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UTILIZAGAO DE BIOMARCADORES GENETICOS E BIOQUIMICOS EM
Hypostomus ancistroides (lhering, 1911) (SILURIFORMES, LORICARIIDAE)
EM UM RIO URBANIZADO.

RESUMO

Devido ao crescimento populacional e a antropizagdo dos ambientes naturais,
0s corpos aquaticos urbanizados sdo acometidos diariamente com despejos e,
em decorréncia disso, espécies residentes sofrem diversos impactos.
Hypostomus ancistroides faz parte da fauna ictiica dos ambientes dulcicolas da
Ameérica do Sul e exerce interagdes com o ambiente bentdnico nos rios que
ocorrem. Devido ao seu nicho trofico, individuos desta espécie entram em
contato direto com despejos e poluicao oriundos da urbanizacéo e, por este
motivo, torna-se um importante bioindicador de qualidade ambiental. Desta
forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar os possiveis efeitos da
exposicao de exemplares de H. ancistroides as condigcdes ambientais em um rio
urbanizado (rio Toledo) no municipio de Toledo (PR), por meio de marcadores
genéticos e bioquimicos. Para isso, foram utilizados o teste de micronucleo e
alteragdes morfolégicas nucleares (ENAs) e avaliagdo das enzimas hepaticas
catalase, glutationa transferase, superoxido dismutase e lipoperoxidagdo. Foram
coletados exemplares da espécie em dois pontos no rio Toledo (P1 e P2) e, para
efeito de comparacéo, em um ponto em um rio ndo urbanizado na area rural de
Toledo chamado rio Santa Quitéria (P3). Apds coleta e identificacdo morfoldgica,
os individuos foram eutanasiados, obtido o peso (g) e o comprimento total (cm)
para determinacao do fator de condicdo e, em seguida, coletadas amostras de
sangue, para realizacdo do teste de micronucleos, e amostras de figado, para
avaliagao de enzimas. Os resultados encontrados no teste de ENAs apontaram
algumas anomalias morfonucleares em células, principalmente nos exemplares
do rio Toledo coletados no ponto 2; porém, ndao houve diferenga significativa
entre os pontos, apenas entre as estagbes do ano. A respeito das analises
enzimaticas, os individuos do ponto 2 também foram os que mais apresentaram
alteragcdes apontadas por esse biomarcador. O fator de condi¢do revelou
alteracdes significativas entre os individuos pertencentes também ao ponto 2
quando comparados aos individuos coletados na area rural do municipio durante
o periodo do inverno. Sendo assim, constatou-se que o rio Toledo apresenta um
eminente risco de contaminacido para os animais que ali habitam, levando em
conta seu nivel de degradacéo.

Palavras-chave: Peixe; ENAs; Enzimas; Poluicéo.



USE OF GENETIC AND BIOCHEMICAL MARKERS IN Hypostomus
ancistroides (lhering, 1911) (SILURIFORMES, LORICARIIDAE) IN AN
URBANIZED RIVER

Due to the great population growth and the anthropization of the natural
environments, the urbanized water bodies are affected daily with dumping and,
as a result, resident species suffer several impacts. Hypostomus ancistroides is
part of the fauna of the freshwater environments of South America and has
interactions with the benthic environment in the rivers that occur. Due to their
trophic niche, individuals of this species come into direct contact with waste and
pollution from urbanization and, for this reason, this species becomes an
important bioindicator of environmental quality. Thus, we aimed to evaluate the
possible genotoxic effects of the exposure of H. ancistroides to environmental
conditions in an urbanized river (Toledo river) in the municipality of Toledo - South
Brazil. Thus, the genetic biomarker test of The Erythrocyte Nuclear Abnormalities
(ENA) was used, in addition to enzymatic tests. Species of the species were
collected at two points in the Toledo River and, for comparison purposes, at one
point in an undeveloped river in the rural area of Toledo (Santa Quitéria River).
After collection and morphological identification, individuals were euthanized,
weight (g) and total length (cm) were obtained for condition factor analysis, and
then blood samples were collected for micronuclei test and muscle and liver
samples, to assess the enzymatic level. The results showed that ENAs test
indicated some morphonuclear anomalies in cells, mainly from specimens from
the site 2 in Toledo River however, there were no significant differences between
points, only between seasons. Regarding the enzymatic analysis, the individuals
from point 2 were also the ones who showed the most alterations pointed out by
this biomarker. The condition factor revealed significant changes among
individuals belonging to point 2 when compared to individuals collected in the
rural area of the municipality during the winter period. Thus, it was found that the
Toledo River presents an imminent risk of contamination for the animals that live
there, taking into account its level of degradation.

Keywords: Fish; ENAs; Enzymes; Pollution.



1 -INTRODUGCAO

Os ecossistemas aquaticos sofrem constantes degradagdes devido ao
crescimento populacional humano e antropizagcdo dos ambientes, sendo
acometidos diariamente com despejos em seus cursos, recebendo diversos tipos
de xenobiontes (AQUINO et al., 2013). Nessa condigéo, muitas substancias, até
mesmo contaminantes, podem chegar as aguas e serem depositados com a
matéria e energia disponiveis aos organismos aquaticos (REIS-FILHO et al.,
2006).

Devido a sua importdncia ambiental, ressalta-se a necessidade da
preservacdao e constante monitoramento dos ambientes aquaticos, pois sua
alteracao pode refletir de forma direta na saude e bem-estar humano (BERTI et
al., 2009), assim como os demais organismos que habitam esses ambientes e
pertencem a outros niveis tréficos, os quais podem sofrer efeitos genéticos,
enzimaticos e celulares (BERTI et al., 2009).

Os impactos causados pela urbanizagdo dos ambientes nos corpos
hidricos resultam em alteragées na forma como a ictiofauna se relaciona com
estes ambientes (FERREIRA, 2017), uma vez que as substancias presentes na
agua podem ser absorvidas pelos peixes através de vias digestivas, cutaneas e
respiratorias (CETESB, 2019). Assim, a utilizagcdo de peixes como
bioindicadores se mostra uma metodologia relevante para o biomonitoramento
dos ambientes aquaticos, com possivel inferéncia de resultados obtidos para
outros ambientes ou outros organismos.

