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RESUMO

A contaminagdo em ecossistemas aquaticos pode ser monitorada por estudos na area de
ecotoxicologia e, nesses ambientes, 0s peixes atuam como bioconcentradores de
substancias presentes em concentragdes muitos reduzidas na agua, como 0S
micropoluentes. Andlises histopatoldgicas em 6rgdos como figado, que apresentam
importante papel na detoxificagdo, informam marcadores importantes para o0
biomonitoramento de ecossitesmas aquaticos. As areas de entorno do Reservatério da
Itaipu Binacional, apresentam atividade agricola com amplo uso de agrotdxicos em seu
sistema de producdo, que acabam tornando suas bacias susceptiveis a contaminagdo por
micropoluentes. No presente estudo, foram utilizados peixes da espécie H. mustelinus
para auxiliar no monitoramento de riachos de bacias que drenam para o reservatério da
Itaipu Binacional (Brasil e Paraguai) frente a presenca desses micropoluentes. Foram
coletados o total de 110 peixes, 56 amostras no Brasil e 54 no Paraguai, originados de
riachos da Bacia, sendo 13 microbacias da margem brasileira e 11 microbacias da margem
paraguaia. Para selecdo dos riachos foram utilizados dois critérios: qualidade da agua
(presenca de micropoluentes) e uso do solo para atividade agricola, estabelecendo-se 03
grupos categoricos de impacto para os riachos: A (baixo impacto); B (médio impacto); C
(alto impacto). Analises semi-quantitativas foram realizadas no figado dos peixes e 05
padroes de reacdes de alteracBes histoldgicas foram considerados (1. Distarbios
Circulatorios; 2. Mudancas Regressivas; 3. Alteracdes Regressivas; 4. Inflamacdes; 5.
Tumores). A partir das analises, foram calculados indices histoldgicos que permitem
verificar o grau de comprometimento do 6rgdo frente & acdo ambiental. O Indice de
Padrdo de Reacdo (I rp) que mede a extensdo de cada padrio de alteracdo e o Indice de
Orgéo (I org) que mede o grau de dano total no figado para os individuos de H. mustelinus,
permitiram inferir quantitativamente os achados histopatologicos. Ap6s andlises foi
observada a ocorréncia de algum tipo de alteragdo histoldgica em todas as amostras
analisadas, classificadas na sua maioria em trés dos cinco padrdes de reacdo. Os Indices
Histologicos demonstraram que o grau de dano observado no figado dos espécimes
coletados nas microbacias de menor impacto da margem brasileira estdo mais
comprometidos do que as amostras dos peixes coletadas nas mesmas microbacias da
margem paraguaia, coincidindo com os resultados das analises qualitativas de agua dos
riachos e dos testes mutagénicos, indicando que estas microbacias brasileiras podem estar
sofrendo influéncia de mais fatores xenobidticos no ambiente do que as microbacias do
mesmo grupo no Paraguai.

Palavras-chave:  Bioindicadores.  Ecotoxicologia.  Heptapterus  mustelinus.
Histopatologia. Microbacias.
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Contamination in aquatic ecosystems can be monitored by studies in the area of
ecotoxicology and, in these environments, fish act as bioconcentrators of substances
present in very low concentrations in the water, such as micropollutants.
Histopathological analyzes on organs such as the liver, which play an important role in
detoxification, inform important markers for biomonitoring aquatic ecosystems. The area
surrounding the Itaipu Binacional Reservoir have agricultural activity with wide use of
pesticides in their production system, which make their basins susceptible to
contamination by micropollutants. In the presente study, fish of the species H. mustelinus
were used to assist in the monitoring of basin streams that drain to the Binacional
Reservoir (Brazil and Paraguay) in the presence of micropollutants. A total of 110 fishes
were collected, 56 samples in Brazil and 54 in Paraguay, collected in streams of Basin,
with 13 microbasin on the Brazilian margin and 11 microbasin on the Paraguayan margin.
For the selection of streams, two criteria were used: water quality (presence of
micropollutants) and land use for agricultural activity, establishing 03 categorical groups
of streams: A (low impact); B (medium impact); C (high impact). Semi-quantitative
analyzes were performed on the liver of the fish and 05 reaction patterns of histological
changes were considered (1. Circulatory Disturbances; 2. Regressive Changes; 3.
Progressive Changes; 4. Inflammation; 5. Tumors). From the analyzes, histological
indexes were calculated that allow to verify the degree of the organs commitment due to
environmental action. The Reaction Pattern Index (lorg rp) which measures the extent of
each alteration pattern and the Organ Index (lorg) which measures the degree of total liver
damage for individuals of H. mustelinus, allowed to quantitatively infer histopathological
findings. After analysis, it was observed the occurrence of some type of histological
alteration in all analyzed samples, classified mostly in three of the five reaction patterns.
The Histological Indexes demonstrated that the degree of damage observed in the liver of
specimens collected in the lower impact microbasin of the Brazilian margin are more
compromised than the fish samples collected in the same microbasin on the Paraguayan
margin, matching with the results of qualitative analyzes of water of the streams and
mutagenic tests, indicating that these Brazilian microbasins may be influenced by more
xenobiotic factors in the environment than the microbasins of the same group of in
Paraguay.

