necessita de diferentes formas de avaliacao
da qualidade da agua desde as variaveis fisicas e quimicas, a utilizacdo de
organismos sentinelas. A analise da qualidade da 4gua através da andlise das
caracteristicas fisicas e quimicas da &agua pode indicar alteracdes nas
substancias naturalmente presentes na agua assim com a presenca de

contaminantes, mas nao proporciona indicagdo dos possiveis efeitos nos
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organismos aquéaticos e esté limitada a sensibilidade dos métodos de andlises e
instrumentos de medicoes.

A utilizacdo de organismos sentinelas em programas de monitoramento
deve-se ao fato de que esses organismos podem acumular substancias
presentes na dgua muito acima do nivel ambiental e, portanto, informam a
presenca de substancias na agua em concentracdes abaixo do nivel de detec¢éo
dos métodos fisicos e quimicos (JOBLING, 1995).

As substancias quimicas ndo naturais e estranhas ao sistema biolégico,
0s xenobioticos, podem ser ou ndo toxicos para 0s organismos, dependendo da
concentracdo da substancia na agua, das caracteristicas da 4gua em relacao ao
pH, dureza, oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade e do tempo de
duracéo da exposicao do peixe ao agente toxico (JOBLING, 1995).

Os toxicantes absorvidos podem ser retidos nos organismos e provocar
efeitos deletérios quando niveis elevados séo atingidos (AZEVEDO; CHAZIN,
2003). Os processos de bioacumulacdo nos organismos sédo biomagnificacéo e
a bioconcentracédo. A bioacumulagcéo € um termo que descreve a transferéncia
dos contaminantes do meio externo para um organismo, no qual as
concentracfes observadas sao superiores as do meio (MANAHAN, 2003).

No caso dos peixes, a bioacumulacéo, se da pela grande quantidade de
agua que passa pelas branquias (HEATH, 1995). Esses contaminantes podem
se acumular por meio da alimentacdo, sendo esse processo chamado de
biomagnificacédo, que é o aumento da concentracao dos xenobioticos nos tecidos
dos organismos a medida que se encontra em um nivel trofico superior
(MANAHAN, 2003). E a bioconcentracdo € a assimilacdo do toxicante no
organismo pela absorcao via superficies respiratorias e dérmicas (FERNICOLA
et al., 2003, p. 238-240).

A acao do xenobidtico inclui efeitos locais — pele e branquias — e os efeitos
no sistema, pela superficie de contato e transporte via corrente sanguinea para
os demais 0Orgaos distantes do ponto original de contato (HEATH, 1995). A
habilidade do organismo de metabolizar um composto modifica a
biodisponibilidade toxicolégica e sua taxa de excrecdo depende da
susceptibilidade da espécie que pode (ou nao) reduzir a toxicidade dos
compostos quimicos absorvidos (FERNANDES; MAZON, 2003).
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Para conhecer os efeitos desses contaminantes na biota aquética,
utilizam-se testes de toxicidades e avaliacbes de efeitos de exposicdo com
organismos de aguas, em condic¢des laboratoriais ou de campo (PASSOS et al.,
2007; CAMARGO; MARTINEZ, 2007; BENZE, 2013, BOTELHO, 2013).

Os estudos de campo séao ferramentas importantes para a avaliagdo do
risco ecolégico e compreenséo dos efeitos bioldgicos e/ou ecoldgicos de agentes
guimicos sob condi¢cBes naturais uma vez que 0S organismos sao expostos a
uma variedade de estressores quimicos e fisicos, que ocorrem naturalmente
com flutuacbes sazonais e que sao potencialmente estressores para 0
organismo (WINKALER et al., 2001).

As medidas de bioacumulacéo e respostas de biomarcadores em peixes
de locais contaminados sdo fontes de informacdes para os programas de
monitoramento ambiental, desenvolvidos para avaliacdo de risco ambiental,
devendo-se considerar 0 uso integrado de diferentes biomarcadores devido a
complexidade dos processos envolvidos na metabolizacdo dos toxicantes
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

2.1 Concentracao de metais em peixes

Metal é o elemento quimico que apresenta ligacfes quimicas fortes entre
seus atomos (ligacdo metdlica) e trés caracteristicas fisicas definidas, quais
sejam: conduzir eletricidade, ter brilho, ser maleavel e flexivel (MANAHAN,
2003). O que d& ao metal tais caracteristicas € o arranjo regular em que se
encontram os cations, cercados por um grande numero de elétrons, cuja
mobilidade, por exemplo, confere brilho ao metal (MANAHAN, 2003).

Alguns deles participam de reacbes quimicas com enzimas no
metabolismo, sendo também conhecidos como elementos traco ou metais traco
(ESTEVES, 1998). Entre eles estdo cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr),
cobre (Cu), ferro (Fe), niguel (Ni), manganés (Mn) e zinco (Zn) os quais sao foco
de estudos de contaminacdo em peixes (FERREIRA, 2009; CARMO; ABESSA,;
NETO, 2011; YI; ZANG, 2012).

Diante da preocupacdo das consequéncias das atividades antrOpicas

sobre ambientes aquaticos, estudos sao desenvolvidos utilizando peixes como
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bioindicadores dos efeitos da poluicdo no ambiente natural, uma vez que esses
organismos mostram o verdadeiro grau de poluicdo do ambiente avaliado
(BARROS et al., 2010; MAHARAJAN et al., 2012), pois sob condi¢bes naturais,
estes metais podem acumular-se a um nivel téxico causando danos ecoldgicos
e a saude humana (UYSAL; EMRE; KOSE, 2008; REPULA et al., 2012;
STORELLI et al., 2013; ZRNCIC et al., 2013; WEI et al., 2014).

Segundo Esteves (1998) as principais fontes de metais para os ambientes
aquaticos continentais sao o intemperismo de rochas, erosdo de solos,
atividades industriais, atividades de mineracdo, efluentes domésticos e por
aguas superficiais/subterraneas provenientes de atividades agricolas e de
pecuéaria, através de efluentes solidos e liquidos que sao lancados diretamente
ou indiretamente em pequenos corregos, lagos e rios.

Nos sistemas aquaticos, os metais pesados podem ser encontrados na
coluna d’agua, nos solidos suspensos e sedimentados, nos organismos e nas
plantas aquaticas. Sua disponibilizacéo no sistema biologico pode provocar risco
ecolégico aos organismos devido a uma série de alteragdes (bioquimicas,
histoldgicas, ecologicas) na biota (HEATH, 1995).

Os residuos e efluentes gerados pelas atividades agricolas constituem
uma das mais importantes fontes ndo pontuais de poluicdo por metais em corpos
d’agua (LIMA, 2013). As principais fontes liberadoras sao os fertilizantes (Cd, Cr,
Pb, Zn), os pesticidas (Cu, Pb, Mn, Zn), os preservativos de madeira e
fertilizantes (Cu, Cr) e dejetos de producéo pecuaria intensiva (Cu, As, e Zn)
(PEDROSO; LIMA, 2001; SANTOS et al., 2002).

O uso de fertilizantes quimicos e pesticidas em areas agricolas levam para
agua parte desses compostos, persistindo no meio aquético por apresentar
forma livre ou idnica, o que facilita sua acumulacéo nos tecidos, principalmente
dos peixes, 0 que consequentemente causa a contaminacdo desses organismos
pelos metais pesados, dentre eles o cromo que é cancerigeno para o homem
(RASHED, 2001; QUEIROZ, 2006; VINODHINI; NARAYANAN, 2008). Segundo
Pandey et al. (2008) baixas concentracbes de metais traco parecem
comprometer a defesa antioxidante das branquias por meio de alteracfes

funcionais e interferéncia nos processos fundamentais do 6rgdo, como a



21

manutenc¢do de osmorregulacao, trocas gasosas e metabolismo de xenobioéticos
nas populacdes de peixes expostos.

A concentracdo dos metais pesados tem sido uma importante ferramenta
de sinalizacdo de contaminagdo em programas de monitoramento ambiental, o
gual considera os diferentes fatores que interferem na bioacumulagcéo dessas
substancias nos peixes devido as suas caracteristicas ecoldgicas, como a
locomoc¢éo no ambiente, ciclo de vida, local de exposicao e habitos alimentares,
além disso, sdo parte de uma atividade econémica e a principal rota de
exposicdo da populacdo humana a esses contaminantes que podem ser toxicos,
persistentes e tendem a ser acumulados (DALMAN; DEMIRAK; BALCI, 2006; YI;
YANG; ZHANG, 2011; ELNABRIS et al., 2013; SANCHES-FILHO; FONSECA,
HOLBIG, 2013; WEI et al., 2014).

As formas inorganicas da maioria dos metais tendem a se ligar fortemente
as proteinas em diferentes tecidos, e tais ligagbes aumentam a bioacumulagéo
e inibem a excrecédo desses toxicantes (MANAHAN, 2003).

Ferreira (2009) sugere que para melhor compreenséo da toxicidade de
metais para o ambiente é necessario entender 0os processos de exposi¢cao, uma
vez que alteragcdes nas condicdes naturais por atividades humanas

frequentemente alteram sua disponibilidade para biota.

2.2 Uso de Peixes como Bioindicadores

Os bioindicadores sdo organismos sentinelas ecologicamente
importantes utilizados para avaliar a salude e integridade dos ecossistemas
aquaticos comprometidos por diversos agentes estressores, uma vez que sao
indicativos biolégicos (um alerta) da existéncia de perturbacfes no ambiente,
sendo importantes para avaliar fatores antrépicos com potencial impactante,
(ADAMS; GREELEY, 2000; AGOSTINHO; THOMAZ; GOMES, 2005;
CALLISTO; GONCALVES; MORENO, 2005). Segundo Bernet et al. (1999) a
sensibilidade da ictiofauna aos poluentes pode variar de acordo com a

suscetibilidade da espécie, a sazonalidade e sua capacidade de migracao.
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Esses bioindicadores refletem tanto a qualidade da 4gua quanto a saude
dos préprios individuos desde os niveis moleculares com alteracdes fisioldgicas,
histolégicas e bioguimicas como em niveis de individuos (crescimento),
populacbes (reproducdo) e comunidades (diversidade e riqgueza de espécies)
para uma avaliacdo da qualidade ambiental (ADAMS; GREELEY, 2000;
SCHULZ; MARTINS-JUNIOR, 2001).

Estudos utilizando peixes como bioindicadores em ambientes aquéticos
naturais tem sido realizados com o uso de varios tipos de biomarcadores como
fisiologicos, bioquimicos, histolégicos (AL-ATTAR, 2007) hematoldgicos e
genotoxicos para avaliacdo de contaminacao por xenobidticos e suas alteracdes
branquias, figado, rins, musculo e sangue (RIBEIRO et.al., 2013), bem como
para detectar os niveis ambientais de poluentes antropogénicos (KALAY; CANLI,
2000).

O uso dos organismos sentinelas permite verificar a bioacumulacdo de
metais, por exemplo, em funcédo do tamanho e nivel trofico da espécie estudada
(CANLI; ATLI, 2003; COSTA; HARTZ, 2009; SOUZA et.al., 2013), dentre elas, o
tucunaré, da bacia amazénica (KEHRIG; HOWARD; MALM, 2008).

2.3 Biomarcadores em peixes

O uso de biomarcadores em programas de biomonitoramento € uma
técnica moderna na avaliagdo de danos ecoldgicos sofridos por ambientes
poluidos e podem ser empregados na prevencdo de impactos ambientais
(GUARATINI, 2008, p. 137). O uso integrado desses indicadores aumenta a faixa
de resposta na espécie estudada com aplicacdo em programas de
biomonitoramento por serem respostas rapidas, sensiveis e alertarem
previamente sobre riscos de danos ambientais no ecossistema aquatico
(PEREIRA et.al., 2011), bem como evidenciam o estado de saude dos peixes
(SOUZA et.al., 2013).

Os biomarcadores podem ser definidos como variacbes bioquimicas,
celulares, fisioldgicas ou comportamentais desencadeadas por mecanismos

adaptavivos em nivel celular/bioquimico ou de organismos completos com
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alteracbes que podem ser irreversiveis dependendo da capacidade de
adaptacdo da espécie afetada, logo, representam a associagdo entre a dose
interna do contaminante e a exposi¢cao/efeitos/susceptibilidade a um ou mais
contaminantes (HACON, 2003).

Segundo Oost, Beyer e Vermeulen (2003) apenas as analises fisico-
guimicas dos diferentes compartimentos do ecossistema, como agua e
sedimento, sao insuficientes para avaliar os efeitos dos contaminantes nos
organismos. Muitas vezes superestima-se a proporcao e a duragao de exposi¢cao
ao agente toxico, logo é necesséario correlacionar os niveis externos da
exposicdo com os niveis internos de contaminacdo dos tecidos, para se
determinar a extenséo e gravidade de tal contaminacgéo

Os estudos utilizando biomarcadores sao essenciais para complementar
os programas de monitoramento ambiental, a fim de se conhecer os efeitos da
poluicdo nos ecossistemas aquaticos por diversas atividades antropicas
(CAMARGO; MARTINEZ, 2007). Dentre os biomarcadores amplamente
utilizados pode-se citar o teste do micronucleo, testes bioquimicos, avaliacao da

concentracdo de metais nos tecidos e analises histopatologicas.

2.3.1 Avaliacdo de genotoxicidade pelo teste de micronucleo

Dentre os diversos testes de mutagénese que podem ser realizados, o teste
de microndcleo tem sido aplicado com sucesso por ser simples, confiavel,
sensivel e ndo depender fortemente do cariotipo da espécie (HEDDLE et.al.,
1983).

O teste permite uma ampla utilizacdo em pesquisas de avaliacdo de
genotoxicidade em ambientes aquaticos poluidos, por meio da analise da
frequéncia de micronucleos em eritrgcitos de peixes (LEMOS et.al., 2007). Esta
€ influenciada pela diferente sensibilidade das espécies aos contaminantes,
pelas mudancas de comportamento devido ao estado de poluicdo do ambiente
(GRISOLIA et.al.,, 2009) e pelos dos habitos alimentares — detritivoros,
omnivoros e piscivoros, por exemplo (PORTO; ARAUJO; FELDBERG, 2005).

Os micronudcleos aparecem quando um cromossomo inteiro ou um

fragmento do cromossomo ndao conseguem migrar durante a mitose (HEDDLE,
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1973). O primeiro caso (perda do cromossomo) é devido a um evento
aneugénicos relacionadas com o aparelho de fuso, enquanto o segundo ocorre
apos a ruptura do cromossomo. Estas altera¢cdes podem ser vistas em qualquer
tipo de célula, tanto soméatica quanto germinal. Portanto, o teste do micronucleo
pode ser realizado em qualquer tipo de tecido ativo (UDROIU, 2006).

Biomarcadores de genotoxicidade tém sido utilizados em estudos de
toxicidade, os quais usam peixes como bioindicadores para avaliagdo do
potencial genotéxico de metais (cadmio, arsénio, mercurio e cobre) no sangue
periférico. A andlise da frequéncia de micronucleos pode ser realizada tanto em
experimentos de laboratério com compostos quimicos (AYLLON; GARCIA-
VAZQUEZ, 2000; OZKAN etal., 2009; YADAV, TRIVEDI, 2009; ROCHA et al.,
2011) em condi¢des naturais, para avaliagdo dos danos genotoxicos em peixes
expostos a contaminantes aquaticos (RODRIGUEZ-CEA, AYLLON, GARCIA-
VAZQUEZ; 2003; PANTALEAO et al., 2006; GRISOLIA et al., 2009, ARSLAN et
al., 2010).

De acordo com Udroiu (2006) a aplicacdo do teste de micronucleos em
amostras de sangue periférico € indicada para as condi¢cdes da exposicéo
crbnica, como no caso de estudos ecotoxicoldgicos utilizando espécies marinhas
ou de agua doce in situ, desse modo, essa metodologia facil e rapida se torna
mais adequado para estudos de mutagéneses provocadas por poluicdo
ambiental do que para simples localizacdo de aberracbes cromossémicas,
tornando os peixes importantes para avaliagdo da qualidade do ambiente

aquatico.