Varias metodologias podem ser utilizadas para se avaliar os efeitos
genotoxicos, mutagénicos e enzimaticos em organismos expostos a ambientes
degradados e, dentre elas, as que utilizam biomarcadores sao consideradas
altamente eficientes na realizagdo de diagndstico ambiental (TERRA, 2008).
Essa eficiéncia esta relacionada com limites de tolerancia, determinacédo de
concentragdo e efeito de poluentes presentes nos organismos analisados
(TERRA, 2008).

Biomarcadores definem-se como variacdo celular, comportamental,
bioquimica ou fisiolégica, que pode ser identificada em fluidos corporais ou
tecidos de um organismo, resultado da exposi¢do do animal a um xenobidtico

(TORRE, 2005). Dentre os biomarcadores disponiveis para a analise de
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organismos em ambientes aquaticos, destacam-se o teste de micronucleo e
alteragdes morfolégicas nucleares (ENAs, Erythrocytic Nuclear Abnormalities).
O teste de micronucleo e ENAs consiste em uma técnica citogenética bastante
utilizada na avaliagdo de danos cromossomais geralmente causados por
estresse ambiental (BOLOGNESI et al., 2006). Sendo assim, o teste de
micronucleo revela-se como uma excelente ferramenta na avaliacdo de
organismos aquaticos expostos a substancias genotdxicas, uma vez que estas
substancias podem induzir alteragées no DNA.

Segundo Cogo (2009), outro biomarcador muito utilizado sdo as enzimas.
Mudancas na atividade enzimatica podem indicar respostas ao estresse
ambiental, pois a determinagao da atividade enzimatica pode ser usada para
avaliar a acdo de alguma atividade antrépica impactante. lvanina et al. (2008)
mostram que a analise da atividade enzimatica possibilita uma avaliagdo da
qualidade ambiental, funcionando como um sinal de possivel contaminacéo,
tornando-se assim uma eficiente técnica para o monitoramento ambiental.

Outra forma de avaliar a qualidade do ambiente € por meio do fator de
condigao e da relagao peso-comprimento das espécies, os quais, segundo Ghisi
et al. (2012), constitui ferramenta muito importante na obtencao de informagdes
sobre como as variacdes ambientais influenciam uma populacdo. Além disso, o
fator de condigcdo pode avaliar, por exemplo, o estado fisiologico de uma
populagao de peixes. Por ser um qualificador do bem-estar animal, seu resultado
mostra de que maneira os individuos se relacionam com o ambiente e os
recursos alimentares existentes (GHISI et al., 2012).

A espécie Hypostomus ancistroides é utilizada como bioindicador da
qualidade ambiental devido a percepc¢ao de que essa espécie € bastante afetada
pela agao antrépica, podendo inclusive demonstrar alteragdes significativas no
numero populacional de individuos de um local impactado (GHISI et al., 2016).
Além disso, apresenta menor grau de higidez, maior carga parasitaria e danos
citogenéticos quando residentes em locais mais degradados (FERREIRA, 2017;
GHISI et al., 2016).

Assim, assumindo o pressuposto que animais que habitam ambientes
degradados apresentarao alteragdes genéticas, enzimaticas e alteragao no fator
de condicdo, este estudo tem como objetivo verificar os possiveis efeitos

genotéxicos e enzimaticos em exemplares de Hypostomus ancistroides
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capturados em um rio urbanizado, por meio da analise de micronucleos e ENAs,
analise enzimatica, e da estimativa do bem estar dos animais por meio da

avaliagao do fator de condicao.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacao da area de estudo e dos pontos de coletas

O rio Toledo (Figura 1) possui extensdo aproximada de 26,5 km e corre
no sentido leste-oeste (WINTER; BRAUN; LIMA, 2005). Sua bacia hidrografica
é considerada uma sub-bacia inserida na bacia do rio S&o Francisco Verdadeiro
que, por sua vez, sdo integrantes da bacia hidrografica do Parana lli
(NIEWEGLOWSKI, 2006). O rio drena uma area de aproximadamente 92 km? e
toda sua extensao esta englobada no territério do municipio de Toledo. Sua
nascente estd localizada entre os distritos de Sdo Luiz do Oeste e Linha
Gramado, com a maior parte de seu curso localizado na area urbana,
desaguando no Rio Sdo Francisco Verdadeiro, logo abaixo do centro urbano de
Toledo (TOLEDO, 2010; TOLEDO, 2017).

A escolha dos pontos de amostragem no rio Toledo foi baseada no fato
destes locais se situarem dentro (ponto 1: P1) e logo apds (ponto 2: P2) a area
urbana de Toledo (Figura 1; Tabela 1), apresentando elevada taxa de carga
organica (TABORDA et al., 2020). Para efeito de comparagdo, amostragens
foram também realizadas no rio Santa Quitéria (ponto 3: P3) (Figura 1; Tabela
1), um rio n&o urbanizado localizado na area rural do municipio de Toledo.

O rio Santa Quitéria localiza-se na regido sul do municipio de Toledo, na
divisa do municipio com Sao Pedro do Iguagu; drena uma area de 138,25 km?,
possui extensdo de 39,73 km e desagua no rio Sao Francisco Verdadeiro
(TOLEDO, 2010; TOLEDO, 2017). Sua mata ciliar € bastante preservada, com
fragmentos de areas reflorestadas, além de areas de vegetagédo densas que em
alguns trechos ultrapassam 2 km de largura. Atividades agricolas em grandes
fazendas como o plantio de gréos, eucaliptos e pecuaria sao observados por
toda sua extensao (TOLEDO, 2017).
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Figura 1 — Localizagao dos pontos de amostragens de Hypostomus ancistroides nos rios
Toledo (P1 e P2) e Santa Quitéria (P3), na regiao Oeste do Parana.
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Tabela 1 — Coordenadas geograficas e caracterizagdo dos pontos de coleta de Hypostomus
ancistroides no rio Toledo e no rio Santa Quitéria, regido Oeste do Parana.