Keywords: Bioindicators. Ecotoxicology. Heptapterus mustelinus. Histopathology.
Microbasins.
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Figura 21 — indice histoldgico de dano no figado frente as variaveis testadas
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1.FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 BIODIVERSIDADE AQUATICA

Em termos de biodiversidade em aguas continentais (dgua doce), o Brasil é
considerado um pais extremamente rico e diverso, possuindo um elevado namero de
espécies em varios grupos de organismos aquaticos, como, por exemplo, nos grupos
Algae, Porifera, Annelida, Rotifera, Decapoda, Pisces, Anphibia, entre outros
(AGOSTINHO et al., 2005).

Quando considerada a diversidade de peixes, em especifico, o continente sul-
americano é considerado o mais diverso do mundo, possuindo em torno de um terco das
espécies de 4gua doce existentes e descritas até 0 momento (REIS et al., 2016). Segundo
esses autores, existem aproximadamente 5160 espécies de peixes de agua doce descritas
para o continente, distribuidas em 739 géneros, 69 familias e 20 ordens. Ainda assim,
estimativas sugerem que existam entre oito e nove mil espécies no total, quando levadas
em consideracdo as espécies que ainda ndo foram descritas (REIS et al., 2016).
Considerando a area de entorno do reservatério da Itaipu, no lado brasileiro ja foram
identificadas aproximadadamente 182 espécies, enquanto do lado paraguaio
aproximadamente 70 espécies (GRACA; PAVANELI, 2007; ITAIPU, 2017). Toda essa
biodiversidade, no entanto, vem sofrendo diversos impactos ambientais, ndo somente no
Brasil como também ao redor do mundo, em virtude da poluicdo do ambiente aquatico
(SCHWARZENBACH et al.,, 2006). Uma das recorrentes ameacas cada vez mais
estudada e cuja discussao tem sido foco de diferentes trabalhos é a poluicdo do ambiente
aquatico (AGOSTINHO et al., 2005; REIS et al., 2016).

A acdo antropogénica sobre os ecossistemas aquaticos € motivo de preocupacgao
real e atual para a promocdo da qualidade de vida do planeta. A agricultura com o
emprego intensivo de produtos quimicos, a precariedade de conservacdo do solo, a
remocdo de matas ciliares, a ocupacdo de sub-bacias afluentes por grandes centros
urbanos e industriais tém impactado de diferentes maneiras 0s ecossistemas
(AGOSTINHO; HAHN; VAZZOLER, 1997).

A poluigdo das aguas € caracterizada por todas as alteracOes indesejaveis que

ocorrem em suas caracteristicas fisicas, quimicas ou biologicas, que possam acarretar
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danos a vida aquatica ou as atividades dos seres humanos (BRAGA et al., 2005). Segundo
apontam Souza, Gastaldini e Aradjo (2015), conhecer a qualidade da &gua, reflete as
condigBes da bacia hidrografica e isso amplifica também o entendimento ecol6gico do
ecossistema bem como as modificacBes provenientes das atividades antropicas.

Entre os contaminantes aquaticos decorrentes das atividades antropogénicas, 0s
agrotoxicos sdo 0s mais perigosos, em virtude de terem sido concebidos para eliminar
alguma forma de vida e, por consequéncia, atingir de alguma forma tambem espécies néo-
alvo (ALBINATI et al., 2009).