2.3.2 Biomarcadores Bioquimicos

Parametros bioquimicos de peixes tem sido utilizados como biomarcadores
devido as suas respostas a substancias tdéxicas como por exemplo 0s niveis
plasmaticos de glicose, a alteracdo nas atividades de enzimas hepaticas
(PARVATHI et al., 2011).

A concentracao de glicose plasmética representa uma medida Gtil do estado

energético de um organismo num dado momento, visto que um aumento na sua



25

disponibilidade pode indicar a ocorréncia de uma situagdo de estresse
(WINKALER et al., 2001).

A presenca de contaminantes na agua pode resultar em um estresse
metabdlico devido a um aumento da demanda energética, podendo afetar as
reservas de nutrientes do animal (DIGIULIO et al.,, 1995), sendo uma das
primeiras respostas 0 aumento da glicose no sangue e a diminuicdo do
glicogénio no figado, na tentativa de suprir a demanda energética (VUTUKURU,
2005).

Muitos compostos organicos e inorganicos causam um rapido aumento na
concentracdo de glicose no plasma uma vez que estudos observaram a
hiperglicemia e alteragbes em enzimas hepaticas como resultado da exposi¢ao
de peixes a xenobidticos como pesticidas e herbicidas (AGUIAR et al., 2004;
GLUSCZAK et al.,, 2005; LANGIANO, 2006; GALEB, 2010) e metais como
chumbo (MARTINEZ et al., 2004), cromo (VUTUKURU, 2005; PARVATHI et al,
2011) e cadmio (CICIK; ENGIN, 2005), por exemplo.

Alguns desses biomarcadores sao 6rgao-especificos como enzimas que
sdo lancadas na corrente sanguinea logo apos lesdo em tecidos, como as
proteinas ALT (alanina aminotransferase) que extravasam dos hepatocitos e
AST (aspartato aminotransferase) que podem estar presentes tanto no
hepatocitos quanto nas células musculares dos animais, sendo indicadoras de
respostas adaptativas e/ou lesbes no figado/musculo dos animais expostos a
agentes estressores (BAYNES; DOMINICZAC, 2007).

A ALT esta relacionada com a reacdo reversivel de interconversao de
alanina em piruvato por doacdo de um grupamento amina para um composto
alfa-cetoglutarato, o qual é convertido a glutamato que € o produto final da via
glicolitica que ocorre fora da mitocéndria e a AST esta relacionada com a reacao
de interconversdo de aspartato em oxalacetato por doacdo de uma amina do
acido aspartico para um alfa-cetoglutarato, o qual é convertido a glutamato,
tendo participacdo fundamentais na respiracédo celular (BAYNES; DOMINICZAC,
2007).

Sendo assim 0s parametros bioquimicos sdo uma ferramenta Gtil para
diagnosticar situacdes de estresse por contaminantes ambientais presentes na

agua os quais alteram a fisiologia normal dos peixes e podem comprometer seu
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desenvolvimento, bem como, para detectar o estado de saude dos 6rgédos
afetados pelos agentes toxicos (PARVATHI et. al., 2011).

2.3.3 Biomarcadores histolégicos

O uso da histopatologia como um indicador da presenca de
contaminantes no meio representa uma ferramenta Gtil para avaliacdo dos
efeitos da exposicdo a poluentes (BERNET et al.,, 1999), uma vez que as
andlises microscopicas permitem classificar semiquantitativmente as lesdes
histopatoldgicas, possibilitando assim, relacionar os danos encontrados com
alteracdes em outro tipos de biomarcadores em peixes (SCHWAIGER et al.,
1997).

As andlises histopatoldgicas séo sensiveis para detectar efeitos diretos de
compostos quimicos em oOrgaos-alvo, como branquias e figado, tanto em
pesquisas em condicdes experimentais (MAHARAJAN et al., 2012; BENZE,
2013) como em ambientes naturais contaminados, por meio de pesquisas de
campo (MONTES et al., 2010; FLORES-LOPES; THOMAZ, 2011; RIBEIRO et
al., 2013).

2.3.3.1 Branquias

As branquias sao um 6rgao multifuncional que esta diretamente envolvido
nas trocas de gases respiratorios (02/CO>), regulacdo ibnica e osmotica, no
equilibrio acido-base, na excrecédo de produtos nitrogenados e metabolismo de
xenobidticos (FERNANDES; MORON, 2014).

Na maioria dos peixes teledsteos as branquias sédo constituidas por
guadro arcos branquiais em cada lado da faringe, de onde estendem-se duas
fileiras de filamentos branquiais ou lamelas primarias, e acima e abaixo destes
filamentos, regularmente distribuidas, elevam-se as lamelas secundarias que
sdo sitios de trocas gasosas (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).

O epitélio branquial é constituido por diferentes tipos celulares: as células
pavimentosas, as células cloreto, as células mucosas, células indiferenciadas e

células neuroepiteliais, sendo que o epitélio do filamento € estratificado, formado
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principalmente por células pavimentosas e células indiferenciadas (EVANS et
al., 2005).

As lamelas secundarias sdo constituidas basicamente por células
pavimentosas apoiadas na membrana basal e pelas células pilares cujas
projecBes da membrana celular em contato com os prolongamentos das células
pilares adjacentes formam espacos por onde circula o sangue (TAKASHIMA;
HIBIYA, 1995; FERNANDES; MAZON, 2003). Nas lamelas podem estar
presentes as células cloreto ou mucosas dependendo da espécie e das
condi¢Bes do ambiente aquético.

Na lamela, o sangue flui entre os espacos formados pelas extensdes das
células pilares, os canais marginal e proximal, em contracorrente ao fluxo de
agua no espaco interlamelar, ocorrendo assim, as trocas gasosas. Estas
ocorrem por meio de um mecanismo de ventilagdo unidirecional do meio externo
e de um sistema de difusdo em contracorrente entre a agua e 0 sangue
(FERNANDES; MAZON, 2003, FERNANDES; MORON, 2014).

O fato desse 6rgédo funcionar como uma barreira entre 0 meio externo e
interno faz com que a morfologia branquial passe por constantes modificacdes
durante a adaptacdo do peixe as alteracbes ambientais, logo, as branquias
atuam como oOrgao alvo dos peixes para os poluentes, por estarem em contato
permanente com o ambiente aquatico e apresentarem uma extensa area
superficial (FLORES-LOPES; THOMAZ, 2011).

Alteracbes na morfologia branquial sdo consideradas como respostas
adaptativas a contaminantes presentes no ambiente aquatico como por exemplo,
pelos metais lancados nos corpos hidricos em funcdo de atividades
antropogénicas, dentre eles o cadmio (GARCIA-SANTOS et al., 2007), o chumbo
(MARTINEZ et al., 2004), o cobre (ARELLANO; STORCH; SARASQUETE,
1999; CHEN et al., 2012), o niquel (AL-ATTAR, 2007) e o zinco (SANTOS et al.,
2011). Além disso, esse biomarcador € importante para avaliagdo in situ do
estado de saude do ambiente fisico e biolégico, como os rios que recebem
constantemente residuos e efluentes resultantes de atividades antropicas como
agricultura, sendo assim, Uteis para programas de biomonitoramento ambiental
(FERNANDEZ et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011; DEVI; MISHRA, 2013).
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Estudos de biomonitoramento realizados por Montes et al. (2010) na Baia
do Guajar4, no estado do Par4, mostraram que o exame histopatolégico
realizado em branquias de Brachyplatystoma rousseauxii foi considerado um
excelente biomarcador e que essa espécie nativa pode ser utilizada como
bioindicadora de ambientes impactados ou protegidos daquela regido. Sousa,
Almeida e Carvalho-Neta (2013) também utilizaram lesdes branquias como
biomarcadores importantes para o biomonitoramento ambiental em espécies de
peixes de importancia econdmica no Estado do Maranhéo.

Os autores Capkin et al. (2010), Flores-Lopes e Thomaz (2011), Chen et
al. (2012) e Ribeiro et al. (2013) utilizaram as branquias dos peixes como uma
ferramenta para o biomonitoramento da presenca de poluentes em ambientes
naturais. Iwanovicz et al. (2012) relatam a importancia da avaliacao integrada de
diferentes respostas bioldgicas em estudos de campo, pois mostram os efeitos
adversos da degradacao dos ecossistemas aquaticos e do estado de saude dos

organismos e fornece informacdes para tomada de medidas de remediacao.

2.3.3.2 Figado

O figado é um oOrgdo fundamental para o metabolismo quando se
considera a acéao dos poluentes quimicos sobre o peixe, sendo o principal 6rgéo
na biotransformacdo e excrecdo dos xenobiodticos e metais (TAKASHIMA,;
HIBIYA, 1995). Assim, muitos compostos quimicos como metais e agrotoxicos
podem se acumular no figado, de modo que suas células ficam expostas a um
nivel elevado de agentes quimicos presentes no meio ambiente, alterando e
danificando as fun¢@es hepaticas normais (HEATH, 1995) e, consequentemente
comprometendo a saude dos animais afetados (BENZE, 1013; BOTELHO,
2013).

Devido as suas varias funcdes e a sua sensibilidade a poluentes
ambientais, alteracBes histopatolégicas neste 6rgdo tem sido utilizadas em
estudos ecotoxicoldgicos relacionados a contaminagcdo de varias espécies de
peixes por agentes quimicos organicos e inorganicos disponiveis no meio
aquatico (LANGIANO, 2006; CRESTANI et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013;
SANTOS-FILHO et al., 2014).
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A estrutura morfol6gica do figado de peixes varia em fungcdo da espécie,
sendo formado principalmente pelos hepatécitos, os quais sdo células
parenquimatosas que geralmente estdo arranjados como corddes celulares
margeando os canaliculos biliares e sinusoides (capilares sanguineos) (HEATH,
1995).

Esse 6rgao é composto de 12 a 15% por sangue, porém apesar de haver
uma grande quantidade de sangue no figado, a taxa de fluxo de sangue através
do tecido dos peixes € pequena em comparacdo com mamiferos. Nos peixes, 0s
nutrientes, drogas e xenobidticos absorvidos séo direcionados para o figado por
meio do sangue venoso que vem do intestino (HEATH, 1995).

As principais funcdes do 6rgéo sao: conversao de alimentos, estoque de
glicogénio, remocdo e metabolismo de substancias quimicas estranhas no
sangue, formacgédo da bile, sintese de proteinas plasmaticas, sintese do
colesterol utilizados nos hormoénios e membranas celulares, producdo de
secrecdes exodcrinas e metabolismo de horménios (HEATH, 1995). Portanto €
um tecido que apresenta uma alta atividade metabdlica para manutencao da
homeostase dos nutrientes (MANAHAN, 2003).

Alteracbes histologicas nos hepatocitos que podem danificar e
comprometer o funcionamento normal do 6rgao foram identificadas em peixes
expostos a diferentes compostos quimicos presentes no meio aquatico
provenientes de atividades humanas com metais como cobre, mercurio, zinco e
niquel (LIU et al., 2010; RABITTO et al., 2011; ZHENG et al., 2011) e agrotéxicos
(JIRAUNGKOORSKULL etal., 2001; FANTA et al., 2003), bem como em animais
provenientes de rios poluidos por efluentes industriais, domésticos e agricolas
(CAMARGO; MARTINEZ, 2007; FERNANDEZ et al., 2011).

3 AREA DE ESTUDO

A disponibilidade de agua, as condicdes climaticas e a extensao territorial
conferem ao Estado do Tocantins grande potencial para producdo agricola,
ressaltando-se as culturas de graos, dentre estas, o arroz irrigado por inundacao
(SANTOS; RABELO, 2004). No vale dos rios Javaés e Formoso, situados no

municipio de Lagoa da Confusdo, tem-se uma imensa area de varzea, com mais
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de 500 mil hectares, entre os rios Araguaia e seus afluentes Urubu, Javaés e
Formoso, que é considerada a maior area continua para irrigacao por gravidade
do mundo (SANTOS, RABELO, 2004).

O municipio de Lagoa da Confuséo localiza-se na Planicie do Araguaia -
Javaés, sendo predominante clima umido com moderada deficiéncia hidrica no
inverno e no verdo com temperatura mais elevada), os solos sdo do tipo
plintossolos com escoamento superficial lento ou médio; a regido é formada por
solos de significado agricola, os quais sao profundos, porosos e bem permeéaveis
- mesmo quando muito argilosos e as formacdes fitoecolégicas sdo do tipo
Cerrado e Floresta Estacional (SEPLAN, 2012).

Nesta regido esta implantado um projeto de agricultura irrigada, o Projeto
Formoso-Javaés, cujas principais culturas, entre temporarias e permanentes
estdo o arroz, soja, feijao, melancia, banana e milho. Esse projeto € considerado
0 maior produtor de arroz irrigado do estado do Tocantins e segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2013) a producéo vem aumentando
ao longo dos anos. Consequentemente, ha o aumento do uso de insumos
agricolas para manutencao dos atuais niveis de demanda do mercado produtor.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA (2001), esse projeto vem causando impactos de
grandes propor¢cdes na regido visto que, para a irrigacdo das plantacdes séo
drenadas as aguas dos rios Formoso e o rio Javaés (tributarios do rio Araguaia),
por meio de bombas d’agua, ocasionando a mudancga no regime hidrico destes
rios e contaminacao dos corpos d’agua por agrotoxicos (IBAMA, 2001).

Estes impactos ambientais vem sendo percebidos pelos Karaja, Javaé,
populacdes ribeirinhas e assentados rurais, fixados ao longo do rio Javaés, os
guais relatam a diminuicdo de algumas espécies de peixes, por exemplo, o que
reflete diretamente em impactos nos modos de vida dessas populacfes (IBAMA,
2001).

Nesse contexto, é urgente uma avaliacdo de risco ecolégico nessa area,
uma vez que espécies nativas estdo suscetiveis aos impactos de agentes
xenobidticos e tais interferéncias podem resultar em bioacumulacéo, alteracées
no ambiente e biota, bem como contaminagcdo das comunidades ribeirinhas e

indigenas devido a utilizacédo de peixes em sua alimentacéo (LIMA, 2013).
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Além disso, € necessério conhecer a influéncia das atividades agricolas
no estado de saude dos organismos, ambiente aquético e das comunidades
ribeirinhas, que também estdo sujeitas as contaminac¢fes, pois mantém uma
estreita relacédo sociobiolégica com 0 ambiente em que vivem.

Como é&rea de referéncia considerou-se um ponto no rio Javés, municipio
de Pium, localizado em uma Area de Protecdo Ambiental (APA) — Parque
Nacional do Araguaia, criado pelo Decreto n® 47.570 de 31 de dezembro de
1959. Nessa cidade, existem lavouras de seringueira, abacaxi e rizicultura
(irrigado e nao irrigado), mas 77% da area dedicada a agricultura é ocupada com
pastagens naturais e plantadas e a producdo é parcialmente tradicional com
pouco emprego de insumos modernos e tecnologia (IBAMA, 2001).

Os rios Formoso e Javaés sao afluentes do rio Araguaia, cujas nascentes
situam-se na Serra do Caiap0, na divisa de Goias com Mato Grosso, acerca de
850 metros de altitude e possui 2.115 Km de extenséo (IBAMA, 2001).

A drenagem desses rios orienta-se no sentido sul-norte. O rio Formoso
desagua no rio Javaés, na regido de Lagoa da Confusdo, o qual segue seu
percurso no sentido de Pium. Assim, os produtos quimicos utilizados nas areas
agricolas podem a atingir os canais de irrigacao e rios, o que pode comprometer
a qualidade dos recursos naturais no Parque Nacional do Araguaia — Pium, pois
se trata de uma area de protecdo ambiental que recebe numerosos cursos de
agua gue se originam de areas agricultadas por grandes projetos, como é o0 caso
do rios Formoso e Javaés (IBAMA, 2001).

Apesar das diferentes intensidades nos modos de producéo agricola entre
as cidades de Lagoa da Confusdo e Pium, todos os locais de estudo sédo
semelhantes quanto a fitofisionomia (Cerrado) e ao estado de preservacao da

mata ciliar, como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 — Fotos da area de estudo. A - Rio Formoso/Lagoa da Confusao (abril/2014).
B — Rio Javaés/Lagoa da Confusao (setembro/2014). C — Rio Javaés/Pium
(outubro/2014).