Ponto de Coordenadas N
Caracteristicas

Coleta Geograficas

Localizado na area urbana do municipio de Toledo,
cerca de 100 metros acima da ponte do contorno Sul (Jd.
Bressan). Possui a margem direita bem preservada e
mata ciliar com aproximadamente 50 metros de largura
24° 44'10.60" S enquanto a mata ciliar da margem esquerda ¢ pouco
P1 539 45'06.28" O preservada com cerca de 15 metros de largura. Em seu

' entorno ha o predominio de loteamentos habitacionais e
pouca atividade agricola. Rio com fundo arenoso-
rochoso, com deposito de matéria organica e lodo junto
as margens e cerca de 1,5 metro de profundidade e 10
Toledo metros de largura.
Localizado logo apds a area urbana a cerca de 300
metros da sua foz, proximo a pedreira municipal de
Toledo. Este local possui mata ciliar bem preservada
com aproximadamente 230 metros de largura. Em seu
24°45'14.35" S entorno ha o predominio de atividades agricolas
53°46'33.91"O (lavoura de soja e milho) e suinocultura em sua margem
esquerda ¢ mineracdo na direita. Local com fundo
arenoso-rochoso, com deposito de matéria organica e
lodo junto as margens e cerca de 1 metro de
profundidade e 10 metros de largura.
Localizado no sul do municipio de Toledo, este local
estd inserido na area rural do municipio. A mata ciliar é
bem preservada, com consideraveis areas de vegetacao
Santa 24° 521 48" S den’sa. Ha fragmentos de élreas reﬂo.restagias.e atividade
P P3 o cnt Aan agricola por toda a extensdo desse rio, principalmente a
Quitéria 53°50'49" O L. ~

pecuaria no ponto em questdo. O ponto de coleta tem o

fundo arenoso-rochoso com locais mais rasos e
corredeiras e pogos com profundidade de cerca de 1,5
metros.

P2
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2.2 - Caracterizagao da espécie

Hypostomus ancistroides, conhecido popularmente como cascudo, é
comum na maioria dos ambientes dulcicolas de toda América do Sul
(GARAVELLO e GARAVELLO, 2004). Esta espécie é pertencente a familia
Loricariidae, e tem como principal caracteristica habitos bentbnicos,
permanecendo no fundo de corpos aquaticos, alimentando-se de invertebrados
e, principalmente, raspando algas do substrato (BRITSKI et al., 1999). H.
ancistroides possui grande potencial econdmico, e é pescado intensamente em
rios urbanizados da regiao sul do Brasil, devido a sua abundéancia e ao fato de
sua carne ser apreciada por nao conter espinhos em formato de Y (GHISI et al.,
2016).

A alimentagdo desta espécie baseia-se quase que exclusivamente de
detrito e algas, relacionado ao ambiente benténico (BONATO, 2008; CARDONE,
2006; GARAVELLO e GARAVELLO, 2004; GONGCALVES, 2010), obtidos da
raspagem do material existente sobre o fundo e rochas dos corregos que essa
espécie habita. A obtengao do alimento ocorre devido a agao de dentes em forma
de pentes moveis, favorecendo assim sua permanéncia e fixacdo nas porgoes
bentdnicas dos ambientes aquaticos (GARAVELLO e GARAVELLO, 2004).

Segundo Garavello e Garavello (2004), a regido bucal destes individuos
possui um disco oral, que serve para produzir alta agao suctéria, sendo utilizado,
juntamente com espinhos das nadadeiras peitorais e pélvicas, na fixagcédo e
ancoragem no fundo de rios. Ja a nadadeira caudal de H. ancistroides promove
locomogéo pelo leito e coluna da agua, devido a seu formato entalhado.

Além disso, H. ancistroides apresenta comportamento de guarda de
ninho, ndo migratério (SOFIA et al., 2008) e habitos noturnos (CASATTI, 2002).
Devido a essas caracteristicas, seu habito alimentar e sua ampla ocorréncia em
rios urbanizados (OLIVEIRA e BENNEMANN, 2005), a espécie compreende um
importante indicador da qualidade ambiental (GHISI et al., 2016).

2.3 — Amostragens e procedimentos laboratoriais

As amostragens de H. ancistroides ocorreram nos periodos de ver&o
(Janeiro e margo) e inverno (agosto e setembro) de 2020, com auxilio de redes
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de espera simples de malha 2,5; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 e 10 cm entre nds, e redes de
tresmalhos (feiticeiras) de malha 6, 7 e 8 cm entre ndés ndo adjacentes, as quais
foram armadas no entardecer e retiradas no amanhecer do dia seguinte. Apés a
captura, os exemplares foram identificados morfologicamente de acordo com
Nogueira et al. (2020), e alojados em tambor contendo agua do proprio rio e
aerador. Em seguida, foram transportados vivos para o laboratério de Bioquimica
da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus de Toledo
(PR), onde foram realizados os procedimentos para obtencdo do material
bioldgico.

Este estudo foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNIOESTE (Protocolo n° 37/19). Antes da manipulagéo e realizagao
da eutanasia, os animais foram anestesiados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA, 2013),
utilizando solugao de eugenol a 10% diluida em recipiente contendo 5 litros de
agua. Apds constatagdo da auséncia de movimentos operculares dos peixes, 0s
dados de peso (P; g) e comprimento total (CT; cm) foram obtidos. Em seguida,
foi coletada amostra de sangue e de tecido hepatico de todos os individuos para
realizagao do teste de micronucleo e das atividades enzimaticas.

A fim de caracterizar as condigbes ambientais, foram registrados os
valores de variaveis abidticas da agua por meio de aparelho multipardmetro
(AAKER Professional Plus), sendo: temperatura da agua (°C), oxigénio
dissolvido (mg.L" e % de saturagdo), condutividade elétrica (uS.cm™), sdlidos

totais dissolvidos (mg.L™") e pH.

