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Resumo: Os ambientes aquaticos sdo ecossistemas dependentes dos Varios usos e
ocupacdo da bacia, sendo inclusive, sujeitos a contaminacdo por varios poluentes. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar biomarcadores histopatolégicos
de branquias e figado de um cascudo, Ancistrus mullerae, a fim de testar a hipotese de
que em ambientes sob intensa utilizagdo do entorno por atividades agricolas, ocorram
histopatologias mais severas. As amostragens foram realizadas por meio da técnica de
pesca elétrica, em sete riachos, na bacia do baixo lIguagu, em agosto/2015 e
fevereiro/2016. Branquias e figados foram processados de acordo com a rotina
histoldgica e analisados por meio de microscopia de luz. As alteragdes histopatoldgicas
observadas nos peixes dos riachos com maior porcentagem de cobertura vegetal nativa
foram consideradas moderadas e indicaram o funcionamento normal do 6rgdo (edema,
hiperplasia, infiltracdo leucocitéaria). Em riachos com maior influéncia agricola, foram
registrados danos moderados a graves (aneurisma, vacuolizacdo e degeneracao
citoplasmatica, nucleo picnético). A abundancia de células de cloreto aumentou
significativamente nas branquias de A. mullerae coletados em riachos rurais. Além
disso, na maioria dos riachos, as células de muco foram mais abundantes no periodo
chuvoso. Observaram-se diferencas significativas no indice histopatolégico (IH) de
branquia e figado, onde ocorreram alteracBes histopatoldgicas graves em peixes cujos
riachos apresentaram maior influéncia agricola. As alteragfes foram mais graves no
figado do que nas branquias, fato relacionado com seu papel fundamental na
desintoxicacdo dos xenobioticos. Concluimos que o maior uso e ocupagao do solo por
atividades agricolas causam efeitos nocivos nos peixes. Assim, 0 nosso trabalho fornece
importantes contribuicGes para a conservacdo e manejo dos recursos naturais, pois é
pioneiro em demonstrar o efeito de gradientes de influéncia agricola em condicGes de

campo em biomarcadores de espécies endémicas.



Abstract: Aquatic environments are much more dependent on their watersheds,
especially for the allochthonous input of energy, as well as subject to contamination by
various stressors. In this context, this study aimed to evaluate histopathological
biomarkers of liver and gills of catfish endemic, in order to test the hypothesis that in
environments under intense land use by agricultural activities occur histopathological
alterations more severe. Samples were collected by electrofishing technique in seven
streams in the Lower Iguacu basin quarterly from August 2015 to February 2016. Gills
and livers were processed according to routine histological and examined by light
microscopy. The histopathological alterations observed in fish from the streams with
higher percentage of natural vegetation cover were considered modest and indicated
normal functioning of the organ (edema, hyperplasia, leukocyte infiltration). In streams
with higher agricultural influence, were registered moderate damage to severe
(aneurysm, vacuolization and cytoplasmic degeneration, pyknotic nucleus). The
abundance of chloride cells was significantly increased in the gills of A. mullerae
collected in rural streams. In addition, in most streams, mucous cells were more
abundant in the rainy period. Significant differences were observed in histopathological
index (HI) of gill and liver where severe histopathological alterations occurred in fish
whose streams exhibit greater influence agricultural. Alterations were more severe in
the liver than in gills, indeed related to its key role in detoxification of xenobiotics. We
conclude that the increased agricultural use with reduction of riparian forest cause
harmful effects in fish. Thus, our work provides important contributions to the
conservation and management of natural resources, since it is a pioneer in
demonstrating the effect of gradients of agricultural influence in field conditions on

biomarkers of an endemic species.
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Highlights
o Efeitos da influéncia agricola em biomarcadores de um cascudo endémico.
e Histopatologias mais serevas em peixes de riachos com maior influéncia
agricola.
¢ Riachos florestados apresentaram maior qualidade ambiental.
e Sazonalidade climatica foi importante apenas para frequéncias de patologias em
branquias.

¢ Indice histopatoldgico em figado maior do que em branquias.

1. Introducéo

O crescimento populacional e a consequente demanda por recursos naturais,
especialmente por producdo agricola em grande escala, levaram a drasticas mudancas
no uso da terra em todo o mundo (Cogo et al., 2009; Santos et al., 2013; Constantini et
al., 2015), sendo que o Brasil figura entre os principais paises produtores mundial.
Nesse cenario, um dos maiores impactos refere-se a utilizacdo desenfreada de pesticidas
para o controle de pragas em monoculturas. Assim, o Brasil é o maior consumidor
mundial de agrotoxicos e o Estado do Parana é terceiro no ranking nacional (SESA,
2013). Dessa maneira, a expansao agricola acoplada ao uso excessivo de agrotoxicos e a
diminuicdo da cobertura vegetal tornaram-se praticas comuns e amplamente
disseminadas (Zia et al., 2013; Carrasco et al., 2014; Rebelo e Caldas, 2014; Aazami et
al., 2015; Fonseca et al., 2016).

A vegetacdo ciliar desempenha um importante papel mitigador, especialmente
por interceptar sedimentos, fertilizantes e pesticidas que sdo drenados para 0S COrpos
hidricos por meio do escoamento superficial ou subterraneo e lixiviacdo (Casatti, 2010;

Teresa et al., 2015). Entretanto, pouca atencdo ainda é direcionada em avaliacdes dos
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potenciais efeitos do uso do solo e gradientes de vegetacdo marginal, sobre as
comunidades aquaticas, como por exemplo, efeitos fisiologicos, alteracdes no
crescimento e desenvolvimento, diminuicdo da sobrevivéncia, bem como extin¢do de
espécies locais e diversidade funcional (Relyea, 2005; Lanctét et al., 2014).

Nesse contexto, avaliar ambientes perturbados por atividades agricolas, por meio do
biomonitoramento, nos permite analisar de maneira preditiva, os efeitos bioldgicos
devido & exposicdo e interacOes de Varios estressores ambientais (Flores-Lopes and
Thomaz, 2011; Hermoso and Clavero, 2013; Freire et al.,, 2015). Nesse tipo de
avaliacdo, a utilizacéo de espécies bioindicadoras, retrata com veracidade a realidade de
um ambiente (Aazami et al.,, 2015), sendo o0s peixes, excelentes bioindicadores
(Viarengo et al., 2007; Jesus and Carvalho, 2008; Lins et al., 2010; Freire et al., 2015;
Yancheva et al., 2016). Vérios 6rgaos, tecidos e processos bioquimicos de peixes tém
sido consolidados na literatura como biomarcadores (Bernet et al., 1999; Ramade, 1998;
Freire et al., 2015; Colin et al., 2016), para avaliacdo de impactos ambientais.