1.2 AGROTOXICOS E MICROPOLUENTES

Segundo a Organiza¢do para a Agricultura e Alimenta¢do das Nagdes Unidas

(FAO), os agrotdxicos sao,

produtos quimicos ou quaisquer substancias ou mistura de substancias
destinadas a prevencao, destruicdo, ou ao controle de qualquer praga,
incluindo vetores de doengas humanas ou de animais, que causem
prejuizo ou interferem de qualquer outra forma na produgdo,
elaboragdo, armazenagem transporte ou comercializagdo de alimentos,
produtos agricolas, madeira e produtos de madeira (OGA et al.,

2008).

Dentro desse grupo, baseado em seu uso encontram-se fungicidas, inseticidas e
herbicidas, os quais sdo considerados extremamente agressivos ao meio ambiente € a
saude humana (GRISOLIA, 2005), devido as suas caracteristicas como alta persisténcia
no ambiente, mobilidade e citotoxicidade (SISINO; FILHO, 2013), sendo, desse modo,
objeto de muitos estudos em func¢do da sua ampla utiliza¢do e por representarem grande
risco ao ambiente (ALBINATI et al., 2009).

Estes agentes quimicos podem chegar ao ambiente por acidente ou negligéncia, e
ainda de forma controlada visando um efeito positivo, como o econdmico, no caso de uso
de agrotoxicos na atividade agricola (AZEVEDO; CHASIM, 2004).

Um dos objetivos da aplicacdo de agrotoxicos € o controle de “pragas”. Uma vez
utilizado, parte dos produtos aplicados atinge os organismos-alvo (considerados pragas),
mas outra parcela atinge o ambiente (solo, agua subterranea) e a atmosfera (FAN et al.,

2018). A utilizacdo intensiva desses produtos mesmo em total observancia as normas,
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leva a contaminacéo dos alimentos, das aguas, do ar, prejudicando a saude da populacao
do entorno e dos animais, ou seja, trazendo consequéncias negativas para toda a biota,
tanto na zona rural quanto urbana (PIGNATI; PEREIRA; CANDIDO, 2014).

Os efeitos dos agrotoxicos sobre a satide podem ser classificados em agudos ou
cronicos. Os de efeito agudo refletem respostas rapidas em até 24 horas, enquanto que os
de efeito cronico sdo resultantes de exposi¢do continua em doses baixas e seus efeitos
demoram a ser percebidos, levando, meses e até anos (PERES et al., 2019). Os efeitos
desses xenobiontes no ambiente costumam ser cronicos e segundo, Sisinno, Filho (2013),
as consequéncias mais graves aparecem quando a contaminacao se estende no tempo e
no espacgo.

No Brasil, as problematicas relacionadas aos agrotoxicos estdo em discussao pelo
Projeto de Lei 6.299 de 2002, que visa extinguir as restri¢cbes previstas, anteriormente,
pela legislacdo 7802, de 1989, tornando a regulamentacdo mais fragil e inconsistente
(HADDAD et al., 2019). Cabe mencionar que a legislacao brasileira ainda é considerada
permissivel e ineficiente, bastando observar, por exemplo, 0 custo pago para registro de
agrotoxicos: no Brasil a taxa de controle sanitario é de cerca de 830 ddlares acrescido o
valor de 16.000 ddlares referente ao controle ambiental e mesmo assim bem inferior ao
valor cobrado nos Estados Unidos onde sdo pagos cerca de 436.000 dolares por registro
(MORAES, 2019).

Segundo relatdrios de comercializacdo de agrotoxicos emitido pelo IBAMA, entre
2000 e 2012, o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, sendo que o mercado
brasileiro teve um crescimento de 190%; e dentre os estados brasileiros com maior
consumo de agrotéxicos, destaca-se 0 estado do Parana representando 14,3% desse
quantitativo (IBAMA, 2020). Em 2009 o Brasil tornou-se o maior consumidor de
agrotoxicos do mundo (FAN et al., 2018).