2.4 — Analises

2.4.1 - Teste de micronucleo e alteragbes morfolégicas nucleares (ENAs)

Para observagdo da frequéncia de micronucleos e de alteragdes
morfolégicas nucleares em hemacias periféricas, seguiu-se o protocolo de
Heddle (1973) e Schmid (1975). O sangue foi retirado dos animais por meio de
puncéao cardiaca com auxilio de seringa hipodérmica estéril de 3 ml, heparinizada
com anticoagulante EDTA Naz. Apds extragao, uma gota do sangue foi colocada

em uma ladmina de microscopia previamente identificada e limpa com alcool
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isopropilico e realizado esfregacgo pela superficie da lamina. Apds secar por 24
horas, as laminas foram fixadas em etanol 96% durante 10 minutos e,
posteriormente, coradas com Giemsa 10% diluido em tampé&o fosfato (pH 6,8),
por 10 minutos. Ao término do procedimento, as laminas foram lavadas com
agua destilada e ficaram dispostas para secagem.

As analises dos esfregacos foram realizadas com auxilio de microscépio
6tico, sob aumento de 1.000X, procedendo varredura sistematica e quantificacao
do numero de 1.000 células ilesas por lamina por espécime. As células ilesas,
sem nenhum tipo de alteracdo morfonuclear ou micronucleo em seu citoplasma,
foram consideradas normal. Ja as células que apresentaram corpos no
citoplasma nitidamente separados do nucleo, de mesma cor e aspecto nuclear e
que nao ultrapassaram 1/3 de seu tamanho, foram consideradas como células
contendo micronucleos. As alteragées no formato eliptico normal dos nucleos
dos eritrocitos que ndo se enquadraram nos parametros de micronucleo
descritos acima, foram quantificadas como alteragées morfoldgicas nucleares, e
foram classificados segundo a categorizagdo de Carrasco et al. (1990), como
lobbed (lobado), blebbed (em bolha), vacuolated (vacuolado), binucleated
(binucleado) e notched (entalhado). Para o teste do micronucleo e ENAs, foram
analisados 128 individuos, sendo 52 do ponto 1 (rio Toledo), 44 do ponto 2 (rio

Toledo) e 32 individuos do ponto 3 (rio Santa Quitéria).

2.4.2 — Testes enzimaticos

ApOs eutanasia, os animais foram dissecados e o figado de cada
exemplar foi extraido. Em seguida, os tecidos hepaticos foram transferidos para
tubos tipo eppendorf, que tiveram suas tampas perfuradas, previamente
preparados e identificados, que foram imediatamente acondicionados em galéao
contendo nitrogénio liquido. Posteriormente, as amostras foram transferidas para
ultrafreezer a -80°C onde ficaram acondicionadas até o momento dos ensaios
bioquimicos. Para as analises do perfil enzimatico, foram analisados 111
individuos, sendo 40 do ponto 1 (rio Toledo), 40 do ponto 2 (rio Toledo) e 31 do

ponto 3 (rio Santa Quitéria).



16

Os tecidos foram descongelados e homogeneizados (1:10 p/v) em tamp&o
fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5. O homogenato foi entdo centrifugado a 15.000
g por 30 min a 4°C por 10 minutos. Uma fracdo da amostra foi utilizada para
determinacado da concentracéo de proteinas de acordo com o método proposto
por Bradford (1976). Apds a leitura da proteina no comprimento de onda de 595
nm, as amostras foram normalizadas para concentragdao de 1 mg/mL para a
realizacao dos ensaios.

Para a analise da atividade da enzima catalase (CAT), foi utilizada a
metodologia de Aebi (1984), na qual ocorre o decréscimo de absorbancia a 240
nm baseado na degradacgao do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada
conforme Crouch et al. (1981) e baseia-se na capacidade da SOD em inibir a
reducao do azul de nitrotetrazolio para azul de formazan pelo radical superoxido
gerado pela hidroxilamina em solucdo alcalina, sendo medida
espectrofotometricamente a 560 nm.

Para a determinacdo da atividade da glutationa transferase (GST), foi
utilizada a metodologia descrita por Habig et al. (1976), a qual parte do principio
de que o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) é metabolizado pela GST,
conjugado a enzima glutationa reduzida (GSH), com aumentos de absorbancia
em 340 nm. Durante o ensaio, a GST catalisa a conjugagdo da GSH com o
substrato sintético CDNB que produz um conjugado, o qual € detectado em 340
nm. A atividade enzimatica €& proporcional a velocidade de producédo do
composto conjugado.

A atividade da enzima LPO foi estimada pelo método de TBARS
(FEDERICI; SHAW; HANDY, 2007), fundamentada em medir MDA, que € um
produto de endoperodxido de acidos graxos insaturados resultados da oxidagao
de substratos lipidicos. O MDA reage com o acido tiobarbiturico (TBA) formando

um cromogeno rosa (TBARS), que é medido a 535 nm.

2.4.3 — Fator de Condicao

Apods eutanasia dos animais, foram obtidos o comprimento total (CT; cm),

com auxilio de um ictibmetro, e peso total (P; g), utilizando uma balanga

eletrébnica de precisdo. Os dados foram plotados no programa Excel. Foram
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analisados 136 individuos, sendo 53 no ponto 1 (rio Toledo), 51 no ponto 2 (rio
Toledo) e 32 individuos coletados no ponto 3 (rio Santa Quitéria).

A condicao corporal dos individuos de H. ancistroides foi calculada por
meio do indice de Massa Escalonada (M;) proposto por Peig e Green (2009),

utilizando a seguinte formula:

Sendo, Mi e Li a massa corporal e a medida linear do corpo do individuo
i, respectivamente; bsma 0 expoente escalonado estimado pela regressao SMA
(Standardized Major Axis) de M em L; Lo € um valor arbitrario de L (no caso, o
valor médio aritmético para a populacdo em estudo); e M; é a massa corporal
prevista para o individuo i quando a medida do corpo linear é padronizada para
Lo.

O indice de Massa Escalonada padroniza a massa corporal a um valor
fixo de uma medida linear do corpo com base na relagcédo de escala entre massa
e comprimento. Essa relagao foi obtida através de transformacgdes logaritmicas
das medidas de peso e comprimento dos individuos de H. ancistroides e ajustada
a regressao linear entre log Wt (peso total) e log Ls (comprimento padrao).