A exposigdo e contato direto dos peixes com substéncias toxicas presentes na
agua promovem alteracBes bioquimicas, celulares, moleculares ou mudancas
fisiologicas nas células, fluidos corpdreos, tecidos ou érgdos do organismo (Van der
Oost et al.,, 2003). Nesse sentindo, a histopatologia € uma ferramenta corriqueira
utilizada para avaliar efeitos de contaminantes especificos em condi¢cfes laboratoriais
(Santos and Martinez, 2014; Yancheva et al., 2016). Por outro lado, em condi¢cOes
naturais, onde ocorrem a interacao de diversos xenobidticos, estudos que investiguem 0s
efeitos negativos dessa exposicdo dos peixes tém sido mais explorados recentemente
(Liebel et al., 2013; Paulino et al., 2014a; Freire et al., 2015; Fonseca et al., 2016; Ghisi

et al., 2016, Dang et al. 2017). Deste modo, considera-se de elevada relevancia o estudo
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das caracteristicas morfohistoldgicas de peixes submetidos a diferentes estressores
decorrentes do uso do entorno dos corpos hidricos e suas areas de protecao.

Os riachos de cabeceira sdo ambientes que estdo mais propensos aos efeitos
diretos do uso de contaminantes nas areas adjacentes. Nesse aspecto, a regido centro-
oeste do Parana segue a tendéncia brasileira de ser grande polo agroindustrial e se
destaca pelo elevado consumo de agrotoxicos (15 a 23 Kg/ha/ano), principalmente de
herbicidas de alta periculosidade (SEAB, 2008). Essa regido € drenada pela bacia do
baixo rio lguagu, um importante corpo hidrico do Estado e também considerado o
segundo rio mais poluido do Brasil (CIESP, 2013). Estudo recente realizado por Freire
et al. (2015), contatou danos severos a saude de peixes em trechos da calha principal do
rio lguagu, provenientes de fontes difusas de contaminantes. Entretanto, para ambientes
de riachos, estudos com esta abordagem ainda séo incipientes (Nimet et al., in press).
Assim, devido a relevancia para o abastecimento publico, crescente antropizacdo e a
presenca de uma fauna endémica, estudos nesses ambientes, sdo de extrema importancia
em abordagens de biomonitoramento (Baumgartner et al., 2012; Bueno-Krawczyk et al.,
2015).

Nesse cenério, esse trabalho utilizou como bioindicador, uma espécie conhecida
popularmente como cascudo, Ancistrus mullerae Bifi, Pavanelli & Zawadzki, 2009,
para avaliar biomarcadores histoldgicos em branquia e figado. O cascudinho € um peixe
bentdnico, detritivoro (Neves et al., 2015), abundante e endémico da bacia do baixo rio
Iguacu (Baumgartner et al., 2012). Espécies bentonicas e especialmente de loricarideos
tém sido utilizadas em redes de biomonitoramento em varios paises, devido ao fato de
exibirem varios graus de tolerancia em relacdo aos diversos tipos de impacto, além de
possuirem baixa mobilidade (Arauco et al., 2005; Ghisi et al., 2016). Além disso, 0s

contaminantes podem permanecer associados a matéria organica particulada e ao
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sedimento (Trevisan et al., 2014), sendo, portanto, seus efeitos mais severos sobre
espécies que ocupam esse tipo de habitat e consomem preferencialmente detrito, como é
0 caso da espécie utilizada nesse estudo.

Diante do exposto, nés testamos a hipotese de que, em ambientes sob o0 uso
intenso de terras pelas atividades agricolas, A. mullerae apresente alteracGes
histopatoldgicas mais severas do que nos riachos florestados. Assim, os objetivos deste
estudo foram: (i) verificar diferencas entre as varidveis ambientais nos diferentes
riachos, (ii) verificar a influéncia da sazonalidade climética na ocorréncia de alteragdes
histopatologicas e iii) avaliar se existem correlagBes entre as varidveis ambientais,
frequéncia e grau de alteracGes histopatoldgicas em branquias e figado de A. mullerae,
nos diferentes riachos. Nés esperamos encontrar histopatologias mais severas em
riachos que apresentem maior utilizagdo do entorno por atividades agricolas, baseada na
premissa de que ocorre maior entrada de poluentes nesses riachos devido a

reducdo/auséncia de floresta ripéria.

2. Materiais e Métodos

2.1. Declaracao de ética

Os peixes foram coletados com autorizacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade - (ICMBio) (nimero de licenca 30182, 25039-1) e
aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (CEUA) de acordo com protocolos em seus aspectos éticos e metodoldgicos,

para 0 uso de peixes.
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2.2 Area de estudo

A bacia do rio Iguagu possui uma area de aproximadamente 55. 110 Km? e
compreende 116 municipios (Parolin et al., 2010). Apresenta clima subtropical umido,
temperaturas quentes no verdo e sem estagao seca no inverno.

Foram selecionados oito riachos inseridos em bacias com diferentes usos e
ocupacdo do solo, pertencentes a regido do baixo rio lguacu, distribuidos nos
municipios de Cascavel, Catanduvas, Santa Tereza do Oeste e Céu Azul (Tabela 1). A
escolha e distribuicdo dos riachos seguiram o critério de que ndo apresentam ligacdo
entre afluentes, sendo, portanto, considerados como réplicas de amostragem (Gotelli e

Ellison, 2011). Além disso, foram delimitados trechos com diferentes usos do solo no

entorno.
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Fig. 1. Area de estudo em destaque a partir do mapa hidrogréfico do Estado do Parana.
Os pontos indicam os pontos de coleta: florestado: F1/F2; intermediario: 11/12; rural:

R1/R2/R3.