Em 2010 a América Latina representava 22% do mercado mundial de agrotdxicos,
sendo o Brasil responsavel por 19% deste total, considerado assim o maior mercado de
agrotoxicos do mundo, seguido pelos EUA. O estado do Parana é o terceiro maior
consumidor de agrotdxicos do Brasil, apresentando valores médios de 9,6 Kg/hectare/ano
(CARNEIRO et al., 2015). Segundo dados sobre agrotoxicos disponibilizados pelo
Ibama, os 10 ingredientes ativos mais comercializados em 2018 no Brasil foram:
Glifosato e seus sais; 2,4-D; Mancozebe; Atrazina; Acefato; Dicloreto de paraquate,
Enxofre, Imidacloprido, Oleo Mineral; Oxicloreto de Cobre (IBAMA, 2019).
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Conforme relatério SIAGRO (2018), o consumo de agrotoxicos no estado do

Parand por tipo de cultura em 2017 foi:

soja 52,27%, milho 18,35%, trigo 32 8,03%, feijdo 2,83%, pastagens 2,23%, batata
1,64%, citros 1,43%, cana-de-acucar 1,15%, fumo 0,54%, mandioca 0,36% e de um total
de 100.122,7 toneladas. O consumo de acordo com a finalidade de uso também em 2017
foi o seguinte: herbicidas 60,58%, fungicidas 12,12%, inseticidas 10,96%,
acaricida/inseticida 5,65% e adjuvante 4,21%. (SIAGRO, 2018).

Nos ultimos anos, estudos brasileiros tém documentado a contaminacdo de
mananciais hidricos por varios tipos de agrotéxicos. Segundo SISINO; FILHO, 2013, a
contaminacgdo das aguas pode ocasionar consequéncias como a eliminacao de espécies ou
mesmo acumulacdo de contaminantes ao longo da cadeia alimentar.

O uso de agrotoxicos e outros compostos originados de atividades antropogénicas
produz poluentes no ambiente. Os micropoluentes, contaminantes de preocupacao
emergente incluem substancias de origem natural ou sintética. Podem ser definidos como
compostos quimicos que ocorrem no ambiente acima do nivel natural, em decorréncia da
atividade humana, porém ocorrem em concentra¢fes reduzidas (microgramas/litro),
podem ser originados de produtos farmacéuticos, produtos de cuidados pessoais,
resultado de processamentos de alimentos e pesticidas (JAPENGA, et al., 2002; STAM,
et al., 2016). Esses contaminantes, mesmo que em concentra¢cdes muito baixas (ug) em
aguas superficiais e subterraneas, podem causar mudancas ecologicas no ecossistema e a
contaminagdo do sistema de abastecimento de agua da regido (SCHWARZENBACH et
al., 2006; BUSQUETS et al., 2016).

De acordo com Fonseca (2019), os micropoluentes ndo possuem padréo
regulatério e consequentemente ndo sdo incluidos em programas de monitoramento,
mesmo apresentando potencial causador de efeitos deletérios ao ecossistema e/ou sobre
a saude humana.

Ribeiro (2018), alerta para a existéncia de microcontaminantes em diferentes
matrizes ambientais, como aguas superficiais, subterraneas e comercializadas, esgotos
bruto e tratado, lodo, solos e sedimentos. Justamente por ocorrer em baixas concentracoes
seus possiveis efeitos na biota podem ser de dificil interpretacdo. No entanto, a melhoria
de tecnicas analiticas mais sensiveis tem permitido a deteccdo desses compostos
contribuindo assim, para um melhor entendimento de seus efeitos nas diferentes matrizes
ambientais. (FONSECA, 2019).
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Nos paises industrializados, atualmente, os problemas ambientais estdo mais
relacionados com concentra¢fes sub-letais dos produtos quimicos do que com sua
toxicidade aguda, uma vez que os efeitos a longo prazo sdo mais dificeis de serem
detectados e cujas consequéncias para 0s ecossistemas estdo longe de serem entendidas
(GERNHOFER et al., 2001).

Grande parte de substancias quimicas dispersas no ambiente passam por processos
onde sdo gerados sub-produtos, tais quais metabdlitos micropoluentes apresentam
toxicidade mais elevada do que a substancia que o originou (SISINO; FILHO, 2013).

