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RESUMO

Os efluentes domésticos, industriais e agricolas despejados diariamente direta ou
indiretamente nos ambientes aquaticos carregam substancias toxicas, genotoxicas e
mutagénicas que podem desencadear processos NOCIiVOS aos ecossistemas em
especial a individuos expostos. Diversas sao as pesquisas de biomonitoramento com
organismos bioindicadores, assim testes citogenéticos, histologicos e de estresse
oxidativo vem sendo utilizados com o intuito de detectar corpos d’agua contaminados
por substancias xenobicas O objetivo dessa dissertacdo foi investigar as alteracfes
celulares, genotoxicas e clastogénicas, assim como os danos oxidativos apresentados
por peixes dos géneros Astyanax spp. e peixes Danio rerio submetidos a agua do Rio
ljui- RS., através da exposicdo de duas espécies de peixes, em trés esforcos
amostrais para peixes do género Astyanax e uma para os zebrafish, as condi¢des de
quatro pontos do rio ljui localizado no noroeste do estado do Rio Grande do Sul —
Brasil, sendo esse um grande afluente do rio Uruguai. Foram realizados teste de
micronicleo e anormalidades nucleares em eritrocitos de individuos do género
Astyanax spp.(lambaris) expostos in loco por 96 horas na agua dos quatro pontos. Os
resultados desmonstram significancia quanto as anormalidades nucleares, entretanto,
nao sendo significativo para o teste de micronucleo. Os resultados histologicos das
branquias demonstram danos moderados e severos para todos 0s pontos em relacéo
ao grupo controle. Os testes de estresse oxidativo realizado com o tecido hepatico
nao apresentaram diferencas significativas para a maioria dos pontos. Os testes
micronucleos e anormalidades nucleares realizados com peixes Danio rerio
(zebrafish) expostos as aguas do rio em aquarios por 96 horas apresentam
significAncia para a analise de anormalidades nucleares para todos os pontos
monitorados, tendo valores alarmantes no segundo ponto, que tem como
caracteristica ser o mais impactado por residuos agropecuarios, por outro lado, esses
pontos ndo apresentam significAncia para o teste de microndcleos, assim com para
os testes com lambaris. Consideramos que os resultados sinalizam riscos de
contaminacgao desse corpo d’agua o qual tem importancia sdcio-econémica no uso de
recurso hidrico para abastecimento de cidades e uso agropecuario.

Palavras-chave: Astyanax, Danio rerio, microndcleo, histopatologia de branquias,
estresse oxidativo, anormalidades nucleares.



ABSTRACT

Domestic, industrial and agricultural effluents that are directly or indirectly discharged
into water bodies carry toxic, genotoxic and mutagenic substances that can trigger
harmful processes to ecosystems, especially to the exposed individuals. There are
several researches in biomonitoring with bioindicator organisms, thus cytogenetic,
histological and oxidative stress tests have been applied in order to detect water bodies
contaminated by xenobiotic substances. The aim of this dissertation aimed was to
investigate genotoxic and clastogenic cellular alterations, as well as the oxidative
damaged presented by fish of the genus Astyanax spp. (lambaris) and Danio rerio
(zebrafish), exposed to water of the ljui River, through the exposure of two fish species,
in three sampling efforts, to the conditions of four points of the ljui River, located in the
northwest region of Rio Grande do Sul — Brazil, being a major tributary of Uruguay
River. Micronucleus and nuclear abnormalities tests were carried out on erythrocytes
from individuals of the genus Astyanax spp. (lambaris) exposed in loco for 96 hours to
the water of the four points. The results demonstrate significance for the nuclear
abnormalities, however, for the micronucleus test, they were not significant. The
histological results of the gills show severe and moderate damage for all sampling
points compared to the control group. The oxidative stress tests, performed with liver
tissue, did not present significant differences for most points. The micronucleus and
abnormalities tests carried out with Danio rerio (zebrafish) exposed to waters of the
river in aquariums, for 96 hours, presented significance in the nuclear abnormalities
analysis for all the monitored sampling points, having alarming values in the second
point, which has the characteristic of being the most impacted by agricultural residues,
on the other hand, these points did not present significance for micronucleus tests, in
the same way as the tests with lambaris. We consider that the results indicate risks of
contamination of this water body, that has a socio-economic importance in the
consumption of water resources to supply cities and agricultural use.

Keywords: Astyanax, Danio rerio, micronucleus, gill histopathology, oxidative stress,
nuclear abnormalities.
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1. INTRODUCAO

Considerando a amplitude da interferéncia humana na natureza, a poluicdo e a
contaminacdo ambiental sdo inevitdveis. O impacto causado na natureza vém
avancando devido ao aumento de substancias potencialmente poluidoras langadas no
ar, na agua e nos solos. Dentre os trés, 0 ecossistema aquatico € considerado o mais
suscetivel a poluicdo e contaminacao (SILVA, 2004). A poluicdo da agua é associada
com o descumprimento de normas e leis ambientais, ferindo principalmente as regras
de descarte de efluentes domésticos e industriais. Sobretudo no Brasil a aplicacédo de
insumos agricolas e manejo inadequado do solo, trazem forte contribuicdo para a

dregradacdo ambiental dos cursos de agua (ALMEIDA, 2015).

A utilizacdo de agrotoxicos € uma pratica habitualmente feita de forma
indiscriminada, sem que haja requerimento efetivo do solo e/ou das plantas. Esse uso
descontrolado tem implicacdo direta na qualidade dos ecossistemas aquaticos. Dessa
forma, é necessario o equilibrio entre os beneficios da utilizacdo dos agroquimicos

com a devida protecédo do meio ambiente e da qualidade de vida (FARIA, 2009).

No rio ljui, localizado no noroeste do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, além
do impacto das cidades e de areas agricolas, acrescenta-se a isso a devastacao da
mata ciliar, a qual é evidente ao longo de toda a extensdo do rio. Quando presente a
mata ciliar funciona como um filtro natural para o rio, barrando contaminantes
carregados pela agua e pelo solo através de processos como, erosao e
assoreamento, e ainda, € o habitat de iniUmeras espécies de aves, répteis e mamiferos

gue utilizam o rio em busca de recursos alimentares.

Pesquisadores estdo buscando conhecimento sobre a natureza toxica dos
elementos quimicos presentes na agua, principalmente através dos testes de
toxicidade, pois sdo instrumentos uteis na avaliacdo dos danos causados pelos
contaminantes ambientais (MELETTI, 2003a). Diversos estudos ecotoxicol6gicos nos
ambientes impactados pela poluicdo sdo subsidios para o manejo de ambientes
menos degradados, e correcdo de danos nos ja impactados, bem como, apresentam
importancia fundamental para identificar espécies vulneraveis e espécies indicadoras
da qualidade ambiental (MELETTI, 2003b).

O monitoramento da qualidade das aguas dos rios é, portanto, necessario para

detectar a presenca e quantificar as substancias presentes na agua dos corpos
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hidricos e para isso estudos de biomonitoramento ambiental com diferentes
organismos bioindicadores tém sido necessarios, avaliando antdo o impacto sobre a
qualidade de vida dos organismos presentes no ecossistema e possiveis impactos a
saude humana (DALZOCHIO et al., 2017).

Se considerarmos que 0s mais diversos contaminantes ambientais sofrem
misturas e interacdes quimicas durante a exposi¢cdo, 0S organismos CoOmo peixes,
podem apresentar consequéncias considerdveis sobre seu metabolismo e seu
material genético. Neste contexto, 0 monitoramento através de biomarcadores € uma
ferramenta eficiente no diagnostico dos impactos ambientais . A literatura refere-se a
biomarcadores como uma medida quantitativa das alteracbes ou componentes
celulares, processos, estruturas e funcdes relacionadas com a exposicdo dos
organismos aos contaminantes ambientais (AMEUR et al., 2015; ARSLAN et al., 2015;
DALZOCHIO et al., 2017).

Um conjunto de biomarcadores € geralmente usado para avaliar os efeitos
biolégicos de poluentes. Tais biomarcadores sdo utilizados especialmente como um
aviso antecipado de um ponto de extremidade bioldgica prejudicial a esses individuos
(FAHEEM; LONE, 2017).

O objetivo dessa dissertacao foi investigar as alteracfes celulares, genotoxicas
e clastogénicas, assim como os danos oxidativos apresentados por peixes dos

géneros Astyanax spp. e peixes Danio rerio submetidos a 4gua do Rio ljui- RS.

A verificagdo da contaminacdo ambiental através de organismos
bioindicadores, como os peixes, pode ser fonte de dados para corroborar a hipétese
de que 0 excesso de agroquimicos eleva ou potencializa patologias humanas. O uso
de peixes como um bioindicador é comprovadamente eficiente, pois 0s animais
apresentam alta sensibilidade a mudancas em seu ambiente. Este trabalho se justifica
mediante o fato da regido ser tipicamente agricola com uso constante de defensivo

agricola e alto indice de doencas relacionadas a possivel influéncia ambiental.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CONTAMINACAO DAS AGUAS SUPERFICIAIS

As consequéncias da antropizacdo em relagéo as condicdes ambientais sé&o
notadas diariamente nos ecossistemas, 0s quais estdo em um processo avancado de
degradacdo. E importante destacar que nem sempre a presenca de xenobidticos
provoca danos imediatos e aparentes, podendo ocorrer inlmeros processos onde a
biota poderéa transformar, eliminar ou acumular tais contaminantes com o objetivo de
manter o equilibrio do ambiente (KASPER, 2019; SILVA; NEPOMUCENO, 2010).
Muitas das substancias que estdo sendo incorporados ao ambiente por acdes
antropicas em larga escala vem saturando as condicbes de reciclagem dos
ecossistemas e os afetam diretamente, promovendo perturbacado nos processos vitais

que garantem a sobrevivéncia (KASPER, 2019).

A inconsequéncia humana é representada pelo grande nimero de substancias
toxicas, genotoxicas, mutagénicas e carcinogénicas que tém sido encontradas em
diversos rios que sofrem impacto do descarte de efluentes domésticos, industriais e
agricolas. O descarte dessas substancias leva a um sério e grave problema que,
apesar da legislacdo vigente, continua ocorrendo irresponsavelmente (VILCHES,
2009).

A agua de escoamento superficial € um dos fatores que mais contribuem para
a mudanca da qualidade do rios. Neste contexto as alteragbes ambientais causadas,
pela utilizacdo excessiva e indiscriminada de recursos naturais, as interferéncias em
ecossistemas e a globalizacdo cada vez mais intensa contribuem para menor
qualidade da 4gua. Somado as atividades de abastecimento publico, irrigacdo, uso
industrial, navegacédo, recreacdo e aquicultura, implicam em péssimas condicdes
futuras. Embora essas atividades variem de acordo com a ocupacdo da bacia
hidrografica e com a organizacdo econémica e social de cada regido, todas elas geram
impactos negativos sobre a area de drenagem (BRITO, 2009; GALVAN, 2011).

Substancias genotoxicas ndo causam contaminacao apenas nos organismos
aguaticos, mas no ecossistema inteiro podendo afetar diretamente os humanos
através da ingestdo desses organismos. Um dos grandes problemas esta presente na
interacdo quimica desse agentes genotoxicos com o material genético, formando

adutos, alteracéo oxidativa, ou mesmo quebras da molécula de DNA. Normalmente
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essas lesbes séo reparadas pelo proprio sistema da célula. Em caso de fixacdo da
lesé@o, provoca mutacdes, que podem perpetuar nas células filhas durante o processo
de replicacdo (MATSUMOTO et al., 2006).

O monitoramento ambiental € hoje uma ferramenta fundamental para a
administracdo dos recursos naturais. Pois oferece conhecimento e informacdes
basicas para avaliar a contaminacéo presente, entender como 0s sistemas ambientais
estdo dando suporte as politicas ambientais. O monitoramento consiste em
observagbes repetidas de uma substancia quimica ou mudanca biolégica, com um
propésito definido de acordo com um planejamento prévio ao longo do tempo e

espaco, utilizando métodos comparaveis e padronizados (BRITO, 2009).
2.1.1. Contaminacgao das aguas superficiais por residuos urbanos e industriais

As causas da contaminacgdo das 4guas no Brasil estdo ligadas ao processo de
expansao urbanas, principalmente no final do século XX. Com nenhum planejamento,
e por uma visdo onde os leitos d'agua foram considerados apenas receptores e meios

de escoamento de residuos domésticos e industriais (MOTA et al., 2009).

Predominava a ideia de que a "diluicdo é a solugcdo", quanto maior um corpo
d’agua, maior seria 0 volume de contaminacdo que se poderia jogar nele. Segundo
Gouveia (2012), o manejo e tratamento adequado dos residuos e esgoto € uma
importante estratégia de preservag¢do do meio ambiente, assim como de promocéo e

protecdo da saude.

No Brasil, apenas 45% da populac&o tem o seu esgoto tratado, sugerindo que
55% das residéncias ndo recebem tratamento, ou seja, aproximadamente 100 milhdes

de pessoas nao possuem o servi¢o basico de saneamento (BRASIL; SNIS, 2016).

Outro agravante € a deposicao de lixo em areas inadequadas, uma vez que,
consequentemente ele é carregado pelas aguas da chuva até os corpos hidricos,
podendo liberar substancias que sao solubilizadas pelas aguas afetando inUmeros
organismos (GOUVEIA, 2012).

Os rejeitos urbanos oriundos das residéncias compreendem uma vasta
diversidade de substancias, as quais abrangem quimicos organicos e inorganicos,
microrganismos patogénicos e moléculas sintéticas de grande complexidade que

foram incorporados no cotidiano da sociedade (GOUVEIA, 2012).
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2.1.2. Contaminacdao das aguas superficiais por residuos agricolas

A poluicdo causada por residuos agricolas pode ocorrer de forma pontual ou
difusa. A pontual € causada de forma local, por criacdo de animais em sistemas de
confinamento onde grandes quantidades de dejetos sdo despejados ao ambiente. J&
a poluicdo difusa é aquela causada principalmente pelo deflivio superficial, a

lixiviagédo e o fluxo de macro poros (KASPER, 2019).

Dentre os contaminantes aquaticos os agrotoxicos representam os agentes
mais toxicos para a biota. Estes agroquimicos empregados de forma exacerbada
afetam os organismos alvo, mas também os ndo-alvos 0 que acarreta um risco para
todos os organismos expostos (MERTEN; MINELLA, 2002).

O agronegdcio brasileiro € uma das principais atividades econbémicas
nacionais. Em 2018, a soma de bens e servi¢os gerados no agronegocio chegou a R$
1,44 trilhdo ou 21,1% do PIB brasileiro. O valor bruto da producdo do agronegdcio
alcancou R$ 614,01 bilhdes em 2018, dos quais R$ 395,23 bilhdes na producao
agricola e R$ 218,78 no segmento pecuario. Anualmente responde por cerca de um
terco das exportacdes nacionais (CNA, 2019). O potencial de contaminacao ambiental
e humana pelos agrotoxicos, bem como seus impactos sobre a biota é estudado de
maneira ampla e mostra que sédo diversas as formas e os graus de poluicao
(MOREIRA et al., 2012).

Segundo dados da Anvisa - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o estado
do Rio Grande do Sul tem registrado taxa média de consumo de agrotéxicos de 10,49
kg/ha entre 2010 e 2012. Em 2014 foram comercializados 1.552.998.056 kg de
agroquimicos (BRASIL, 2018).

Inimeras pesquisas vém demonstrando que 0s agrotoxicos representam uma
das fontes de contaminacdo dos corpos hidricos. A acao de diferentes agrotdxicos
sobre os organismos aquaticos tem sido tema recorrente de estudos em diversas

partes do mundo (tabela 1).

Tabela 1 — Exemplos de estudos realizados com peixes do género Astyanax e o peixe
Danio rerio para avaliar toxicidade de agroquimicos.

Autor Avaliacdo Organismo Agroquimicos Resultados
Modelo Avaliados
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Nakagome et Avaliaram  Danio rerio 2,4-D, Letalidade
al. (2007) a dose letal Metsulfurom- dos
(CL50) metilico, agroquimicos
Carfentrazonaetilica,
Bentazona,
Quincloraque,
Clomazona,
Oxadiazona,
Oxifluorfem,
Bispiribaque-saddico,
Pirazossulfurom-

etilico
betaciflutrina,
Carbofurano,
Fipronil
Lambdacialotrina
Disner et al. Efeitos Astyanax Glifosato Danos
(2011) sobre o altiparanae. prejudiciais
Silva (2014) DNA aos
individuos
Goldoni Efeitos Astyanax Mancozeb Danos
(2012) sobre 0 jaculiensis prejudiciais
DNA aos
individuos
Matozo et al. Efeitos Astyanax Ridomil Danos
(2015) sobre o altiparanae. prejudiciais
DNA aos
individuos

Fonte: Elaborado pelo autor 2020.

Como € possivel observar na tabela 1, lambaris e zebrafish ja foram utilizados
em estudos para verificar danos causados por agroquimicos, tais estudos
apresentaram resultados semelhante e mostram impacto desse produtos sobre

principalmente o DNA dos individuos testados.