O célculo da porcentagem de cobertura vegetal, bem como, areas agricolas e
urbanas foi obtido por meio do programa Google Earth Pro para delimitacdo da area da
microbacia (km?). Por meio da constatagdo do ponto em que a elevacao do terreno passa
a decair, foram marcados varios pontos para a definicdo de um poligono da area da

microbacia, e realizada categorizag®es de acordo com 0s seguintes critérios:
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- Area com vegetagdo: remanescentes de floresta e presenca de mata ciliar dentro da
area da microbacia;

- Area rural: definida pela presenca de areas de pastagens, plantios e construcbes de
propriedades;

- Area urbanizada: locais de impermeabilizagdo do solo com construcdes e atividades
industriais.

Por meio dessa caracterizagéo, os riachos foram classificados em: minimamente
impactado, quando estavam inseridos em areas de preservacao; intermediarios, quando
possuiam mais de 50% de cobertura vegetal, mas ndo estavam inseridos em areas de
preservacdo, e rurais, quando apresentavam mais de 50% do uso e ocupagdo da

microbacia composta por atividades agricolas.

2.3 Coleta de dados em campo
2.3.1 Caracterizacdao fisica e quimica da agua

As coletas foram realizadas trimestralmente entre agosto de 2015 e fevereiro de
2016, em sete riachos. As variaveis abioticas avaliadas foram a temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, condutividade e soélidos totais, medidos usando a sonda de
qualidade de agua com parametros multiplos Horiba U-50. As medidas foram feitas
com trés repeticBes ao longo dos locais de amostragem em todos os fluxos.

2.3.2 Peixes

As amostragens foram realizadas em agosto/2015 e fevereiro/ 2016, em oito
riachos, por meio da técnica de pesca elétrica. Neste procedimento foi utilizado um
equipamento constituido de um gerador portatil de corrente elétrica alternada (220V,

50-60Hz, 3,4-4,1 A, 100W), ligado a dois eletrodos por um cabo multifilamento e
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realizadas trés capturas sucessivas de aproximadamente 40 min cada no sentido jusante-
montante. Os peixes foram coletados sob a licenga do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade — (ICMBio) (NUmeros 30182, 25039-1).

Apos as capturas, foram selecionados 10 espécimes de A. mullerae, para cada
local amostrado (exceto quando esse nuimero ndo foi obtido em todas as pescas),
anestesiados (de acordo com os procedimentos aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual do Oeste do Parand). Os arcos
branquiais e figado foram retirados e acondicionados em AIFAc (85 mL de &lcool 95%,
10 mL formol PA e 5 mL de &cido acético PA) por 24 horas e transferidos para alcool
70% para a realizacdo de andlises histoldgicas. O restante dos individuos amostrados foi
fixado em formol 4%. Exemplares testemunhos foram depositados na colecéo
Ictiolégica do Ndcleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUP

19022, 19023), Universidade Estadual de Maringa, Maringé-PR, Brasil.

2.4 Andlises histoldgicas

Para as analises histopatoldgicas, o segundo arco branquial e figado (5
cortes/amostra, 1 amostra/ peixe), dos individuos coletados foram desidratados em série
crescente de etanol, clareado em xilol e incluido em Paraplast®. Foram feitos cortes
transversais, longitudinais e semi-seriados com 5um de espessura para branquia e 4um
para figado. Os cortes obtidos foram submetidos a técnica de coloracdo Hematoxilina
Harris e Eosina (HE), para padréo histolégico, Azul de Alcian (AB)/Acido Periddico de
Schiff (PAS) com pH 2.5 para distinguir diferentes tipos de mucina nas células de
muco ( mucinas sulftadas/carboxiladas e neutras) (Saboia-Moraes et al., 1996) e Azul de

Toluidina para identificar células de cloreto (CCs) (Evans et al., 2005).
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A selecdo das areas branquiais para a quantificacdo das células de muco e
cloreto foi realizada utilizando o método adaptado de Roberts e Powell (2003), onde
foram selecionados cinco filamentos bem orientados (que apresentaram comprimentos
relativamente semelhantes de lamelas secundarias em ambos os lados do filamento), ou
seja, que representavam uma distribuicdo regular através do arco branquial. A
quantificacdo de células de muco e cloreto baseou-se no nimero dessas células por
unidade interlamelar (ILU) definida como uma camada epitelial que se estende do ponto
médio de uma lamela ao ponto médio da lamela adjacente (Powell et al., 1995) . Um
total de 10 ILU (5 em cada lado do filamento) foram contados e o nimero de células de
muco e cloreto em cada ILU foi registrado. Os nimeros de células de muco neutras e
acidas (mucinas sulfatadas/carboxiladas) foram contados separadamente em sec¢es
coradas com AB / PAS (pH 2,5) (Jones e Reid, 1978).

Todos os cortes foram observados por meio de microscépio BX61 e as imagens
foram registradas usando camera digital Olympus DP71com o software DP Controller
3.2.1.276. As alteracBes histopatolégicas foram quantificadas em brénquias e em
figados (cinco campos microscopicos aleatérios/secdo, cinco secBes/amostra). A
incidéncia e distribuicdo das lesdes foram avaliadas com base nos seguintes critérios:
auséncia de lesbes (auséncia ou lesbes até 10% do tecido analisado); raramente presente
(ocorréncia de lesbes em 11% a 25% do tecido analisado); presente (ocorréncia de
lesbes em 26% a 50% do tecido analisado); comum (ocorréncia de lesbes em 51% a
75% do tecido analisado) e lesdes muito frequentes (ocorréncia de lesdes em 76% a
100% do tecido analisado) (Paulino et al., 2014).