Fonte: Fotos de Liana B. D. de Lima.



33

Considerando que os testes em laboratério ndo conseguem reproduzir
exatamente as condi¢bes de campo, estudos in situ podem fazer uma melhor
avaliacdo das condicOes reais de exposicao e efeitos a toxicantes sobre a biota
e 0 ambiente, pois estdo expostos a multiplas combinacbes de fatores
fisicos/quimicos/biol6gicos (CHAPMAN, 2000).

Segundo Zagatto e Bertoletti (2006) é importante conhecer 0s riscos
potenciais desses poluentes a biota, incluindo o homem, pois o efeito
ecotoxicoldgico pode ndo ser o resultado da acdo de apenas uma substancia
isolada, mas da interacdo e magnificacdo de varios agentes presentes num

determinado ambiente.

4 ESPECIE EM ESTUDO

O género Cichla, conhecido como tucunaré (Figura 2) é basicamente restrito
a aguas transparentes, uma vez que sdo predadores que se orientam,
principalmente, pela visao e a habitats |énticos para a alimentacéo e reproducéao.
Esta espécie distribui-se geograficamente nas Bacias Amazoénica e Araguaia-
Tocantins (WINEMILLER; TAPHORN; BARBARINO-DUQUE, 1997).

Figura 2 - Exemplar de Cichla sp. (Perciformes: Cichlidae) - tucunaré.
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Fonte: Foto de Liana B. D. de Lima.

Pertence a familia dos ciclidos (Cichlidae) que tem como ponto marcante a
linha lateral seccionada e um ocelo caracteristico na cauda (SANTOS; SANTOS;

ARAUJO, 2011). Por ser um predador, geralmente piscivoro, ndo migratorio,
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fazer parte de alto nivel tréfico na teia alimentar, estando sujeito ao processo de
biomagnificagdo e por ser um recurso alimentar importante para comunidades
ribeirinhas, o tucunaré tem sido amplamente utilizado como bioindicador de
contaminacdo ambiental por xenobidticos (FOSBERG; KEMENES, 2006;
DOREA; BARBOSA, 2007; BASTOS et al., 2008; KEHRIG; HOWARD; MALM,
2008; RABITTO et al., 2011; SILVA et a., 2013).

Sua captura no periodo chuvoso € dificultada pois se abrigam na mata
inundada (lagos/lagoas) durante a cheia e durante o periodo seco ficam
geralmente proximos as margens dos rios. Formam casais, se reproduzem em
ambientes Iénticos, onde constroem ninhos e cuidam da prole. Os machos
adultos apresentaram protuberéancia cefélica pds-occipital, de carater sexual
secundario extragenital, com reserva lipidica. O sucesso reprodutivo desse peixe
€ atribuido a sua alta capacidade reprodutiva e plasticidade fenotipica, que
permitem sua adaptacao as condi¢cdes adversas (CHELLAPPA et al., 2003).

Podem apresentar habitos de canibalismo em condi¢c6es de abundancia
de individuos adultos que levam a competicao intra-especifica (GOMIERO;
BRAGA, 2004). Em reservatorio possuem um periodo de reproducéo prolongado
(CHELLAPPA et al., 2003), sendo que a variacdo sazonal na hidrologia, o uso
de habitats, as interacfes predador-presa podem influenciar a desova (JEPSEN;
WINEMILLER; TAPHORN, 1997) que € do tipo parcelada (SOUZA et.al., 2008),
com fecundacdo externa, cuidado parental da prole (GOMIERO; VILLARES
JUNIOR; NAOUS, 2010) e altas taxas reprodutivas (LUIZ et al., 2011).

Suas caracteristicas ecoldgicas (habitos alimentares, reprodutivos, nivel
trofico) os tornam bem sucedidas em relacdo as espécies nativas (PELICICE;
AGOSTINHO, 2009).

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar o risco ecolégico por xenobidticos, utilizando o
Tucunaré (Cichla sp.) como bioindicador para avaliacdo dos possiveis efeitos de
xenobiédticos associados as atividades de agricultura nos rios Formoso e Javaés,

no municipio de Lagoa da Confusdo — TO.
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5.2 Objetivos Especificos

Detectar, nos rios Formoso e Javaés, a presenca de metais (Cadmio, Cobre,
Cromo, Chumbo, Niquel, Manganés e Zinco), bem como obter os parametros
fisico-quimicos de pH, temperatura, oxigénio dissolvido (OD), nitrito, nitrato,
nitrogénio amoniacal e fosforo total analisando-os segundo a resolucao
CONAMA 357.

Determinar a concentracdo de metais nos tecidos muscular e hepético de
Cichla sp.;

Verificar alteracdes genotoxicas;

Analisar alteracdes histopatologicas nos tecidos branquial e hepatico;

Avaliar os niveis plasmaticos de glicose e a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT);

Obter informacdes sobre o risco ecoldgico no ambiente aquatico em estudo que

possam subsidiar programas de monitoramento ambiental na regiéo.
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CAPITULO Il

Parametros fisico-quimicos e concentracdo de metais na 4gua dos rios

Formoso e Javaés — TO

RESUMO

Os rios Javaés e Formoso, regido da Lagoa da Confusdo — TO, h4 anos tem sido
o destino final de diversos contaminantes resultantes de atividades agricolas
intensivas, as quais podem comprometer a qualidade do ecossistema aquatico
gue fornece o sustento das comunidades ribeirinhas e indigenas locais. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade da agua destes rios por
meio da analise de parametros fisico-quimicos e da concentracdo de metais na
agua comparando-os com os valores permitidos para Aguas Doces de Classe 1
previstos na resolucdo CONAMA 357. As coletas de agua foram realizadas no
periodo de setembro de 2013 a outubro de 2014 em trés pontos (A — rio
Javaés/Pium, B — rio Javaés/Lagoa da Confusdo e C — rio Formoso/Lagoa da
Confuséo). Foram analisados pH, oxigénio dissolvido (OD), temperatura, nitrito,
nitrato, nitrogénio amoniacal, fésforo e a concentracdo dos metais Cd, Pb, Cu,
Cr, Mn, Ni e Zn, por Espectrofotdmetro de Absorcdo Atémica. Os valores obtidos
para pH, nitrito, nitrato e nitrogénio amoniacal apresentaram-se dentro da faixa
recomendavel. Apenas o fosforo total no ponto C apresentou-se acima do valor
de referéncia. Para o oxigénio dissolvido houve diferenca significativa no ponto
C, que obteve maior valor de OD médio de 6,89 mg.L* em relacdo ao ponto A,
0 qual obteve a menor concentragdo média de 5,59 mg.L™?, inferior ao previsto
para aguas de Classe 1 (= 6 mg.L). A andlise estatistica mostrou que as
diferencas entre as concentracdes de metais pesados por local de amostragem
nao foram significativas (p> 0,05) em relacéo ao ponto A. Cd e Pb apresentaram
concentracfes abaixo do nivel de deteccdo. A média das concentracdes de Cu,
Cr e Mn nos trés pontos coletados excederam os valores para rios de Classe 1.
Para o Cu os pontos A, B e C apresentaram concentracdes de 0,02, 0,03 e 0,03,
para o Cr 0,33, 0,19 e 0,43 mg.L' e para o Mn 0,97, 1,2 e 1,2 mg.L. Esses
valores encontram-se acima do limite permitido pela Aguas Doces de Classe 1
pelaresolucdo CONAMA 357, indicando contaminacao dos recursos hidricos por
esses metais.

Palavras — chave: Concentragcdo de metais. Rios Formoso e Javaés.
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CAPITULO Il

Physicochemical parameters and concentration of metals in the water of

Formoso and Javaés rivers = TO

ABSTRACT

Rivers Javaés and Formoso, Confusion Lagoon's region - TO, for years has been
the final destination of many contaminants resulting from intensive agricultural
activities, which may compromise the quality of the aquatic ecosystem that
provides the livelihood of coastal and local indigenous communities. This study
aimed to evaluate the water quality of Javaés and Formoso rivers by the analysis
of physical-chemical parameters and the concentration of metals in water by
comparing them to the allowed values for Class | fresh waters set out in
Resolution CONAMA 357. Water samples were carried out from September 2013
to October 2014 in three points (A - Javaés river/Pium, B - Javaés river/Confusion
Lagoon and C - Formoso river/Confusion Lagoon). They were analyzed pH,
dissolved oxygen (DO), temperature, nitrite, nitrate, ammonia nitrogen,
phosphorus and the concentration of the metals Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni and Zn
by Atomic Absorption Spectrophotometer. The values for pH, nitrite, nitrate and
ammonia were within the recommended range. Only the total phosphorus in point
C showed above the reference value. For the dissolved oxygen was no significant
difference in point C, which obtained the highest average OD value of 6.89 mg L-
1 relative to point A, which obtained the lowest average concentration of 5.59 mg
L-1, lower than expected for Class 1 waters (= 6 mg.L?). Statistical analysis
showed that the differences between the concentrations of heavy metals by
sampling site were not significant (p> 0.05) compared to Point A. Cd and Pb
exhibited concentrations below the level of detection. The average
concentrations of Cu, Cr and Mn in the three points collected exceeded the values
for Class 1 rivers. For Cu points A, B and C had concentrations of 0.02, 0.03 and
0.03 mg.L%, for Cr 0.33, 0.19 and 0.43 mg.L* and for Mn 0.97, 1.2 and 1.2 mg.L"
1, These values are above the limit allowed by Fresh Waters Class 1 by CONAMA
Resolution 357, indicating contamination of water resources for these metals.

Key - words: Concentration of metals. Formoso and Javaés rivers.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, observamos que a demanda e a oferta dos recursos
hidricos est4 cada vez mais comprometida em algumas regifes do Brasil. As
aguas superficiais e as subterraneas estdo sendo contaminadas com esgotos
industriais, agricolas e urbano, pondo em risco a saude humana e dos
ecossistemas.

A contaminacao aquatica compromete a qualidade da agua que é um
recurso indispensavel a manutencdo de diversas atividades econO6micas e a
vida. Dentre as varias classes de substancias quimicas que podem alcancar o
meio aquaticos, destacam-se os agrotéxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas)
e metais pesados ou elementos-traco, que sdo moléculas ndo biodegradaveis
(ABEL, 1996; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Os agrotoxicos sao considerados extremamente relevantes no modelo de
desenvolvimento da agricultura no pais, sendo o Brasil um dos maiores
consumidores de agroquimicos no mundo (IBEGE, 2012; PELAEZ, et al., 2011).
Na safra de 2011 no Brasil, foram plantados 71 milhdes de hectares de lavoura
temporaria (soja, milho, cana, algoddo) e permanente (café, citricos, frutas,
eucaliptos), o que corresponde a cerca de 853 milhdes de litros (produtos
formulados) de agrotoxicos pulverizados, principalmente de herbicidas,
fungicidas e inseticidas, representando média de uso de 12 litros/hectare e
exposicdo média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotéxicos
por habitante (IBGE, 2012).

A agricultura representa uma das mais importantes fontes ndo pontuais
de poluicédo por metais em corpos d’agua, sendo as principais fontes liberadoras
desses elementos, os fertilizantes (Cd, Cr, Pb, Zn), os pesticidas (Cu, Pb, Mn,
Zn) e os preservativos de madeira (Cu, Cr) (PEDROZO; LIMA, 2001; SANTOS
et al., 2002).

Os metais podem ser introduzidos nos ecossistemas aquaticos de
maneira natural por meio do aporte atmosférico, fluvial e intemperismo a partir
da rocha matriz ou de outros compartimentos do solo onde estdo naturalmente
ou artificial por fontes antropogénicas de diversos ramos: efluentes de esgoto,
efluentes de industrias, atividades agricolas, rejeitos de areas de mineragéo e
garimpos (YABE; OLIVEIRA, 1998; FARIAS, 2006; PAULA, 2006; SANTANA;
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BARRONCAS, 2007; GOMES; SATO, 2011). Os metais langcados no solo, a
partir das atividades agricolas sdo carreados para os rios pelo escoamento de
aguas superficiais provenientes das chuvas, persistindo no meio aquético por
apresentar forma livre, ou idnica, o que facilita sua acumulacdo nos tecidos
principalmente dos peixes (QUEIROZ, 2006; VINODHINI; NARAYANAN, 2008).

Além dos perigos aos seres humanos nos aspectos ocupacionais,
alimentares e de salde publica, sabe-se que a introducdo de agrotdxicos no
ambiente pode provocar efeitos indesejaveis, tendo como consequéncia
mudancas no funcionamento do ecossistema afetado (SPADOTTO, 2006).

A cidade de Lagoa da Confusdo, localizada no Estado do Tocantins, é
conhecida pelo crescente desenvolvimento de sua principal atividade
econdmica, a agricultura irrigada (SANTOS; RABELO, 2004).

Segundo dados do IBGE, s6 entre os anos de 2011 e 2013 foram
produzidos na regido mais de 1.074.753 toneladas de alimentos, sendo que
dentre os alimentos produzidos, 169.600 toneladas foram de soja, 487.380
toneladas de arroz, 35.360 toneladas de feijdo, 236.000 toneladas de melancia,
713 toneladas de milho sendo que a producdo vem aumentando ao longo dos
anos, porém nao ha dados sobre o consumo anual de agrotoxicos nessa regiao.
Consequentemente, h4 o aumento do uso de insumos agricolas para
manutencao dos atuais niveis de demanda do mercado produtor.

Em rios, a carga total de elementos-traco depende das caracteristicas
geoldgicas e ecoldgicas das bacias de drenagem e do tipo de atividade humana
nelas presentes (ESTEVES, 1998). Como os metais pesados ndo podem ser
degradados, eles sdo depositados, assimilados ou incorporados na agua, nos
sedimentos e animais aquaticos podendo acumular na carne de peixes e se
concentrar nos altos niveis troficos (DOREA; BARBOSA, 2007; CASTRO-
GONZALEZ; MENDEZ-ARMENTA, 2008; RAHMAN et al., 2012; STORELLI et
al, 2013; ELNABRIS et al., 2013).

Sua toxicidade é devida a sua capacidade de interferir em processos
enzimaticos e na sua pouca mobilidade no organismo em funcdo do pequeno
tamanho e das cargas duplas/triplas e esta baixa mobilidade faz com que os
elementos se acumulem, provocando modificagdes no metabolismo que podem

resultar na morte do organismo afetado (ESTEVES, 1998).
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Parametros fisico-quimicos como temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
nitrito, nitrato e nitrogénio amoniacal sédo frequentemente utilizados para avaliar
a qualidade da agua tanto em ambientes naturais (SILVA; MARTINEZ, 2004;
SOUSA; ALMEIDA; CARVALHO-NETA et.al.,, 2013) como experimentais
(GARCIA-SANTOS et. al, 2007; ZHENG et.al., 2011;) assim como os dados de
concentracdo de metais na agua (PANDEY et al., 2003; AKTAR; SENGUPTA;
CHOWDHURY, 2011; ZRNCIC et.al., 2013).

Sendo assim este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade da agua
dos rios Javaés e Formoso em uma area agricola na regido de Lagoa da
Confusdo — TO, por meio da analise de parametros fisico-quimicos e da
concentragcédo de metais na agua comparando-0s com os valores permitidos para

Aguas Doces de Classe 1, previstos na resolu¢cdo CONAMA 357.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

Como éarea de estudo, escolheu-se 3 regides entre as cidades de
Pium e Lagoa da Confusdo, Estado do Tocantins, com areas
economicamente agricola, preservacdo ambiental e com comunidades
indigenas (Figura 1).

As coletas de agua foram no periodo de setembro de 2013 a
outubro de 2014. Foram duas coletas por ponto, sendo uma no periodo

de estiagem e outra no periodo de cheia (PAULINO et al., 2014).
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FIGURA 1 — Area de estudo: Ponto A - rio Javaés (Pium), Ponto B — rio Javaés (Lagoa
da Confuséo) e Ponto C — rio Formoso (Lagoa da Confus&o).

B0 v Ll emue

FONTE: WebCart IBGE
(http://www.ibge.gov.briwebcart/swf/swf.php?nFaixas=5&ufs=17) e Google Earth .