Em 2017, foram realizados estudos sobre o tema: “Monitoramento de
micropoluentes (agrotdxicos) em aguas superficiais na BP 3 — Projeto I. Esse projeto teve
como objetivo, realizar o monitoramento da qualidade de &guas superficiais em relacao
aos micropoluentes gerados por agrotoxicos como glifosato e atrazina, e seus principais
produtos de transformacdo. Os projetos desenvolvidos por Della Flora (2018) e
Mendonca (2018) monitoraram tais pesticidas em 21 pontos da bacia. Os resultados
indicaram que em aproximadamente 30% das amostras analisadas foram detectados 0s
analitos de interesse. Outras analises preliminares revelaram também, a presenca de
outros agrotoxicos, tais como ethion, carbendazim, 2,4 D, entre outros (DELLA FLORA,
2018; MENDONGCA, 2018). Os resultados obtidos no Projeto | sobre a ocorréncia de
micropoluentes (pesticidas) nas areas de entorno do reservatorio da Itaipu foram os
norteadores para que em 2018 fosse proposto a realizacdo de uma segunda etapa de
biomonitoramento de micropoluentes na regido, através do Projeto II intitulado: “Estudo
da dindmica de micropoluentes em diferentes matrizes ambientais na regido
transfronteirica Brasil e Paraguai”®, no qual esse trabalho esta inserido. Entendendo a
necessidade de se compreender melhor os efeitos destes compostos no ambiente aquético,
buscou-se identificar e aplicar metodologias para acompanhar essa dindmica, como

proposto em estudos de Ecotoxicologia.

1.3 ECOTOXICOLOGIA E BIOINDICADORES

A interferéncia do homem quer seja de forma concentrada, como na geracéo de

despejos domésticos e industriais, quer de uma forma dispersa, como na aplicacdo de

! Demais informacdes do Projeto Il e seus sub-projetos sdo informados no Cap. 3 (3.3 Delineamento
Amostral).
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defensivos agricolas no solo, contribui na introducao de compostos na dgua, afetando sua
qualidade e consequentemente todos os organismos deste sensivel ecossistema (SILVA,
et al., 2019). Mensurar esses impactos sobre o ambiente ndo € uma tarefa fécil e requer
o emprego de diferentes metodologias para realizacdo de analises ambientais mais
amplas, como caracteristicas do ambiente, agua, floresta, numero de espécies,
diversidade, etc., associado a ferramentas mais especificas como o emprego de
bioindicadores e biomarcaores, buscando assim obter respostas sobre esses impactos.

O monitoramento do ambiente aquatico é relevante para tentar identificar agentes
gue causam esses impactos, acompanhando seus efeitos no ambiente ao longo do tempo.
A utilizagdo conjunta de diferentes ferramentas de biomonitoramento produz respostas
que se complementam e que podem servir de bases para um planejamento mais criterioso
das atividades humanas a fim de mitigar os impactos ambientais (LIMA; GRAZZIOTTI;
SILVA, 2018). Desse modo, o uso integrado de informacdes ecoldgicas e geograficas
proporciona melhor compreensao dos efeitos ecolégicos do uso e ocupacdo da terra e
urbanizacdo na qualidade da agua e, consequentemente, nas comunidades de
bioindicadores (CALLISTO; MORENO; MACEDO, 2019).

Os trabalhos de biomonitoramento sdo essenciais na prevencdo contra danos a
salde humana e ambiental, bem como prejuizos econdmicos em razdo da méa gestdo e
conservagdo dos recursos hidricos (DAMASIO, 2017).

Considerando a necessidade de se monitorar 0s ecossistemas sobre os impactos
da contaminacdo por micropoluentes, torna-se essencial a observacdo continua e
periddica dos ambientes. Cabe, portanto, segundo Andréa (2008), biomonitorar o sistema
ecoldgico, ou seja, realizar a coleta, analise e avaliacdo sistematica de amostras do
ambiente, visando determinar a ocorréncia, a concentracdo de contaminantes e mensurar
seus efeitos nos organismos do local. O objetivo desses estudos é fortemente preditivo,
com o intuito de produzir um alerta sobre os impactos que as atividades humanas causam
no ambiente (ROCHA, 2009).