2.4.4 — Analises estatisticas

Os dados do teste de micronucleos e ENAs foram submetidos a testes de
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, a partir dos testes de
Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. Dados paramétricos foram
analisados utilizando o teste ANOVA one-way, enquanto dados n&o
parameétricos foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis.

Os dados das andlises enzimaticas foram também submetidos a testes de
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, a partir dos testes de
Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. Dados paramétricos foram
analisados utilizando o teste ANOVA one-way, enquanto dados n&o
paramétricos foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis.

Posteriormente, foi realizado um teste post-hoc de comparagao multiplas.
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O indice de Massa Escalonada foi submetido & analise de variancia
fatorial em relagao as estagdes em que ocorreram as coletas, seguida do teste
de comparagao de médias de Tukey. Os resultados foram submetidos a um teste
ANOVA one-way, e posteriormente foi realizado um teste post-hoc, de
comparagdes multiplas, para verificar a diferenga entre os pontos em cada
estacéo.

Para a analise multivariada dos dados, foi realizada anélise discriminante
pelo método discriminante linear de Fisher para organizar os individuos nos trés
locais amostrados. Para isso, foram incluidos nas analises 111 individuos, sendo
40 do ponto 1 (rio Toledo), 40 no ponto 2 (rio Toledo) e 31 individuos do ponto 3
(rio Santa Quitéria). A analise discriminante também foi realizada para cada um
dos pontos de coleta separadamente, para classificar os individuos de acordo
com a estacao do ano.

O nivel de significancia adotado foi P<0,05. Os dados foram analisados
utilizando o software STATISTICA® (data analysis software system) (StatSoft,
2007), Matlab e o Excel®.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos acerca das variaveis abidticas de ambos os rios
podem ser observados na Tabela 2. Nota-se grande diferenga entre os rios para
algumas variaveis, principalmente com relagdo ao oxigénio dissolvido,
condutividade elétrica, sélidos totais dissolvidos e pH. O rio Toledo apresentou
0s menores valores de oxigénio dissolvido e pH durante o verdo e os maiores
valores de condutividade elétrica e solidos totais dissolvidos em ambas as

estacoes.
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Tabela 2 - Valores médios das variaveis abiéticas nos pontos de amostragens de Hypostomus
ancistroides dos rios Toledo (pontos 1 e 2) e Santa Quitéria (ponto 3), regido Oeste do Parana,
no verao e inverno de 2020.

Locais de Amostragem
Rio Toledo Rio Sta. Quiteria
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Verao | Inverno | Verao | Inverno | Veriao | Inverno
Condutividade elétrica (uS.cm™) 248.30 319,50 | 250,10 335,70 | 50,35 47,22
Oxigénio dissolvido (% saturagdo) | 75,50 94,80 | 74,90 102,30 | 106,90 104,20

Variaveis Abidticas

Oxigénio dissolvido (mg.L" 6,05 8,57 6,02 9,00 9,29 9,05
pH 5,78 5,45 5,76 5,37 6,54 5,65
Sélidos totais dissolvidos (mg.L™") | 165,75 241,80 | 165,80 248,30 | 36,40 34,20
Temperatura da dgua (°C) 23,00 17,90 | 22,60 19,00 19,90 19,90

Foram observados micronucleos e outras alteragdes nucleares em H.
ancistroides de ocorréncia tanto na area urbana do rio Toledo quanto na zona
rural do rio Santa Quitéria (Tabela 3). Observou-se que os espécimes do ponto
2, no rio Toledo, no periodo inverno, apresentaram o0s maiores taxas de
alteragdes nucleares, principalmente do tipo lobbed, seguido pelos espécimes
amostrados no ponto 1, também no rio Toledo no periodo inverno. Os
exemplares do rio Santa Quitéria (ponto 3) apresentaram os menores numeros
de ocorréncias de ENAs em ambas as estagbes (Tabela 3).

Apesar de, na regido urbana do rio Toledo, o numero total de ENAs nos
exemplares de H. ancistroides ter sido ligeiramente maior do que aquele
observado para os espécimes da regiao rural do rio Santa Quitéria (tabela 3),
nao houve diferenca estatistica significativa entre os locais de amostragens
(p>0.05). No entanto, houve diferenga estatistica (p< 0,05) entre os grupos
quando se considerou as diferentes estagdes (verao/inverno) (Figura 2). Essa
diferenca foi determinada principalmente pelos maiores valores de ENAs
observados nos espécimes do ponto 2, no inverno (Figura 3). Além disso, os
exemplares de H. ancistroides amostrados no ponto 2, durante o inverno,
diferiram dos demais grupos também quanto as alteragdes do tipo blebbed,

lobbed, notched e micronucleo (p< 0,05).



20

Tabela 3 — Numeros de ocorréncia, médias (X) e desvios padrédo (DP) de micronudcleos e
alteragdes morfolégicas nucleares (blebbed, lobbed, notched, binucleated e vacuolated)
observados em Hypostomus ancistroides, coletados no ano de 2020, nos rios Toledo e Santa
Quitéria, no Parana.

Locais Rio Toledo Rio Santa Quitéria
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Estagao Classificagao N. deA X+ DP N. deA X+DP N. de: X+DP
ocorré ocorré ocorré
ncias ncias ncias
Verao Blebbed 6 0,24 £ 0,60 0 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00
Verao Lobbed 2 0,08 £ 0,28 2 0,170 £ 0,30 1 0,09 £ 0,30
Verao Notched 2 0,08 £ 0,40 0 0,00 £+ 0,00 1 0,09 £ 0,30
Veréao Binucleated 1 0,04 £ 0,20 3 0,14 £ 0,36 2 0,18 £ 0,60
Verao Vacuolated 1 0,04 £ 0,20 0 0,00 £+ 0,00 0 0,00 £+ 0,00
Veréao Micronucleo 2 0,08 £ 0,28 2 0,10 £ 0,30 0 0,00 £ 0,00
Verao Total 14 0,09 £ 0,35 7 0,06 + 0,23 4 0,06 + 0,29
Inverno Blebbed 12 0,44 £ 0,60 23 1,00+ 1,10 7 0,33 £ 0,56
Inverno Lobbed 7 0,26 £ 0,51 39 1,70+ 1,80 7 0,33 £ 0,56
Inverno Notched 4 0,15+ 0,45 18 0,78 + 1,06 3 0,14 + 0,35
Inverno Binucleated 2 0,07 £ 0,26 3 0,21+0,51 0 0,00 £ 0,00
Inverno Vacuolated 1 0,04 + 0,19 1 0,04 + 0,20 1 0,04 + 0,21
Inverno Micronucleo 6 0,22 £ 0,42 11 0,48 +£0,71 1 0,04 £ 0,21
Inverno Total 32 0,20 + 0,44 95 0,70+ 1,16 19 0,15+ 0,42