O Ponto A, rio Javaés, foi considerado como area de referéncia e localiza-
se em uma Area de Protecio Ambiental (APA) — Parque Nacional do Araguaia,
localizado no municipio de Pium. Os pontos B e C, rios Javaés e Formoso
respectivamente, situam-se na cidade de Lagoa da Confuséo (latitude 10° 47'37"
S e longitude 49° 37'25" W), onde ocorre intensa atividade agricola com
utilizacdo da agua dos rios para irrigacéo das plantacdes, presenca de reservas
indigenas (Karaja, Javaé e Khra6-Canela), sendo por esse motivo escolhidos
como foco de investigacdo do presente estudo.

Os valores de referéncia para os parametros fisico-quimicos e de
concentracdo de metais na agua foram baseados na resolucdo CONAMA 357
para aguas doces de Classe 1.

O sentido do fluxo dos rios nos pontos: passa primeiro no ponto C (rio
Formoso — Lagoa da Confusado), em seguida no ponto B (rio Javaés — Lagoa da

Confuséo) e segue em dire¢éo ao o ponto A (rio Javaés - Pium).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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2.2. Analises da agua

O pH, oxigénio dissolvido (OD) e a temperatura foram medidas nos locais
de coleta com o analisador multiparametro Horiba modelo U-22XD. As amostras
foram coletadas imersas a +30 cm, em uma distancia aproximada de 2 m da

margem e armazenadas em frascos de polietileno de 1000 mL previamente

lavadas com HNO3z 1 mol/L e 4gua destilada, mantidas em gelo (4 oC) dentro de
uma caixa de isopor até o momento da analise. Os parametros de nitrito, nitrato,
nitrogénio amoniacal e fosforo total foram analisados no espectrofotdmetro Hach
modelo DR500.

Para analise de metais Cd, Cr, Cu, Pb, Ni, Mn, e Zn as amostras foram
inicialmente concentradas com acido nitrico em placas aquecedoras e mantidas
refrigeradas (4 °C) até o momento da leitura em espectrofotdmetro de Absorgéo
Atbmica Varian (modelo AA140). Toda a vidraria utilizada permaneceu
previamente em imersao por no minimo 24 horas em HNO3s; a 10%, com a
finalidade de evitar a contaminagcédo por metais e lavadas com agua destilada
antes da utilizacao.

A qualidade fisico-quimica e concentracdo de metais na agua foi
determinada pela média obtida para cada parametro, em duplicata, comparada
com o valor maximo permitido (V.M.P) para Aguas Doces de classe 1
estabelecidas pela Resolucdo n° 357 do CONAMA (BRASIL, 2005), definidas
como: aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano, apés tratamento simplificado, a protecdo das comunidades aquaticas,
arecreacao de contato primario (natacao, esqui aquatico e mergulho), a irrigacéo
de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes
ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula e a protecéo das

comunidades aquaticas em Terras Indigenas.
2.3. Analise Estatistica
Os dados dos parametros fisico-quimicos e de concentracdo de metais

foram submetidos ao teste paramétrico ANOVA seguidos do teste Post Hoc de

Tukey utilizando-se o programa estatistico software GraphPad Instat v 3.00 para
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Windows 95® (GRAPHPAD INSTAT, 1998). Para diferencas significativas, foi
considerada a probabilidade de p<0,05.

3. RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos temperatura, pH, OD, fésforo total, nitrito,
nitrato e nitrogénio amoniacal dos locais de coleta ndo apresentaram diferencas
significativas em relacéo ao ponto A (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da agua nos diferentes pontos de coleta: Ponto A
(rio Javaés - Pium), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confusao), Ponto C (rio Formoso —
Lagoa da Confusédo). V.M.P é o valor de referéncia baseado na resolucdo CONAMA
357. Dados sédo a média. (*) diferenca significativa em relacao ao Ponto A.

Parametros Ponto A Ponto B Ponto C V.M.P
Temperatura (°C) 29,8 30,7 30,63 -

pH 6,5 6,2 6,4 6,0-9,0
OD (mg.LY) 5,6 6 6,89* 26 (mg.L?)
Fésforo total (mg.L™?) 0,07 0,06 0,21 * 0,1 (mg.L™?)
Nitrito (mg.L ™) 0 0 0 1 (mg.L?)
Nitrato (mg.L™?) 0,16 0,05 0,31 10 (mg.LY)
Nitrogénio Amoniacal

(mg.L?) 0,15 0,16 0,13 3,7 (mg.L?)

A concentracao de nitrito apresentou valor zero em uma faixa de deteccéo
de leitura >0,002 mg.L™.

Os dados de concentracdo de metais na agua estdo apresentados na
Tabela 2. A analise estatistica mostrou que as diferencas entre as concentracdes
de metais pesados por local de amostragem néo foram significativas em relacao
ao Ponto A. Cd e Pb apresentaram concentracfes abaixo do nivel de deteccéo
do aparelho.

A média das concentracfes de Cu, Cr e Mn nos trés pontos coletados
excederam os valores para rios de Classe 1 pela resolucdo 357 do CONAMA,
gue sdo 0,009 mg.L* para o cobre, 0,05 mg.L* para o cromo e 0,1 mg.L* para o

manganeés.
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Tabela 2: Concentracdo de metais na dgua nos diferentes pontos de coleta: Ponto A (rio
Javaés - Pium), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confuséo), Ponto C (rio Formoso —
Lagoa da Confusédo). V.M.P é o Valor maximo Permitido baseado na resolucéo
CONAMA 357 para Classe 1. Dados sao a média.

Metal V. M. P.
(mg.L™) Ponto A Ponto B Ponto C (mg.L™)
Cu 0,02 0,03 0,03 0,009
Cr 0,33 0,19 0,43 0,05
Mn 0,97 1,6 1,2 0,1
Ni 0,01 0,03 0,01 0,025
Zn 0,02 0,01 - 0,18

4. DISCUSSAO

Parametros como temperatura, oxigénio dissolvido, pH, nitrogénio e
fosforo influenciam no metabolismo, desenvolvimento dos organismos,
disponibilidade de nutrientes, toxicidade de contaminantes e produtividade do
ecossistema aquatico (MORO et al., 2013).

Os parametros fisico-quimicos sédo influenciados por processos naturais e
antropicos (MALIK et al., 2010). Neste estudo, a temperatura média da agua
variou entre 28,5 a 32,7 °C entre periodos de estiagem e chuvoso. As variacdes
de temperatura séo parte do regime climatico normal, e corpos de agua naturais
apresentam variacfes sazonais e diurnas, bem como estratificacdo vertical
(ESTEVES, 1998).

Os resultados de pH apresentaram-se ligeiramente acidos com variacéo
de 5,6 a 7,3. Os valores obtidos para pH, nitrito, nitrato e nitrogénio amoniacal
se enquadram nos valores recomendados para Aguas Doces de Classe 1
segundo o a resolucdo CONAMA 357 (BRASIL, 2005) e estdo dentro da faixa
adequada para o desenvolvimento normal da maioria dos teledsteos
(RODRIGUES et al., 2013).

Para o oxigénio dissolvido houve diferenca significativa no ponto C, que
registrou-se maior valor de OD médio (6,89 mg.L') em relagdo ao ponto A, o
gual obteve a menor concentracdo (5,59 mg.L!) entre os trés pontos
amostrados, sendo inferior a concentracdo prevista para aguas de Classe 1 (=6

mg.L?). Esse fato pode ser devido a uma caracteristica intrinseca do
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ecossistema aquatico da regido uma vez que esse ponto esté localizado em uma
Area de Preservagdo Ambiental e portanto ndo sofre influéncia direta de
atividades antrépicas. Segundo Esteves (1998) nas &aguas continentais, 0
oxigénio dissolvido sofre variacdes diarias, dependendo de fatores abidticos
como como temperatura, incidéncia de raios solares, matéria organica
dissolvida, profundidade, biomassa de produtores primarios e fotoperiodo, entre
outros.

Porém, apesar da menor concentracdo de oxigénio dissolvido no ponto A,
esse nivel encontra-se dentro dos valores esperados para o bom
desenvolvimento dos organismos de ecossistemas aquaticos tropicais e acima
do nivel critico de 3 mg.L* (MORO et al., 2013).

Apenas o fosforo total no ponto C apresentou-se acima do valor de
referéncia, o que pode ser resultado da lixiviagdo de compostos quimicos
utilizados nas atividades agricolas, somado a presenca de matéria organica
dissolvida. Segundo Moro et al. (2013) esse nutriente, apesar de estar presente
naturalmente em rochas, detritos e membranas celulares, por exemplo,
apresenta-se em concentracdes elevadas no ambiente devido a influéncia de
fontes antropogénicas.

Outro fato relevante € que o fosforo faz parte da composicdo de
fertilizantes utilizados nas atividades agricolas, sendo o Tocantins o terceiro
maior consumidor de fertilizantes da regido Norte (HIRAKURI; LAZZAROTTO,
2011), podendo ser disponibilizados a partir da aplicacédo desses ingredientes na
agricultura, em quantidades significativas no rio Formoso, em Lagoa da
Confuséo.

Em relacdo a baixa concentracdo de nitrito detectada nos trés pontos, de
acordo com Esteves (1998) esse nutriente é encontrado em baixas
concentracfes em ambientes aquaticos oxigenados.

Dos metais analisados, o cobre, cromo, manganés e zinco sdo essenciais
aos seres vivos, em pequenas concentragcdes, pois tem papel importante no
metabolismo dos organismos aquéticos, uma vez que participam dos processos
fisiol6gicos, porém em altas concentracdes podem apresentar toxicidade. Por

outro lado, niquel, cadmio e chumbo n&o tem funcéo biolégica conhecida e séo
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geralmente téxicos para maioria dos organismos (HEATH, 1995; ESTEVES,
1998).

A média das concentracdes de Cu, Cr e Mn nos trés pontos coletados
excederam os valores para rios de Classe 1 pela resolugdo 357 do CONAMA.
Pesquisas revelam que a lixiviagdo das aguas superficiais e a infiltracdo da agua
intersticial para rios e lagos podem introduzir nutrientes a partir de fertilizantes e
agrotoxicos nos corpos d’agua em areas onde se desenvolvem atividades de
agricultura (ABEL, 1996; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Ferreia (2009) ao estudar o acimulo de metais pesados em agua ao longo
da Baia de Sepetiba (RJ), impactada por atividades de industria e agricultura,
registrou valores acima do limite maximo permitido pela legislagdo onde o cromo
obteve uma concentracdo de 0,0532 mg.L! e o cobre de 0,0364 mg.L! em
pontos que nao apresentam boas condicbes de saneamento, impactando
significativamente o meio ambiente. Esses resultados sdo semelhantes aos
observados para o Cu e Cr nos pontos B e C, que estdo proximos as areas
agricolas, onde a concentracdo média foi de 0,03 e 0,03 mg.L* parao Cue 0,19
e 0,43 mg.L* para o Cr.

No Estado do Rio Grande do Sul, Porto e Ethur (2009) avaliaram a
disponibilidade de metais na dgua em trés pontos, em rios da Bacia Hidrogréafica
Butui-lcamaquéa (RS), a qual localiza-se em uma regido cuja economia esta
baseada na atividade agropecudria com uso intensivo do solo e dos recursos
hidricos com larga aplicacdo de agroquimicos. Nesta area detectou-se valores
semelhantes aos do presente estudo, logo, acima do previsto pelo CONAMA.

No Brasil pesquisas tem verificado diversas fontes de contaminacéo de
corpos hidricos em fungéo de entrada de poluentes de origem antrépica como a
descarga de efluentes urbanos, domeésticos, industriais (SANTANA,
BARRONCAS, 2007; FERREIRA; HORTA; CUNHA, 2010; GOMES et. al., 2013)
e de atividades de agropecuaria pelo uso intensivo de agrotéxicos (PORTO;
ETHUR, 2009). Os corpos hidricos vem apresentando niveis preocupantes de
metais, evidenciando o potencial dos efeitos biolégicos adversos nos diferentes
niveis tréficos, o que sinaliza para a saude dos organismos aquaticos e para

populacéo.
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As concentracdes acima do nivel permitido pela legislacao, registradas no
presente estudo, podem estar relacionadas com as atividades econdmicas que
séo desenvolvidas na regido de Lagoa da Confuséo e Pium. Segundo dados do
IBGE (2013), nessa regido h&a o desenvolvimento de culturas como arroz, feijao,
soja, milho, melancia, mandioca e banana.

As atividades agricolas no Brasil tem aumentado o consumo dos
agrotoxicos, tornando-se necessario mais estudos de monitoramento para
verificar possivel contaminacdo dos recursos hidricos por essas substancias
guimicas. Britto et.al (2012) também verificaram a presenca de herbicidas na
Sub-bacia do Rio Poxim, que abastece a cidade de Aracaju (SE), constatando
gue a qualidade da agua esta sendo influenciada pelo uso de herbicidas na
regido. Filizolla et.al. (2002) observaram a contaminacdo de aguas superficiais
por pesticidas utilizados na agricultura no ribeirdo Jardim que abastece a cidade
de Guaira (SP).

No Tocantins, Prado (2013) em um estudo sobre a susceptibilidade de
contaminacao dos recursos hidricos na Bacia Araguaia-Tocantins verificou que
nas aguas superficiais de areas agricolas podem ocorrer 28 diferentes
compostos quimicos dissolvidos. Lima (2010) constatou a utilizacdo de mais de
70 compostos quimicos, principalmente herbicidas e inseticidas, utilizados por
produtores rurais na regido de Lagoa da Confuséo, nos projetos de agricultura
irrigada.

Além disso, os valores de pH em torno de 6,3, tal como registrados na agua
dos rios Javaés e Formoso propicia a existéncia de um ambiente redutor e facilita
uma maior mobilidade dos metais no sistema hidrico (SILVA et al., 2004).

Os dados dos parametros fisico — quimicos encontram-se proximas ou
dentro da faixa prevista para agua doce de Classe 1. Por outro lado, os teores
dos metais pesados (Cu, Cr e Mn) na agua dos rios Javaés e Formoso tanto
para Pium (ponto A) quanto para as area impactadas pela agricultura na cidade
de Lagoa da Confusdo (pontos B e C), foram registrados acima do limite
permitido pela Aguas Doces de Classe 1 da resolucio CONAMA 357, o que
pode indicar uma contaminacdo em funcdo dos agrotoxicos e/ou fertilizantes
utilizados, sendo necessario estudos mais especificos para determinacdo de

guais compostos de origem agroquimica estdo presentes nos diferentes
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compartimentos do ecossistema (ar, agua, solo, sedimento, e nos diversos
niveis tréficos) e em quais concentragdes para se conhecer melhor sobre sua

biodisponibilidade e possiveis riscos de contaminacéo para popula¢cao humana.