A contaminacdo de ambientes aquaticos vem crescendo e um dos principais
responsaveis pela dregadagdo destes ecossistemas é o alto consumo de
agroquimicos. As estratégias para reducao da poluicdo devido as atividades agricolas
devem ter como meta a reducdo do deflivio superficial, a redu¢cdo do uso de
agroquimicos e o manejo adequado dos efluentes produzido (MERTEN; MINELLA,
2002).

Os pricipais impactos causados nos rios podem ser na biota aquatica, bem
como na intoxicacdo e morte de peixes com severas alteracdes estruturais e

funcionais de suas células. Peixes destinados para consumo humano apresentam
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biocumulacdo de agrotoxicos, como o diclorodifeniltricloroetano (DDT) e pesquisas
mostram mudancas graves em ciclos, atividades e reproducdo de peixes e anfibios.
Em outras pesquisar ja evidenciou-se danos e perda de abundéancia e diversidade em
macroartropodes e artropodes. Além de estudos que provaram a toxicidade crénica
em anelideos (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

2.2. PEIXES COMO BIOINDICADORES DA QUALIDADE DAS AGUAS

O uso de parametros biolégicos para mensurar a qualidade da agua baseia-se
nas respostas dos organismos em relacdo ao meio onde vivem, assim inameros
bioindicadores séo utilizados para realizar testes de monitoramento ambiental. Esta
técnica é capaz de fornecer dados sobre os niveis de interferéncia dos contaminantes

nos organismos biologicos, sendo eles, vegetal ou animal (BUSS, 2003).

Em ambiente aquatico, as plantas aquaticas, algas, crustaceos, moluscos,
peixes, mamiferos e aves, podem ser utilizados como bioindicadores (ALVES, 2017,
LINS et al., 2010).

Um bioindicador ideal deve sobreviver em ambientes saudaveis, mas também
apresentar resisténcia relativa ao contaminante que esta exposto. De acordo com
Alves (2017) metodologias empregadas em pesquisas de biomonitoramento
ambiental além de evidenciarem mudancas ocorridas no estado original do ambiente

também destacam 0s riscos aos quais 0s organismos estdo expostos.

Nessa perspectiva, para analisar a presenca de contaminantes nos corpos
hidricos, os peixes sdo excelentes bioindicadores, ademais, de acordo com Alves
(2017); e Lins e colaboradores (2010), eles vém sendo amplamente utilizados, uma
vez que nos fornecem parametros confiaveis da situacao real do ambiente em que se
encontram, estando presentes em praticamente todos os rios e lagos, além de serem

de facil coleta e manuseio.

Os peixes sdo organismos ameacados por serem sensiveis as mudancas no
seu habitat. Esse risco vem assinalado por alteracdes genéticas e fisiologicas
provocadas por xenobioticos, isto €, compostos toxicos aos organismos bioldgicos de
origem natural ou antropogénica os quais causam danos em nivel celular e molecular.
Os peixes costumam responder aos compostos toxicos em vias similares aos grandes
vertebrados, sendo assim, podem ser utilizados em ensaios para testar substancias

quimicas que possuem potencial mutagénico, teratogénico e carcinogénico para o
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homem. A utilizacdo dos peixes como um sistema bioindicador tem apresentado
resultados satisfatorios na avaliacdo dos efeitos de quimicos contaminantes no meio
aquatico, incluindo rios, lagos e barragens. Por serem sensiveis sensiveis as
mudancgas no seu habitat, com isso, alteragdes no ambiente devido a contaminantes
podem resultar em diversas mudancas bioquimicas e fisioldgicas no organismo, que
podem levar a formacdo de lesbes que, muitas vezes, sao irreversiveis
(FONTAINHAS-FERNANDES, 2005).

Em peixes os xenobidticos podem manifestar seus efeitos através de
alteracdes estruturais em o6rgdos e tecidos comprometendo a sua fisiologia, como
também, podem provocar modificacbes que afetam o crescimento, reproducéo,
bioacumular e biomagnificar ocasionando um potencial desequilibrio na populacéo,
comunidade ou ecossistema. Desse modo, 0 uso da biota aquética € uma importante

ferramenta na avaliacdo da qualidade das aguas superficiais (BUSS, 2003)

Considerando que a biota de agua doce da América do Sul e Central é a maior
entre as regidées neotropicais, representando um quarto de todas as espécies de
peixes do mundo (DALA-CORTE; AZEVEDO, 2010; MONTOYA-BURGOS, 2003)

torna-se passivel usar diferentes espécies de peixes como sentinelas.
2.2.1. Lambaris (Astyanax spp) como bioindicadores

A América do Sul apresenta uma ictiofauna rica, com estimativa de mais de
9.100 espécies validas que ocorrem em ambientes marinhos e de agua doce das
areas costeiras (cerca de 25% de todas as espécies de peixes do mundo). Somente
para agua doce, existem cerca de 5.100 espécies descritas; cerca de um terco de
todas as espécies de peixes de dgua doce do mundo (DE BRITO et al., 2019; REIS
et al., 2016), entre elas na ordem Characiformes inclui-se peixes que possuem uma
grande variedade de formas e comportamentos, assim, esses estdo adaptados a

habitarem os mais variados ambientes.

Dentro desta ordem, a familia Characidae é a maior e mais diversificada
existente, tendo mais de 1.350 espécies descritas (CUNHA, 2014; DALA-CORTE;
AZEVEDO, 2010). Os peixes conhecidos como caracideos, principalmente do género
Astyanax, identificados popularmente como lambaris (figura 1), compdem um grupo
com aproximadamente 155 espécies (TEIXEIRA et al., 2018), ocorrendo desde do

estado norte-americano do Texas até a Argentina. Este € um grupo pouco estudado
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guanto a aspectos taxondmicos e filogenéticos, constituindo, supostamente, um
género ndo monofilético (DALA-CORTE; AZEVEDO, 2010).

Os lambaris habitam rios, riachos, lagoas e represas mesmo onde ha ocupacgéo
humana. Sdo peixes onivoros e detritivoros, alimentando-se de frutos, sementes e
insetos terrestres, vegetais aquaticos, escamas e outros peixes. Eles se alimentam de
detritos que estdo presentes na parte media e superior da coluna d’agua e por isso &
considerado um grupo de peixe com excelente potencial como organismo bioindicador
de qualidade ambiental (MATSUMOTO; COLUS, 2000; PIANCINI, 2008)

O lambari ndo sobe os rios para desovar, a fecundacdo € externa e ndo ha
cuidado parental (CUNHA, 2014). O Lambari € um peixe de escamas, com coloracao
normalmente prateada, e nadadeiras variando entre amarela, vermelha e o preta. Seu
corpo é alongado e em alguns casos comprimido. Seu tamanho varia entre 10 e 15

centimetros de comprimento para a maioria das espécies (CUNHA, 2014).

Lambaris séo sensiveis a impactos ambientais resultantes de diversos fatores,
seja a introducdo de espécies exoticas, de detritos industriais ou residuais,
agroquimicos, e outros agentes, que podem afetar diretamente a ecologia e a
sobrevivéncia das espécies (PEREIRA, 2014).

Figura 1 - Lambari (Astyanax lacustris). Fonte: autor
2.2.2. Zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo

O peixe Danio rerio (Hamilton, 1822) peixe-zebra ou zebrafish (figura 2), como
€ popularmente conhecido, surgiu como um dos mais importantes organismos modelo
vertebrados em genética, biologia do desenvolvimento, neurofisiologia e biomedicina
(LAWRENCE, 2007; RIBAS; PIFERRER, 2014)
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Trata-se de um teledsteo de 3 a 4 cm, da familia Cyprinidae, tropical de agua
doce, que domesticados vivem em média trés anos e meio, com individuos mais
velhos sobrevivendo até cinco anos e meio. Sdo provenientes da Asia, principalmente
da regido do Himalaia, onde pode ser encontrado em cérregos e rios de aguas calmas

bem como nas plantacfes alagadas de arroz (RIBAS; PIFERRER, 2014).

Figura 2- Zebrafish (Danio rerio). Fonte: http://www.fishbase.org/summary/Danio-

rerio.html

Sua importancia se deve ao fato de ser um peixe de pequeno porte, facil
manutenc¢do, custo baixo, com alta taxa reprodutiva, genoma sequenciado e ter 70%
de homologia com mamiferos, dessa forma constituindo-se assim, em modelo
importante para estudos comportamentais, genéticos e toxicoldgicos. Dada a
importancia consideravel do peixe-zebra como modelo experimental, juntamente com
0S custos significativos quando comparada com outras espécies de peixe
habitualmente cultivadas, (LAWRENCE, 2007) ele se torna um bom bioindicador.

O peixe-zebra é um animal bem estudado. Muito antes de sua emergéncia
como um modelo de desenvolvimento, os peixe-zebra foram usadas para estudar uma
variedade de aspectos da biologia dos peixes (LAALE, 1977; RIBAS; PIFERRER,
2014). Ao longo dos anos, os pesquisadores tem estudado a sua reproducéao,
toxicologia aquética, osmoregulacdo e ainda, publicou-se estudos sobre nutricdo do
zebrafish (LAWRENCE, 2007).

As vantagens deste modelo, combinadas com as ferramentas para sua
manipulagdo e andlise tornaram o zebrafish adequado para estudar diversificadas
rotas na regulacdo génica de eucariotos de maneira mais conveniente e barata que
qualquer outro modelo de peixe cultivado (LAWRENCE, 2007; RIBAS; PIFERRER,
2014), sendo assim, um modelo excelente para identificar o potencial genotoxico de

aguas antropizadas.
2.3.  BIOMONITORAMENTO DE ECOSSISTEMAS AQUATICOS

Como normalmente a poluicdo aquatica ocorre de forma cronica, com
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concentracfes subletais de poluentes, identificam-se mais comumente alteracdes
estruturais e funcionais nos peixes do que mortalidade em massa dos organismos.
Essas alteragdes morfo-funcionais tém sido muito utilizadas como biomarcadores para
indicar tanto a exposicdo quanto os efeitos de poluentes ambientais (POLEKSIC;
MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Os testes de biomonitoramento podem ser definidos como procedimentos nos
quais as respostas de organismos-teste sdo utilizadas para detectar ou avaliar os
efeitos adversos ou ndo de uma ou mais substancias sobre os sistemas biolégicos.
Estes testes sdo basicamente a exposicdo de organismos a diferentes condicdes,
visando assim a detectar seus efeitos. (GALVAN, 2011 apud METCALF e EDDY,
2003).

2.3.1. Teste do Micronucleo (MN) e Anormalidades Nucleares em Peixes (AN)

Matter e Schmid (1971) e Schmid (1975) foram os criadores e primeiros
pesquisadores a usar o teste do Micronucleo (MN). Através deste teste verificou-se,
em eritrocito jovens de roedores, a correlacao entre aberracées cromossémicas e 0
aparecimento de anomalias nucleares (micronucleos) submetidos a doses de
treminon. Com o avanco dos anos o teste foi utilizado e adaptado com sucesso por
Heddle (1973), Heddle e colaboradores (1983, 1991) e Hooftman e de Raat, (1982),

esses ultimos empregando o sangue periférico de peixes.

O teste do MN (figura 3) nas células sanguineas de peixe caracteriza-se por
ser uma analise de genotoxicidade capaz de avaliar efeitos toxicos de substancias no
DNA, tanto para testes in situ ou ex situ, como acontece nos testes que buscam
verificar a presenca de contaminantes em aguas superficiais. Comparado com outros
testes citogenéticos o do MN apresenta algumas vantagens, incluindo baixo custo e
rapidez de analise para triagem de grande numero de substancias (FENECH, 2000;
FLORES; YAMAGUCHI, 2008).
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Figura 3- Esquema geral da formac&o de MN. Fonte: LEON et al., (2007) adaptado.

As elevadas taxas mitéticas apresentadas pelos tecidos dos peixes
proporcionam uma rapida resposta a exposicao genotéxica, essa rapida sinalizacdo a
contaminacgédo do meio revela-se como lesdes nucleares em sangue periférico, sendo
o0 dano ao DNA um dos acontecimentos mais criticos (ARSLAN et al., 2015;
DALZOCHIO et al., 2017; DAR et al., 2015)

Estudos tém demonstrado que os testes do MN e AN (figura 4 e 5) sao dois
meétodos sensiveis, rapidos e amplamente utilizados na deteccdo de mutagenicidade
e genotoxicidade de agentes contaminantes tanto para experimentos sob condicdes
de campo e ou mesmo em testes laboratoriais (DALZOCHIO et al., 2017; MORAIS et
al., 2016).

Figura 4 - — Eritrécito normal em A e eritrécitos micronucleadas B, C, D, E. Fonte:
Kasper, 2019
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Figura 5 — Anormalidades nucleares: A- blebbed; B — lobbed; C — notched; D —
vacuolated; E - Binucleo; F - cariorréxis

O MN (figura 3) pode ter origem durante a meiose em gametas, como
consequéncia de anormalidades cromossémicas. Além disso, deve ser considerado o
efeito do quiasma durante o qual ocorre uma inversdo paracéntrica que pode gerar
um fragmento acéntrico que, por sua vez, podera formar um micronucleo (FURNUS
et al., 2014; HEDDLE et al., 1991).

O teste do MN (figura 3) pode ser descrito como a observacédo de células que
sofrem alteracdes na distribuicdo de suas cromatides (efeito sobre o fuso mitético).
Durante a anafase, momento em que ha a segregacdo dos Cromossomos, 0S
fragmentos provenientes das quebras e de cromossomos inteiros e que néo estéao
ligados pelo fuso, ndo acompanham a migracao para os polos da célula. ApGs a
teléfase, tais fragmentos cromatideos ndo sdo incluidos nos nucleos das células filhas,
formando um Unico ou multiplos micronucleos no citoplasma dessas células
(FENECH, 2000; SILVA; NEPOMUCENO, 2010)

A acao de qualquer agente quimico que induza anormalidades nucleares pode
resultar, em teoria, em um aumento na incidéncia de micronucleos. Entretanto nem
sempre se observou uma correspondéncia entre a frequéncia de anormalidades
nucleares e microndcleos, de modo que muitos pesquisadores preocuparam-se
estabelecer padronizagcbes. A relacdo quantitativa entre a frequéncia de AN e
fragmentos acéntricos ndo era bem conhecida, com excecdo de que nem todos o0s
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fragmentos acéntricos transformam-se em MN na primeira divisdo celular, podendo
sobreviver, replicar e se transformar em MN em divisbes subsequentes (HEDDLE et
al., 1991).

Desde que se iniciou uma crescente preocupacdo quanto a presenca de
substancias genotoxicas nos ambientes aquaticos, por acdo antropica, se destacou a
importancia de desenvolver ou padronizar métodos existentes para a deteccao de
lesBes genéticas em nivel cromossdmico em organismos aquaticos ocasionadas por

xenobidticos presentes nos corpos de agua (ARSLAN et al., 2015).

O teste de MN é reconhecido internacionalmente, sendo um dos métodos
preferenciais para avaliar o dano genético em organismos, pois permite detectar
danos provenientes tanto de agentes clastogénicos responsaveis por quebras
cromossOmicas, como de agentes aneugénicos que induzem aneuploidias ou
segregacao cromoss6mica anormal (ANSARI et al., 2011; DISNER; MIRANDA, 2011,
KASPER, 2019)

Quando a analise de MN em eritrocito de peixes é realizada in vitro o objetivo
principal € avaliar o potencial genotoxico de substancias em diferentes concentracdes,
como observado nos trabalhos de Matozo et al. (2015), Silva (2014), Galvan (2011) e
Radoll, (2013), que verificaram a genotoxicidade utilizando Astyanax sp. expostos a
agroquimicos e a efluentes liquidos. Ja a andlise de peixes in loco, quando capturados
nos rios ou lagos, visa identificar a presenca ou ndao de agentes com capacidade de
interferir na integridade fisiol6gica desses animais, como observado por Silva e
Nepomuceno (2010), Cantanhéde et al. (2016) por exemplo.

Como é notavel, o teste do MN em peixes vem sendo utilizado nos mais
diversos estudos, desde os que envolvem o reconhecimento da toxicidade de
substancias até aqueles que realizam monitoramento de ambientes aquaticos. Esse
procedimento ocorre em virtude de 0s peixes serem organismos bioacumuladores de
muitos contaminantes que mesmo em baixas concentracdes podem afetar sua

fisiologia e capacidade de sobrevivéncia.

Os micronucleos sdo encontrados nas mais diversas células, nos peixes
normalmente € utilizado o sangue periférico retirado na veia caudal. Diferentemente
dos mamiferos onde é coletado diferentemente o material da medula 6ssea

principalmente. A coleta do sangue é realizada logo apos o sacrificio do animal com
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preparo de esfregacos (Figura 4), fixacdo do material e coloracdo para posterior
analise em microscopia Optica (CORT; GHISI, 2014; SOUTO et al., 2008)

"l c °

Figura 6 - Esquema da coleta de sangue e as etapas da confeccao dos esfregacos.
Fonte: Cort e Ghisi (2014)

Normalmente o padrdo encontrado na literatura € o de que a frequéncia de
micronudcleos que é analisada através da observacao de 1000 a 3000 eritrécitos por
lamina em microscopia. De acordo com Oliveira (2013), as identificacdes dos
micronucleos seguem 0s seguintes critérios: (1) o micronucleo deve ser um tergo
menor que o nucleo principal; (2) o microndcleo ndo deve tocar o nucleo principal; (3)

deve ter o mesmo plano de foco do nucleo; (4) padréao de coloragéo idéntico ao nucleo.