Kruskal-Wallis test: H (1, N= 128) =30,82418 p =0,00

Total de ENAs

a

—=

B Mediana [ 25%-75% IIVIin.-Max

-

Verao

Estagdo

Inverno

Figura 2 — Total de alteragbes morfolégicas nucleares (ENAs) presentes em espécimes de
Hypostomus ancistroides coletados nos rios Toledo e Santa Quitéria, nas estagdes do ano (verdo
e inverno), na regido Oeste do Parana, durante o periodo de verao e inverno do ano de 2020.
Letras diferentes sobre as barras (a, b) representam diferenca significativa.
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Total ENAs: KW-H(5;128) = 50,5677; p = 0,00000
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Figura 3 — Total de alteragbes morfoldgicas nucleares (ENAs) presentes em espécimes de
Hypostomus ancistroides coletados nos rios Toledo e Santa Quitéria, nos diferentes pontos
amostrais (P1, P2 e P3), na regido Oeste do Parana, durante o periodo de veréo e inverno do
ano de 2020. Os asteriscos significam que no local existe diferenga significativa.

Devido ao fato de o rio Toledo ser urbanizado, este apresentou piores
indices de variaveis abidticas. Isso pode ser explicado pelo fato deste rio ser
acometido por uma maior quantidade de efluentes industriais e domésticos,
decorrentes do processo de urbanizagao (BARRETO et al., 2014).

As variaveis abidticas relacionadas a qualidade da agua confirmam o
elevado grau de impacto no rio Toledo, como demonstrado pelos maiores valores
de condutividade elétrica e sdlidos totais em suspensao, bem como os menores
valores de oxigénio dissolvido e pH. Alguns dos fatores externos que ocasionam
a diminuigdo no nivel de oxigénio dissolvido sdo a decomposi¢cao de matéria
organica e oxidacao de ions metalicos (ESTEVES, 2011). Corpos aquaticos
urbanizados, como € o caso do rio Toledo, sdo acometidos diariamente com
despejos em seus cursos, recebendo desde fluidos do sistema de tratamento de
esgoto até enxurradas do sistema pluvial. Nessa condi¢cdo, muitas substéncias,
até mesmo contaminantes, podem chegar as aguas, alterando as variaveis
abidticas do ambiente (AQUINO, 2013; BERTI, 2009; FILHO, 2006).

Valores baixos de pH e de oxigénio dissolvido e valores altos de
condutividade e solidos dissolvidos sao caracteristicos de ambientes aquaticos
poluidos. Valores de condutividade acima de 100 uS/cm, como os observados
no ponto 1 e 2, pertencentes ao rio Toledo, sdo indicativos de ambiente

impactado por acgdes antropicas e de caracteristicas corrosivas da agua
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(CONAMA 2005). Devido a esses fatores, pode-se dizer que, possivelmente, a
maior ocorréncia de danos ENAs em H. ancistroides coletados no rio Toledo,
comparados aos individuos coletados no rio Santa Quitéria, esta diretamente
relacionado com o maior nivel de degradagcdo apontado pelas analises dos
fatores abidticos de ambos os rios.

No presente estudo foi constatado que as maiores taxas de danos estao
presentes nos peixes coletados no rio Toledo, no periodo do inverno, mostrando
assim diferenga estatistica significativa quando comparado aos resultados
obtidos no rio Santa Quitéria nesta mesma estagcéo do ano (Figura 2). Jobling
(1995) descreve que durante a estagdo do inverno, as temperaturas sdo mais
baixas e ocorre uma queda significativa na atividade de decompositores,
diminuindo assim a disponibilidade de nutrientes que sdo absorvidos pelos
produtores e disponibilizados para os proximos niveis tréficos. Além deste fato,
como salienta Ghisi et al. (2016), a dificuldade na obtencdo de nutrientes e
manutengdo das fungdes fisioldégicas, somada ao estresse ocasionado pela
poluicdo e contaminagdo do ambiente, podem estar relacionadas com as
maiores ocorréncias de danos ao DNA das células observadas nos testes de
micronucleo e danos ENAs.

Como salienta Bolognesi et al. (2006), a diminuicdo da temperatura da
agua que ocorre durante o periodo do inverno, afeta diretamente diversas
funcdes fisiologicas dos peixes, pois este estresse ambiental desencadeia
processos metabdlicos, que podem ser responsaveis pelo aumento na incidéncia
de danos ENAs.

Sendo assim, as maiores taxas significativas de danos ENAs foram
encontradas nos individuos coletados no ponto 2 do rio Toledo, durante o
periodo do inverno, possivelmente por ser a estacdo com menor temperatura,
além deste ponto conter os piores indices abiéticos de condutividade elétrica, pH
e solidos dissolvidos, quando comparado aos demais pontos, nesta mesma
estacao (Tabela 2).

Quanto as analises enzimaticas, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os pontos de coleta ou entre as estagcdes para catalase (CAT).
Como salienta Martinez (2006), a catalase € uma enzima chave que faz parte do
sistema de defesa antioxidante em peixes, sendo essencialmente importante no

processo de detoxificagdo do organismo destes animais, ja que a atividade desta
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enzima pode ser um util indicador de estresse oxidativo. A catalase esta presente
em todos os tecidos dos peixes, mas possui uma atividade particularmente alta
nas células hepaticas destes animais (HERMES-LIMA, 2004).