A presenca de alteraces histopatologicas para cada componente foi avaliada
semi-quantitativamente pelo indice histopatologico (IH), com base no tipo, localizacéo e

gravidade das lesdes. O IH de branquias (IHg) e o figado (IHg) foram calculados de
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acordo com Cerqueira e Fernandes (2002) e Camargo e Martinez (2007), modificados
de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

As alteragdes histopatoldgicas em cada 6rgdo foram classificadas em estadios
progressivos (S) nos tecidos: Sl, alteragdes histopatoldgicas que ndo alteram o
funcionamento normal do tecido; SlI, alteragcbes que sdo mais graves e interferem no
funcionamento do tecido; E estagio SllI, dano muito grave e irrepardvel. O IH foi
calculado a partir dos tipos de lesdo para cada um dos trés estagios e multiplicado pelo
indice do estagio, utilizando a seguinte equacdo proposta por Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic (1994):

IH = 10°%%, ai+ 10'%2_, bi+ 10°X5, ci

Onde a = alteracdo histopatolégica do primeiro estagio (SlI), b = alteracGes
histopatoldgicas do segundo estagio (SII) e ¢ = alteragdes histopatoldgicas do estagio
trés (SI1). Um indice médio de peixes amostrados em cada riacho foi calculado a partir
do indice obtido de cada individuo. Os valores de IH entre 0 e 10 indicam
funcionamento normal do o6rgédo, valores entre 11 e 20 indicam danos leves ou
moderados ao 6rgdo, valores entre 21 e 50 indicam danos moderados a graves, valores
entre 51 e 100 indicam lesGes graves e valores e acima de 100 indicam danos

irreversiveis ao 6rgdo (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

2.5 Analises dos dados

A fim de verificar diferencas significativas nas variaveis abidticas entre os locais
e 0 periodo (Seco = outono/inverno, chuvoso = primavera/verao) utilizou-se a two-way
Andlise de Variancia com atendimento aos pressupostos de normalidade (teste de

Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene's teste).
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O indice histopatoldgico (IH) de branquia e figado de A. mullerae em locais e
periodos amostrados foi comparado por meio da two-way ANOVA, seguido pelo teste
pos-hoc Fisher LSD.

Com base nos dados das variaveis abioticas e bioticas (frequéncia de alteraces
histopatoldgicas branquiais e hepaticas), foi realizada uma Anélise de Correlagdo
Canonica (Legendre e Legendre, 1998), a fim de resumir os dados e avaliar se 0s
riachos submetidos ao uso intensivo da terra por atividades agricolas apresentam
respostas dos biomarcadores histopatolégicos de A. mullerae que indicam distlrbios. A
multicolinearidade das variaveis foi diagnosticada para selecionar variaveis redundantes
e para obter o modelo mais apropriado. Os eixos 1 e 2 também foram submetidos ao
teste de permutacdo (Permutest, 1000 permutagOes) para verificar sua significancia.

A CCA foi realizada no programa PAST (Paleontological Statistics Software)
versdo 2.08 (Hammer et al., 2001). As outras analises estatisticas foram realizadas no
programa STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., 2005) e o valor de p <0,05 foi adotado como

o limite de significancia.

3. Resultados

3.1 Parametros fisico-quimicos da agua

As varidveis ambientais fisicas e quimicas da agua apresentaram diferencgas
significativas entre os pontos de amostragem (F=11.82; p=0.00). Maiores valores de
condutividade elétrica e solidos totais foram observados nos riachos rurais (R3). As
variaveis também diferiram entre os periodos de amostragem (F=72.26; p=0.00),

principalmente pelos maiores valores de temperatura em pontos rurais (Tabela 1).
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Tabela 1. Descricdo dos parametros abidticos da agua e porcentagens de uso do solo em riachos da bacia do Baixo Iguacu, durante o periodo
seco e chuvoso/2015-2016. OD = oxigénio dissolvido; ST = s6lidos totais. Pontos: florestados: F1/F2; Intermediario: 11/12; Rural: R1/R2/R3.

Pont F1 F2 11 12 R1 R2 R3
ontos
Manoel Gomes Pedregulho Arquimedes Jumelo Nene Rio da Paz Bom Retiro
Inserido no Parque Inserido em Reserva Cobertura vegetal, casas Margem direita com Monocultura, floresta Avrea circundante com Area de cultivo, casas e
Nacional do Iguagu Natural Privada (RPPN), e criacdo de animais, PNI, floresta riparia riparia constituida de monocultura (soja e avicultura a montante,
(PNI), floresta nativa, area com floresta nativa  floresta riparia nativae  nativa, casas e criacdo de  floresta nativa, leito de milho), pequena floresta  sedimentacéo, plastico
Descrigdo leito do rio com casas e criagdo de grama, leito de rio com  suinos, leito de rio com  rio com diversidade de ciliar, assoreamento e e carcacas de animais
diversidade de substratos animais, leito do rio diversidade de substratos diversidade de substratos substratos pneus no leito do rio no leito do rio
com diversidade de e alguns trechos de
substratos sedimentacgéo

tgﬁgﬁ?ﬁ dEeS()\/N) 25°09'43.4" 53°49'46.1" 25°06'6.10" 53°18'41.3" 25°09'10.6" 53°16'39.4" 25°04'46.6" 53°37'26.4" 25°03'25.6" 53°32'28.9" 25°05'38.1" 53°3324.8" 25°04'47.4" 53°24'02.9"
Cobertura
vegetal (%) 100 75 66 62 7 20 27
Area agricola 0 25 34 25 03 80 73
(%)
Area urbana (%) 0 0 0 13 0 0 0
Parametros da
Agua Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso  Seco Chuvoso
(média)/periodos
pH 7 7.2 6.7 7.2 6.5 7.3 6.6 6.9 7 7.2 7 6.4 6.7 7.4
gg‘per""t“ra 17.3 22.4 16.8 21.1 16.7 215 18.8 225 19.8 22 17.2 22.6 18.3 22.8
OD (mg/L-1) 9.3 8.5 10.7 8.5 11 9.3 9.5 8.5 9.1 8.9 9.8 8.4 9.9 8.4
OD % 100.5 100.6 111.4 98 110.1 107.9 106 101 119 105.4 102.1 98.8 114.6 98
Condutividade
(mS/em-1) 0.045 0.041 0.029 0.029 0.022 0.031 0.026 0.021 0.015 0.018 0.028 0.03 0.067 0.074

ST (ml.L-1) 0.029 0.027 0.019 0.016 0.014 0.02 0.016 0.013 0.008 0.012 0.018 0.019 0.041 0.048
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3.2 Alteracg0es histopatoldgicas em branquia e figado

Foram analisados no total, 122 individuos de A. mullerae (Tabela 2). A estrutura
geral das brénquias possui caracteristicas semelhantes a outros teledsteos, com fileiras
duplas de filamentos (lamelas), que se projetam dos arcos branquiais (Fig. 2A). A
lamela priméria é constituida de epitélio, capilar sanguineo e varios tipos celulares, tais
como células de cloreto, mucosas e de pavimento. J& as lamelas secundarias séo
compostas por epitélio simples.