Existe ainda concomitante ao teste do MN a observagcdo de alteracdes do
envelope nuclear, o que indica presenca e influéncia de substancias quimicas sobre
o organismo avaliado. Sdo alteracdes provocadas por agentes que induzem os MNSs,
porém, os mecanismos moleculares que acarretam as alteracdes nao foram
desvendados ainda, mas acredita-se que estdo relacionados a erros que ocorrem
durante os processos mitoticos (FENECH, 2000; KASPER, 2019).

As alteracbes morfolégicas nucleares (AMN) descritas com maior frequéncia
em estudos foram observadas primeiramente por Carrasco et al. (1990) como:
“‘blebbed” nucleo que apresenta uma pequena invaginagdo no envoltério nuclear;
“lobbed” nucleo com uma invaginagao maior do que o blebbed; “notched” nucleo com
corte notavel no conteudo do material nuclear; “vacuolated” nucleos que apresentam
uma regido que lembra vacuolos em seu interior. Outras alteragdes ja foram relatadas
por muitos autores, como, “binucleo” dois nucleos bem definidos; “kidney-shape”
nacleo dobrado em formato de um rim (CARRASCO, et al. 1990; KASPER, 2019)
“cariorréxis” o nucleo se evidencia na células e sofre necroses, sendo considerado
como um dos estagios iniciais da apoptose (MEIRELES et al., 2006; RAMIREZ, 2000).
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2.3.2. Andlise histopatoldgica em Peixes

A avaliacdo histopatolégica tem se tornado um método muito utilizado para
analisar a qualidade da 4gua. Como sabido, biomarcadores séo alteracdes bioldgicas
que podem estar relacionadas a exposi¢cdo ou aos efeitos toxicos de compostos
quimicos do ambiente (AL-SABTI; METCALFE, 1995; PEAKALL, 1994).

A técnica permite analise especifica dos 6rgaos em nivel tecidual e celular,
assim que eles sao afetados, sob condi¢cfes in situ, além disso, em avaliacdo de
campo, a histopatologia é um método eficaz para detectar os diversos efeitos da

exposicao aguda ou crénica nos varios tecidos e orgaos (SILVA, 2004).

Em peixes, a histologia € direcionada para 6rgaos chave, que estdo em contato
com xenobidticos presentes na agua, as branquias, por exemplo. Muitos xenobidticos
presentes nos ecossistemas aquaticos acabam absorvidos pelos peixes através da

agua, pelas branquias e pele (SILVA, 2004).

As branquias de peixes passaram a ser utilizadas como modelo para estudos
de impacto ambiental por serem uma das primeiras estruturas a ter contato com o
meio externo (BRITO, 2009; GARCIA-SANTOS et al., 2007).

As branquias possuem facil adaptacdo as condicbes ambientais. Essas
estruturas sdo as responsaveis pelas trocas gasosas, interferem na osmorregulacao
e no equilibrio acido-basico e fazem parte da excrecdo dos compostos nitrogenados.
Sendo assim, sdo adequadas para estudos de bioindicacao de toxicologia aquatica
(BRITO, 2009; GARCIA-SANTOS et al., 2007; SANTOS, 2010)

Para Silva, (2004), as branquias constituem uma porta de entrada dos
xenobidticos que estdo presentes na agua. Conforme apurado por Kasper (2019)
Alguns estudos com o uso da histologia das branquias, com o objetivo de monitorar a
poluicdo dos ambientes aquaticos ou a toxicidade de substancias quimicas, vém
expandindo-se no territério brasileiro como evidenciado na tabela 2.

Tabela 2 - Estudos realizados no territdrio brasileiro utilizando a histologia como
ferramenta de avaliacdo da contaminacéo e contaminantes ambientais.

AUTORES ORGAOQJ/ESPECIE | OBJETIVO RESULTADOS
Meletti et al. Figado e branquia de Avaliou a Danos
(2003) Serrapinnus notomelas e toxicidade do histopatoldgicos
Danio rerio sedimento dos significativos
rios da Bacia do
Mogi-Iguacu.
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Silva (2004) Figado e branquia de Avaliou a Danos
Astyanax sp. toxicidade da histopatolégicos
agua de um significativos
Ribeirao
Urbano.
Avaliou a Danos
Simonato et al. Figado e branquias de exposicao histopatoldgicos
(2006) Prochilodus lineatus aguda e significativos

subcrbnica a
fracdo soluvel
de 6leo diesel.

Garcia-Santos | Branquias de Oreochromis Avaliou a Danos
et al. (2006) niloticus exposicao a histopatoldgicos
fragcOes de significativos
Céadmio.
Avilez (2008) Figado e branquias de Avaliou os Danos
Bricon amazonicus efeitos de histopatolégicos
concentragdes significativos
de fenol.
Condessa Figado e branquias de Analisou a Danos
(2009) Astyanax bimaculatos bioacumulacao histopatolégicos
e os efeitos da significativos
exposicao
subcroénica a
diferentes
concentragcdes
de Zn.
Faria (2009) Figado e branquias de Verificou a Danos
Poecilia vivipara toxicidade de histopatolégicos
concentragdes significativos
do herbicida
Roundup®.
Brito (2010) Figado e branquias de Avaliou a Danos
Pimelodus maculatus e gualidade da histopatolégicos

Oligosarcus hepsetus

agua de trés
reservatorio no
Rio Paraiba do

significativos

Sul.
Rezende Figado e branquias de Avaliou a Danos
(2011) Orechromis niloticus qualidade da histopatoldgicos

agua de uma
represa atraves
das alteracOes

significativos

histoldgicas.
Shiogiri (2011) Figado e branquias de Avaliou a Danos
Piractus mesopotamicus toxicidade de histopatolégicos
concentragdes significativos
do herbicida
glifosato na

formulacédo
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Roundup®
Ready.
Figueredo Figado e branquias de Verificou as Danos
(2013) Rhamdia quelen alteracoes histopatolégicos
histologicas em significativos
peixes do Rio
da Madre, SC,
situado em uma
regiao
predominada
pela rizicultura.
Moraes (2013) Branquias de Bricon Avaliou os Danos
amazonicus efeitos de histopatoldgicos
concentragdes significativos
de cipermetrina.
Filho et al., Figado e branquias de Avaliou a Danos
2014 Pygocentrus nattereri e gualidade da histopatolégicos
Serrasalmus marginatus agua do Rio significativos
Paraguai.
Virgens et al., | branquias de Orechromis Avaliou os Danos
2015 niloticus efeitos apods a histopatolégicos
exposicao significativos
Acefato,
Difenoconazol e
Sulfluramida
Pinto, 2016 Figado e branquias de Avaliou a Danos
Orechromis niloticus toxicidade do histopatolégicos
cobree a significativos
gualidade da
agua do
reservatorio
Guarapiranga,
SP.
Neves, 2017 Branquias e figado de Avaliou a Danos
Ancistrus mullerae gualidade histopatolégicos
ambiental de significativos
sete rios da
bacia do baixo
Iguacu — PR.

Fonte: (Kasper, 2019) adaptado.

Em relacdo a morfofisiologia das branquias, a disposi¢do e o tamanho variam
conforme a espécie, localizam-se na cavidade opercular e séo divididas em arcos de
onde surgem os filamentos branquiais com suas fileiras de lamelas secundarias.
Essas lamelas (figura 7) sdo muito vascularizadas e sao as principais estruturas
responsaveis pelas trocas gasosas, ja sua estrutura histolégica apresenta-se

revestida por epitélio pavimentoso simples e amparada por células pilares, sendo
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essas formadoras de lacunas contendo os capilares sanguineos, nos quais ocorrem
as trocas gasosas e também, estdo presentes na estrutura as células de cloreto,

células mucosas, melandcitos, macrofagos e os linfocitos (MORAES, 2013).

csm

Deslocamento
epitelial

Dilatacao capilar

Necrose e ruptura epitelial

® )-8 yD D Fusdo lamelar
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s . u ‘) V ﬂ
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Sy o
.8
(3@

Constricao capilar

Aneurisma
lamelar

dL Proliferagdo de
células de Cloreto

Proliferagdo de células mucosas

Figura 7 — Esquema representativo das células branquiais e as possiveis alteracdes
mais encontradas em estudos histopatologicos. Branquia normal (A), lamina basal (Ib),
célula mucosa (mu), célula cloreto (cc), célula pilar (pi), célula epitelial (ce), seio

venoso lamelar (svl), canal sanguineo marginal (csm); B, C, D e F, alteragbes mais
encontradas. Fonte: MORAES, 2013.
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Muitos contaminantes organicos e inorganicos podem alterar a permeabilidade
do epitélio branquial & agua e aos ions. Essa alteracdo ocorre por meio da acao direta
do contaminante sobre os mecanismos de transporte e/ou da acao indireta, através
da inducédo de respostas de estresse que envolvem a liberagcdo de catecolaminas e
cortisol na corrente sanguinea, desencadeando uma série de rea¢cdes que afetam a

funcionalidade das branquias.

Um exemplo comum de dano lamelar ocorre quando a catecolamina liberada
provoca um aumento da perfusdo lamelar e da permeabilidade de ions, j& o cortisol,
induz a proliferacdo de Células de Cloreto (CC) com o objetivo de reestabelecer o
balanco ibnico e em consequéncia ocorre um aumento da espessura da membrana

lamelar prejudicando as trocas gasosas entre a agua e o sangue (MORAES, 2013).

A histologia pode ser considerada uma ferramenta sensivel capaz de revelar
os efeitos subletais de substancias presentes no meio ambiente com potencial de
interferir na biota aquatica (KASPER, 2019; MORAES, 2013)

2.3.3. Avaliacao do estresse oxidativo em Peixes

Os mais diversos contaminantes quando assimilados pelos tecidos dos peixes
podem resultar na formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) causando
estresse oxidativo (MODESTO; MARTINEZ, 2010). EROs, tais como o radical anion
superéxido, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila podem reagir com
macromoléculas biolégicas causando danos aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(MENEZES et al., 2013).

Os compostos reativos de oxigénio e de nitrogénio sédo produzidos pelas células
como parte de seus processos metabodlicos. O desequilibrio entre a formacéo e a
remocao destes compostos metabdlicos decorrente da diminuicdo dos antioxidantes
ou ainda do aumento da geracdo de compostos oxidantes, gera um estado de alta
oxidacdo. Este estado favorece a ocorréncia de ataques desses agentes reativos
oxidantes a componentes celulares, sendo comum aos lipideos (ALMROTH et al.,
2005; BARBOSA et al., 2010; GARCIA et al., 2015; GROTTO et al., 2008; MENEZES
et al., 2012)

Os elementos responsaveis por esse desiquilibrio sdo os radicais livres,
podendo ser definidos como atomos ou moléculas produzidas continuamente durante

0S processos metabolicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons
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em varias reacdes bioquimicas, desempenhando funcdes relevantes ao metabolismo,
entretanto algumas substancias como o peroxido de hidrogénio, o 0zénio, o oxigénio
singleto e peroxinitrito, também sdo EROs mas ndo sdo moléculas radicalares. As
fontes de radicais livres séo as organelas citoplasmaticas que metabolizam oxigénio,
nitrogénio e cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos (ALVES et al., 2010;
CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010)

Para impedir os efeitos das EROs as células possuem mecanismos
antioxidantes. As enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) sdo importantes para os mecanismos de protecao celular contra as
EROs, assim como a glutationa S-transferase (GST). A SOD é responsavel por
catalisar a conversdo do anion superéxido em peréxido de hidrogénio. O peréxido de
hidrogénio é degradado em agua e oxigénio molecular via CAT e GPx. A GST age em
processos de biotransformacédo e destoxificacdo de xenobidticos, transformando

compostos toxicos em formas mais faceis de serem eliminadas.

Algumas enzimas tém sido usadas como indicadores de dano oxidativo em
peixes expostos a diferentes contaminantes (MENEZES et al., 2013, 2012,
MODESTO; MARTINEZ, 2010). Além do sistema antioxidante enzimatico, para
combater os efeitos das EROs, o0s organismos vivos produzem substancias que séo
capazes de regenerar ou prevenir os danos oxidativos, exercendo seu papel como
antioxidante ndo-enziméaticos (ALVES et al., 2010). Um dos principais antioxidantes
sintetizado nas células de vertebrados é a glutationa (GSH), que além de atuar como
um potentente antioxidante, reagindo com diversas espécies radicalares e nao-
radicalares, também serve como um co-fator para enzimas antioxidantes, como a GST
e GPx (HERMES-LIMA, 2004). Da mesma forma, o sistema de defesa antioxidante
ndo-enzimatico atua impedindo reagfes de auto-oxidagdo (MENEZES et al., 2014;
MODESTO; MARTINEZ, 2010; MONTEIRO et al., 2009; OROPESA et al., 2009)
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Figura 8 - Vias de formacéo de espécies pro-oxidantes e vias de destoxificacdo pelo
sistema antioxidante. Fonte: COLPO, 2007

Em uma situacdo de estresse oxidativo pode ocorrer a peroxidagdo lipidica
(LPO) e a carbonilacdo de proteinas. A LPO é o resultado da atuacédo dos radicais
livres sobre membranas biologicas ricas em acidos graxos poli-insaturados
(ALMROTH et al., 2005; MENEZES et al., 2012). Um dos mais conhecidos produtos
da LPO é o malondialdeido (MDA), o qual é produto final da degradacdo nao

enzimatica de acidos graxos poli-insaturados (MENEZES et al., 2014).

As EROs podem também causar danos as proteinas ocasionando modificacdes
nos residuos de aminoacidos e consequentemente alterando suas estruturas e
levando a prejuizos nas suas fun¢bes. Além disso, grupos carbonila podem ser
introduzidos e um aumento do numero pode ser responsavel pelos danos nas

proteinas causado pelo estresse oxidativo (ALMROTH et al., 2005) .

A peroxidacao lipidica da membrana plasmética, como exemplo pode provocar
alteracdes na estrutura e funcdes celulares e, dessa forma, estar envolvida em
diversas patologias como mutacdes genéticas, alteracbes degenerativas e
neuroldgicas, choque hemorragico e dano tecidual (ALVES et al., 2010; GROTTO et
al., 2008; JUNIOR et al., 2001). A peroxidacdo é uma reacdo em cadeia, que tem
inicio, propagacao e término, gerando os produtos finais, os aldeidos (MDA) que

podem causar danos nas proteinas.
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Outro dano causado é a insercdo de grupos carbonilicos (CO) nas cadeias de
proteinas. Os produtos formados sdo quimicamente estaveis, podendo ser facilmente
estocados e dosados. O H:0. tem a capacidade de provocar a oxidagao de alguns
residuos especificos de aminoacidos levando frequentemente a formacdo dos
grupamentos carbonilas nas suas cadeias laterais, como também a quebra da cadeia
polipeptidica (DALLE-DONNE et al., 2003).

O termo oxidacdo de uma substédncia sempre foi considerado como a
incorporagao de oxigénio em sua estrutura. Ainda assim, pode ser mais precisamente
definido como a perda de um ou mais elétrons para outra substancia (ALVES et al.,
2010).

A carbonilagdo de proteinas incide em danos diretamente no metabolismo
celular ao alterar a funcdo das proteinas. A dosagem de proteina carbonilada é o
marcador mais utilizado para determinacdo dos niveis de oxidagcdo protéica. Além
disso, o acumulo de proteinas carboniladas tem sido observado em vérias doencas,
incluindo mal de Alzheimer, diabetes, doenca inflamatéria intestinal, hepatite C
cronica, artrite reumatodide e outras (DALLE-DONNE et al., 2003; SOUZA et al., 2009).

Grotto et al., (2008) explica que biomarcadores vém sendo utilizados para
avaliar o estresse oxidativo, dentre eles malondialdeido (MDA), dienos conjugados,
gases etano e pentano, isoprostanos, 4-hidroxi-nonenal (4-HNE), modificacdes de
proteinas e modificacdes no DNA. Segundo os mesmos autores MDA é um dos
biomarcadores mais utilizados por ser um dos produtos secundarios da peroxidacéo

lipidica mais conhecidos.

7

Diante do exposto € possivel verificar a utilizacdo de espécies reativas ao
oxigénio como excelentes biomarcadores para monitoramentos de ambientes
contaminados ou teste de toxicidades de substancias com potencial para contaminar

a natureza.
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3. DESENVOLVIMENTO

Essa dissertacéo esta constituida de trés capitulos independentes, elaborados
com base nas avaligcbes as quais 0s peixes do género Astyanax e 0s peixes Danio

rerio foram submetidos.