5. CONCLUSAO

e A 4gua dos rios Formoso e Javaés apresenta-se contaminada por
metais pesados, em detrimento da atividade agricola da regido, que
esta disponibilizando compostos xenobibticos para o ambiente.

e Apopulacdo que utiliza desta agua estara exposta a estes compostos,

podendo desenvolver problemas de saude em funcdo da absorcéo e

acumulo dessas substancias no organismo.
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CAPITULO Il

Uso de biomarcadores para avaliacdo do risco ecoldgico por xenobidticos
associado a atividades agricolas

RESUMO

Os peixes tem sido frequentemente utilizados como bioindicadores de impactos
ambientais causados por diferentes atividades antrépicas, como por exemplo,
atividades agricolas, onde alteracdes de respostas bioldgicas sédo usadas como
biomarcadores na avaliacdo do bem estar animal. Objetivou-se neste trabalho
avaliar por meio de biomarcadores o risco ecologico por xenobioticos associados
as atividades agricolas utilizando o tucunaré (Cichla sp.) como bioindicador. O
trabalho foi realizado na regido sudoeste do estado do Tocantins, nas cidades
de Lagoa da Confuséo e Pium. As coletas dos exemplares de Cichla sp. foram
realizadas nos rios Javaés e Formoso em trés pontos, chamados de A, B e C.
Os peixes foram analisados por meio da concentracao de metais Cd, Cd, Pb, Cu,
Cr, Mn, Ni e Zn no figado e masculo, e com o0s seguintes biomarcadores: teste
Micronucleo, bioquimicos (niveis séricos de glicose, AST e ALT) e histoldgicos
(branquias e figado). A acumulacdo dos metais foi maior para 0 Zn e menor para
0 Cd no figado e musculo. Apenas o Cr estava acima do limite maximo permitido
para consumo humano, porém néo foi significativamente diferente em relacéo ao
ponto A (p>0,05). O teste de micronucleo revelou uma baixa frequéncia nos trés
locais de coleta. Observou-se hiperglicemia significativa e diminuicdo da
atividade de AST dos animais do ponto C. Nas branquias, as alteracdes mais
frequentes foram de Estagio | e Il, de leves a moderadas mas que podem
prejudicar o funcionamento normal do 6rgao, sendo elas: descolamento epitelial,
hiperplasia e hipertrofia do epitélio lamelar, congestéo, fusdo lamelar parcial e
total, edema, infiltrado inflamatorio, dilatacdo capilar e em menor frequéncia
aneurisma (Estagio Il) e necrose focal (Estagio 1ll). As alteracGes histoldgicas
observadas no figado mais frequentes foram de Estagio | e I, como vacuolizacao
citoplasmatica, hipertrofia nuclear, dilatacdo dos sinusdides, desarranjo dos
corddes hepéticos, estagnacao biliar, congestao dos vasos, infiltrado inflamatorio
e nucleos picnédticos. Observou-se também a ocorréncia de necrose focal. A
avaliacdo integrada desses biomarcadores permite inferir que os animais
provenientes de &reas com intensas atividades de agricultura estao
apresentando respostas adaptativas. Isso provavelmente se deve a
disponibilizacdo e bioacumulacdo de alguns xenobiéticos presentes no meio,
sendo necessario 0 monitoramento da qualidade do ecossistema aquatico na
regido, uma vez que os tucunarés além do seu papel ecoldgico no ecossistema
aquatico, também fazem parte da alimentacdo da populacgéo local.

Palavras-chave: Concentragao de metais. Biomarcadores. Cichla sp..
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CAPITULO Il

Use of biomarkers for assessment of ecological risk by xenobiotics
associated with agricultural activities

ABSTRACT

Fish has often been used as bio-indicators of environmental impacts caused by
various human activities, such as agricultural activities, where biological
response changes are used as biomarkers in assessing the health status of the
animals. The aim of this study was to evaluate biomarkers through the ecological
risk by xenobiotics associated with agricultural activities using the peacock bass
(Cichla sp.) As a bioindicator. The study was conducted in the southwestern
region of the state of Tocantins, in the cities of Confusion Lagoon and Pium.
Samplings of specimens of Cichla sp. were held in Javaés and Formoso rivers in
three points, called A, B and C. The fish was analyzed using the concentration of
Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni and Zn in the liver and muscle, and the following
biomarkers: genotoxic (micronucleus test) and biochemical (serum glucose, AST,
ALT and ChE) and histological (liver and gills). The trend of accumulation
suggested that the deposition was highest for Zn and damn Cd in the liver and
muscle. Only Cr was above the maximum allowed for human consumption, but
was not significantly different at point A (p> 0.05). The micronucleus test revealed
a low frequency in the three collection sites. There was a significant
hyperglycemia and decreased AST activity of the animals from the point C. In the
gills, the most frequent changes were stage | and II, from mild to moderate but
can disrupt the normal functioning of the organ, namely: epithelial lifting,
hyperplasia and hypertrophy of the lamellar epithelium, congestion, partial
lamellar fusion and total, edema, inflammatory infiltration, capillary dilatation and
less frequently aneurysm (Stage 1l) and focal necrosis (Stage 1ll). The observed
histological changes in the liver were more frequent of stage | and Il as
cytoplasmic vacuolization and nuclear hypertrophy, dilated sinusoids
disarrangement of hepatic cords, bile stagnation, congestion of blood vessels,
inflammatory infiltrate and pyknotic nuclei. We also observed the occurrence of
focal necrosis. The integrated evaluation of these biomarkers may infer that the
animals from areas with intense agricultural activities are presenting adaptive
responses. This is probably due to the availability and bioaccumulation of some
xenobiotics in the environment, being necessary to monitor the quality of the
aquatic ecosystem in the region, as the peacock bass in addition to their
ecological role in the aquatic ecosystem, are also part of the food for the local
population.

Key-words: Concentration of metals. Biomarkers. Cichla sp..
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1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de insumos agricolas, bem como o manejo do solo,
aliado a falta de consciéncia da populagdo na protecdo do solo e da &gua,
aumentam a probabilidade de poluicdo ambiental (RHEINHEIMER et al., 2003).

No Tocantins, no Vale dos rios Javaés e Formoso, situados no municipio
de Lagoa da Confusdo, ha uma imensa area de varzea, com mais de 500 mil
hectares, entre os rios Araguaia e seus afluentes Urubu, Javaés e Formoso, que
€ considerada a maior area continua para irrigacdo por gravidade do mundo
(SANTOS; RABELO, 2004).

Nesta area esta implantado um projeto de agricultura irrigada, o Projeto
Javaés, cujas principais culturas, entre temporarias e permanentes estao o arroz,
soja, feijdo, melancia, banana e milho, sendo o maior produtor de arroz irrigado
do estado do Tocantins (IBGE, 2013). A altitude da area esta em torno de 200 m
e o relevo tem inclinacdo menor que 0,05%, o que favorece as inundacgbes
perioddicas, dando origem a solos mal drenados (SANTOS; RABELO, 2004).

Lima (2010) observou a utilizacdo de mais de 70 compostos quimicos
diferentes nas lavouras de Lagoa da Confusdo, sendo a maioria herbicida e
inseticidas, além disso, 31% dos principios ativos utilizados na bacia Araguaia —
Tocantins tem alto potencial de contaminacgéo para aguas superficiais (PRADO,
2013).

Em ecossistemas aquaticos, os peixes sdo considerados como bons
indicadores da saude do ambiente devido as diferentes posi¢cdes que ocupam na
cadeia alimentar, especialmente os piscivoros (ADAMS; GREELEY, 2000),
sendo frequentemente usados como bioindicadores do estado de saude dos
ecossistemas aquaticos (JESUS; CARVALHO, 2008; RODRIGUES et al., 2010;
IWANOWICZ et al., 2012).

Os bioindicadores séo organismos sentinelas que respondem por meio de
alteracdes em varios niveis estruturais desde celular, fisiolégico, bioquimico,
genético, histolégico até mudancas nos padrdes de comportamentos que podem
afetar a estrutura populacional da espécie, como resposta aos agentes
estressores presentes no meio (RODRIGUES et. al., 2010; RABITTO, et. al.,
2011; VELUSAMY et. al., 2014).
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Os biomarcadores podem ser definidos como variagdes bioquimicas,
celulares, fisioldgicas ou comportamentais que podem ser medidas em amostras
de tecido ou fluidos corporais, ou no nivel de organismos completos
(DEPLEDGE, 1994). Essas alteracdes morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicas
séo utilizados de maneira complementar em programas de biomonitoramento
ambiental, pois funcionam como sinais de problemas ambientais emergentes e
para proporcionar provas de exposi¢cdo e/ou efeitos de um ou mais
contaminantes (VAN DER OOST et al., 2003; CAMARGO; MARTINEZ, 2007;
SANCHEZ et al., 2010).

A frequéncia de micronudcleos, alteracdes de parametros bioquimicos
como glicemia e mudangas na atividades de enzimas hepaticas, a analise das
histopatologias sdo alguns exemplos de biomarcadores amplamente utilizados
para avaliacdo dos efeitos para saude dos organismos que estdo expostos a
contaminantes ambientais em seus habitats naturais (AL-SABITI; METCALFE,
1995; AHMED et. al.; 2011; PARVATHI et. al., 2011; GLUSCZAK et al., 2006;
JESUS, FERNANDEZ, QUEIROZ, 2008; FU et. al., 2013; ZHENG et. al., 2011,
SCHWEIGER et. al., 1997).

O presente estudo utilizou Cichla sp., conhecido como Tucunaré, como
bioindicador, uma espécie predadora e um recurso alimentar importante para
comunidades ribeirinhas, sendo por isso, amplamente utilizado como indicador
de contaminacdo ambiental por xenobidticos (FOSBERG; KEMENES, 2006;
DOREA et. al., 2007; KEHRIG; HOWARD; MALM, 2008).

Uma vez que 0 ecossistema aquatico dessa regido e as comunidades
ribeirinhas estdo expostas a contaminacao, pois mantém uma estreita relacao
sociobiolégica com o ambiente em que vivem, objetivou-se avaliar por meio de
bioindicador e biomarcadores o risco ecoldgico, por xenobiodticos associados a

atividades agricolas na regido de Lagoa da Confuséao.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo e coletas

Realizado na regido sudoeste do Estado do Tocantins, as coletas dos
exemplares de Cichla sp. foram nos rios Javaés e Formoso, dois tributarios do
rio Araguaia, no periodo de setembro de 2013 a outubro de 2014 em trés
pontos, denominados A, B e C (Figura 1), nas estacdes de estiagem e de cheia.
O Ponto A é o rio Javaés, localizado na cidade de Pium. O ponto B é o rio
Javaés, na cidade de Lagoa da Confuséo e o ponto C — rio Formoso também
localizado na cidade de Lagoa da Confusao.

FIGURA 1 — Localizacédo dos pontos de estudo no Estado do Tocantins: ponto A — rio
Javaés (Pium) e pontos B — rio Formoso e C — rio Javaés (Lagoa da Confusao).

Image © 2015 DigitakOlob

FONTE: WebCart IBGE (http://www.ibge.gov.br/webcart/swf/swf.php?nFaixas=5&ufs=17) e
Google Earth .

O ponto A foi considerado como local de referéncia pois trata-se de uma
Area de Protegdo Ambiental (APA) — Parque Nacional do Araguaia, e localiza-
se no municipio de Pium (latitude 10°26'33" S e longitude 49°10'56" W), as
coletas foram realizadas préoximas ao Centro de Pesquisa Cangucu, da
Universidade Federal do Tocantins/UFT. E os pontos B e C sao o foco de
investigagcdo do presente estudo, pois situam-se na cidade de Lagoa da
Confuséo (latitude 10° 47'37" S e longitude 49° 37'25" W), onde ocorre intensa


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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atividade agricola e utilizacdo de diversos agrotoxicos, além da utilizacdo da
agua dos rios para irrigacao das plantacoes.

Os animais foram coletados por meio de linha e isca artificial apropriada
para a espécie em estudo, autorizado pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade, por meio da licenca SISBIO numero 40542-2.
Capturou-se um total 197 exemplares. Os dados biométrico (massa e

comprimento) e nimero de exemplares coletados por ponto foram registrados.

2.2 Acumulo de metais

Os animais foram sacrificados por sec¢cdo medular para coleta dos 6rgaos
e tecidos. Fragmentos de figado e musculo foram acondicionados em sacos
plasticos individuais, mantidos a 4°C e levados para o laboratorio, onde foram
armazenados a temperatura de -18°C.

Para andlise do acumulo de metais nos 6rgaos dos exemplares de Cichla
sp utilizou-se o método de digestdo umida por acido sulfarico (H2SO4) no qual
amostras foram pesadas (peso umido de 0,3 a 2g) e transferidas para tubos
contendo 8mL de H>SO4. A mistura foi deixada em repouso durante uma hora a
temperatura ambiente. Acrescentou-se 4 mL de peroxido de hidrogénio (H205).
Os tubos foram transferidos para um bloco digestor a 250 °C por 2 horas. Apos
o resfriamento, a temperatura ambiente, foram adicionados mais 4 mL de H20>
até o clareamento da solucdo. Quando a solugéo atingiu 25 °C a mesma foi
transferida para um baldo volumétrico para diluicdo com agua destilada de
volume final de 25 mL (HSEU, 2004). As amostras nao foram filtradas.

A concentracdo de metais foi determinada por Espectrofotbmetro de
Absorcdo Atdmica Varian (modelo AA140) utilizando diferentes lampadas de
catodo pelo método de chama por acetileno. Toda a vidraria utilizada
permaneceu previamente em imersao por no minimo 24 horas em HNOz a 10%,
com a finalidade de evitar a contaminacdo por metais e lavadas com agua
destilada antes da utilizacdo. As amostras foram analisadas no Laboratoério
Integrado de Pesquisas Quimicas da Universidade Federal do Mato Grosso,
Campus Sinop (Lipeg/UFMT/Sinop/MT).
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Os niveis de contaminagdo por metais no musculo dos tucunarés foram
baseados no Valor M&ximo Permitido para consumo humano de acordo com o
Decreto n® 55871, de 26 de marco de 1965 e Portaria n® 685, de 27 de agosto
de 1998.

2.3 Avaliacéo genotodxica — Teste do Micronucleo (MN)

A possivel acdo dos estressores quimicos na biota local foi verificada a
partir do teste de frequéncia de micronucleo nos eritrécitos periféricos dos peixes
no intuito de verificar a presenca de potenciais efeitos genotoxicos.

O teste do micronudcleo seguiu a metodologia descrita por Grisolia et.al.
(2009). Utilizou uma gota sangue para confeccdo da distensdo sanguinea em
lamina, em triplicata para cada animal. Os esfregacos sanguineos secaram a
temperatura ambiente por 24 horas. Apos secas, as laminas foram fixadas em
Metanol absoluto por 15 minutos e coradas com Giemsa 5% por 20 minutos. Um
total de 3000 eritrocitos examinados para cada peixe, ao microscopio de luz com
aumento de 100x. Os micronucleos, considerados os corpudsculos que em
relacéo ao nucleo apresentarem aproximadamente 1/3 do seu tamanho, estando
nitidamente proximos, mas separados, com bordas distinguiveis, mesma cor e
refringéncia em relacdo ao nucleo. A frequéncia de micronucleos foi de acordo

com Nwani et. al. (2011) pela seguinte formula:

%MN = n° de MN encontrados x 100

n° de células contadas

2.4 Andlises Bioquimicas

O sangue foi coletado via puncdo da veia caudal, utilizando-se seringas
de 5 mL e tubos tipo vacutainer com ativador de coagulo para obtencdo do soro.
As amostras permaneceram refrigeradas em caixas de isopor no momento da
coleta até serem transportadas para o laboratorio. A concentracédo de glicose e
das enzimas AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina

aminotransferase) foram realizadas por espectrofotometria (ASYS UVM 340). As
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enzimas AST e ALT utilizadas para avaliar possiveis danos teciduais hepaticos
nos peixes (AL-ATTAR, 2007). Para obtencéo dos niveis de glicose, AST e ALT

foram utilizados kits bioquimicos Bioclin.

2.5 Histopatologia de Branquias e Figado

Amostras de tecido branquial e figado foram lavados com solugéo salina
0,9% e posteriormente fixadas por 16 horas em Alfac e armazenadas em alcool
70%. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em banhos sucessivos
de alcool (80%, 90%, 95%, e 100%) e clarificadas em xilol (FERNANDEZ et.al.,
2011). Apos os processos de desidratacdo e clarificacdo, as amostras foram
incluidas em parafina para confeccdo de cortes histolégicos de 5um de
espessura usando microtomo manual, os quais foram corados com Hematoxilina
e Eosina (HE), para posterior analise em microscopia de luz.

Todas as sec¢Oes foram analisadas usando imagens obtidas em um
microscopio LEICA ICC50HD conectado a um computador pelo o programa LAZ
2.0. Para andlise das alteracbes histopatologicas foram utilizados 10 animais
(escolhidos aleatoriamente) por periodo e pontos de coleta. Nas branquias, as
alteracdoes foram analisadas nos filamentos e lamelas usando 10 campos
aleatdrios e 5 lamelas por campo em aumento de 40x. No figado, foi realizada a
analise de 5 campos em aumento de 100x.

A andlise histopatolégicas em branquias e figado foi avaliada por dois
métodos semiquantitativos: Valor Médio de Alteracbes (VMA) e pelo indice de
AlteracOes Histoldgicas (IAH).

O célculo do (VMA) é baseado na incidéncia de lesfes, de acordo com
Schwaiger et al. (1997). Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada
animal conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteracao histopatoldgica), grau
2 (ocorréncia de lesbes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesGes amplamente
distribuidas pelo 6rgéo).