As alteracbes mais frequentes registradas nesse estudo foram edema, cuja
ocorréncia foi verificada nos peixes de todos os riachos. Hiperplasia, fusdo parcial e
total de lamelas foram registradas em maior frequéncia nos individuos dos riachos
rurais. Baixa frequéncia de aneurisma em baixa ocorreu em individuos de riachos
intermediarios (12) e rurais (R1 e R2) (Fig. 2 B-H). A menor frequéncia de todas as
histopatologias foi registrada nas branquias dos individuos de F1. N&o foram
encontradas hipertrofia, presenca de parasitas e necrose (Tabela 2).

A abundancia de células de cloreto aumentou significativamente nas branquias
de A. mullerae coletados em riachos rurais (F = 54 .35; p = 0.00) (Fig. 2 e 3). Células de
muco (neutras e acidas) ndo apresentaram uma distribuicdo relacionada com o gradiente
de influéncia agricola, porém, observou-se que na maioria dos riachos, a abundancia
desses tipos celulares foi maior no periodo chuvoso, com diferencas significativas entre

local/periodo (F = 2.46, p = 0.03) (Fig. 2 e 3).
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Fig. 2. Secbes de tecido branquial de A. mullerae amostrado em riachos com diferentes
usos do solo na bacia do Baixo Iguagu. A- Lamelas normais em riacho florestado (F1).
B- Edema (setas) em riacho rural (R1). C- Fusdo parcial e total de lamelas (setas) em

riacho rural (R2). D- Edema (flechas) e hiperplasia epitelial lamelar (*) em riacho
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intermediéario (11). E- Aneurisma lamelar (*) em riacho intermediario (12). F- Células de
muco: neutro (flechas) e acido (seta) em riacho florestado (F2). G- Célula de cloreto
normal (em riacho florestado) em riacho florestado (F1). H- Hiperplasia de células de
cloreto (ponta de flecha) em riacho rural (R3). A-E: Hematoxilina e Eosina de Harris

(HE); F: Azul de Alcian/Acido Periodico de Schiff; G-H: azul de Toluidina.
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Fig. 3. Comparacdo da média de células de cloreto e de muco por ILU nas branquias de

Ancistrus mullerae (média + DP) amostradas em riachos com diferentes porcentagens

de uso do solo na bacia do Baixo lguacu, Brasil, durante o periodo seco e

chuvoso/2015-2016. Pontos: florestados: F1/F2; Intermediario: 11/12; Rural: R1/R2/R3.
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O aspecto geral do tecido hepatico normal de A. mullerae foi constituido por
parénquima que compreende hepatdcitos dispostos em padrdo circular, formando uma
estrutura de corddo acompanhando os vasos sinuséides (Figura 4A). Na maioria dos
riachos foram observados individuos com congestdo vascular e infiltracdo leucocitaria
(menor frequéncia). Agregados de melano-macréfagos foram observados somente em
um unico individuo em F2. Hipertrofia nuclear, vacuolizagdo citoplasmatica, nicleo em
posicdo lateral e degeneracdo citoplasmatica foram mais frequentes em peixes dos
pontos com maior influéncia agricola (R1, R2 e R3) (Table 2; Fig. 4). Além dessas,
individuos pertencentes aos riachos rurais R1 e R2 se destacaram pela presenca de

ndcleo picnotico. N&o houve registro de necrose.



Fig. 4. Secdes de tecido hepatico de A. mullerae amostradas em riachos com diferentes
porcentagens de uso do solo na bacia do Baixo lguagu, Brasil, durante o periodo seco e
chuvoso/2015-2016. A- Hepatocitos normais e vasos sanguineos (BV) em riacho
florestado (F1). B- Congestédo vascular (*) e agregados de melano-macréfagos (seta) em
riacho florestado (F2). C - Infiltragdo leucocitaria (seta) em riacho florestado (F1). D-
Hipertrofia nuclear em riacho rural (R1). E- Vacuolizagdo citoplasmatica com nuicleo na
posicéo lateral em riacho rural (R3). F- Ndcleo picnotico (ponta de seta) em riacho rural

(R2). Hematoxilina e Eosina de Harris (HE).
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Tabela 2. Frequéncia de alteracdes histopatoldgicas (média + DP) nas branquias e figado de A. mullerae amostrados em riachos com diferentes
porcentagens de uso do solo na bacia do Baixo lguacu, Brasil, durante o periodo seco e chuvoso/2015-2016. Pontos: Florestado: F1/F2;
Intermediario: 11/12; Rural: R1/R2/R3.

Pontos/periodos F1 F2 11 R1 R2 R3
N amostral 20 20 20 20 15 7 19
Peso médio (g) 6.1 5.8 6.6 4.6 1.7 3.2 2.2
Comprimento padrao (cm) 41-6.1-94 3.0-55-8.0 48-6.1 -85 44-57-78 21-39-59 36-50-7.2 22-38-7.3
Orgéo AlteracGes Estagios Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso  Seco Chuvoso  Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso
454 + 16.1+ 60.6 = 359+ 80.0 = 251+ 975+ 53.8 + 99.3+ 95.8 +
Edema | 123+194 22+29 33.9 29.8 30.9 10x12 31.0 2855 37.0 38.7 4.3 21.7 14 9.9
Hipertrofia epitelial lamelar I
Hiperplasia epitelial 8.1+ 283+ 211+ 295+ 799+ 534+
lamelar | 0.3+0.6 05+13 10.0 41+77 71+£62 06+£0.7 43+55 0808 41.6 0.7+1.2 17.8 14.4 214 36.3
Branquias y ) 0.04 £ 295+ 141 +
Fusdo parcial de lamela | 08+14 0609 0.1 10+£11 03+x05 04+07 03x05 11+22 0409 4441 8541 17.0 18.5
0.02 = 183+ 132+
Fuséo total de lamela 1 06+14 0103 0.1 57+81 03x0.7 3437 48+36 18.3 14.8
Parasita ]
Aneurisma lamelar 1 01+02 0208 11+33 21+36
Necrose 11
Hipertrofia nuclear I 35+32 41+67 5985
19.6 = 10.0 50.0 £ 16.7 £ 324 + 106 =
Nucleo em posigéo lateral I 1.2+3.1 13.1 12.2 20.4 28.9 224 16.6
Vacuolizagdo 49.4 + 422+ 66.7 + 69.8 + 447 +
citoplasmaética | 0.3+£0.7 6.0£81 18+47 69+99 364 15.3 39.0 1000 28.9 234 374
Agregados de melano- 35+
macréfagos I 11.1 09+28
Figado . ~ - 83+
Infiltracdo leucocitaria 1 05+£16 05+£13 08%x16 0205 25x79 42%x71 10zx28 12.9 35+52
Degeneracao 196 + 50.0 £ 16.7 £ 323+ 9.1+
citoplasmaética 1 13.1 9.4+11.6 20.4 28.9 22.6 16.9
9.1+ 8.1+ 106 = 133+ 133+
Congestéo vascular 1 1.7+33 2637 21+25 11.9 09+17 40+40 15+24 118 11.6 16.3 7.5 5.8 51+6.2 9.2
47+
Nucleo picnotico ] 44+88 6.1+5.2 10.1