No primeiro capitulo encontramos os resultados dos testes de micronucleo e
analise histopatologica das branquias em peixes do género Astyanax in-situ,

submetidos a dguas superficiais antropizadas.

O segundo capitulo corresponde as andlises dos marcadores de estresse

oxidativo, no figado de peixes do género Astyanax.

E por fim, no dltimo capitulo, se trata da analise de micronucleos e
anormalidades nucleares resultantes da submissao de peixes zebras (D. rerio) ex-situ
as 4guas antropizadas do Rio ljui. Este Gltimo capitulo segue as normas da submissao
de artigos para o Periddico Ambiente & Agua ja vertido para o inglés, seguindo as

normas da revista.
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3.1. CAPITULO 1 - GENOTOXICIDADE E HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS
EM Astyanax spp. SUBMETIDOS A AGUAS SUPERFICIAIS ANTROPIZADAS

3.1.1. INTRODUCAO

Os individuos presentes nos ecossistemas aquaticos estdo expostos a
substéancias potencialmente poluidoras, as quais, originam-se quase que na totalidade
das acdes humanas. Os principais focos de antropizacéo sao os efluentes domeéstico,
industrial e os agroquimicos e que séo caracterizados por apresentarem uma
complexa composi¢cdo, abrangengendo quimicos organicos, inorganicos,
microrganismos patogénicos, bem como, substancias cujos efeitos sobre o meio
ambiente ainda sdo desconhecidos. O quadro pode ainda ser agravado com a falta

de conservacao das matas ciliares de rios, lagos e nascentes (BUSS, 2003).

Dessa forma, estudos vem sendo realizados para avaliar os niveis de poluicao
dos ambientes aquéticos e um deles, € o uso de parametros biologicos, que baseiam-
se na avaliacdo das respostas biolégicas dos organismos em relacdo ao meio onde
vivem (BUSS, 2003; LINS et al., 2010). Os bioindicadores podem ser considerados
com espécies capazes de sobreviver em ambientes saudaveis, mas também

apresentar resisténcia relativa ao contaminante que estao expostos.

Outro aspecto que pode facilitar o desenvolvimento do estudo é a abundancia
dessa espécie no ambiente e a facilidade em adaptar-se aos ensaios laboratoriais,
visto que, em laboratério sédo realizados estudos para avaliar o potencial téxico de
substancias (LINS et al., 2010) . Por definicdo, os biomarcadores sao alteracdes

biolégicas que podem estar relacionadas a exposicdo ou aos efeitos toxicos de
compostos quimicos do ambiente (PEAKALL, 1994).

Os peixes, especialmente o género Astyanax sdo excelentes bioindicadores de
ambientes aquaticos, sendo considerados sentinelas ambientais, por estar presente
em praticamente todos os rios e lagos, serem de facil coleta e manuseio (MOREIRA
et al.,, 2010). Em peixes, os xenobidticos podem provocar danos em nivel celular,
comprometendo o funcionamento de 6rgados vitais, podendo ainda, bioacumular e
biomagnificar, como também, causar danos em nivel molecular, que sdo provocados
principalmente na molécula de DNA, onde, muitos xenobidticos tém a capacidade de

interagir promovendo danos clastogénicos, responsaveis por quebras
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cromossOmicas, assim como, agentes aneugénicos que induzem aneuploidia ou
segregacao cromossémica anormal (ANSARI et al., 2011; SIMONATO, 2006)

Os contaminantes que causam danos no DNA s&o conhecidos como
genotoxicos e ha testes eficientes para avaliar a presenca em ambientes aquaticos.
O teste do micronucleo (MN) foi desenvolvido originalmente por Schmid (1975), com
eritrocito jovens de roedores; posteriormente, o teste foi adaptado com sucesso por
Hooftman e Raat (1982) empregando em sangue periférico de peixes. Basicamente
um micronucleo € a segregacao cromossdmica anormal, a quebra e separacao de
material genético do nucleo. Em relacdo a avaliacdo de AN, estas sdo conceituadas
como alteracdes na morfologia do envelope nuclear, o que também fornece indicios
da presenca de substancias quimicas nos corpos hidricos que interagem com o

organismo avaliado.

Em relacdo aos tecidos a avaliacdo histopatolégica tem sido um valioso
instrumento biomarcador para avaliar a presenca de xenobidticos em um corpo
hidrico. Essa técnica permite uma analise especifica dos 6rgdos a nivel tecidual e
celular, visto que eles séo afetados por estressores ambientais sob condi¢des in situ,
além disso, a histopatologia € um método eficaz para detectar os diversos efeitos da
exposicdo aguda ou crénica nos varios tecidos e 6rgdos (BERNET et al., 2001).

O objetivo desse capitulo foi promover a andlise de genotoxicidade e
histopatologia de branquias em Astyanax spp. submetidos a aguas superficiais
antropizadas.

3.1.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob o protocolo n°® 589216051.

3.1.2.1. AREA DE ESTUDO E PROTOCOLO DE COLETA
3.1.2.1.1. Bacia Hidrografica do Rio ljui

Conforme descrito por Kasper (2019), a Bacia Hidrografica do Rio ljui esta
localizado na regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul. O rio ljui é afluente do
rio Uruguai em sua por¢cdo média (Figura 1). Surge através da unido dos rios
Palmeira, Caxambu e Filza, no municipio de Panambi — RS. Nessa bacia hidrografica

estdo inseridos 36 municipios, abrangendo municipios como Cruz Alta, ljui, Santo
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Angelo e Tupanciretd, com a presenca de industrias, e principalmete de extensas
areas agricolas com intensa produtividade de gréos. Os principais usos da agua se
destinam a irrigacao e ao abastecimento publico. A bacia € constituida por mais 12
principais rios que cortam cidades e areas agricolas, sendo os principais 0s rios
Caxambu, Potiribu, Conceicdo, ljuizinho todos tendo como foz o Rio ljui, e esse

desaguar no Rio Uruguai.

3.1.2.1.2. Caracterizacdo dos pontos e analise dos parametros fisico-

quimicos

Os quatro pontos de coleta dos peixes estabelecidos para este estudo foram
estrategicamente selecionados, visando os mais diversos ambientes e seus potenciais
causadores de impacto. Abaixo, apresentamos uma descricdo de cada ponto
avaliado:

P1 — Localizado sob as coordenadas 28°18'50.74”’S e 54°18’38.39"W, este
ponto fica situado logo apds o perimetro urbano de Santo Angelo-RS. As principais
caracteristicas do ponto sdo a inexisténcia de mata ciliar e por receber descarga de
efluente industrial e urbano através dos afluentes que cortam a cidade (Apéndice,

figura 1).

P2 — Localizado sob as coordenadas 28°11°53.20”S e 54°41°25.47"W, préximo
a cidade de Cerro Largo-RS. O ponto caracteriza-se pela inexisténcia de mata ciliar e
por estar proximo a areas de criagdo de suinos e bovinos de corte e leite, além de
anteriormente ter percorrido por extensas areas agricolas. Esse ponto ainda antecede

um barramento devido a presenca de uma hidrelétrica (Apéndice, figura 2).

P3 — Localizado sob as coordenadas 28°11°19.26” S e 54°43°58.56” W, no
interior da cidade de Cerro Largo - RS. O ponto caracteriza-se pela inexisténcia de
mata ciliar, possuindo area de criacéo de bovinos de leite, além de ser percorrido por
extensas areas agricolas. Esse ponto localiza-se no barramento da Usina Hidrelétrica
S&do José - ljui Energia S.A, por isso caracteriza-se por ser o Unico ponto do estudo

em ambiente Iéntico (Apéndice, figura 3).

P4 — Localizado sob as coordenadas 28°03'29,0”S e 55°07°,39,0"W, é o ponto
préoximo do Rio Uruguai, localizado no municipio de Roque Gonzales/RS.
Caracterizando-se pela inexisténcia de mata ciliar e extensas areas agricolas

(Apéndice, figura 4).
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Figura 1 - Mapa do Rio ljui com marcagdo dos pontos e barramentos. Fonte:
Elaborado pelo autor, 2020

O ambiente no local dos pontos foi caracterizado levando em consideracao os
focos de antropizacdo: auséncia de mata ciliar, atividades agricolas e presenca de

areas urbanas.

Os parametros fisico-quimicos da agua, como temperatura (°C), pH, oxigénio
dissolvido (OD) e condutividade (COD) foram avaliados em todos os momentos da

coleta através Medidor Multiparametros Asko SX836.
3.1.2.2. ANALISE DE GENOTOXICAS E HISTOPATOLOGIA.
3.1.2.2.1. Teste in loco- Astyanax spp.

Individuos foram capturados em ambiente ndo antropizado do Rio ljui, e
submetidos a um periodo semanal de aclimatacdo em aquérios no laboratorio de
genética da UFFS, com agua fornecida ao abastecimento publico pela CORSAN
(Companhia Riograndense de Saneamento), sob fotoperiodo natural e alimentacdo

disponivel duas vezes ao dia e oxigenacdo pH e temperatura monitoradas.

Apés o periodo de aclimatacdo os lambaris foram transferidos aos quatro
pontos previamente determinados alocando dez individuos por ponto em uma gaiola

preparada para o experimento. Os animais permaneceram no local por 96 horas a fim
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de serem submetidos aos testes. Foram realizados trés esforcos amostrais, nos
meses de abril, junho e setembro de 2019, totalizando trinta peixes por ponto
escolhido. Também estabeleceu-se um grupo controle (com dez individuos) que
permaneceu no laboratério, pelo mesmo numero de horas do grupo teste, em agua
limpa, pH e temperatura monitorados e foram eutanasiados sob as mesmas condicdes

dos grupos testes.

Ao fim das 96 horas de exposicao, os individuos que estavam nas gaiolas foram
retirados, anestesiados em solucéo de Eugenol 3% e imediatamente sacrificados por
decapitacdo. Em seguida uma inciséo foi efetuada na artéria caudal para extracao de
sangue, para confeccdo de esfregacos sanguineos através de capilar de vidro

contendo EDTA 3%, para evitar a coagulagéo.

Foram confeccionadas trés laminas de esfregaco sanguineo por peixe. Apés a
confeccao dos esfregacos, as laminas foram secas em temperatura ambiente, fixadas
em metanol por 15 minutos e armazenadas em porta laminas para transporte até o
Laboratorio de Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Cerro
Largo, RS. No laboratdrio, as laminas foram submetidas a hidrélise em HCI 5N por 15
minutos em temperatura ambiente, lavadas em agua destilada seguida da coloragéo
do nucleo em reativo de Schiff por duas horas em ambiente escuro e em seguida
lavadas em &gua destilada e imergidas em Fast-Green por um minuto para

contracoloragéo.

Em microscopia 6ptica, foram observadas 1000 células por lamina, ou seja,
3000 células por peixe, contabilizando as células micronucleadas (MN) e as anomalias

nucleares (AN) dos tipos:

e “blebbed”, nucleo que apresenta pequena invaginagao no envoltério nuclear;

e “lobbed”, nucleo com invaginagéo maior do que o blebbed;

¢ “notched”, nucleo com corte notavel no conteddo do material nuclear

e ‘“vacuolated”, nucleos que apresentam uma regidao que lembra vacuolos em seu
interior;

e “binucleo”, dois nucleos bem definidos;

e “cariorréxis” nucleo se evidencia tanto nas células que sofrem necroses, sendo

considerado como um dos estagios iniciais do apoptose.



45

Os dados extraidos das contagens total de MN e AN por individuos foram

posteriormente submetidos a andlise estatistica.

Para a andlise histolégica, as branquias dos lambaris foram extraidos e
acondicionados em cacete histolégico, emergidos em fixador Alfac (formol 10% +
alcool 80% + acido aceético) para fixacdo por uma semana. Apos o periodo de uma
semana no Laboratorio de Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul —
Campus Cerro Largo, RS, as branquias foram descalcificadas em solugéo de acido
etilonodiaminotetracético (EDTA 10%) por também periodo de uma semana.
Posteriormente, as amostras passaram pelas seguintes etapas: desidratacéo
alcoolica em alcool crescente de 70% a 100%, emergido em Xilol, impregnacdo em
parafina. Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo na espessura de 5um,
alocados em laminas e corados com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram

observadas em microscopio optico trinocular Olympus® CX31.

As alteracdes histolégicas em tecido branquial foram observadas seguindo a
classificagdo proposta por Poleksic e Mitrovic-tutundzic (1994) de acordo com o
estagio de severidade, onde, o estagio | corresponde as alteragdes consideradas
leves, aquelas que alteram a funcdo do tecido; o estagio Il condiz as alteracbes
moderadas, isto €, aquelas que alteram parcialmente a funcéo do tecido, jA 0 estagio
lll representa as alteracfes severas, aqguelas que alteram totalmente a funcéo do
tecido (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo das alteracdes histopatolégicas das branquias quanto e a

severidade das lesdes de acordo com Poleksic e Mitrovic-tutundzic (1994) adaptado
pelo autor.

Estagio Alteracdes histoldgicas
Hipertrofia do epitélio lamelar
I Elevacao do epitélio lamelar
Hiperplasia do epitélio lamelar
Desarranjo lamelar

Dilatac&o do seio sanguineo
Constricdo do seio sanguineo
Congestéao vascular

Fuséo incompleta das lamelas

Il Fusdo completa de algumas lamelas
Fusdo completa de varias lamelas
Ruptura do epitélio

Aneurisma lamelar
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Destruicédo do epitélio lamelar
1] Congestéao vascular
Necrose

Fundamentando-se nesta de classificacdo, os autores citados desenvolveram
a seguinte equacao para calcular o indice de Alteracdes Histopatoldgicas (IAH): IAH
= 100.YSI +10* .5 SIl +10% .5 Slll onde, > SI, >SIl e > SIll = somatoério do nimero de
alteracoes de estadios I, Il e IlI; 10° = mdltiplo da fase I; 10'= mdiltiplo da fase II; 10% =
multiplo da fase Ill. Os valores do IAH entre 0 e 10, indicam funcionamento normal do
tecido, entre 11 e 20, indicam danos leves a moderados ao 6rgéo, entre 21 e 50
indicam danos de moderados e severos e maiores que 100, indicam danos
irreversiveis no tecido. Assim foi classificado o grau das lesbes apresentadas pelos
peixes nas branquias (NOGUEIRA et al. 2009; POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC,
1994).

3.1.2.3. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Para a andlise estatistica das contagens total de MN e AN entre os pontos e 0s
esforcos amostrais foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
posterior a Analise de Variancia (ANOVA). Nao encontrando valores normais optou-
se pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e quando significativo os valores
foram submetidos ao teste SNK (Student-Newman-Keuls) de comparac¢do multipla.

Os resultados da analise histopatoldgica das branquias obtidos para 0os animais
de cada local estudado, em cada esforco amostral foram convertidos em IAH, foram
comparados entre os pontos, através do teste t de comparacdo das médias de
amostras independentes.

Para todos os testes, foi considerado significativo p<0,05. E foi utilizado o

programa BioEstat. 5.3.
3.1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.3.1. CARACTERIZAQAO DO AMBIENTE

Os pontos selecionados para esse estudo apresentam sinais de antropizacao,
caracterizado pelo lancamento de efluente doméstico, industrial e agricolas que séo

caracteristicos dessa regiao.

As analises dos parametros fisico-quimicos da agua tanto dos pontos quanto

do controle estdo expressas na Tabela 2 e ndo mostraram diferengas em relagéo ao
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controle. Com base na resolucdo 357/2005 do CONAMA as aguas do rio ljui
engquadram-se em classe Il para agua doce, que significa que sdo aguas que podem
ser destinadas ao abastecimento para consumo humano, apo0s tratamento
convencional, a prote¢cdo das comunidades aquaticas, a recreacdo de contato
primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho, conforme Resolucéo
CONAMA n° 274, de 2000, a irrigacéo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques,
jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais 0 publico possa vir a ter contato
direto; e a aquicultura e a atividade de pesca.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos da agua do rio depois do teste de 96 horas

com Astyanax

CARACTERISTICA CONTROLE PONTO 1 PONTO 2
Coleta * 1 2 3 1 2 3
pH 7.87 7.2 7.8 7.4 7.6 8 7.7
COND. (ps) 271 57 67.8 95.9 60.1 62.3 97
ODi (mg/L) 6.2 6.3 10.5 5.9 5.9 8.4 9.8
Temp. H20 (°c) 24.9 21.6 16.4 17.2 21.6 14.9 16.4
Temp. Ambiente (°c) 21 22 19 19 22 16 18
Chuvas (mm)** * 0 0 21-50 0 0-20 0-20
Disco de Secchi (cm) * 28 118 16 36 62 54
CARACTERISTICA PONTO 3 PONTO 4
Coleta 1 2 3 1 2 3
pH 7.5 8.8 7.9 7.2 7.7 7.1
COND. (us) 57.4 61.4 69.3 63.3 61.9 60.3
ODi (mg/L) 5.9 8.7 11.2 6.6 7.6 8.1
Temp. H,0 (°c) 19.2 15 16.6 19.3 15.7 19
Temp. Ambiente (°c) 22 16 18 22 16 22
Chuvas (mm)** 0-20 0 0-20 0 0-20 0
Disco de Secchi (cm) 34 56 74 23 83 32

*ODi=oxigénio dissolvido; COND=condutividade.