Ja a enzima glutationa transferase (GST) (Figura 4) apresentou maiores
valores para individuos coletados no ponto 1 durante o periodo do inverno. A
enzima GST exerce papel importante no organismo de peixes, pois catalisa a
conjugagao de varios compostos e desempenha fungbes no processo de
detoxificagdo, reduzindo o processo de ligagdo de compostos toxicos a
macromoléculas celulares, como o DNA (STEGEMAN et al., 1992). Aumentos
na atividade hepatica da enzima GST em peixes ja foram relacionados com a

exposicao destes a contaminantes organicos (SIMONATO et al., 2006)

GST: F(2, 105)=9,5432, p=0,00016
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Figura 4 — Analise da enzima glutationa S transferase (GST) em Hypostomus ancistroides
coletados nos rios Toledo e Santa Quitéria, nos diferentes pontos amostrais (P1, P2 e P3), na
regido Oeste do Paranad, durante o periodo de verdo e inverno do ano de 2020. Letras diferentes
sobre as barras (a, b, ¢) representam diferenca significativa.

Autores como Amado (2006) e Carvalho (2013) salientam que peixes
coletados durante o periodo do verdo apresentaram aumento significativo na
atividade da enzima GST no figado, quando comparado ao periodo de inverno,
pois esse aumento pode ocorrer devido a um ajuste de defesa antioxidante
presente em peixes de regides subtropicais. No presente estudo vemos que o

aumento na atividade desta enzima ocorre durante o periodo de verao.
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Sendo assim a partir dos estudos de Almeida et al. (2005) e Camargo e
Martinez (2006), que relacionam a ocorréncia de aumento na atividade da
enzima GST em peixes expostos ao sedimento coletado de ambientes poluidos
e também em peixes residentes em ambientes impactados, quando comparados
com animais coletados em locais mais preservados. Como salienta Gallagher et
al. (2001), a alta atividade da GST em peixes pode ocorrer devido a um processo
adaptativo destes individuos a presenca de compostos organicos no ambiente
aquatico. Como podemos observar (Tabela 2), a quantidade de solidos totais
dissolvidos na agua do rio Toledo é alta, reforgando assim, a suposigédo de que
esta maior concentragao de matéria organica presente no rio Toledo pode causar
aumento na atividade da enzima GST nos peixes coletados neste rio.

Os peixes coletados no ponto 2, durante verdo, mostraram diferencas
significativas para a enzima superoxido dismutase (SOD) (Figura 5). Como
salienta Martinez (2006), peixes residentes em ambientes contaminados
apresentam maior atividade da enzima SOD. Essa enzima desempenha papel
antioxidante e esta envolvida na regulagdo da concentragdo de oxigénio
intracelular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2005; HERMES-LIMA, 2004). Além
de constituir o sistema antioxidante, esta enzima é essencial nos processos de
detoxificagdo, tornando--se assim um util indicador de estresse oxidativo e
ambiental (MARTINEZ, 2006).

O aparecimento de danos ENAs em espécies de peixes, assim como uma
maior atividade da enzima SOD, estdo diretamente associados ao estresse
ambiental causado pela degradacdo e poluicdo do ambiente aquatico
(BOLOGNESI et al., 2006; MARTINEZ, 2006).
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Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=111) =38,592; p =0,00

*%k
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Figura 5 — Anadlise da enzima superdxido dismutase (SOD) em Hypostomus ancistroides
coletados nos rios Toledo e Santa Quitéria, nos diferentes pontos amostrais (P1, P2 e P3), na
regido Oeste do Parana, durante o periodo de verdo e inverno do ano de 2020. Os asteriscos
significam que no local existe diferenga significativa.

Ao analisarmos os resultados dos fatores abiodticos obtidos durante o
periodo do verdo, percebemos que as piores condigdes em relagdo ao oxigénio
dissolvido e pH, encontram-se no ponto 2, ponto esse que apresentou diferencas
significativas da enzima SOD, quando comparado aos resultados desta enzima
em animais coletados nos demais pontos, podendo ser consequéncia da intensa
degradagao ambiental neste ponto, que € demonstrada pelos resultados obtidos
dos fatores abidticos.

Quanto a lipoperoxidacao (LPO), os pontos 2 e 3, inverno, difeririam
estatisticamente do ponto 1, verdo (Figura 6). Segundo Forgati (2016), a LPO
forma subprodutos prejudiciais as células, apresentando efeitos danosos as
membranas celulares, podendo comprometer de maneira drastica o
funcionamento celular e tecidual. Sendo assim, a LPO pode ser considerada uma
das principais causadoras de morte celular em organismos aquaticos e por estes
motivos a avaliagdo da LPO é muito utilizada como um marcador do estresse
oxidativo (MUELLER et al, 2012). Como salienta De Zwart et al. (1999), dentre
os processos de oxidacao a LPO, além de causar danos a membranas celulares,
também podem causar danos ao DNA de células.

Ao analisar a Figura 6, percebe-se diferencas estatisticas significativas
para o ponto 2 durante o periodo do inverno da enzima LPO, além disso neste
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mesmo ponto durante o mesmo periodo também foi possivel observar uma
incidéncia significativa de danos de ENAs nos mesmos individuos, sugerindo
que o aumento na LPO, pode estar relacionado com danos ao material genético

de células.

Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=111) =17,40239 p =0,0038
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Figura 6 — Analise da lipoperoxidacao (LPO) em Hypostomus ancistroides coletados nos rios
Toledo e Santa Quitéria, na regido Oeste do Parana, nos diferentes pontos amostrais (P1, P2 e
P3), na regido Oeste do Parand, durante o periodo de verdo e inverno do ano de 2020. Letras
diferentes sobre as barras (a, b) representam diferencga significativa.