Necrose
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Diferencas significativas no indice de alteracdo histoldgica de brénquia (IHg)
foram observadas entre os pontos (F=24.57; p=0.00), porém ndo diferiram entre os
periodos amostrados (F=1,37; p=0.24). Os riachos rurais R2 e R3 se segregaram dos
demais por exibirem valores médios acima de 11, o que indica danos leves para
moderados ao 6rgdo. Os demais riachos apresentaram valores médios inferiores a 10,
indicando funcionamento normal do érgdo (Fig. 5; Table 2). Diferencas significativas
também foram verificadas no indice de alteracdo histoldgica de figado (IHg) entre
riachos amostrados (F=24.12; p=0.00). Assim como no IHg, periodos de amostragem
ndo apresentaram diferencas significativas (F=1.05; p=0.31). Os valores médios do IHr
nos riachos florestados (F1 e F2) e intermediarios (11 e 12) foram inferiores a 10,
classificado como valores para funcionamento normal do drgdo. Os riachos rurais
exibiram valores médios entre 11 e 20, indicando danos leves para moderado ao 6rgao.
No inverno, R2 e R3 (rurais) apresentaram valores medios acima de 21, considerados

como danos moderados para severos (Fig. 5, Tabela 2).
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Fig. 5. Resultados obtidos da two-way ANOVA para: A) indice histopatoldgico (IH) de
branquias (A) e figado (B) de A. mullerae amostrados em riachos com diferentes usos

do solo na bacia do Baixo Iguagu, Brasil, durante o periodo seco e periodo
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chuvoso/2015-2016. Pontos: Florestado: F1/F2; Intermediario: 11/12; Rural: R1/R2/R3.
Letras diferentes (a, b, c, d) representam diferenca significativa no teste Fisher LSD

pos-hoc (p <0,05). C.1. = Intervalo de confianga.

A andlise de correspondéncia canbnica (CCA) sumarizou as métricas dos
biomarcadores e suas relacbes com as variaveis ambientais, com variacdo acumulada de
97.3% para os dois primeiros eixos (CCAl — Autovalores = 0.13; p=0.01; CCA2 —
Autovalores = 0.08; p=0.00). Os riachos rurais com maior porcentagem de uso agricola
(R1, R2 e R3) segregaram-se negativamente no eixo 1 (CCA1). As principais variaveis
que proporcionaram essa separacdo foram maiores valores de temperatura,
condutividade e solidos totais, conjuntamente com as maiores frequéncias de
histopatologias mais severas de branquia (aneurisma) e figado (ndcleo picnético).

Riachos com maior porcentagem de cobertura vegetal apresentaram poucas alteracoes

(Fig. 6).
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Fig. 6. Analise de Correspondéncia Canénica (CCA) aplicada em todos os locais sobre a frequéncia de alteracdes histopatoldgicas de variaveis

branquiais/hepaticas e ambientais e cobertura vegetal. e (circulo preenchido) = florestado, A (tridngulo) = intermediario, A (tridngulo cheio) =

rural. Variaveis ambientais: CO- Condutividade; TE- Temperatura; TS- Sélidos totais; CV- Cobertura vegetal. Alteracdes histopatologicas: ed -

Edema; Lp - hiperplasia epitelial lamelar; Cc- células de cloreto; Pf - Fus&o parcial de lamelas; Tf - Fusdo total de lamelas; Na - aneurisma

lamelar; Hp- hipertrofia nuclear; Va - Vacuolizagdo citoplasmaética; Ag- agregados de melano-macrofagos; NI- Nucleo em posicgéo lateral; De -

degeneracéo citoplasmatica; 1l -Infiltracdo de leucdcitos; Vc- congestdo vascular; Pn- Nucleo picnético.
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4. Discusséo

Os biomarcadores da espécie alvo, aqui avaliada, responderam de maneira
distinta com indicativos de maiores severidades histopatologicas em riachos com maior
uso do entorno por atividades agricolas. Esse tipo de abordagem, com uso de patologias
em branquia e figado tém se mostrado eficiente em avaliar a qualidade da agua sob
diferentes influéncias antropicas, principalmente, em ecossistemas aquaticos que séo
constantemente submetidos a diversos tipos de estressores (Oliveira-Ribeiro et al.,
2006; Pinto et al., 2009; Dyke et al., 2012; Yancheva et al., 2016; Nimet et al.
submetido). A novidade nesse estudo foi demonstrar a influéncia direta do uso agricola
na qualidade ambiental e biomarcadores em peixes de riachos.

Edema e hiperplasia nas brénquias foram as alteracbes mais frequentes
observadas em todos os riachos avaliados. Edema se inicia a partir do descolamento do
epitélio lamelar, seguido da proliferagdo celular (hiperplasia) e, consequente, fusdo,
diminuindo a eficiéncia das trocas gasosas (Figueiredo-Fernandes et al., 2007). Essas
patologias séo consideradas como os primeiros mecanismos de defesa contra estressores
ambientais (Yancheva et al., 2016), incluindo as oscilacBes fisicas e quimicas do
préprio ambiente (Reis et al., 2009; Saber, 2011). Esse fato é corroborado em nosso
estudo, visto que a presenca dessas patologias, embora em baixa frequéncia, também foi
verificada nos ambientes preservados, principalmente no periodo chuvoso.