**Chuvas foram consideradas os seguintes padres para as 48 horas anteriores a retiradas dos peixes: 0-20 mm;
21-50 mm; 51-100 mm. +100 mm.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

3.1.3.2.

Astyanax spp. EXPOSTOS A AGUAS DE AMBIENTES ANTROPIZADOS

TESTE DE MICRONUCLEO E ANORMALIDADES NUCLEARES DE

Nesse estudo, usou-se como variaveis a presenca de MNs (Figura 2) e ANs do

tipo “blebbed”, “lobbed”, “notched”, “vacuolated”, “binucleo

periférico (Figura 2).

” “*

cariorréxis” em sangue
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Figura 2 - Figura 1 - AlteragBes morfoldgicas nucleares: A: Eritr6cito Normal; B
Micronucleo; C e D: Binucleo; E- blebbed; F- vacuolated G —lobbed; H — Cariorrexe
(apoptose nuclear); | - notched. (CARRASCO et al. 1990).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Nos peixes analisados nos quatro pontos do Rio ljui, ndo ha presenca
significativa de MN em relacdo ao grupo controle (tabela 2), bem como entre os pontos
avaliados.

Tabela 3 - Somatoério total dos valores dos MN e AN do numero total de peixes do

controle e dos testes submetidos ao teste de Kruskal Wallis ao nivel de 5% de
significancia.

GRUPO TOTAL DE TOTAL DE
ANORMALIDADE *  MICRONUCLEOS *
CONTROLE . o1e
PONTO 1 71000 972
PONTO 2 00225 61e
PONTO 3 a6 6
PONTO 4 59225 290

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020
*Letras diferentes apresentam significancia estatistica.

O namero total de MN encontrado nos individuos submetidos a agua do Ponto
1 é maior quando comparado aos demais pontos e controle, embora ndo com
diferenca significativa. Esse pequeno aumento se deve as condi¢des urbanas do local
e periodo ndo chuvoso, o que promove acumulo de efluentes e poluentes que

potencializa mecanismos de clastogenicidade (OBIAKOR et al. 2014).
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Os eventos que culminam com o aparecimento de MN passam por mais de
uma divisao celular e quando ele surge ndo ha mais recurso de reparo, iSSO nos
sugere que as células desses peixes, nas 96 horas de exposi¢do, foram capazes de
acionar com éxito os mecanismos de reparo e organizacao nuclear (NEPOMUCENO
et al., 2017).

Em contrapartida quando analisados os eventos de ANs percebe-se que a
incidéncia aumenta significativamente quando comparados com o controle. As ANs
sdo nitidamente alteracdes importantes no nucleo celular, evidenciando que durante
as divisbes celulares que ocorreram nesse periodo de 96 horas o nucleo tentou
reorganizar seu genoma embora com erros (tabela 3). Substancias clastogénicas,
presentes nesse ecossistema sao causadoras de quebra cromossémica ou de
disfuncdes dos fusos mitéticos o que acarreta no aparecimento de MN e/ou AN
(BOLOGNESI; HAYASHI, 2011; THOME et al, 2016).

Nesse sentido, as diferencas encontradas nas frequéncias de MN e AN
provavelmente estdo relacionadas as -caracteristicas ecoldgicas inerentes ao
organismo para ingerir, acumular, metabolizar e excretar com eficiéncia substancias
xenobidticas (FURNUS et al., 2014). Além disso, outros fatores, incluindo a eficiéncia
no reparo do DNA e a cinética de remocédo de células que permitem a eliminagéo
dessas células danificadas, podem estar envolvidos na variacdo das frequéncias
espontaneas de MN e AN (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011; FURNUS et al., 2014).

As variacdes entre 0s pontos se explica, conforme j& sabido que rios e demais
cursos d’agua possuem a aptidao de restabelecer suas caracteristicas naturais na
tentativa de alcancar a purificacéo das aguas, (TEIXEIRA; PORTO, 2008; THOME et
al. 2016). Como verificado nas tabela 4 variagéo na ocorréncia de MN e AN para um

mesmo ponto nas trés coletas realizadas.

As chuvas sdo capazes de diluir ou agregar composto prejudiciais as aguas do
rio, (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014; SANTOS, 2015) por exemplo a presenca
de agroquimicos, utilizados em toda extensdo do rio ljui e seus afluentes, pode
obedecer a um modelo sazonal que depende do tempo de aplicacéo e do mecanismo
de transporte, entretanto ndo é possivel observar influéncia nas ocorréncias de
alteracdes afetadas pelas precipitagbes no periodo. Nos rios 0s agroquimicos séo
transportados por longas e variadas distancias e o transporte de uma substancia

genotoxica depende diretamente de fatores, como a estabilidade, o estado fisico do
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composto e a velocidade do fluxo do rio. De forma geral, em uma fonte pontual de
contaminacdo a concentracdo do poluente diminui continuamente conforme a
distancia da origem (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

Ao comparar o surgimento de ANs e MN em relagéo as condi¢ces sazonais de
chuva/seco vemos que ndo ha diferenca significativa conforme a tabela 4, portanto a
presenca de substancias potencialmente genotoxica, nesses pontos, ndo tém relacao

com a ocorréncia de chuvas.

Tabela 4 -Variacao das chuvas e a ocorréncia de AN e MN

PONTO COLETA CHUVAS** | TOTAL DE AN* | TOTAL DE MN*
PONTO 1 COLETA 1 0 1165 42
COLETA 2 0 3105 17
COLETA 3 21-50 2830 38
PONTO 2 COLETA1 0 852 32
COLETA 2 0-20 3519 18
COLETA 3 0-20 4651 11
PONTO 3 COLETA1 0-20 3263 36
COLETA 2 0 1822 14
COLETA3 0-20 2741 12
PONTO 4 COLETA 1 0 2699 15
COLETA 2 0-20 1994 12
COLETA 3 0 2229 12

*Considerar total para os 10 individuos da coleta.

**Chuvas foram consideradas os seguintes padrdes para as 48 horas anteriores a retiradas dos peixes: 0-20 mm;
21-50 mm; 51-100 mm. +100 mm.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Em todos os pontos analisados observou-se potencial de inducdo de eventos
clastogénicos em Astyanax. Os dados coletados sugere que as células com AN,
apresentaram eficiéncia no mecanismo de reparo nesses organismos durante o curso

da exposicéo.

3.1.3.3. HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS DE Astyanax spp. EXPOSTOS A
AGUAS DE AMBIENTES ANTROPIZADOS

As branquias exercem func¢fes vitais nos peixes. Através da sua atividade
ocorrem 0s processos de trocas gasosas, osmorregulacéo, equilibrio acido basico e
excrecdo de compostos nitrogenados (MACHADO; FANTA, 2003). A qualidade do
ambiente aquatico afeta diretamente a estrutura branquial, uma vez que esta em

contato direto com a &gua, e consequentemente em contato direto com poluentes
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solubilizados, o0 que se torna uma das vias de entrada no organismo (GARCIA-
SANTOS et al., 2007).

O indice de Alteracbes Histopatologicas (IAH) das branquias obtido nesse
trabalho apresenta uma grande variacao, indicando que as lesbes séo de grau leve a
severas. As lesGes severas podem ser observadas nos peixes submetidos a

exposicao nos quatro pontos nos trés momentos de exposicao (Figuras 3 e 4).

No Ponto 1, localizado proximo ao perimetro urbano, podemos verificar um
maior numero de individuos com |IAH severo, na segunda exposi¢cao, onde mais de
60% dos animais apresentam danos graves em suas branquias. Em quase todos os
individuos mantidos no Ponto 1 foram encontramos alteraces moderadas em quase
totalidade dos animais, observando somente um total de 36% dos 30 peixes com
indices IAH para alteracdes severas (Figuras 3).

No Ponto 2, o ponto com maior impacto agropecuario, os resultados mostram
que aproximadamente 45% dos individuos analisados apresentam IAH para
alteracdes severas. Nos demais individuos encontramos alteracbes moderadas, que

podem evoluir para danos severos (Figuras 3).

Os dois pontos seguintes trazem semelhancas em seus dados com os ja
descritos, o Ponto 3, localizado em ambiente |éntico, 60% dos animais apresentaram
IAH severas. Ja no Ponto 4, localizado na foz do rio ljui, encontramos 50% dos

organismos estudados também com IAH severo (Figuras 3).

O grupo controle apresentou poucas altera¢cdes histopatologicas, sendo em sua
maioria leves. Comparando o grupo controle, com os individuos expostos a agua do
rio ljui encontramos IAH bem menores, onde aproximadamente 60% dos animais do
grupo controle apesentam IAH representativo para funcionamento normal e alteracdes
leves, o que € encontrado em menos de 10% dos peixes expostos ao teste (Figuras
3).
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Figura 3 - IAH (indice de Alteracdo Histologica) observado nos individuos nas 3 coletas (10 peixes por coleta). Parametros IAH: O-
10 = funcionamento normal; 11-20 = alteracdes leves; 21-50 = altera¢cdes moderadas; >51 = lesdes severas (POLEKSIC; MITROVIC-
TUTUNDZIC, 1994). Fonte: Elaborado pelo autor, 2020
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Comparando estatisticamente os grupos com o controle através do teste T
encontramos significancia para P<0,05 de todos os grupos em relacdo ao controle
conforme tabela 5.

Tabela 5 - Tabela dos valores de p gerado pelo teste T entre os pontos de coleta
referente ao IAH das branquias.

Grupos Valor de P
Controle/Ponto 1 0.0282
Controle/Ponto 2 0.0082
Controle/Ponto 3 <0.001
Controle/Ponto 4 0.0098

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Os danos observados com maior frequéncia nas branquias foram: do estagio I:
elevacdo do epitélio (figura 5), do estagio Il: fusdo parcial e fusdo completa das

lamelas, e do estagio Ill: necroses, congestao vascular e destruicédo do epitélio lamelar

aparecem em propor¢cdes semelhantes.

ORI N : ¥ ¥ £ . S e :
Figura 4 - Alteracdes histolégicas observadas em branquias dos peixes do Rio ljui.
A- Visdo geral de uma branquia; B - Aneurisma lamelar; C - Elevacao do epitélio
lamelar; D - Desarranjo lamelar; E - Fusdo completa de algumas lamelas; F -
Destruicdo do epitélio lamelar e Fusdo incompleta das lamelas. Fonte: Autor.

E possivel evidenciar, com os dados coletados e analisados, que os danos nas
branquias sdo significativos e trazem uma leitura das condicdes do ambiente
estudado. O uso de parametros biolégicos sugere uma resposta mais precisa da
gualidade dos ambientes aquaticos, logo, o uso de parametros biologicos, baseia-se
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nas respostas dos organismos ao meio aonde vivem (BUSS, 2003). Considerando
que os parametros fisico-quimico da agua encontram-se dentro dos padrdes em todos
0S pontos analisados e as alteracdes encontradas nas branquias sédo de grau
moderado a severo sugerem que compostos xenobidticos presentes no ambiente

estdo induzindo danos a esses 0rgaos.

Essas lesfes identificadas nas branquias ndo sdo especificas de um unico
contaminante, mas sim, de uma complexa variedade de substancias estressoras.
Estudos demonstraram que em elevadas concentracdes os metais cadmio, niquel e
cobre (GARCIA-SANTOS et al., 2007; PANE et al. 2004), os agroquimicos (VIRGENS
et al, 2015) e o Oleo diesel (SIMONATO et al. 2007) provocam as mesmas alteracdes
gue as encontradas no presente estudo.

Os efeitos das substancias presentes no ambiente aquatico do rio ljui sobre as
branquias dos lambaris sdo especialmente graves, isto porque as branquias sao
fundamentais para a sobrevivéncia dos peixes sendo o principal érgao de respiracdo
e regulagcdo. O prejuizo do ndo funcionamento das branquias durante a exposi¢ao
aguda a algum poluente presente no ambiente pode levar o peixe a morte (SILVA,
2004).

As alteracdes identificadas no tecido branquial nada mais sdo do que uma
tentativa de defesa do organismo em resposta a presenca de substancias estranhas,
como, a elevagao epitelial, hiperplasia, fusdo parcial e completa das lamelas, as quais
estdo identificadas nos peixes de todos os pontos desse estudo. Essas alteracdes
diminuem a é&rea de superficie vulneravel das branquias, assim, aumentando a
barreira de difusdo aos poluentes, entretanto, essa barreira dificulta também a
realizacdo das trocas gasosas e o0 balanco hidromineral (ERKMEN; KOLANKAYA,
2000).

O primeiro sinal de dano branquial em peixes inclui a elevacgéo epitelial, que &
a alteracao mais frequentemente encontrada neste estudo. Esta alteracao caracteriza-
se pela elevacédo de uma lamina continua do epitélio lamelar para longe do sistema
de células, aumentando assim a distancia entre 0 meio externo e o sangue, levando
a formacao de um espago que pode ser preenchido por agua, induzindo a formacao
de edema (SILVA, 2004).

As lamelas branquiais dos lambaris expostos as aguas do rio ljui apresentam

alteracbes vasculares, como congestdo vascular e aneurisma. O aneurisma
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normalmente resulta do colapso do sistema de células pilares, que prejudica a
integridade vascular com a liberac&o de grande quantidade de sangue que empurra o
epitélio lamelar para fora (ALVES et al., 2017; CANTANHEDE et al., 2014, 2016;
GARCIA-SANTOS et al., 2007).

A analise histologica das branquias, revela uma situacdo preocupante em
relacdo ao estado de conservacgdo do Rio ljui nos pontos escolhidos. Até o momento
desse estudo, as a¢fes antropicas ndo resultaram mortandade de peixes, contudo, o
impacto na fisiologia dos 6rgdos estudados é evidente, e indica a presenca de

poluentes toxicos e genotdxicos nos pontos estudados.

Os resultados obtidos na analise histoldgica das branquias, levam a concluir
que 0S peixes expostos as aguas em todos 0s pontos apresentam alteracdes
branquiais de grau moderado a severo em comparacao com controle, e isto indica a

presenca de contaminantes estressores do epitélio branquial.

Sobre a analise histolégica das branquias, conclui-se, que 0s peixes expostos
em todos os pontos apresentam alteracbes de grau moderado a severo em
comparacao com controle que sugere a presenca de contaminantes estressores do

epitélio branquial.
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3.2. CAPITULO 2 - ESTRESSE OXIDATIVO COMO RESPOSTA DA POLUICAO
DE AGUAS SUPERFICIAIS ANTROPIZADAS NO FIGADO DE Astyanax spp.

3.2.1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo € uma expressado usada para descrever Varios processos
deletérios resultantes de um aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) a niveis que excedem a capacidade antioxidante do organismo. Os
biomarcadores de estresse oxidativo constituem importante ferramenta na avaliagao
da contaminacao de ambientes aquaticos. O equilibrio entre as defesas que evitam a
geracao de estresse oxidativo é fundamental para a homeostase dos peixes. Quando
h& um desequilibrio entre oxidantes e defesas, a situagdo conhecida como o estresse
oxidativo pode ser estabelecida, onde a geragcdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio pode levar a danos irreversiveis em macromoléculas como lipidios, proteinas
e DNA levando até mesmo a morte da células (MODESTO; MARTINEZ, 2010).

Diversos compostos xenobidticos pode causar alteracfes que induzem estresse
oxidativo. Estes compostos tem seu nivel aumentando de forma alarmante nos
ecossistemas aquaticos como resultado das atividades antropogénicas. Neste
contexto, a biota aquatica especialmente os peixes tornaram-se importantes para a
deteccdo do grau de impacto, uma vez que este meio esta constantemente exposto a

um grande numero de substancias (COGO et al., 2009).

Uma das consequéncias do aumento das espécies reativas de oxigénio e
estabelecimento do estresse oxidativo séo os danos oxidativos em biomoléculas. Um
dos processos oxidativos mais estudados é aquele onde ocorre a quebra dos
lipidios das membranas celulares e a formacdo do radical peroxil (LOO*). Este
processo chamado de peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacao (LPO) é extremamente
lesivo e considerado uma das principais causas de injaria e morte celular (Hermes-
Lima, 2004), e pode ser induzida por poluentes, tais como agroquimicos (MODESTO;
MARTINEZ, 2010). Tais alteracbes sdo provocadas por influéncia direta dos
compostos sobre determinadas estruturas celulares, como nha membrana, a qual pode
ser degradada por acdo de diversas substancias e provocar reacdes adversas no
organismo (COGO et al., 2009).

Além da peroxidagéao lipidica, outra consequéncia do estresse oxidativo sdo os
danos oxidativos as proteinas, os quais podem ocorrer pelo ataque direto das EROs

ou através de moléculas originadas do processo de LPO, como o malondialdeido
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(MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE). Estes danos podem causar modificacdes em
aminoacidos, levando a altera¢cdes conformacionais, alteracdo da fungéo da proteina
perda de atividade de enzimas, e até mesmo morte celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; MODESTO; MARTINEZ, 2010). A carbonilacéo de proteinas &
atualmente um dos biomarcadores mais gerais e mais comumente usados de

oxidacao de proteinas.