Para avaliar a severidade das alteracfes nas branquias e no figado
utilizou-se o indice de Alteracdes Histologicas (IAH) segundo Poleksic e Mitrovic-

Tutundzic (1994), onde cada alteracao foi classificada em graus progressivos
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guanto ao comprometimento das func¢des teciduais: estagio |, altera¢des que ndo
comprometem o funcionamento do 6rgado; estdgio Il para alteracbes mais
severas que comprometem o funcionamento 6rgdo, mas sdo reversiveis; e
estagio lll, para as alteragcbes mais graves que comprometem de forma
irreversivel o funcionamento do 6rgédo (Tabelas 1 e 2). Um valor de IAH foi
calculado para cada animal, de acordo com a formula: I1AH = (1x Y1) + (10 x X I)
+ (100 x X 11I), onde > 1, Il e lll correspondem ao numero de altera¢des de estagio

[, Il e lll respectivamente.

Tabela 1 — Classificacdo das alteracdes histopatoldgicas encontradas nas branquias de
Cichla sp. quanto ao estagio de comprometimento da funcéo branquial adaptado de
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

Alterac6es Histolégicas nas Branquias Estagio
Hipertrofia do epitélio lamelar I
Hiperplasia do epitélio lamelar I
Descolamento do epitélio lamelar [
Fusao lamelar parcial [
Congestao vascular [

I

I

[

Edema

Dilatacao capilar

Infiltrado Inflamatério

Aneurisma lamelar Il
Fusao lamelar completa Il
Necrose focal Il
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Tabela 2 — Classificacdo das alteragBes histopatolégicas encontradas no Figado de
Cichla sp. quanto ao estagio de comprometimento da funcdo hepatica adaptado de
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

Alterac6es Histoldgicas no Figado Estagio
Vacuolizagao citoplasméatica [
Hipertrofia nuclear I
Deformacédo do contorno nuclear [
Dilatag&o dos sinuséides I
Desarranjo dos corddes hepaticos I
Auséncia de nucleo Il
Auséncia de nucléolo Il
Estagnacdo biliar Il
Vacuolizac¢édo nuclear Il
Degeneracdo nuclear Il
Congestéo Il
Infiltrado Inflamatério Il
Ruptura de vasos Il
Nucleos picnéticos Il
Necrose focal Il

Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam funcionamento normal do tecido;
entre 11 e 20 indicam danos leves ao orgédo; entre 21 e 50 indicam danos
moderados; de 51 a 99, danos severos e maiores que 100 indicam danos

irreversiveis no tecido.

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como a média + erro padrdo da média. Foi
realizada ANOVA (Teste de Dunnett), para os dados paramétricos, e aqueles
gue nao apresentaram distribuicdo normal, foram submetidos a analise néo
paramétrica (Kruskall Wallis), através do programa estatistico software
GraphPad Instat v 3.00 para Windows 95® (GRAPHPAD INSTAT, 1998). Para

diferencas significativas, foi considerada a probabilidade de p<0,05.
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3. RESULTADOS

Os dados biométricos e numero de exemplares coletados por ponto de
coleta estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3— Dados de peso e comprimento de Cichla sp. nos diferentes pontos de coleta.
Dados séo apresentados como média * desvio padrao.

Parametro Ponto A Ponto B Ponto C
N° animais 68 65 64
Massa (g) 538,3+260,4 779,2+561,6 399.8+207,1
Comprimento (cm) 33,544,7 35+7,3 29,4139

3.3 - Acimulo de metais

A concentragéo de Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni e Zn encontradas no figado e
musculo de exemplares de Cichla sp. coletados nos rios Javaés e Formoso estao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentragdo de metais em mg.kg™? no figado e musculo de Cichla sp. nos

diferentes pontos de coleta: ponto A — Rio Javaés/Pium; ponto B — Rio Javaés/Lagoa da
Confuséo; ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confuséo. Dados sdo média + erro padrao.

V.M.P

Metal Ponto A Ponto B Ponto C (mg.kg )
Figado
Cd 0.05+0.01 0.47 £0.16 0.19 +0.04 -
Pb 0.42 £ 0.05 0.38 £ 0.06 0.44 £ 0.04 -
Cu 6.6 £ 0.52 5.8+0.43 6.4 +£0.62 -
Cr 2.85+0.21 1.62 +£0.26 1.88 £0.25 -
Mn 1.26 £ 0.05 1.01 £0.05 1.13 £0.06
Ni 0,33 +0.04 0,29 £ 0.03 0,47 £ 0.06 -
Zn 18.35 + 0.47 16.25 + 0.50 174 +£0.78 -
Musculo
Cd 0.01 +£0.003 0.01 +0.005 0.027 £ 0.008 1
Pb 0.16 £ 0.02 0.33+0.03 0.27 £0.03 2
Cu 0.18 £0.01 0.13+0.014 0.1 +0.007 30
Cr 1.1+0.11 0.97 £0.08 1+0.10 0,1
Mn 0.24 £0.01 0.24 + 0.01 0.19+0.01 -
Ni 0,24 £0.02 0.12 £0.02 0.16 £ 0.02 S
Zn 4.06 + 0.50 4.19 +0.23 4.2 +0.27 50

V.M.P — valor maximo permitido pela legislacéo brasileira.

Houve diferencas significativas nos niveis nas concentracdes de metais

tanto no tecido hepatico (Figura 2) quanto no tecido muscular (Figura 3).
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Figura 2 — Concentracdo de metais no figado de Cichla sp. nos diferentes pontos de
coleta: Ponto A (rio Javaés - Pium), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confuséo), Ponto
C (rio Formoso — Lagoa da Confusao). Barras representam valores de média + erro
padréo. (*) diferenca significativa em relacdo ao Ponto A.
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Figura 3 — Concentracao de metais no musculo de Cichla sp. nos diferentes pontos de
coleta: Ponto A (rio Javaés - Pium), Ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confuséo), Ponto
C (rio Formoso — Lagoa da Confusao). Barras representam valores de média * erro

padréo. (*) diferenca significativa em relacdo ao Ponto A (p<0,05).
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Os dados obtidos demonstram uma acumulagéo na seguinte ordem Zn>
Cu> Cr> Mn> Pb > Ni > Cd no figado e Zn> Cr> Mn> Pb > Ni > Cu > Cd no
musculo dos peixes. A deposicéo foi maior para o Zn e menor para o Cd tanto
no figado quanto no musculo. A concentragdo de metais foi maior no figado do
gue no musculo.

A andlise estatistica mostrou que os niveis hepéticos dos metais foram
significativamente menores no ponto B para o Cr, Mn e Zn e maiores para o Cd.
No ponto C apenas para o Cr foi significativamente menor. Para os metais Cu,
Pb e Ni ndo houve diferenca significativa entre os trés locais. Observou-se que
0 ponto A apresentou maiores resultados para o Cu (6,6 mg.kg™), Zn (18,35
mg.kg?), Cr (2,85 mg.kg?) e Mn (1,26 mg.kg1) comparado com os demais locais
de coleta.

Em relacdo a concentracdo de metais no muasculo dos exemplares
analisados, constatou-se que nos pontos B e C o Cu e Ni foram
significativamente menores niveis musculares do que nos animais capturados
na area de referéncia (ponto A) e o Pb maior.

Apesar de nao terem sido observadas diferencas significativas para os
metais Zn, Cd e Pb, observou-se que 0S mesmos apresentaram maior
concentracdo nos peixes oriundos das areas onde se desenvolvem atividades
de agricultura. O Cr nao revelou concentracdo significativamente diferente,

porém, nos trés pontos, estava acima do limite maximo permitido.

3.2 Avaliagéo genotoxica

Os resultados de frequéncia de micronucleos observados nos tucunarés nos
diferentes pontos de coleta sdo apresentados na Tabela 5. O teste de Dunn’s
demonstrou que nao houve diferencga significativa na frequéncia de micronucleos

em relagao ao ponto A.
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Tabela 5 — Frequéncia de micronucleo (MN) de Cichla sp. nos diferentes pontos de
coleta: ponto A — rio Javaés/Pium; ponto B — rio Javaés/Lagoa da Confusao; ponto C —
rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados sdo média + erro padréo.

Pontos de coleta %MN N° de animais
Ponto A 0.0043 + 0.001 61
Ponto B 0.01 +0.003 61
Ponto C 0.0075 + 0.002 61

3.3 Analises Bioquimicas

Os resultados mostraram elevados niveis de glicose plasmaticos para os
tucunarés coletados nos trés pontos, sendo observadas maiores
concentragdes de glicose no sangue dos animais coletados nos pontos B e
C, com média de 190,6 e 241,5 g/dL respectivamente. A atividade enzimatica
da aspartato amino transferase (AST) foi significativamente menor no ponto
C. Apenas para enzima ALT foi observada um aumento nos niveis
plasmaticos nos tucunares coletados nos rios Javaés e Formoso, em relacao
aqueles coletados de Pium. Esses resultados estdo apresentados na Tabela
6.

Tabela 6 — Parametros bioquimicos de Cichla sp. nos diferentes pontos de coleta: ponto
A — rio Javaés/Pium; ponto B — rio Javaés/Lagoa da Confusdo; ponto C — rio
Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados sdo média + erro padrao.

Parametro Ponto A Ponto B Ponto C
Glicose (g/dL) 169 + 10.7 190.6 +12.8 241.5+139°%
AST (U/L) 1129+ 27 107.3+3.8 101+26 2
ALT (U/L) 26 £3.5 40.06 £5.1 4153 +6.5

a = (p<0,05) diferenca significativa em relacdo ao Ponto A.

Observou-se um aumento significativo nos niveis de glicose apenas para
o ponto C, bem como uma diminuicao significativa nos niveis séricos de AST no
soro dos animais desse ponto. Para a enzima alanina amino transferase (ALT)

nao foi constatada diferenca significativa.
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3.4 — Analises histopatoldgicas

3.4.1 — Branquias

Varias alteracdes foram observadas nas branquias dos peixes coletados nos
rios Javaés e Formoso. As mais frequentes foram lesdes de Estagio | e Il, leves
a moderadas, mas que podem comprometer o funcionamento normal do 6rgéo.
A frequéncia de ocorréncia das alteracdes hepéticas e a classificacdo quanto ao
grau de severidade e comprometimento da funcdo branquial encontradas nos
animais estéo apresentadas na Tabela 7.

A andlise estatistica da frequéncia das alteracdes revelou que descolamento

epitelial foi significativamente maior nos pontos B e C.

Tabela 7 — Frequéncia das alteraces histopatolégicas nas branquias de Cichla sp.
coletados nos rios Javaés (Pontos A e B) e Formoso (Ponto C). 0 = alteracdes ausentes;
0+ = alteracdes raramente frequentes; + = alteracdes frequentes; ++ = altera¢cdes muito
frequentes; +++ = alteracdes extremamente frequentes.

Alteracao Estagio Ponto A PontoB PontoC
Descolamento epitelial I + +++ +++
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0+ 0+ 0+
Hipertrofia do epitélio lamelar I 0+ 0+ 0+
Congestao vascular I 0+ 0+ 0+
Fusao lamelar parcial I 0+ 0+ 0+
Edema I 0 0+ 0+
Infiltrado Inflamatdrio I 0 0+ 0
Dilatacao capilar I 0+ 0+ 0
Aneurisma lamelar Il 0 0+ 0+
Fusao lamelar completa Il 0 0+ 0+
Necrose focal I 0 + 0

As alteracdes mais frequentes foram descolamento epitelial, hiperplasia do
tecido proliferativo com fusdo parcial e completa das lamelas secundarias,
congestdo, edema e necrose, esta Ultima observada apenas nos animais do

ponto B (Figura 4).
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Figura 4 — Alteragdes histopatoldgicas mais frequentes nas branquias de Cichla sp. dos
diferentes pontos de coleta: Ponto A (rio Javaés - Pium), Ponto B (rio Javaés — Lagoa
da Confuséo), Ponto C (rio Formoso — Lagoa da Confus&o). (A) filamento branquial sem
alteracdes — lamela secundaria (seta preta) e filamento (seta branca). (B) descolamento
epitelial das lamelas. (C) hiperplasia do tecido proliferativo do filamento (seta menor)
com fuséo parcial das lamelas (seta maior). (D) congestdo (setas) e edema (estrela).
(E) hipertrofia das células pavimentosas na lamela secundaria (seta). (F)
desorganizacdo da estrutura lamelar com fusdo completa de lamelas (seta branca),
necrose focal (seta preta) e presenca de infiltrado inflamatério (cabeca da seta).
Aumento de 400x. Coloragcédo HE. Figura A — exemplar coletado no ponto A. Figuras B,
C e E — exemplares coletados no ponto C. Figuras D e F — exemplares coletados no
ponto B.
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O VMA apresentou diferenca significativa do ponto A, em relacdo apenas
ao ponto B, porém em todos os pontos as alteracdes apresentaram-se como
pontuais. Os valores médios de VMA variaram de 1,1 (ponto A), 1,45 (ponto B)
e 1,14 (ponto C). O IAH foi significativamente maior no ponto B, que obteve uma
média de 32,6, indicando danos ao tecido. Ja para os pontos A e C, o valor médio
ndo ultrapassou o indice 10. Esses resultados estdo apresentados na Figura 5.
Figura 5 — Valores médio de VMA e IAH nas branquias de Cichla sp. nos diferentes
pontos de coleta: ponto A — Rio Javaés/Pium; ponto B — Rio Javaés/Lagoa da Confusao;
ponto C — Rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados sdo média + erro padrao.

Considerou-se diferenca significativa p<0,05. (*) diferenca significativa em relacdo ao
Ponto A.
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3.4.2 — Figado

Os peixes coletados nos Rios Javaés (pontos A e B) e Formoso (ponto C)
apresentaram uma série de alteracdes histolégicas no figado, sendo as mais
frequentes de Estagio | e Il. A frequéncia de ocorréncia das alteracdes hepaticas
e a classificacdo quanto ao grau de severidade e comprometimento da funcao
hepatica encontradas nos grupos, estdo apresentadas na Tabela 8.

As alteracBes encontradas nos hepatoécitos dos tucunarés dos trés pontos de
coleta foram: vacuolizacdo citoplasmatica, hipertrofia nuclear, deformacao do
contorno nuclear, dilatagcdo dos sinusoéides, desarranjo dos corddes hepéticos,
auséncia de nucleo, auséncia de nucléolo, estagnacao biliar, vacuolizacéo

nuclear, degeneracdo nuclear, congestdo dos vasos, infiltrado inflamatorio,
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ruptura de vasos, e nucleos picnoéticos. Observou-se também a ocorréncia de

necrose focal.

Tabela 8 — Frequéncia das alterac¢des histopatolégicas no figado de Cichla sp. coletados
nos rios Javaés (pontos A e B) e Formoso (ponto C). 0 = alteracdes ausentes; 0+ =
alteracGes raramente frequentes; + = alteracbes frequentes; ++ = alteracbes muito
frequentes; +++ = alteracdes extremamente frequentes.