Segundo Oliveira e Souza (2006), a observagdo dos niveis de LPO
também tem sido muito utilizado em ambientes aquaticos para o monitoramento
da polui¢ao por metais. Como mostra a Figura 6, os animais coletados no ponto
3, durante o periodo do inverno, também mostraram diferencas estatisticamente
significativas para LPO. Tal fato pode estar relacionado ao tipo de atividade
econdmica agricola desenvolvida no ambiente rural onde se encontra o rio Santa
Quitéria, além do tipo de solo existente no local. A alta concentragdo de metais
no ambiente aquatico, além dos de origem geoquimica, podem ser oriundos de
residuos de pesticidas e fertilizantes utilizados em atividades agricolas (JENG,
1992).

De acordo com a analise multivariada dos resultados obtidos referentes
ao teste do micronucleo e das analises enzimaticas (Figura 3), percebe-se uma
tendéncia de segregacao dos espécimes de acordo com os pontos de coleta, de

forma que os individuos coletados no rio Toledo (pontos 1 e 2) foram separados
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entre si em relacéo ao eixo 1, enquanto que os individuos coletados no rio Santa
Quitéria foram segregados dos espécimes do rio Toledo em relagéo ao eixo 2.
Os biomarcadores que mais influenciaram nesta segregacao foram GST
(glutationa S transferase) e alteragdo morfolégica nuclear do tipo lobbed, para o
eixo 1, e LPO (lipoperoxidac&o) e SOD (superéxido dismutase) para o eixo 2.
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Figura 7 — Analise multivariada dos resultados dos testes do micronucleo e enzimaticos de
Hypostomus ancistroides, sendo site 1 (ponto 1), site 2 (ponto 2) e site 3 (ponto 3), coletados nos
rios Toledo e Santa Quitéria, na regido Oeste do Parana, durante o periodo de verao e inverno
do ano de 2020.

Em relagao ao fator de condicao dos individuos analisados, percebemos
que, em meédia, o valor observado nos individuos do ponto 3 & superior aos
peixes dos demais pontos (Figura 7). Durante o periodo de verdo, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os pontos analisados. Ja no periodo de
inverno, percebe-se diferenga estatistica entre o ponto 2 e 3 (p<0,05). Sendo
assim, pode-se dizer que os individuos do ponto 3, no periodo do inverno,
possuem um melhor indice de fator de condi¢do do que os individuos do ponto
2 nesta mesma estacgao.
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Figura 8 — Mediana, primeiro e terceiro quartil do fator de condi¢do de espécimes de Hypostomus
ancistroides coletados no rio Toledo, pontos 1 e 2, e no rio Santa Quitéria, ponto 3, na regido
Oeste do Parana, durante o periodo de veréo e inverno do ano de 2020. Letras diferentes sobre
as barras (b, c) representam diferenca significativa.

No estudo realizado por Ferreira (2017) com individuos da espécie H.
ancistroides, foi avaliado o fator de condi¢ao e foi constatado que, em ambientes
mais degradados, estes individuos apresentaram valores mais baixos do fator
de condicao. Este fato também foi observado no presente estudo, pois a média
do valor do fator de condigao dos individuos coletados nos pontos 1 e 2 foi menor
do que a média dos individuos coletados no ponto 3, existindo diferenga
estatistica significativa na estacdo do inverno entre o ponto 2 e 3. Este fato
possivelmente ocorreu devido a diferenca entre os resultados dos fatores
abidticos, levando em consideragcao que esses resultados se apresentaram
piores no ponto 2, pertencente ao rio Toledo, durante o periodo de inverno.

Como o fator de condigao revela o grau de higidez de uma populagéo, no
trabalho de Ghisi et al. (2016), o valor do fator de condi¢cdo de H. ancistroides
mostrou-se menor em individuos que apresentaram maiores numeros de
anormalidades observadas pelo teste bioindicador do micronucleo e danos
ENAs. Sendo assim, os maiores valores de fator de condi¢cdo coincidiram com
as menores taxas de danos celulares; resultado semelhante aos do presente
estudo, em que o valor do fator de condicido dos individuos coletados no ponto
3 durante o periodo de inverno, mostrou-se significativamente maior do que o
valor encontrado para esta mesma analise no ponto 2, onde as taxas de danos
celulares destes individuos apresentaram diferengas significativas para esta

estacéo.
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Sendo assim, observa-se que as diferencgas significativas encontradas por
meio das analises empregadas neste estudo, sdo mais ocorrentes no ponto 2 no
periodo de inverno quando comparadas aos demais pontos, devido ao alto indice
de mutagdes encontradas através da analise de micronucleos e alteragdes
morfolégicas nucleares, e para as quantidades das enzimas GST e LPO, bem
como o ponto 2 também apresentou diferengas significativas para o fator de
condicdo quando comparado com o ponto 3 ainda no periodo de inverno,
levando em consideracdo que a avaliacdo das variaveis abioticas aferidas no
ponto 2 pertencente ao rio Toledo, culminam para a obtengdo dos resultados

observados e discutidos.

4 - CONCLUSAO

Sendo assim conclui-se que com base nas analises de micronucleos e
alteracbes morfologicas nucleares, analises enzimaticas e fator de condicéo,
pode-se dizer que o ponto 2 situado no rio Toledo, apresentou diferencas
estatisticas em grande parte destas, quando comparado aos demais pontos,
sendo possivel encontrar nos exemplares analisados de Hypostomus
ancistroides, incidéncia de alteragdes genéticas e enzimaticas, mostrando assim
um alto risco de contaminag¢ao para os animais que nele habitam.

Ja o ponto 3 que é situado em um rio ndo urbanizado apresentou
diferengcas em relacido ao fator de condicdo, mostrando assim que uma melhor
qualidade da agua aferida neste ponto em comparagdo com os demais pontos,
contribuiu significativamente para a redugdo dos danos genéticos nestes
individuos, além de um maior indice de fator de condicédo.

Mesmo assim, percebe-se que ambos os ambientes sao impactados
pelas atividades humanas, e que estes impactos sdao mais visiveis durante o
periodo de inverno.

Desta forma percebe-se a importdncia do uso de técnicas de
monitoramento ambiental, tendo em vista a constante degradacéo do ambiente
oriunda do processo de urbanizacédo, ja que essas técnicas podem implicar em

acgdes preventivas e remediadoras em relagao a degradagdo ambiental.
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