Desta forma, mensurar possivel dano oxidativos em organismos que habitam
determinados ecossistema pode ser ferramenta Util para avaliar-se sobrevivéncia e
niveis de contaminac@o aquatica, e evidenciar possiveis indicios de danos futuros a

funcdo das células e tecidos, assim como danos ao DNA.

3.2.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais — CEUA
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob o protocolo n°® 589216051.

3.2.2.1. AREA DE ESTUDO E PROTOCOLO DE COLETA
3.2.2.1.1. Bacia Hidrografica do Rio ljui

Conforme descrito por Kasper (2019), a Bacia Hidrografica do Rio ljui esta
localizado na regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul. O rio ljui € afluente do
rio Uruguai em sua por¢cdo média (Figura 1). Surge através da unido dos rios
Palmeira, Caxambu e Filza, no municipio de Panambi — RS. Nessa bacia hidrografica
estdo inseridos 36 municipios, abrangendo municipios como Cruz Alta, ljui, Santo
Angelo e Tupanciretd, com a presenca de industrias, e principalmete de extensas
areas agricolas com intensa produtividade de grdos. Os principais usos da agua se
destinam a irrigacdo e ao abastecimento publico. A bacia é constituida por mais 12
principais rios que cortam cidades e areas agricolas, sendo os principais 0s rios
Caxambu, Potiribu, Conceicdo, ljuizinho todos tendo como foz o Rio ljui, e esse

desaguar no Rio Uruguai.

3.2.2.1.2. Caracterizacdo dos pontos e analise dos parametros fisico-

guimicos

Os quatro pontos de coleta dos peixes estabelecidos para este estudo foram
estrategicamente selecionados, visando os mais diversos ambientes e seus potenciais
causadores de impacto. Abaixo, apresentamos uma descricdo de cada ponto

avaliado:
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P1 — Localizado sob as coordenadas 28°18'50.74”S e 54°18°38.39"W, este
ponto fica situado logo apos o perimetro urbano de Santo Angelo-RS. As principais
caracteristicas do ponto sdo a inexisténcia de mata ciliar e por receber descarga de
efluente industrial e urbano através dos afluentes que cortam a cidade (Apéndice,

figura 1).

P2 — Localizado sob as coordenadas 28°11°53.20”S e 54°41°25.47"W, proximo
a cidade de Cerro Largo-RS. O ponto caracteriza-se pela inexisténcia de mata ciliar e
por estar proximo a areas de criagcdo de suinos e bovinos de corte e leite, além de
anteriormente ter percorrido por extensas areas agricolas. Esse ponto ainda antecede

um barramento devido a presenca de uma hidrelétrica (Apéndice, figura 2).

P3 — Localizado sob as coordenadas 28°11°19.26” S e 54°43'58.56” W, no
interior da cidade de Cerro Largo - RS. O ponto caracteriza-se pela inexisténcia de
mata ciliar, possuindo area de criacdo de bovinos de leite, além de ser percorrido por
extensas &reas agricolas. Esse ponto localiza-se no barramento da Usina Hidrelétrica
Sao Joseé - ljui Energia S.A, por isso caracteriza-se por ser o Unico ponto do estudo
em ambiente [éntico (Apéndice, figura 3).

P4 — Localizado sob as coordenadas 28°03'29,0”S e 55°07°,39,0"W, é o ponto
proximo do Rio Uruguai, localizado no municipio de Roque Gonzales/RS.
Caracterizando-se pela inexisténcia de mata ciliar e extensas é&reas agricolas
(Apéndice, figura 4).
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Figura 1 - Mapa do Rio ljui com marcagdo dos pontos e barramentos. Fonte:
Elaborado pelo autor, 2020

O ambiente no local dos pontos foi caracterizado levando em consideragao os
focos de antropizacdo: presenca de mata ciliar, atividades agricolas e presenca de

areas urbanas.

Os parametros fisico-quimicos temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (OD),
condutividade (COD) foram avaliados em todos os momentos da coleta através
Medidor Multiparametros Asko SX836.

3.2.2.2. MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
3.2.2.2.1. Quantificacdo de Proteinas Carboniladas

Apos o periodo de exposicao por 96 horas, como ja descrito no capitulo primeiro
desse estudo, os peixes do género Astyanax foram eutanasiados, os figados de cada
individuo foram coletados e acondicionados em tubos criogénicos identificados e
depositados imediatamente em nitrogénio liquido, sendo levado até o Laboratorio de
Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul, onde permaneceram assim

armazenado até seu processamento final.

Assim, amostras de figado foram homogeneizadas (1:10, peso/volume) em
tampéao de homogeneizacao [NaCl (45,6 mM) + KCI (0,9 mM) + NazHPOa4 (2,7 mM) +
KH2PO4 (0,48 mM) + EDTA (1 mM) + H20 ultrapura (ajustar pH em 7.4) ], contendo
inibidor de protease (fluoreto de fenilmetilsulfonil, PMSF; 0,05mM). Apols a
homogeneizacdo, a concentragdo de proteinas totais em cada amostra foi
determinada através do método de Biureto (AUGUSTYNIAK et al., 2015).

O processamento das amostras para quantificacdo das proteinas carboniladas
ocorreu seguindo protocolo estabelecido por Hawkins et al., 2009; Levine et al., 1994,
adaptado.

Em trés microtubos (para cada amostra), foram pipetados 250 puL da amostra
diluida na concentracdo de 3 mg/mL de proteina. Os tubos foram etiquetados sendo

assim divididos: i: um tubo para o “Branco”, onde foram adicionados mais 250 pL da
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solugdo de HCI 2,5 M [HCI + H20 ultrapura ou destilada] ii. tubo com solugdo DNPH
10mM [DNPH + HCI 2,5 M].

Em seguida as amostras foram incubadas no escuro a temperatura ambiente
por 30 minutos, agitando no vortex a cada cinco minutos. Em seguida foi adicionando
150 pL da solucéo de acido tricloroacético (TCA) a cada tubo (a concentracéo final no
tubo ficou 10%) e agitado no vortex e entédo, as amostras foi incubadas -20°C (freezer)

por 20 minutos.

Apo6s o tempo de incubacéo a -20°, as amostras foi centrifugadas a 9000 x g a
4°C por 15 minutos. Foram removidos cuidadosamente o sobrenadante, para nao
desprender o pellet. O pellet foi lavado trés vezes com a solugéo de etanol/etilacetato
[1/1; vIv] para remover 0 excesso de DNPH. Entre cada lavagem, as amostras foram
centrifugadas por cinco minutos a 9000 x g a 4°C. Apds as trés lavagens, o pellet foi
redissolvido em 500 pyL de guanidina-HCI 6 M, agitando no vortex até o pellet se
dissolver por completo quando foi pipetado 220 pL de cada tubo, em duplicata, em
placa de 96 pocas. A absorbancia das amostras foi determinada em

espectrofotometro, a 370 nm.

A determinacdo da concentracdo de proteina apds a analise ocorreu com a
calibracdo de uma curva padrdo seriada, preparando uma solucdo de 1mg/mL de
albumina bovina diluida em guanidina-HCI 6M, diluindo a solu¢cdo em: padrdo 0
mg/mL; padrao 0,2 mg/mL; padrao 0,4 mg/mL; padréo 0,6 mg/mL; padrdo 0,8 mg/mL
e padrdao 1 mg/mL. Cada concentracdo foi preparada em triplicata. Foram
determinadas as absorbancias a 280 nm dos padrdes utilizando cubeta de quartzo.
Em seguida foram determinadas as absorbancia a 280 nm das amostras
correspondentes ao branco, que haviam sido tratadas somente com HCI, sem adi¢éo
de DNPH.

Apos a leitura do branco foi calculada uma reta padrdo com as absorbancias
dos padrbes de BSA e determinada a concentracao de proteina de cada amostra (em

mg/mL).

A concentragdo de proteina carbonilada foi determinada usando o coeficiente
de extingdo do DNPH em 220 pL a 370 nm (0,011 pM* cm!), com a concentracéo de
proteina carbonilada em moles/L = [(Abs 370 nm)/0,011]. Multiplicando por 1x10° para

converter a nmol/mL. Calculamos a média de absorbancia de cada amostra com
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DNPH e de cada amostra com HCI (controle). Subtraindo a média de absorbancia do

controle das amostras com DNPH. Isto € a absorbancia liquida (AL).

A concentracdo das proteinas carboniladas foi expressa em nmol de proteina
carbonilada por mg de proteina, utilizando, os valores médios determinados: [prot.

carbonil (nmol/mL)}/[proteina (mg/mL)] = nmol carbonil/mg de proteina.
3.2.2.2.2. Anélise de Peroxidacgao Lipidica— TBARS

As amostras de figado foram homogeneizadas na propor¢cao 1:10, peso
volume, em solucdo de homogeneizacédo (NaCl (137 mM) + KCI (2,7 mM) + Na2HPO4
(10 mM) + KH2PO4 (2 mM) + PBA (10 mM) + Ajuste o pH para 7,4 com HCI ou NaOH
(completado com H20 ultrapura até volume de 1 litros)). A andlise da peroxidacao
lipidica foi feita seguindo o protocolo estabelecido por Oakes e Van Der Kraak (2003)
adaptado. Em tubos de ensaio foram adicionados 10 pL do homogeneizado (em
duplicata) a uma solucdo de reacdo contendo 20 pL de solucdo de hidroxitolueno
butilado (BHT; a concentracéo no ensaio é de 67 uM), 150 pL de acido acético 20%,
150 pL de &cido tiobarbitarico (TBA; 0,8%), 50 puL de H20 milliQ e 20 uL de dodecil
sulfato de sédio (SDS; 8,1%). Uma curva padrdao foi construida com
tetrametoxipropano (TMP) e esta passou pelas mesmas etapas de ensaio que as
amostras. O passo seguinte foi aquecer os tubos em banho-maria a 95°C por 30
minutos (cobertos com papel aluminio para prevenir evaporacao), deixar esfriar por
10 min. As amostras foram levadas a capela e adicionadas 100 pL de H20 milliQ. Em
microplaca de pocos foram pipetados 150 puL da mistura de reacdo de cada tubo em

duplicata. Em seguida foi medido a absorbéancia das amostras a 532 nm.
3.2.2.3. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os dados da atividade enzimatica de estresse oxidativo foram expressos em
médias * erro padrdo e submetidos a analise de variancia (ANOVA), para avaliar as
diferencas médias entre os pontos e os esforcos amostrais. Para comparacao das

médias foi aplicado teste de comparagdes multiplas (Tukey).

Para todos os testes, foi considerado significativo p<0,05. E foi utilizado o

programa BioEstat. 5.3.



62
3.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.3.1. CARACTERIZACAO DO AMBIENTE

O presente estudo mostrou o efeito de espécies reativas no figado peixes do
género Astyanax expostos as aguas do rio ljui. Os parametros fisicos quimicos da

sao apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos da agua do rio no momento da eutanasia dos

lambaris.

CARACTERISTICA CONTROLE PONTO 1 PONTO 2
Coleta * 1 2 3 1 2 3
pH 7.87 7.2 7.8 7.4 7.6 8 7.7
COND. (us) 271 57 67.8 95.9 60.1 62.3 97
ODi (mg/L) 6.2 6.3 10.5 5.9 5.9 8.4 9.8
Temp. H,0 (°c) 24.9 21.6 16.4 17.2 21.6 14.9 16.4
Temp. Ambiente (°c) 21 22 19 19 22 16 18
Chuvas (mm)** * 0 0 21-50 0 0-20 0-20
Disco de Secchi (cm) * 28 118 16 36 62 54
CARACTERISTICA PONTO 3 PONTO 4
Coleta 1 2 3 1 2 3
pH 7.5 8.8 7.9 7.2 7.7 7.1
COND. (us) 57.4 61.4 69.3 63.3 61.9 60.3
ODi (mg/L) 5.9 8.7 11.2 6.6 7.6 8.1
Temp. H20 (°c) 19.2 15 16.6 19.3 15.7 19
Temp. Ambiente (°c) 22 16 18 22 16 22
Chuvas (mm)** 0-20 0 0-20 0 0-20 0
Disco de Secchi (cm) 34 56 74 23 83 32

*ODi=oxigénio dissolvido; COND=condutividade.

**Chuvas foram consideradas os seguintes padrdes para as 48 horas anteriores a retiradas dos peixes: 0-20 mm;
21-50 mm; 51-100 mm. +100 mm.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Os dados referentes aos parametros fisico-quimicos da agua néo expressaram
alteracdes importantes entre os esforgcos amostrais para eutanasia dos individuos e

também entres os pontos analisados.

3.2.3.2. ESTRESSE OXIDATIVO COMO RESPOSTA DA POLUIC}AO NO
FIGADO DE Astyanax spp.

Os resultados da andlise de varidancia (ANOVA) expressam diferencas
significativas (p<0,05) na LPO, onde no ponto 4 verificou-se valores estatisticamente
maiores se comparado ao grupo controle e aos peixes dos pontos 1 e 3. O ponto 3,

contudo ndo mostrou significdncia em relacdo ao controle, mas foi estatisticamente
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menor em comparacao com os demais pontos. O ponto 2 é significativo apenas em
relacéo as variagfes ocorridas no ponto 3. O primeiro ponto como ja evidenciado foi
significativo em suas alteragfes para os pontos 3 e 4 (figura 2)
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Figura 2 - Peroxidacdo lipidica em figado de Astyanax spp. Expostos a aguas
superficiais antropizadas. Dados sédo expressos com média + erro padrao (n= 130).
*Letras diferentes representam diferencas significativas entre os pontos (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Ja o resultado do teste de proteinas carboniladas ndo apresentou dados
significativos para p<0,05 em andlise de varidncia (ANOVA) seguida de teste de
comparacao multiplas comparando todos 0s pontos com 0 grupo controle, e na
comparacao entre os grupos ainda assim ndo foi possivel verificar diferencas

estatisticas significativas, conforme figura 3

Os parametros de estresse oxidativo depois de exposicdo mostraram
resultados que podem estar relacionado com diferencas na resisténcia dos peixes
contra substancias presentes nas aguas do rio devido as concentracfes presentes.
Considerando-se que a reacdo das espécies reativas induzido dano envolve a
peroxidacdo da membrana insaturado acidos graxos e a oxidagdo de proteinas, 0s
resultados mostraram gue expostos as aguas contaminadas do rio 0s peixes podem
induzir estresse oxidativo, ndo tendo significativo aumento para niveis de proteinas

carboniladas no figado.
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Como notamos no teste de proteinas carboniladas, o Ponto 1 onde
encontramos 0 maior impacto urbano apresenta indices de estresse maiores, mas ndo
significativos estatisticamente, entretanto divergindo desse dado temos a peroxidacéo
lipidica com 0s menores valores para esse ponto e 0s maiores valores no ponto quatro
onde por ser a foz e sofrer interferéncia das aguas do rio Uruguai, acreditava-se que
poderia diluir os compostos, por outro lado, ndo conhecemos a realidade das aguas
do rio Uruguai e a regido se caracteriza por ser antropizada e ter variagfes diaria de

nivel e turbuléncia da agua.

Os dados expressam um padrdo onde os maiores valores LPO e proteinas
carboniladas em relacéo ao grupo controle no ponto quatro. Os Pontos 2 e 3 estéo
préximos e em ambientes impactados pela producédo agropecuaria, diferenciando-se
pelo o Ponto 3 se caracterizar por ser ambiente Iéntico o que nao foi significativamente
capaz de causar interferéncia nos resultados, onde séo significativos para proteinas

carboniladas, mas néao para LPO.
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Figura 3 — Proteinas carboniladas em figado de Astyanax spp. expostos a aguas
superficiais antropizadas. Dados séo expressos como média + erro padréo (n-=130).
*Letras diferentes representam diferencas significativas entre os pontos (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os efeitos toxicos de contaminantes agricolas e industriais sdo mediadas

também por alteracdes metabdlicas e enzimaticas. O figado € um 6rgéo central nos
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processos metabdlicos que € responsavel por varias funcdes associadas com o
metabolismo de contaminantes. Além disso, é também o 6rgdo de desintoxicacao e
reage principalmente apods o estresse causado por substancias toxicas. Também tem
um papel importante no metabolismo de hidratos de carbono, proteinas e lipidios. As
atividades de enzimas metabdlicas chaves podem indicar o estado metabdlico e sua
capacidade de modificar suas atividades contra mudancas nas condi¢cdes ambientais.
Ou seja, algumas enzimas podem modificar funcdes e alterar funcdes nas células.
Verificagcdes futuras nas alteracdes de enzimas metabdlicas podem apresentar mais

explicacfes para as diferencas estatisticas apresentadas nessa pesquisa.