Aneurisma e fusdo total de lamela foram observadas somente em riachos cujas
bacias possuem uso agricola (intermediarios e rurais). Aneurisma € uma alteragcdo no
sistema venoso dos peixes, constituida de uma vasodilatacdo prolongada que pode levar
a ruptura do epitélio e hemorragia, afetando especialmente as trocas gasosas nas
branquias (Poleksic and Mitrovic-Tutundzic, 1994; Martinez et al., 2004; Cengiz and

Unlu, 2006). Essa alteracdo, juntamente com fuséo total de lamela, sdo consideradas
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mais graves, oriundas de efeitos cronicos que podem ser até irreversiveis (Roberts,
2012; Yancheva et al., 2016). Em varios estudos essas altera¢fes tém sido consideradas
como efeito-resposta frente a presenca de contaminantes na &gua (Camargo and
Martinez, 2007; Georgieva et al., 2014; Paulino et al., 2014a).

Hipertrofia e hiperplasia de células de cloreto estdo relacionadas com a
regulacdo idnica (Paulino et al., 2012b; 2014). Maior abundancia dessas células foi
observada nos riachos rurais, 0 que indica a presenca de estressores ndo naturais que
causam desequilibrio i6nico, como agrotéxicos e metais pesados. Células de muco
(MCs) desempenham papel importante na protecdo das branquias. Células que contem
glicoproteinas neutras apresentam baixa viscosidade, enquanto que aquelas que contém
glicoproteinas &cidas hd um aumento na viscosidade (Fiertak and Kilarski, 2002;
Paulino et al., 2012b). Nossos resultados mostraram que esses tipos celulares (MCs)
foram mais relacionados com a sazonalidade do que com o gradiente de uso do solo.
Assim, a maior abundancia de MCs observada no periodo chuvoso pode ter relacdo com
0 aumento de sélidos totais. Esse fato ocorre devido ao aumento da pluviosidade, onde,
consequentemente, ha um maior aporte de matéria em suspensdo para dentro do corpo
hidrico (Esteves, 2011), o que também ocorre de maneira mais atenuada nos riachos
florestados.

Através da combinacdo e pontuacdo das alteragdes representadas pelos valores
de Hlg, foi possivel distinguir, do ponto de vista das histopatologias encontradas em A.
mullerae, os riachos mais preservados daqueles com maior uso agricola, sendo que estes
ultimos tiveram indices acima de 10, indicando danos moderados até severos aos
orgdos. Essa relacdo direta entre o nivel de danos teciduais indica ma qualidade da agua
nesses ambientes, fato que, possivelmente, ocorra devido a exposicdo dos peixes aos

poluentes e maior carga de material em suspensdo nos ambientes desprovidos de filtros,
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como as areas de vegetacdo nas margens. A presenca de histopatologias de menor
severidade e em baixa frequéncia nos ambientes mais preservados, em ambos periodos,
conjuntamente com a auséncia de diferengas sazonais significativas nos valores de Hlg,
ddo suporte a essa ideia. Esses padrbes de alteraces histopatoldgicas também foram
encontrados em outros tipos de ambientes com diferentes influéncias antropicas
(Camargo and Martinez, 2007; Hued et al., 2012; Montes et al., 2015; Nimet et al., in
submisséo). Esses achados consolida a ideia de que os riachos sdo diretamente afetados
por fontes difusas de contaminantes decorrentes do uso antrépico do solo, corroborando
a convergéncia de respostas dos peixes a diferentes fontes de impacto.

Conjuntamente com as branquias, o figado se destaca por ser um importante
6rgdo de desintoxicacdo e essencial no metabolismo e na excrecdo de substancias
toxicas no corpo do peixe (Takashima and Hibiya, 1995; Van der Oost et al., 2003;
Salamat and Zarie, 2012). Assim, alteracGes histologicas no figado de peixes podem
levar a complicacdes severas ao metabolismo do organismo, sendo indicadoras da
exposicdo dos peixes a estressores (Boran et al., 2010; Dyke et al., 2012). No nosso
estudo, observou-se melhores condi¢cBes no tecido hepético, dos peixes de riachos
florestados, sendo que infiltracdo leucocitéaria e congestdo vascular apresentaram baixas
proporcdes. Em contraste, vacuolizacdo citoplasmatica, nucleo em posicao lateral,
degeneracdo citoplasmatica e congestdo vascular foram as histopatologias mais
frequentes nos trés riachos que apresentaram menor cobertura vegetal e maior uso
antropico. Essas alteracfes sinalizam processos degenerativos, e podem levar a danos
metabolicos, geralmente relacionados a presenca de agentes contaminantes na agua
(Pacheco and Santos, 2002; Rajeshkumar and Munuswamy, 2011; Ghisi et al., 2016).

A vacuolizacdo citoplasmatica decorre da metabolizacdo anormal de lipideos,

podendo resultar no deslocamento do nucleo para a periferia, bem como, na
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degeneracdo citoplasmatica (Lee et al., 2012; Yancheva et al., 2016). Além disso, essa
alteracdo € uma resposta comumente associada com a exposi¢do a muitas substancias
toxicas diferentes, como por exemplo, organofosforados, carbamatos e metais pesados
(Mishra and Mohanty, 2008; Vinodhini and Narayanan, 2010). Adicionalmente, a
presenca de nucleo picnotico, reforca a hipGtese de que em ambientes com maior
influéncia agricola, os peixes foram acometidos por efeitos mais severos. Essa patologia
representa 0s primeiros estagios da necrose e indica a morte celular. Nessa situagdo
ocorrem Vaérias alteracbes morfoldgicas no citoplasma e ndcleo, levando a inativagdo
celular, sem extravasar conteido toxico para 0 meio extracelular, portanto, sem causar
dano tecidual (Roberts, 2012). Varios estudos demonstraram que as alteracdes no
namero, tamanho e forma do nulcleo de hepatdcitos pode ser devido a contaminantes
(Ayoola, 2008; Paulino et al., 2014a; Yancheva et al., 2016). Essa ideia ganha suporte
através do HIr, cujos valores superiores a 21 (danos moderados a severos), ocorreram
exclusivamente em riachos cujos entornos eram predominantemente de uso agricola.