Alteracéo Estdgio Ponto A Ponto B PontoC
Vacuolizagao citoplasmatica I + ++ ++
Hipertrofia nuclear I 0+ + 0+
Deformacédo do contorno nuclear I 0+ 0+ 0+
Dilatacao dos sinuséides I 0+ + 0+
Desarranjo dos corddes hepaticos I 0 + 0+
Auséncia de nucleo I 0+ 0+ 0+
Auséncia de nucléolo I 0+ 0+ 0+
Estagnacéao biliar Il + + +
Vacuolizagéo nuclear Il 0+ 0+ 0+
Degeneragéo nuclear Il 0 0+ 0+
Congestéo Il 0+ 0+ 0+
Infiltrado Inflamatorio Il 0+ 0+ 0+
Ruptura de vasos Il 0 0+ 0+
Nucleos picnéticos Il 0+ 0+ 0+
Necrose focal I 0 0+ 0+

As alteracdes mais frequentes encontradas no figado dos tucunarés
estdo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6 — Alteracdes histopatoldgicas no figado de Cichla sp. nos diferentes pontos de
coleta: ponto A (rio Javaés - Pium), ponto B (rio Javaés — Lagoa da Confusao), ponto C
(rio Formoso — Lagoa da Confuséo). (A) tecido hepatico com morfologia normal -
sinusoides (seta branca), hepatécitos (area circular), célula de Kupffer (seta preta fina)
e veia central (seta preta larga). (B) vacuolizacdo citoplasmética nos hepatécitos e
dilatacdo e congestdo dos sinusédides (seta preta). (C) estagnacdo biliar (area
guadriculada), nucleos picnéticos (seta preta) e deformacao do contorno nuclear (seta
branca). (D) desarranjo dos corddes hepaticos com vacuolizagéo nuclear (seta preta) e
auséncia de nucléolo (seta branca). (E) hipertrofia nuclear (seta), auséncia de nucleos
(area circular) e ruptura do vaso (estrela). (F) area de necrose focal com presenca de
infiltrado inflamatério (seta). Aumento de 400x (A e F) e aumento de 1000x (B, C, D e
E). Coloracdo HE. Figura A — exemplar coletado no ponto A. Figuras B, C e D —
exemplares coletados no ponto C. Figuras E e F — exemplares coletados no ponto B.
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Os resultados do valor médio de alteragbes e indice de alteracbes
histopatolédgicas estdo apresentados na Figura 7. O VMA apresentou diferenca
significativa nos pontos B e C em relacdo ao ponto A. O IAH n&o apresentou
diferenca significativa. O ponto C obteve valor médio de IAH, 55,75,
apresentando alteracdes severas, assim como no ponto B em que o IAH médio
foi de 51,85. Em relacdo ao o ponto A, a média foi de 36,45 com alteracdes de

moderadas a severas.

Figura 7 — Valores médio de VMA e IAH no figado de Cichla sp. nos diferentes pontos
de coleta: ponto A — rio Javaés/Pium; ponto B — rio Javaés/Lagoa da Confuséo; ponto
C — rio Formoso/Lagoa da Confusdo. Dados séo média + erro padrdo. Considerou-se
diferenca significativa p<0,05. (*) diferenca significativa em relacdo ao ponto A.
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4 DISCUSSAO

O figado é o principal 6érgdo a metabolizar a maioria das substancias
guimicas absorvidas pelo organismo no ambiente (RASHED, 2001; MALIK et. al,
2010) e devido a sua alta vascularizacao, tende a acumular os compostos toxicos
ingeridos (AZEVEDO; LIMA, 2003).

No figado apenas o Cd foi significativamente maior nos animais coletados
no ponto B. O Cd € um metal ndo essencial, de alta toxicidade, de dificil excrecao
(CARDOSO; CHASIN, 2001), podendo apresentar efeitos toxicos nos peixes
mesmo em baixas concentragcdes (GARCIA-SANTOS et. al, 2007; FU et al.,

7z

2013). Esse metal € um elemento comum no ambiente, onde ocorre em
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diferentes formas quimicas e pode ser introduzido no meio aquatico em funcéo
de atividades antrépicas como pelo uso de fertilizantes (CAMPOS et al., 2005).

Os dados de concentragdo de metais no musculo para o cadmio, chumbo,
cobre, zinco, manganés e niquel nos trés pontos amostrados estdo dentro dos
valores maximos permitidos pela legislacéo brasileira.

Os niveis musculares de metais revelaram que apenas o Pb teve maiores
concentracdes nos pontos B e C, em relacao ao ponto A, porém dentro do limite
maximo permitido pela legislacéo brasileira para o consumo humano. Entretanto,
segundo Chen et al. (2014) mesmo em baixas concentracdes os elementos néo
essenciais podem ser toxicos por meio da interacdo com outros compostos
guimicos presentes no meio e outros fatores de estresse podem resultar em
impactos significativos em individuos e populacbes de peixes e outros
organismos aquaticos. Além disso, a exposi¢cao cronica e/ou aguda a metais
traco podem se bioacumular em partes comestiveis e serem transferidos para
populacdes humanas, por meio do consumo de peixes contaminados (LEUNG
et al., 2014).

Apesar de nao ter apresentado diferenca significativa entre os trés pontos
de coleta, o cromo foi encontrado em concentra¢des acima dos limites legais em
todos os locais (Tabela 4), mostrando que o ambiente esta impactado por esse
metal, o qual apresenta grande potencial de bioacumulagéo para os organismos
aquaticos quando disponivel (VELMA et al., 2009).

Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Barros et. al.
(2010) para o tucunaré coletado no rio Gelado, localizado em uma APA. Esta
recebe agua de lavagem de minério onde detectou-se um valor médio de 1,45
mg.kg?, indicando a contaminacgéo do local. Nascimento et.al (2011) registraram
uma concentracdo de 0,105137 mg.kg™ de cromo no musculo de Cichla sp.
coletados no reservatoério da Usina Hidrelétrica de Tucurui — PA.

Estudos com outras espécies de peixes carnivoros mostram que houve
bioacumulacdo do cromo nesses animais. Uma concentracdo acima do que €
permitido pela legislacdo foi observada para uma espécie carnivora da ordem
Perciformes, a corvina (Micropogonias furnieri) (0,84 mg.kg™?), coletadas no
estuario Laguna dos Patos (RS) o qual recebe residuos urbanos e de atividades
agricolas (SANCHES FILHO; FONSECA; HOLBIG, 2013).
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O cromo é encontrado naturalmente em solos, rochas, animais, plantas,
poeiras e névoas vulcanicas (ATSDR, 2000; VELMA et al., 2009), aparecendo
na composicdo de oOxidos, sulfatos, cromatos, dicromatos, sais béasicos e na
forma elementar recobrindo pecas metalicas e plasticas nos processos de
tratamentos de superficies (SILVA; PEDROZO, 2001).

De acordo com Parvathi et. al. (2011) e Shukla (2012) o cromo, apesar de
ser um elemento essencial pode ser tdéxico para organismos aquaticos quando
disponivel em concentragfes elevadas.

Esse metal pode existir sob diferentes formas de oxidagdo, sendo os
estados de oxidacdo mais importantes o cromo lll, que é estavel e essencial no
sistema biologico e o Cr VI, altamente toxico, oxidante, e geralmente de origem
antropogénica (SILVA; PEDROZO, 2001). No ambiente aquatico, estes
compostos séo persistentes e podem estar adsorvidos no sedimento ou na sua
forma dissolvida, como anion trivalente ou hexavalente (VELMA et al., 2009).

O cromo (VI) € acumulado por espécies aquaticas por difusdo passiva
(SILVA; PEDROZO, 2001), causando nos peixes diversas alteracdes como
déficit dos niveis plasmaticos de glicogénio, proteinas, lipideos, e alteracdes nos
parametros hematologicos, irregularidade na respiracdo (CERQUEIRA,;
FERNANDES, 2002; MAZON et. al, 2002; VUTUKURU, 2005; ADAKOLE, 2012)
e alteracdes nos parametros bioquimicos como niveis de glicose a diminuicédo
na atividades de enzimas hepaticas, bem como alteracdes histologicas em
branquias, musculo, figado, coracao e estresse oxidativo e genotoxicidade que
podem levar a morte nos peixes quando expostos a elevadas concentracfes do
metal (LIU et.al., 2010; PARVATHI et.al.,, 2011; MAHARAJAN et. al., 2012;
SHUKLA; SHUKLA; DUBEY, 2012; VELMA; TCHOUNWOU, 2013). No homem,
a principal consequéncia € o cancer (SILVA; PEDROZO, 2001; PATLOLLA et
al.,, 2009), além de efeitos genotoxicos sobre linfécitos e mucosa gastrica
(TRZECIAK et al., 2000).

As principais atividades humanas na qual o cromo e seus compostos sao
encontrados sao liberados para o meio ambiente, sdo emissées decorrentes de
fabricacdo de cimento, soldagem de ligas metalicas, industria de galvanoplastia,
lixos urbanos e industrial, cinzas de carvao, curtumes, preservativos de madeira,

fertilizantes e atividades de minério, entre outras (ATSDR, 2000; SILVA;
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PEDROZO, 2001; BARROS et al., 2010; CARMO; ABESSA; MACHADO NETO,
2011; LIMA, 2013)

E provavel que esse metal esteja sendo disponibilizado na area estudada
em fungao da utilizacao de fertilizantes nas atividades de agricultura pelo uso de
fertilizantes com altas concentra¢cdes de cromo na sua composi¢do, como 0S
fosfatados (CAMPOS et al.,2005). Entretanto, sdo necessarios estudos sobre a
concentracéo desse metal no solo e sedimentos da regido, uma vez que esse
elemento pode ser encontrado naturalmente na composicdo de rochas, bem
como adsorvidos no sedimento (VELMA et al., 2009).

Queiroz (2006) identificou valores de 0,7 a 4,1 ppm de cromo para uma
espécie onivora (Geophagus basiliensis) no rio Piracicaba (MG) e Repula et. al.
(2012) registrou um conteudo desse metal traco em amostras de peixes
coletados em um coérrego que recebe efluentes de curtume (PR) de 0,10-1,30
ug/g para o musculo e 0,45-15,90 ug/g para o figado.

Niveis de Cr também foram encontrados acima dos valores maximos
permitidos em diversas espécies de peixes coletadas no Rio Cassiporeé (AP), que
recebe xenobidticos pela liberacdo de rejeitos da exploracdo de ouro, que séo
fontes de metais pesados para o ambiente aquatico, propiciando alta
contaminacdo da biota aquatica e riscos para populacdes ribeirinhas (LIMA,
2013). Jarapala et.al. (2014) detectaram a presenca de cromo variando de 0,24
de 1,68 mg/kg em Cyprinus carpio e Masto symbollon provenientes de rios
urbanos.

O acumulo de metais pesados no organismo é resultado da diferenca
entre a absorcéo e metabolizacéo, sendo que os processos de biodisponibilidade
dependerdo do tipo de absorcdo realizada pelo organismo, do tamanho das
particulas ou da fase em que os metais se encontram (dissolvidos ou particulado)
(CANLI; ATLI, 2003; JESUS; FERNANDEZ; QUEIROZ, 2008; SANTOS et. al.,
2006).

Sendo assim, existe o0 risco de exposicao a este metal para as pessoas
gue vivem e dependem desse ecossistema, ja que o tucunaré é frequentemente
utilizado como fonte de proteinas na alimentacdo das populagdes ribeirinhas,

bem como pelas comunidades indigenas da regido. Segundo Castro-Gonzalez
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e Mendes-Armenta (2008) a dieta é a principal via de exposicdo a metais
pesados para populagdes que ndo estao diretamente expostas a eles.

A comparacdo entre as medias de cobre, cromo, niquel e zinco nos peixes
e na agua dos rios indicou que os valores sdo maiores nos peixes do que na
agua. Assim, o ingresso desses elementos esta ocorrendo por meio absorcao
dos metais presentes na agua (bioconcentracdo) e bioacumulacdo, uma vez que
sdo carnivoros e participam de um alto nivel tréfico na teia alimentar, logo, estéo
sujeitos a bioacumulagéo (WARD et al., 2012).

A avaliagdo da genotoxicidade possibilita identificar as alteragcdes na
estrutura geral ou disposicdo dos cromossomos (clastogenicidade) ou na
sequéncia de pares de bases do DNA (mutagenicidade) por exposi¢cao a agentes
toxicos (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Apesar dos resultados obtidos no presente estudo terem revelado uma
baixa frequéncia de micronucleo no sangue periférico dos tucunarés coletados
proximas as areas agricolas (pontos B e C), um monitoramento periédico na
regido deve ser realizado, em funcdo dessas atividades. Lima (2010) registrou a
comercializacdo de mais de 70 compostos quimicos diferentes utilizados pelos
produtores da regido, sendo a maioria herbicidas e inseticidas.

Estudos com peixes expostos a diferentes substancias como agrotoxicos
(KAN et al., 2012; BOTELHO, 2013), metais como cromo (MATSUMOTO et al.,
2006; AHMED et al., 2013; ARUNACHALAM et al.,2013), cobre (ROCHA et al.,
2010), chumbo (FERRARO et al., 2004) e em ambientes naturais impactados
por atividades antropogéncias (RIVERO, 2007; AZEVEDO et al.,, 2012)
evidenciam o efeito genotoxico dos xenobibticos nos eritrécitos do animais
expostos, assim como com a utilizacdo do tucunaré como bioindicador de
alteracoes clastogéncias (CASTILHOS et al., 2004; GRISOLIA et al, 2009;).

Considerando-se o que ja foi registrado na literatura sobre os efeitos
genotéxicos dos xenobidticos sobre organismos aquaticos, pode-se afirmar que
a concentracdo de compostos quimicos a qual os peixes dos rios Javaés e
Formoso estdo expostos, ainda ndo estd causando danos (significativos) a
estrutura do DNA desses animais.

Para resultados mais conclusivos, ensaios laboratoriais especificos

necessitam ser realizados no sangue periférico de Cichla sp. para determinagéo
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de genotoxicidade a diferentes xenobidticos, bem como para se conhecer a taxa
de microndcleos espontédneos para a espécie, uma vez que 0S peixes sao
considerados como organismos adequados no monitoramento de genotoxinas
aquaticas, por serem capazes de metabolizar e acumular poluentes presentes
no meio (DE FLORA et al., 1993).

O aumento da glicose plasmatica como fonte de energia para a
manutencdo da homeostase (LANGIANO, 2006), € uma resposta secundaria a
situacdes de estresse muito comum em peixes que € desencadeada a partir de
respostas hormonais primarias, como a hipersecrecao de adrenalina e cortisol
0s quais podem desencadear uma série de alteracdes fisioldgicas de adaptacao
a nova condicdo (MARTINEZ; COLUS, 2002; MARTINEZ et. al., 2004).

Os maiores niveis de glicose observados nos tucunarés coletados no rio
Formoso, situado na cidade de Lagoa da Confusédo, podem estar ligado a um
estado fisiolégico de maior demanda energética devido a possivel acdo de
agentes estressores presentes no meio aquatico.

Estudos relatam em diferentes espécies de peixes a ocorréncia dessa
resposta adaptativa ao estresse quando os animais foram submetidos a varios
compostos quimicos utilizados amplamente nas atividades agricolas como
clomazone e ametrina (CRESTANI et. al., 2007; PEREIRA, 2012), diflubenzuron
(PEREIRA MADUENHO; MARTINEZ, 2008), glifosatos (GLUSCZAK et. al.,
2006; LANGIANO, 2006), inseticidas organofosforados (SANCHO et. al, 1997,
AGUIAR et. al., 2004) e metais pesados (MARTINEZ et. al., 2004) por exemplo.

Parvathi et. al. (2011) observou aumento significativo nos niveis séricos
de glicose em Cyprinus carpio expostos a concentracdo subletal de cromo,
sendo que para glicose os niveis médios variaram de 80,9 (controle) a 294,6 (32
dias de exposicdo). Semelhante aos animais coletados no rio Formoso que
apresentaram niveis médio de glicose de 241,5 g/dL, o que revela que os
tucunarés, coletados na Lagoa da Confusdo, estdo passando por alteracdes
bioquimicas para se adaptarem a condi¢cdes adversas no meio aquatico.

O aumento nos niveis das enzimas AST e ALT revelam danos teciduais
hepaticos (SZEGLETES et. al., 1995; WROBELSKI; LADUE, 1995). Entre as

enzimas analisadas, registrou-se uma diminuicdo de AST quando comparada
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com os animais do ponto A, demonstrando que ndo esta ocorrendo danos
significativos que promovem alteragdes na atividade dessa enzima.

Al-Attar (2007) observou um aumento da atividade de AST e ALT em
Oreochromis noliticus expostos ao niquel e Parvathi et al. (2011) verificou
maiores niveis dessas enzimas em animais expostos ao cromo, evidenciando
prejuizo metabolico nesses animais. Ja o resultado para a enzima ALT, néo
apresentou alteracdes nos niveis séricos, em relacdo aos peixes coletados no
ponto A, indicando que ndo houve danos a atividade dessa enzima.