As situacdes de estresse que induzem modificagdes no equilibrio oxidativo de
peixe causando danos oxidativo hepatico, pelo aumento no teste para proteinas
carboniladas sdo muitas vezes causadas por xenobidticos, tais como pesticidas, que
pode produzir espécies reativas de oxigénio através de varios mecanismos, entre
estes, pode-se citar interferéncias no transporte de elétrons na membrana, associada
com a presenca de poluentes e o estabelecimento de estresse oxidativo pode ser
imputada como um possivel mecanismo de toxicidade em organismos aquaticos
expostos aos mesmo (MODESTO; MARTINEZ, 2010). Assim como poluentes
agricolas, os provenientes de atividades urbanas trazem consigo uma infinidade de

substéancias dissolvidas e recombinadas nas aguas dos rios.

A analise do estresse oxidativo como um modelo bioindicador, permite maior
controle do ambiente e funciona como sinal de alerta de contaminacdo. Neste estudo,
o periodo de exposicdo pode nao ter sido suficiente para determinar danos oxidativos

no figado dos lambaris submetidos ao teste.



66

3.3. CAPITULO 3. DANOS CELULARES EM ERITROCITOS DE DANIO RERIO
SUBMETIDOS A AGUA ANTROPIZADA.

Manuscript:
Cell damage in Danio rerio erythrocytes subjected to anthropized water.

ABSTRACT. Several factors can lead to alterations of the water quality in aquatic
environments, which has numerous consequences for the organisms that inhabit it. The water
bodies located in the northwest region of Rio Grande do Sul periodically receive loads of
substances that may contain genotoxic, cytotoxic and mutagenic properties, which affect the
genetic integrity of living organisms. This research aimed to analyze the cytological responses
of Danio rerio by the micronucleus method and nuclear abnormalities when exposed to
treatment with anthropized fresh water from the ljui River. The collected data from cells with
NA indicates that their values are higher than the index of cells with MN, suggesting that the
cells have efficiency in the repair mechanism of these organisms faced with genotoxic
substances.

Keywords: Micronuclei, Nuclear abnormalities, Cytological responses.

INTRODUCTION

The demographic census performed by the Brazilian Institute of Geography and
Statistics (IBGE), indicates that Brazil had had a population increase of approximately 20 times
compared to the year 1872, according to 2011 data . In the face of uncontrolled population
growth, higher harvest rates are essential to meet the food demand and, therefore, more must
be produced.

These high harvest rates are obtained through various methods, being one of them
arguably the most debated in the current decade, the abusive use of pesticides. The use of
pesticides in agriculture results in an increase in residues in food for human and animal
consumption. These pesticides are a mixture of several compounds that consist of an active
substance that undergo biodegradation in soil and water (CZAJA et al., 2020). The resulting
substances can return to the soil, groundwater and surface water together with rain, where they
undergo more transformations. These transformations continue in the farm animal as well as in
the processing of food for human consumption.

Due to leaching, creeks and rivers located near large crop areas are one of the
destinations of pesticides, especially during rainy periods. According to SPADOTTO et al.,
(2004), leaching of pesticides tends to contaminate surface water and, in some cases, also
groundwater. Thus, the water resources are characterized by being the final destination of some
pesticides, leading to contamination of these springs (KASPER et.al., 2018).

Fish are organisms commonly used as biosensors in aquatic ecosystems through the use
of micronucleus (MN) analysis and nuclear abnormalities (AN) in peripheral erythrocytes. The
MN tests is recognized worldwide by government agencies and institutions, being one of the
preferred methods for assessing genetic damage in organisms, allowing to detect alterations
caused by both clastogenic agents, responsible for chromosomal breakage, and aneugenic
agents, that induce aneuploidy or chromosomal segregation abnormalities (ANSARI et al.,
2011).

Danio rerio was used as test organism in this research, popularly known as zebrafish or
zebra danio, D. rerio is a small freshwater teleost (three to four cm), tropical, belonging to
Cyprinidae family, which in recent years has attracted attention from the scientific community
by presenting some specific characteristics. Several characteristics make the zebrafish one of
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the most important laboratory models, such as its small size — facilitating its handling and
breeding in vivariums — resistance, fast reproduction and genetic characteristics similar to
mammals (BARBAZUK, et al., 2000).

This organism has been used as a model to test the action of pesticides in the scope of
genotoxicity, being able to extrapolate the results to the human genome (HAWKEY et al.,
2019). Thus the objective of this proposal was to analyze genotoxic data of Danio rerio
submitted to water samples from the referred anthropized points the ljui River (RS).

MATERIAL AND METHODS
Period and sampling points

Initially, four points of the ljui River were chosen for collection of the water to be used
in the tests with the bioindicator.
The ljui River is located in the northwest region of Rio Grande do Sul State, between the
coordinates 28°00' S to 29°05' S and 53°11"' W to 55°21' W (SEMA, [s.d.]), beginning with the
confluence of the rivers Palmeira, Caxambu and Filza, near the municipality of Panambi - RS.
It is the main river of the ljui Basin, which has an area of 10,703.78 km2, composed by 36
municipalities with various economic activities, highlighting the presence of industries as well
as extensive agricultural areas, with high grain productivity. The basin consists of 12 more
rivers that cut through cities and agricultural areas, until they flow directly into the ljui River.

The four sampling points suggest high anthropization with urban and agricultural
contamination of waters.

P1 — Located at the coordinates 28°18°50.74” S and 54°18°38.39” W, after the city of
Santo Angelo — RS. The site is characterized by the absence of riparian forest and by receiving
discharge of industrial and urban wastewater through tributaries that flow across the city.

P2 — Located at the coordinates 28°11°53.20” S and 54°41°25.47” W, near the city of
Cerro Largo — RS. The site is characterized by the absence of riparian forest and by being close
to swine and cattle raising areas, besides extensive upstream agricultural areas. This point also
precedes a hydroelectric dam, being considered a lotic ecosystem.

P3 — Located at the coordinates 28°11°19.26” S and 54°43°58.56” W, in the rural area
of the municipality of Cerro Largo — RS. The site is characterized by the absence of riparian
forest, having swine and cattle raising areas, as well as large agricultural areas. This point is
located at the Sdo José Hydroelectric Dam - ljui Energia S.A, therefore characterized as a lentic
ecosystem.

P4 — Located at the coordinates 27°58'0.62" S and 55°19'57.82" W, in the city of Roque
Gonzales — RS. The site is characterized by the absence of riparian forest, having high livestock
activity nearby. This point is located at the mouth of ljui river, that flows into Uruguay river.
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Figure 1: Location of the sampling points.
Source: Own construction, 2019.
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Sampling was carried out in a dry period. The zebrafish specimen used in this research
were obtained in the local commerce of Cerro Largo — RS. Ten fish were used per test, totalizing
40 individuals. The fish were acclimatized for one week in aquariums with capacity of 20 liters
- 10 specimens per aquarium - in the Laboratory of Genetics and Molecular Biology of UFFS -
Cerro Largo - RS. After acclimatization time, the zebrafish specimens were placed for 96 hours
in the water collected at the four different points of the ljui River. The fish were fed ad libitum
under controlled temperature and BOD (Biochemical Oxygen Demand) conditions, as
recommended by CONCEA Normative Resolution 34.

Preparation of the blood films

After the test period, the fish were sedated and euthanized according to the method
approved by CEUA/n® 589216051. Blood was collected through punction in the caudal artery
using glass capillaries with EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid). After the collection,
blood films were prepared in previously cleaned a glass slide. Only one slide per fish was made
due to the fact that the species is very small and the blood volume is low. The films were dried
at room temperature, submerged in methanol (100%) for 20 minutes for fixation of the
biological material, then dried again and properly packaged in slide-specific plastic tubes.

The fish carcasses were frozen and allocated for biological waste disposal by a company
contracted by UFFS.

Staining of the blood films

The methodology of micronuclei (MN) slide confection followed an adapted Feulgen’s
protocol, with Schiff staining and Fast-Green counterstaining.

Hydrolysis was performed in HCL 5N (5 molar) for five minutes, with subsequent
washing in distilled water, staining with Schiff reactive for two hours in the dark, followed by
washing, counterstaining with Fast-Green, washing again and drying for subsequent analysis.

Erythrocytes count and observation analysis
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The observation and analysis of the slides was performed using an optical microscope
with oil immersion lens (1000x maximum magnification). 3,000 cells per fish were counted and
the presence of MN and AN was verified (Figure 3). The AN were classified in five types,
according to CARRASCO, TYLBURY & MYERS (1990):

a) Bebbled: present a small invagination in the membrane and in the chromatin;

b) Lobed: present a greater invagination in the membrane and in the chromatin

compared to bebbled;

c) Notched: present a deep invagination in the chromatin;

d) Vacuolated: nuclei that have a region inside which resembles the vacuoles. These

“vacuoles” are devoid of any visible material inside;
e) Karyorrhexis: cellular alteration that involves the fragmentation and degeneration of
the nuclei, leading to cell death (RAMIREZ, 2000).

The Kruskal-Wallis test for nonparametric data was chosen for the analysis of the

results, with a significance level of 5% (p < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

No deaths or abnormal behaviors of the fish were observed during the testing period.
The results were obtained through exposure of the zebrafish specimens to anthropized fresh
water of the ljui River and to clean control water.

The physicochemical parameters analysis of the collected water, as well as of the control
water, is shown in Table 1, and as can be verified, the samples did not show differences in
relation to the control and according to the CONAMA Resolution 357/2005.

Table 1. Physicochemical parameters of the aquarium water at the time of zebrafish euthanasia.

Parameter Control Point 1 Point 3 Point 3 Point 4
PH 8.42 8.2 7.74 7.9 7.3
CONDUCTIVITY (uS) 282 230 167.2 284 140.2
DISSOLVED Oz (mg/L) 9.9 9.7 5.1 11.3 12.8
H20 TEMPERATURE (°C) 225 22.5 27.4 24.1 22
AMBIENT 24 24 28 20 24

TEMPERATURE (OC)
Source: Own construction, 2019.

The data of MN and AN verified in 3,000 erythrocytes per fish, kept in control and
anthropized water, are presented in Figure 2.
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Figure 2. Absolute frequencies of micronuclei observed in 30,000 zebrafish erythrocytes (per
aquarium), kept in control and anthropized fresh water.
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According to figure 2, the fish exposed to treatment with water of the four points of the
river presented and increase in the number of nuclear abnormalities in comparison with the fish
subjected to the control test. A slight increase in the development of AN is noticeable in the
fish group of the point 2, which was statistically significant not only in relation to the control
group, but also compared to the points 3 and 4.

Another important topic to be observed is the fact that point 3 has a different
characteristic from the others, being a lentic ecosystem. However, this factor has not proved to

2037

POINT 4
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be determinant in the final result of the AN number when compared to the other points (Points
1and 4).
The nuclear abnormalities found in the analyzed erythrocytes are presented in Figure 3.

FIGURE 3. Images of the abnormalities found in blood erythrocytes of Danio rerio subjected to water
collected at the four points of the ljui River.

Caption: (A) Normal erythrocyte; (B) 1- Notched; 2 - Karyorrhexis; (C) 1 - Chromosome detachment -
Micronuclei; (D) 1 - Vacuolated; 2 - Karyorrhexis; (E) 1 - Lobbed; (F) 1 - Lobbed; 2 - Blebbed; (G) 1 -
Notched; 2 - Blebbed; (H) 1 - Chromosomal detachment - Micronuclei; 2 - Blebbed.

Source: Own construction, 2019.

Industrial and agricultural effluents usually have clastogenic substances in their
composition, which cause chromosomal breakage and dysfunctions of the mitotic spindles, that
results in the emergence of MN (THOME, et al., 2016). However, when applied to the Kruskal-
Wallis test, the MN values of the four test points were not statistically different from the control
group, indicating that the water pollution of the ljui river does not cause genetic alterations at
the level of MN, which is characterized as a damage no longer repairable.

The average emergence of MN in the tests was one per 2500-2800 cells. According to
THOME et al., (2016), values less than or equal to 1 MN per 1000 cells are reported as
occurrence of endogenous origin of the organisms. The MN data were not statistically
significant, yet, the occurrence of this alteration is an event that cannot be repaired, thus the
events that precede the establishment of MN are evidenced in the AN values, as showed in
figure 2.

The MN test is simple to apply and enables to detect the genotoxic effects caused by
several factors to which organisms may be exposed in their habitats. However, MN can only be
detected in extreme cases, when the repair system is unable to function. Lastly, the test detects
damage from both clastogenic agents, responsible for chromosomal breaks, and aneugenic
agents, that induce aneuploidy or abnormal chromosomal segregation (ANSARI et al., 2011).
Thus, the protocol has the potential to analyze events that precede the emergence of MN.
However, it should be noted that compounds capable of interacting with DNA are not restricted
exclusively to the effects of mutagenic substances, as there are genotoxic substances that, in
addition to interacting with genetic material, also have the ability to interact with other cellular
components, such as spindle fibers during cell division and cell enzymes, topoisomerase, for
example, causing nuclear changes.



72

It is noteworthy the difference in the number of abnormalities between points 2 and 3,
since they are located in the same municipality and have the shortest distance from each other
in comparison with the other points. According to THOME, et al., (2016), rivers have a self-
purification capacity, which means, when anthropic effluents are discharged, rivers and other
watercourses have the ability to restore their natural characteristics in an attempt to promote
self-purification.

Several characteristics may interfere in the self-purification of a river, including the
average depth, watercourse speed, width and dissolved oxygen concentration. Furthermore, in
a watercourse it is possible to have segmentation in the self-purification zones, that is, in the
course there is the variation between clean waters, that precede the effluent discharge zone, and
after this point, a new stretch of water recovery, where the introduction of dissolved oxygen
into the aquatic ecosystem prevails, and soon after, the clean water zone arises again (VON
SPERLING, 2005). Thus, it can be suggested that clastogenic substances present in point 2 are
not being carried to the stretch of point 3.

Considering that several species of fish have fundamental importance for both human
ingestion and food chains, they are widely used as bioindicators. Moreover, the fact that they
respond very quickly to contamination exposure and similarly to mammals, even in small
concentrations of toxic substances, makes the zebrafish an excellent laboratory model for the
study of the clastogenic potential of effluents resulting from anthropic activities (THOME, et
al., 2017).

CONCLUSIONS

The anthropized water from the ljui River collected at all analyzed points show potential
to induce clastogenic events in the zebrafish model. The collected data from cells with AN
indicates that their values are higher than the index of cells with MN, suggesting that the cells
have efficiency in the repair mechanism of these organisms faced with genotoxic substances.
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4. CONCLUSAO

Todos os quatro pontos do Rio ljui mostram sinais de antropizacao, sem mata

ciliar, presenca de agricultura, agropecuaria e area urbana.

As aguas do Rio ljui, em todos os pontos analisados mostra potencial de

inducao de eventos clastogénicos em zebrafish (capitulo 3) e Astyanax (capitulo 1).

Os dados coletados de células com AN tanto em zebrafish e nos lambaris,
concluimos que as ceélulas tiveram eficiéncia no mecanismo de reparo nesses

organismos durante o curso da exposicao.

Através dos resultados obtidos na analise histolégica das branquias dos
lambaris, conclui-se, que 0s peixes expostos em todos 0s pontos apresentam
alteracOes de grau moderado a severo em comparacao com controle que sugere a

presenca de contaminantes estressores do epitélio branquial.

Consideramos que o estresse oxidativo é bom bioindicador, permite controle do
ambiente e sinaliza presenca de substancias causdoras de desregulacédo celulares, o
teste de estresse oxidativo, sobretudo, funciona como sinal de alerta de
contaminacgdo. Entretanto, acreditamos, que em nosso teste o periodo de exposicao
pode nao ter sido suficiente na expressao de danos oxidativos no figado dos lambaris
submetidos ao teste ou o periodo de exposicdo a concentracao de poluentes nao foi

suficiente para causar estresse.

Pode-se concluir que os peixes analisados estdo em contato com xenobidticos
gue potencializam patologias de ordem significativa, com comprometimento da

gualidade de vida desses individuos.
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6. APENDICES

FIGURA 1: Ponto 1 localizado no municipio de Santo Angelo.
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Fonte: Acervo pessoal.



FIGURA 2. Ponto 2 localizado no municipio de Cerro Largo.

Fonte: Acervo pessoal.
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FIGURA 3. Ponto 3 localizado no municipio de Cerro Largo.

Fonte: Acervo pessoal
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FIGURA 4. Ponto 4 localizado no municipio de Roque Gonzales.

-y,

Fonte: Acervo pessoal.
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FIGURA 5 - Ficha de coletas de dados a campo
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FICHA DE COLETAS DE DADOS A CAMPO

DATA PERIODO - PONTO
/ / [ JCHUVOSO [ ]NAO CHUVOSO i

COORDENADAS GEOGRAFICAS — [ ]1-SantoAngelo

[ 12-Cerro Largo Rio
Latitude longitude [ 13- Cerrolargo Barragem

[ 14- Foz

DADOS DO MULTIPARAMETRO

pH CONDUTIVIDADE OXIGENIO DISSOLVIDO (OD - mg/l )
TEMPERATURA DA AGUA TEMPERATURA AMBIENTE PROFUNDIDADE NA MARGEM DO RIO:

FLUXO DA AGUA

DISCO DE SECCHI

LARGURA DO RIO

CONDICOES DE ANTROPIZACAO

[ 1BAIXA [ ]MEDIA [ ]ALTA

PRESENGA DE CHUVA NOS ULTIMOS 2 DIAS?