Em nosso estudo, maiores valores de HIg, em relacdo a Hlg podem ser
explicados pela funcdo fundamental de desintoxicacdo do figado. As branquias podem
ser consideradas a porta de entrada dos contaminantes. Inicialmente, elas sofrem
consequéncias agudas devido a exposicdo de algum agente estressor, sendo que 0
sangue que passa nas lamelas para as trocas gasosas transporta as substancias toxicas
para o figado. Assim, alteracBes no figado representam efeitos crénicos, no qual esse é o
orgao acometido com maior severidade. Nele ocorre a biotransformacdo dos produtos
toxicos e metais pesados, e também sdo acumulados, de modo que os hepatdcitos ficam
expostos a niveis elevados de agentes quimicos que podem estar presentes no ambiente
ou em outros orgdos do peixe (Heath, 1987). Esse padréo de diferenciacdo entre figado

e branquia, também tem sido observado para outras espécies de peixes em estudos de
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campo (Poleksic et al., 2010; Paulino et al., 2014a, Ghisi et al., 2016; Nimet et al., in
press).

As fortes correlagBes observadas entre as variaveis abidticas, propor¢do de
cobertura vegetal e as alteragdes histopatoldgicas suportam a afirmacgéo de que o uso do
solo por atividades agricolas exerce forte influéncia negativa sobre a espécie avaliada.
As patologias menos severas estiveram relacionadas com os riachos mais preservados,
enguanto que as mais graves, com 0s riachos cujos entornos sdao influenciados por uso
agricola. Além disso, o gradiente de uso antrépico bem disposto no eixo 1 da CCA, bem
como, maiores frequéncias de lesbes no figado, demonstram que o nivel de estressores
no ambiente aumenta a incidéncia de lesGes cronicas.

Em adicdo, quanto menor foram o0s percentuais de cobertura vegetal e
temperatura, e maior a condutividade, maiores foram os valores de HI. Assim, a
auséncia ou reducdo da vegetacdo marginal expde o meio aquético a temperaturas mais
elevadas, sendo que o controle metabdlico dos peixes (ectotérmico) pode ser afetado
(Pusey e Arthington, 2003; Casatti, 2010), bem como as trocas idnicas, por exemplo,
potencializando as formas mais tdxicas de aménia e suas interacbes com outros
poluentes. Em consequéncia do aumento da temperatura, a quantidade de gases
dissolvidos (p. ex., oxigénio) e a tolerancia dos peixes a determinadas substancias
toxicas diminuem (Linton et al., 1997). Além disso, em ambientes aquéaticos, cujo uso
do entorno é utilizado para atividades agricolas, os corpos hidricos ficam expostos a
entrada de sedimentos, fertilizantes e pesticidas, sendo que esses compostos facilmente
alcangam os riachos por meio escoamento superficial, lixiviagdo ou subterraneo
(Naiman et al., 2005; Casatti, 2010; Teresa et al., 2015). A entrada de elevada carga de
sedimentos pode acarretar em niveis mais elevados de condutividade elétrica da agua,

juntamente com sdlidos totais (Prathumratana et al., 2008). Assim, os riachos com



43

vegetacao ciliar, como foram os casos de F1 e F2, situados em unidades de conservacao,
0 bioindicador avaliado exibiu as melhores condicGes de salde.

Nesse contexto, diante das recentes alteracdes no Cdodigo Florestal brasileiro que
permitiu a diminuicdo de areas terrestres protegidas pela Reserva Legal e Areas de
Preservacdo Permanente (APPs) (Brasil, Lei n°® 12.651, 2012), nossos resultados
complementam as preocupagdes que varios especialistas destacaram sobre os efeitos
negativos da diminuicdo das &reas de mata ciliares. A perda de espécies,
homogeneizacdo faunistica e diminuicdo de biomassa ictica, traz prejuizos ndo s6 a
biota aquatica, mas também as populacbes humanas que dependem destes recursos
hidricos (Casatti, 2010).

O elevado consumo de agroquimicos de alta periculosidade no Brasil e na area
de estudo (SEAB, 2008; SESA, 2013), também reforca sinais de alerta para os impactos
decorrentes da expansdo e manejo inadequado de areas agricolas, haja vista que nos
riachos rurais observou-se peixes com histopatologias graves, enquanto que nos riachos
florestados, considerados como referéncia neste estudo, a frequéncia destas alteragdes
histopatologicas foi significativamente menor. Adicionalmente, o loricarideo aqui
avaliado teve menor abundéncia nos riachos rurais, incluindo sua auséncia no rio
Tormenta, que € manancial de abastecimento publico (Delariva et al., dados néo
publicados), lancando preocupacdes sobre a qualidade da dgua desses corpos hidricos
para a satde humana.

O hébito detritivoro e de pouca locomogdo (Neves et al., 2015), bem como
caracteristicas ecologicas propensas a bioacumulacdo de A. mullare, demonstram que
essa espécie € bioindicador sensivel a estressores ambientais. Assim, nosso trabalho

fornece contribui¢Bes importantes para a conservagdo e manejo de riachos, visto que é
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pioneiro em demonstrar o efeito de gradientes de influéncia agricola em condigdes de

campo, sobre biomarcadores de uma espécie endémica.

5. Concluséao

Nos relatamos histopatologias mais graves em A. mullerae nos riachos com
maior influéncia agricola (cobertura vegetal< 30%), o que nos permitem inferir que esta
atividade antropica afetou diretamente a qualidade ambiental, corroborando nossa
hipotese. Adicionalmente, as baixas frequéncias de histopatologias, bem como,
alteracbes que indicam funcionamento normal dos 6rgdos em riachos com maior
percentual de vegetacdo, mesmo com parcial uso agricola (intermediarios), enfatizam
que as funcbes desempenhadas pelas areas de preservacao foram efetivas para a melhor
qualidade de &gua nesses locais. Além disso, as alteracGes mostraram-se mais graves em
figado do que em branquias, reforcando a importancia do uso de biomarcadores
histoldgicos que respondam de maneira distinta a efeitos de curto e longo prazo aos

estressores ambientais.
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