A bréanquia é o sitio da respiracao, osmorregulacao, regula o equilibrio
acido-base, realiza a excrecdo de residuos nitrogenados, além de, controle
nerural e hormonal (EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005). Assim, uma vez que
estdo em contato direto com agua, substancias toxicas podem facilmente
interferir na morfofisiologia deste 6rgéo, como por exemplo, pela presenca de
agrotoxicos (CAPKIN et. al.,, 2010; BENZE, 2013;), residuos industriais e
domesticos (MONTES et. al, 2010) e metais pesados (PANDEY et. al., 2008;
SANTOS et. al, 2011; ZHENG et. al., 2011; MAHARAJAN et.al., 2012).

Na estrutura branquial, cada lamela € constituida por células
pavimentosas, apoiadas na membrana basal,que revestem as células pilares,
gue formam o capilar por onde circula o sangue lamelar (TAKASHIMA; HIBIYA,
1995). Alteracbes nesse padrdo de morfologia séo utilizados como
biomarcadores de contaminacdo no ambiente aquatico (MONTES et. al., 2010).

Os animais coletados nos pontos B e C tiveram o descolamento epitelial
como alteragcdo de ocorréncia extremamente frequente. Essa alteracdo é
considera o primeiro sinal de patologia branquial e caracteriza-se pelo aumento
da distancia da membrana basal do epitélio respiratorio para longe do sistema
de células pilares, aumentando assim a distancia entre 0 meio externo e o
sangue e, apesar de ser uma alteracao reversivel, causa a absorcao ineficiente
de oxigénio, podendo resultar na morte do animal por asfixia, dependendo do
tempo de exposicdo ao contaminante e da extensdo da lesdo (FERNANDES;
MAZON, 2003; THOPHON et al., 2003).

A elevada concentracdo de Cr encontrada na agua e nos tecidos (figado
e musculo) dos tucunareés, pode ter provocado modifica¢des no tecido branquial

uma vez que, estudos sobre os efeitos do metal em peixes evidenciam os danos
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ao 6rgao respiratorio dos animais. Roberts e Oris (2004) encontraram alteracdes
como descolamento do epitélio lamelar e hiperplasia em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) expostos a concentracdes de 10 mg.L™* de cromo.
Mishra e Mohanty (2009) também observaram lesdes histologicas como
descolamento, fusdo lamelar, hiperplasia, hipertrofia, edema e descamacao do
epitélio lamelar nas branquias de Channa punctatus, expostos a concentracfes
subletais de cromo.

A hiperplasia das células epiteliais indiferenciadas é conhecido por
desencadear uma alteracao crénica ndo especifica, a qual pode ser causada por
uma variedade de agentes estressores (BERNET et al., 1999) tais como metais
pesados (ZHENG et al., 2011;) ou presenca de parasitas (SANTOS et al., 2012).
Essa alteracao pode levar a fusdo parcial ou completa das lamelas, observadas
nas branquias de Cichla sp., que prejudica a funcéo respiratéria do 6rgao, pois
dificulta a passagem da agua entre as lamelas (MELETTI; ROCHA; MARTINEZ,
2003).

Descolamento do epitélio lamelar, hiperplasia e fusdo parcial ou total das
lamelas, infiltrado inflamatorio e edema observados nas branquias de Cichla sp.,
capturados nos trés pontos de coleta, sédo alteracdes que diminuem a area de
superficie das branquias e aumentam a barreira de difusdo ao poluente, no
entanto, prejudica o processo de trocas gasosas, evidenciando que 0s animais
estdo expostos a substancias que comprometem sua saude (FERNANDES;
MAZON, 2003).

Alteracdes no tecido branquial encontradas nos peixes dos rios Javaés e
Formoso como aneurismas, hiperplasia, fusdo das lamelas e elevacéo do epitélio
lamelar também foram observadas em estudos de campo, por Ribeiro et.al.
(2013) e Botelho (2013) ao avaliarem os efeitos de poluentes urbanos,
industriais, e de atividades agricolas presentes na agua sobre o bioindicadores.
Devi e Mishra (2013) registraram, em estudos experimentais, a presenca dessas
alteracdes ao verificarem os efeitos de um pesticida organofosforado sobre
Channa puncatus, evidenciando que a exposi¢cao a contaminantes aquaticos de
diversas origens comprometem a saude dos peixes.

Essas modificacbes na morfologia branquial também foram observadas

por Montes et al. (2010) em Brachyplatystoma rousseauxii as quais foram
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relacionadas com a presenca de contaminantes, como efluentes domeésticos e
industriais lancados na Baia de Guaraja (PA).

Lesdes mais severas e irreversiveis como aneurisma, fusdo completa das
lamelas e necrose focal (Estagios Il e Ill), foram registrados nos tucunarés
coletados nos dois pontos que ficam proximos as areas de intensa atividade
agricola, na regido de Lagoa da Confusao.

Necrose so0 foi visualizada nos tucunaré coletados no Ponto B, localizado
no rio Javaés (Lagoa da Confusdo). Tal histopatologia geralmente é observada
apenas sob condi¢des de exposicao a substancias toxicas no ambiente aquatico
(CERQUEIRA; FERNANDES, 2002; MAZON et. al., 2002; GARCIA-SANTOS et.
al., 2007; CHEN et. al., 2012), o que pode indicar a presenca de compostos
guimicos estressores, provavelmente de origem agricola, da regido de Lagoa da
Confusao, visto que identificou-se elevados niveis de cromo tanto na agua
guanto no peixe, mostrando que os animais estavam respondendo aos efeitos
de substancias toxicas.

Os indices de alteracbes histopatologicas revelam a distribuicdo da
frequéncia das alteracbes e o estado de funcionamento ou comprometimento
dos ¢6rgéos estudados (SCHWEIGER et al., 1997). A distribuicdo das lesdes
encontradas (VMA) nas branquias dos tucunarés mostrou que as alteracées
ocorreram de maneira pontual em todos os locais amostrados.

Quanto a gravidade das lesdes, o IAH nos animais coletados nos pontos
A e C evidenciou que as branquias apresentaram modificacdes leves, com um
funcionamento normal do 6rgéao.

Ja para os peixes coletados no rio Javaés, localizado na Lagoa da
Confuséo, o indice demonstrou que 0s compostos quimicos presentes no rio
Javaés estdo provocando alteragcbes de moderadas a severas, que podem
comprometer o funcionamento normal do 6rgédo, prejudicando as funcbes de
respiracdo, equilibrio acido-base, regulacdo ibnica e excrecdo de produtos
nitrogenados caso haja prolongada exposi¢cdo aos xenobidticos (FERNANDES;
MAZON, 2003).

A incidéncia de alteracdes mais severas estdo relacionadas a ambientes
mais degradados (FLORES-LOPES et al.,, 2011) e, como a agricultura é a

principal atividade econdmica desenvolvida na regido estudada, pode-se inferir
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gue estd ocorrendo a disponibilizacdo de agentes contaminantes no meio
aquatico. Segundo Prado (2013), ha o uso de agrotoxico durante todo o ano e
em alguns casos a aplicacdo do mesmo coincide com o periodo chuvoso, o que
pode aumentar a quantidade desses xenobidticos por meio da lixiviagao.

O figado é um 6rgédo de fundamental importancia para o metabolismo e
sobrevivéncia dos peixes. E o principal centro de detoxificagio e
biotransformacé&o de xenobibticos no organismo, além de metabolizar proteinas,
carboidratos e lipideos e acumula nutrientes, principalmente o glicogénio
(HEATH, 1995; THOPHON et al, 2003). Este 6rgao pode ter sua morfologia e
funcbes alteradas quando exposto a concentracdes significativas de
contaminantes no meio, sendo frequentemente utilizado como biomarcador de
alteracoes na saude dos peixes por exposicao a toxicantes (LANGIANO, 2006;
CRESTANI et al., 2007; DEVI; MISHRA, 2013).

E composto basicamente por células parenquimatosas, os hepatocitos, 0s
guais sdo células dispostas em cordfes com um ou dois nucleos esféricos e
centralmente localizados, com apenas um nucléolo evidente e citoplasma
granular, além de células de Kupffer, células endoteliais, sinusoides e ductos
biliares (TAKASHIMA; HIBYA, 1995).

Os hepatocitos dos tucunarés coletados nos rios Javés e Formoso
apresentaram como alteracdo mais frequente a vacuolizacéo citoplasmatica que
pode ser resultado tanto do armazenamento de glicogénio ou lipideos, sendo
gue o glicogénio atua como uma reserva energética para fornecer glicose que
podem ser necessarias em situacdes de estresse (TAKASHIMA; HIBYA, 1995).

Alteracbes observadas nos animais coletados nos pontos B e C, como
hipertrofia nuclear, dilatacdo dos sinusoides, mais frequente no Ponto B, e
congestdo dos vasos também indicam aumento da atividade metabdlica nos
hepatocitos, podendo ser uma resposta a presenca de agentes estressores.

Tais alteracfes também foram registradas por Langiano (2006) e Benze
(2013) em experimentos em peixes foram expostos a um herbicida e inseticida
amplamente utilizados como defensivos agricolas e por Liu et al. (2010) ao
avaliar os efeitos da exposicao do zinco a exemplares de Synechogobius hasta.

Shiogiri et al. (2012) registrou a presenca de mudancas no tecido hepatico

como deformacdo do contorno nuclear, hipertrofia nuclear, dilatacdo dos
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sinusdides e necrose em Piaractus mesopotamicus expostos a um herbicida.
Segundo Prado (2013), esse composto € um dos mais de 70 provavelmente
presentes disponiveis em aguas superficiais na regido do presente estudo. Tais
alteracbes também foram observadas nos tucunarés de todos os pontos de
coleta, com excecdo da necrose que s6 foi registrada nos Pontos B e C,
localizados proximos as areas de intensa atividade agricola.

A necrose € uma lesdo degenerativa caracterizado pela lise das células
seguido por desorganizacdo dos cordBes hepaticos que leva a perda ou
diminuigdo da fungéo (RIBEIRO et al., 2013). Essa alteracdo mais severa foi
observada em figados de peixes expostos a contaminacdo por metais
(ARELLANO; STORCH; SARASQUETE, 1999; RABITTO et al., 2011) e por
pesticidas (RIBEIRO et al., 2005; MIRANDA et al., 2008).

Ribeiro et al. (2013) também observaram necrose no figado de Atherinella
brasilienses coletados na Baia de Paranagua, que € um estuario afetado por
atividades urbanas, industrial, portuaria e agricola. Assim, apesar da baixa
incidéncia de necrose observada em Cichla sp. nos Pontos B e C, a presenca
desse tipo de alteracdo comprova que existem contaminantes no meio aquaticos
promovendo danos severos no figado desses animais, provavelmente resultado
de um processo de exposicao continuo a diferentes compostos quimicos.

Alteracbes como vacuolizacao citoplasmatica, nucleos picnoticos, ruptura
de vaso, dilatacdo de sinusoides e necrose foram identificados em peixes
expostos a concentracdes elevadas de cromo (MISHRA; MOHANTY, 2009;
VELMA; TCHOUNWOU, 2010), assim como as verificadas no presente estudo,
sendo um indicio forte da exposicdo dos tucunarés a esse metal, o qual foi
detectado em concentracfes acima do limite permitido.

A estagnacéao biliar ou colestase caracteriza-se pelo acumulo de bile nos
hepatocitos em forma de granulos amarelo-castanho no seu citoplasma, o que
ocorre em funcdo de uma mudanc¢a no metabolismo do érgdo, comprometendo
o metabolismo de lipideos (PACHECO; SANTOS, 2002). Tal alteracédo foi
observada com frequéncia nos tucunarés coletados nos trés pontos do presente
estudo. Esse acumulo de bile indica possiveis danos ao metabolismo hepéatico
em peixes de ambientes naturais poluidos (MELETTI; ROCHA; MARTINEZ,
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2003; SILVA, 2004; CASTRO et al, 2014; SANTOS et al., 2014) e submetidos a
testes com herbicidas (FANTA et al., 2003) e inseticidas (BENZE, 2013).

Observou-se a presenca de infiltrado inflamatério no tecido hepatico dos
exemplares capturados no rios Javaés e Formoso. Infiltragdo de leucécitos é um
sinal de processo inflamatério, que pode ser associada a varios fatores, nédo
sendo, portanto, capaz de ser identificado uma Unica causa (BERNET et al.,
1999).

Os dados de incidéncia de lesdes pelo 6rgdo, VMA, mostrou que as
alteracOes hepaticas estavam espalhadas nos animais coletados nos pontos B
e C, e apenas pontualmente localizadas nos animais da area controle.

Camargo e Martinez (2007) registraram um indice de alteracdes
histopatol6gicas médio de 52,34 para animais coletados em um rio urbano que
recebe influéncia de atividades antrépicas, entre elas agricolas, indicando ledes
hepaticas que causam danos de moderados a severos. Esses resultados sao
semelhantes aos obtidos no presente estudo que também foi realizado em rios
gue recebem residuos da agricultura, onde o valor médio de IAH para os animais
dos pontos B e C foi de 55,75 e 51,85 com lesbes severas que prejudicam o
funcionamento normal do 6rgdo, mas podem ser reversiveis.

Os indices de alteracdes histopatoldgicas indicam que o0s peixes
coletados nos rios Javaés e Formoso estavam expostos a contaminantes
presentes na agua, uma vez que o figado que € o principal 6rgdo de
detoxificacdo e reage primariamente ap0s 0 estresse causado por toxicantes
(TAKASHIMA; HYBIA, 1995).

Apesar das alteracdes histopatolégicas observadas nos peixes
provenientes dos rios proximos as areas agricolas terem consequéncias
danosas para 0s organismos, sua progressao geralmente depende da exposicao
continua ao produtos quimicos, ou seja, se a exposicdo deixar de acontecer a
lesdo para de progredir e o tecido recupera suas fungdes, permitindo o
desenvolvimento e crescimento dos animais (CRESTANI et al., 2007; KAN et al.,
2012).
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CONCLUSAO

A bioacumulacéao foi evidente para Cr em todos 0s pontos de coleta.
Uma atencdo deve ser voltada para na area tomada como referéncia
nesse estudo, visto que essa € uma area de protecdo ambiental e os
tucunarés encontram-se contaminados com cromo.

Os resultados de alteragfes histopatoldgicas juntamente com os indices
de alteracdes histopatolégicas para branquias e figado indicam respostas
adaptativas e que 0s animais estdo expostos aos contaminantes na area
de estudo.

As respostas dos biomarcadores demonstram risco ecolégico para os
animais coletados proximos as areas agricolas, em funcéo das alteracdes
apresentadas, provavelmente, como resposta a presenca de
contaminantes no meio, caracterizando um perigo (danos) para saude dos

peixes em funcdo da exposicao aos xenobidticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os niveis de metais Cu, Cr e Mn acima do que é permito pelo Conselho
Nacional de Meio Ambiente indica a necessidade monitoramento nos rios Javaés
e Formoso, os quais sdo um recurso amplamente utilizado pela comunidade local
e para as atividades de irrigacdo, apresentando assim, risco de contaminacao
aos diferentes compartimentos do ecossistema (biéticos e abioticos).

O uso de espécies nativas como bioindicador para o monitoramento
ambiental € uma importante ferramenta uma vez que esse animal faz parte da
alimentacdo das comunidades ribeirinhas e indigenas da regido e portanto
apresenta potencial toxicologicos para populacédo humana.

A analise integrada dos parametros bioticos e abidticos neste estudo
indica o risco de contaminagdo para populagcédo (ribeirinhos, pescadores e
indigenas) que faz o consumo dos tucuranés, pois 0S mesmos encontram-se
com niveis de cromo quase dez vezes acima do que € permitido pela legislacéo
brasileira.

Embora o uso de agrotoxicos e fertilizantes seja utilizado para atender aos
atuais niveis de producdo/demanda, sua disponibilidade e efeitos ecoldgicos
precisam ser monitorados periodicamente, a fim de detectar e/ou evitar
perturbacdes nas condi¢cdes de vida nos ecossistemas aquaticos, bem como
evitar graves desequilibrios ambientais e, consequentemente, perda da
gualidade de vida para as futuras geracgoes.

Medidas de manejo e prevencdo, como por exemplo, controle da
guantidade e tipo de insumos utilizados, necessitam ser implementadas na area
de estudo, pois 0s contaminantes estao impactando areas proximas e distantes
dos pontos de lancamento dos agrotoxicos, como foi observado no local

selecionado como referéncia.
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