[ 1SIM[ ]NAO -

INTENSIDADE [ ]-20mm[ ]de21a50mm [ ]de50a100mm[ ]+100mm

OBSERVACOES

PEIXES

N° | CODIGO PEIXE MEDIDA (cm) PESO (9) ORIGEM GENERO

1 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ 1DANIO

2 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ 1DANIO

3 [ ]CONTROLE[ ]JGAIOLA[ ]AQUARIO [ ]ASTYANAX
[ ]1DANIO

4 [ ]CONTROLE[ ]JGAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ 1DANIO

5 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ 1DANIO

6 [ ]CONTROLE[ ]JGAIOLA[ ]AQUARIO [ ]ASTYANAX
[ ]1DANIO

7 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ 1DANIO

8 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ ]1DANIO

9 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ ]1DANIO

10 [ ]CONTROLE[ ]JGAIOLA[ ]AQUARIO [ ]ASTYANAX
[ ]1DANIO

11 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ ]DANIO

12 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ ]ASTYANAX
[ ]DANIO

13 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ ]1DANIO

14 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ ]DANIO

15 [ JCONTROLE[ |GAIOLA[ ]AQUARIO [ JASTYANAX
[ 1DANIO
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APENDICE 6 - NORMAS DA BEVISTA AMBIAGUA, ONDE SUBMETEMOS O
CAPITULO 3 PARA PUBLICACAO.
ISSN 1980-993X versao on-line

INSTRUCOES AOS AUTORES
Forma e preparacdo dos manuscritos

Envio de manuscritos

Forma e preparag&do dos manuscritos

I - Os manuscritos submetidos devem ser originais, destinados exclusivamente a
Ambi-Agua (Revista Ambiente e Revista Interdisciplinar de Ciéncias Aplicadas).
II - A partir de janeiro de 2017, somente serdo aceitas inscricbes em inglés.
Todas as submissdes devem ser via sistema, apds ler atentamente todas as
instrucdes e registrar-se em: https://mc04.manuscriptcentral.com/ambiagua-scielo
[Il - Os manuscritos direcionados a esta revista serdo avaliados pelo Comité Editorial
e Revisores por Pares, de acordo com a sua especialidade, seguindo os seguintes
critérios:

a) Interesse cientifico internacional;

b) conteudo técnico cientifico;

c) relevancia cientifica,

d) Clareza e qualidade do texto;

e) Qualidade e adequacéao do conteudo teorico.

Por favor, esteja ciente de que sera considerado ndo ético retirar uma submissao
antes da decisao final do Comité Editorial.

IV - Em cada edi¢&o, o Comité Editorial selecionara, dentre os manuscritos favoraveis,
agueles que serdo publicados com base nos critérios acima. Nao ha compromisso
com a sequéncia de envio ou o tempo para uma decisdo editorial. Isso depende da
resposta do revisor e do autor e também das tarefas e limitagdes de administracao.

Formatacdo do texto:

O manuscrito deve ser submetido em formato de texto (MS Office), sem restricao de
senha para permitir a edi¢cdo. A publicacéo final sera em pdf, epdf, html e xml. O
manuscrito deve ser submetido com as seguintes caracteristicas:
Idioma: Bom Inglés (Americano ou Britanico)

amanho da péagina : equivalente ao tamanho da folha A4 (210 x 297 mm);
Margens  (superior, inferior, esquerda e direita) 25  com;
Tipo de fonte : Times New Roman, 12, espaco unico entre linhas, em uma unica
coluna, paragrafos alinhados a esquerda e a direita;

Tamanho do manuscrito: o0 mais importante na avaliacdo € a qualidade e
contribuicdo cientifica da submissdo. Normalmente, espera-se que um manuscrito
tenha no maximo 10 paginas, incluindo tabelas e figuras (maximo de cinco no total).
Manuscritos mais longos sao aceitos, no entanto, paginas adicionais serao cobradas,
contadas apO0s o0 manuscrito ter sido aceito para publicacdo e layout prontos.
Todos os manuscritos também devem ter uma versdo em portugués do titulo, resumo
e palavras-chave.

Primeira pagina: deve conter apenas o titulo do manuscrito, sem o nome dos autores,
afiliacdo institucional ou e-mail, seguido de resumo e palavras-chave, separados
por “dois pontos” e um periodo no final.
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Tabelas e Figuras: devem ser numeradas com nameros arabicos consecutivos,
citados no texto imediatamente antes de aparecer no manuscrito (primeira letra em
maiuscula). Portanto, eles devem aparecer no texto exatamente como o formato final
dos artigos publicados (verifique os artigos publicados anteriormente).

A legenda das figuras deve aparecer na parte inferior com a primeira letra maiuscula,
um espaco de um caractere, seguido pelo nimero do pedido, um ponto (um ponto) e
um espaco (por exemplo, Figura 1. O solo seco...). Os titulos das tabelas devem
aparecer acima e precedidos pela palavra tabela (observe a primeira letra maitscula),
um espaco, ordem numeérica, um ponto e espaco de um caractere (por exemplo,
tabela 1. Concentractes de poluentes ....). Sempre que figuras e tabelas tiverem uma
fonte de referéncia, a palavra “Fonte:” devera aparecer na parte inferior, seguida pela
referéncia da fonte. Os textos de tabelas, figuras e fontes sempre terminam com ponto
(um ponto).

As figuras podem ser coloridas, com boas resolu¢cdes (300 dpi), no entanto, os autores
devem explorar todas as possibilidades para reduzir o tamanho da memoria do
manuscrito, mas preservando a qualidade das figuras. Vocé pode inserir imagens no
artigo sem aumentar o tamanho do arquivo, basta seguir as dicas abaixo: Use arquivos
de imagem nos formatos JPG, PNG ou GIF. Esses arquivos geralmente tém bons
padrdes de qualidade e ndo consomem muito espaco em disco e memoria; para inserir
as figuras no texto, ndo use Copiar / Colar (ou Ctrl + C / Ctrl + V); Salve as imagens
no seu computador que vocé deseja inserir no documento;

Em seguida, va para a op¢do de menu disponivel para inser¢cdo da imagem do seu
editor de texto (por exemplo, no MSWord, selecione Inserir / Imagem / Do arquivo) e
localize a imagem que deseja inserir no documento. Por fim, insira a imagem
selecionada no texto.

Essas dicas serdo Uteis para que 0O manuscrito seja enviado com sucesso.
E essencial que as tabelas sejam em formato de texto, ndo como uma figura ou
imagem. Verifique se eles podem ser editados. Verifique se as colunas foram editadas
como colunas e ndo separadas por espaco ou tabulacdo. Todas as colunas devem ter
um titulo. Envie uma coOpia adicional das tabelas no Excel.
As figuras devem ter textos legiveis, usando letras mailsculas / minusculas, conforme
apropriado e com alta resolucdo. N&o use titulos na parte superior. Certifique-se de
gue eles permitam edicdes.

Estrutura dos manuscritos : os manuscritos em INGLES devem ter a seguinte
sequéncia: TITLE em inglés, seguido de um RESUMO (seguido de trés palavras-
chave, em ordem alfabética, que néo replicam as palavras do titulo ou aparecem no
resumo);

Titulo do manuscrito em portugués; Resumo em portugués (seguido de palavras-
chave, em ordem alfabética, em portugués); 1. INTRODUCAO (incluindo reviséo de
literatura); 2.
MATERIAIS E METODOS; 3 RESULTADOS E DISCUSSAQ; 4. CONCLUSOES; 5.
AGRADECIMENTOS (se for o caso, inclua apenas o reconhecimento as agéncias
financiadoras, incluindo o nimero da doacg&o); e 6. REFERENCIAS (utilize referéncias
de

periédicos de alto impacto, néo utilize simpdsios, teses e dissertagbes, a menos que
sejam absolutamente essenciais e em numero limitado). Veja o "Formulario de
Avaliagao" (http://www.ambiagua.net/seer/files/review_form.doc) para verificar o
conteudo esperado de cada secdo. Verifique os artigos ja publicados para ver
guais textos devem estar em negrito.
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UNIDADES

Medir unidades: use unidades internacionais com um espac¢o apds o numero (por
exemplo, 10 km h-1, ndo km / h, verifique a consisténcia do texto), exceto% (por
exemplo, 10%) e grau (por exemplo, oC).

Verifiqgue com cuidado todos os caracteres e figuras gregos. Soletre os numeros de
um a nove, exceto quando usados em unidades.

Deixe um espaco uUnico entre as unidades: g L — 1, e ndo gL — 1, nem gL — 1.
Use o sistema de tempo de 24 horas, com quatro digitos por horas e minutos: 09h00;
18h30.

Titulos (RESUMO, 1. INTRODUCAO, 2. MATERIAIS E
METODOS, etc.):
Use letras maiusculas, 14, negrito, alinhadas a esquerda.

Legendas : se necessario, serdo escritas com letras maiusculas iniciais, precedidas
de dois nimeros arabicos, separadas e seguidas de um ponto 12, negrito, alinhado a
esquerda.

Resumo : deve conter objetivos, metodologia, resultados e conclusbes, deve ser
composto por uma sequéncia de frases em um Unico paragrafo com no maximo 250
palavras.

CitacOes : No texto, as citagcdes devem seguir as recomendacdes da ABNT-NBR
10520 com as seguintes especificidades: Sobrenome do autor mencionado apenas
com a primeira letra maiuscula, seguido do ano entre parénteses, quando o autor faz
parte do texto. Quando o autor ndo faz parte do texto, entre parénteses, coloque o
sobrenome, seguido pelo ano, separado por virgula. Quando houver mais de um
autor, seus sobrenomes serdo separados por "e".

As referéncias citadas devem ser preferencialmente publicadas recentemente na base
SciELO ( www.scielo.br ou www.scielo.org ) ou em periédicos internacionais de alto
impacto. De preferéncia, ndo cite mais de 15 referéncias.

Equacbes : Graficos e figuras originados no MS Excel devem ser inseridos como
objetos que podem ser editados. O mesmo para as Equacgbes (use o editor de
Equacbes, de preferéncia usando o MS Word 2010 ou mais recente ou use 0
MathType) que deve ser inserido como objeto, ndo como imagem e numerado
(parénteses).

Os autores devem expressar as equacdes da maneira mais simples possivel. Eles
devem incluir apenas as equacdes necessarias, para que um leitor comum possa
entender a base técnica do manuscrito. Os manuscritos ndo devem ter notacao
matematica excessiva.

Nota importante para os manuscritos em inglés: todos 0s manuscritos escritos
devem ser enviados em inglés. Os autores que nao tém o inglés como primeira lingua
devem ter seus manuscritos revisados por um profissional com bom conhecimento de
inglés para revisar o texto (vocabulario, gramatica e sintaxe). As submissées podem
ser rejeitadas com base na inadequacao do texto sem exame de seu mérito cientifico.
Exemplos de como citar referéncias no texto: Jones (2015), Jones e Smith (2009)
ou (Jones, 2015; Jones e Smith, 2009), dependendo da construcéo da frase. Mais de
dois autores: Jones et al. (2014) ou (Jones et al., 2014). Comunicag¢fes pessoais ou
referéncia ndo publicada ndo devem ser incluidas na lista de referéncias, mas no texto,
entre parénteses (Jones, comunicacao pessoal, 2015).

Lista de Referéncias : Deve seguir as recomendacdes da ABNTNBR 6023, aqui
exemplificadas:
Livros
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FALKNER, E. Mapeamento Aéreo : métodos e aplicacbes. Boca Raton: Lewis
Publishers, 1995. 322 p. Observe que a cidade e o editor da publicacdo séo
importantes!

Capitulos de livros :

WEBB, H. Criacdo de modelos digitais de terreno usando fotogrametria analitica e seu
uso em engenharia civil. In: Modelagem de terrenos em topografia e engenharia
civil . Nova York: McGraw-Hill, 1991. p. 73-84.

Revistas cientificas :

MEYER, MP Local de fotografia aérea de pequeno formato em pesquisas de recursos.
Journal of Forestry , Washington, v. 80, n. 1, p. 15-17, 1982.

Manuscritos apresentados em eventos (Artigo impresso) — Essas referéncias
devem ser evitadas, mas se essenciais:

DAVIDSON, JM; RIZZO, DM; GARBELOTTO, M .; TIOSVOLD, S .; SLAUGHTER,
GW Phytophthora ramorum e morte subita de carvalho na Califérnia: Il Transmisséo
e sobrevivéncia. Em: SIMPOSIO EM CARVALHOES DE CARVALHO: CARVALHOS
NA PAISAGEM EM MUDANCA DA CALIFORNIA, 5. 23-25 de outubro de 2001, San
Diego, Proceedings ... Berkeley: USDA Forest Service, 2002. p. 741-749.
Manuscritos apresentados em eventos (eletronicamente) - devem ser evitados,
mas se essenciais:

COOK, JD; FERDINAND, LD 2001. Fidelidade geométrica das imagens de Ikonos. In:
CONVENCAO ANUAL DA SOCIEDADE AMERICANA DE FOTOGRAMETRIA E
SENSORIO REMOTO, 23-27 de abril, St. Louis. Proceedings... St. Louis: ASPRS,
2001. 1 CD-ROM.

Teses e dissertacdes - devem ser evitadas - antes citam os artigos obtidos em
revistas cientificas:

AFFONSO, AG Caracterizagdo de fisionomias vegetais na Amaz6nia oriental
através de videografia aerotransportada e imagens LANDSAT 7 ETM + , 2003,
120f. Dissertacdo (Mestrado em Sensoriamento Remoto) - Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais, Sao José dos Campos, 2003.

Sites na Internet (somente se absolutamente essenciais):

Essas referéncias devem ser evitadas, mas essenciais ou se referem a um periodico
publicado eletronicamente: WORLD WILD LIFE FUND. Ecorregides . 2004.
Disponivel em:

<http://'www.worldwildlife.org/science/ecoregions.cfm>.Acesso em margco de 2016.
Observe que todas as iniciais em nome do autor tém um espacgo entre elas.

DIRETRIZES PARA SUBMISSAO
O arquivo enviado (enviado) - o arquivo principal - ndo deve conter nenhuma
identificacdo dos autores, portanto, sem o nome, afiliacdo ou e-mail dos autores.
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As propriedades do arquivo que identifica o autor devem ser removidas. Dicas para
fazer isso:

Word 2010:

Em Arquivo (arquivo morto), cligue em Informacdes, Verificando problemas,
Inspecionar documento e, nessa janela, clique em Propriedades do documento e
informacdes pessoais, Fechar e Salvar .

Word 2003

Abra a guia Opc¢des, cligue em Seguranca e elimine a propriedade do arquivo. Todo
o conteddo dos artigos é de exclusiva responsabilidade dos autores.
Cada edig&o publicada pela Ambi-Agua apresenta uma imagem representativa de um
artigo publicado nessa edicdo. Os autores sdo convidados a destacar na carta de
apresentacdo que gostariam de ter uma figura especifica a ser considerada como
cientificamente interessante e visualmente atraente para a capa da revista. As
imagens devem ter alta resolucao (300 dpi) e 17 por 17 cm de tamanho. As imagens
devem ser originais e os autores concedem a Ambi-Agua a licenca para publicar.
Carregue a imagem como um arquivo suplementar adicional. O autor deve possuir 0s
direitos autorais da imagem enviada.

De qualquer forma, os autores concedem a Revista Ambiente & Agua a licenca para
usar qualquer imagem publicada do manuscrito para ser usada como capa da edicao,
a menos que expressamente indicado o contrario.

Envio de manuscritos

Antes de comecar a enviar, prepare-se:

1) A versdo final do manuscrito de acordo com as diretrizes do autor
2) O texto da carta de apresentacdo seguindo o modelo: http://www.ambi-
agua.net/seer/files/cover-letter.doc.

3) A copia digital do recibo do pagamento da taxa de inscricdo descrita
em:http://www.ambi-agua.net/splash-seer/?access=fees.

4) Uma lista de quatro Revisores (nome, email, experiéncia), de acordo com as
instrucdes da Carta de Apresentacao.

5) Faca login: https://mc04.manuscriptcentral.com/ambiagua-scielo. Inicie um novo
envio, seguindo as instru¢des. Veja que a ajuda esta disponivel em um link no canto
superior direito (Ajuda).

Lembre-se de que vocé ndo podera concluir o envio sem todos os itens acima.
Duvidas? Escreva para ambi.agua@gmail.com depois de ler cuidadosamente todas
as instrugoes.

Todo o conteudo da revista, exceto onde indicado de outra forma, esté licenciado sob
uma

Instituto de Pesquisas Ambientais em Bacias Hidrograficas (IPABHi)
Universidade de Taubaté / Agronomia, Estrada Mun. Dr. José Luis Cembranelli,
5000

CEP: 12081-010, Taubaté, Sao Paulo, Brasil

Tel .: (+55 12) 3631-8004

Fax .. (+55 12) 3632-8956

ambi.agua@gmail.com