A ecotoxicologia é uma das areas cujos métodos tém sido cada vez mais utilizados
nos Gltimos anos para 0 monitoramento ambiental (MAGALHAES: FILHO, 2008). O
termo ecotoxicologia pode ser definido como o estudo do destino e dos efeitos de
substancias quimicas sobre os componentes de um ecossistema, baseado na utilizacdo de
métodos de laboratdrio e de campo (SISINO; FILHO, 2013).

A avaliacdo ecotoxicologica de poluentes quimicos no ambiente aquatico,

contribui para a avaliagdo de seus riscos no ambiente e muitas vezes se emprega um
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organismo-teste representativo do ambiente para essa avalicdo (RIBEIRO, 2018). Em
virtude da &gua estar em constante mudancga e movimento, as respostas encontradas na
biota local podem fornecer informagfes complementares e integradoras no
monitoramento do ambiente aquatico (SISINO; FILHO, 2013).

A qualidade do ecossistema ndo pode ser medida diretamente, apenas indicadores
de satde podem ser medidos e usados para valiar o status de salde do ambiente, assim a
ecotoxicologia emprega para a avaliagdo dos ambientes a serem monitorados, 0 uso de
bioindicadores e biomarcadores. Entende-se como bioindicadores 0os organismos que
fornecem informac6es sobre as condi¢bes ambientais, seja pela sua presenca/auséncia ou
pelo seu comportamento (ANDREA, 2008; MARCHAND, et al., 2009; LINS et al.,
2010). J& o termo biomarcador pode ser entendido como a resposta biol6gica mensuravel
da interacdo entre o organismo bioldgico e o contaminante e que pode se dar em nivel,
funcional, fisioldgico, histoldgico ou molecular (VAN DER OOST et al., 2003. OGA et
al., 2008, RODRIGUES, 2016).

A escolha dos organismos bioindicadores, segundo Oga et al., (2008), baseia-se
em inGmeros parametros, como sua representatividade no ecossistema a ser avaliado,
abundéncia, sensibilidade aos fatores analisados, facilidade de cultivo e conhecimento da
espécie.

Os primeiros relatos de utilizacdo de ensaios de toxicidade com organismos
aquaticos datam da década de 1920, tendo 0s peixes como 0S primeiros organismos a
serem utilizados nesses estudos (ZAGATOO; BERTOLETTI, 2008). Esse grupo de
animais sdo bioindicadores confiaveis devido ao fato de ocuparem diversos niveis
tréficos, acumularem contaminantes e refletirem impactos a longo prazo, tendo em conta
o tamanho de seu ciclo de vida (GERNHOFER et al., 2001; VREYS et al, 2019). O uso
de peixes em programas de biomonitoramento representa uma estratégia de baixo custo,
pois eles sdo especialmente sensiveis a varios poluentes, mostram a exposi¢do de
diferentes niveis na teia trofica, respondendo aos agentes mutagénicos até em baixas
concentragcdes (DAMASIO, 2017).

Os organismos aquaticos vivem em um ambiente pobre em oxigénio, dessa forma
sua troca com a agua e com compostos quimicos presentes nela, acaba sendo mais efetivo
do que para os organismos terrestres (AZEVEDO; CHASIM, 2004). Para as analises em

ambientes aquaticos, sdo utilizados principalmente peixes, pois atuam como
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bioconcentradores de substancias presentes em concentra¢fes muitos reduzidas na agua
(ANDREA, 2008; JORGENSEN, 2011).

Algumas espécies, em especifico, dentro do grupo de peixes tém sido citadas
como “bioindicadores” para deteccdo de contaminacéo de agrotoxicos como Danio rerio,
Rhamdia quelen, Astyanax sp., entre outras. Estas espécies apesar de ndo morrerem pelas
alterac6es do ambiente, respondem por meio de reagcGes comportamentais ou metabdlicas
mensuraveis, refletindo assim alguma mudanca no ambiente onde vivem (ANDREA,
2008; PEREIRA, 2014).

Nos peixes, 0 figado é um dos 6rgaos que tem recebido atencdo especial em
estudos toxicolégicos relacionados a contaminacdo de diferentes espécies, por agentes
quimicos orgéanicos e inorganicos, devido a sua fungdo no metabolismo de poluentes e
sua sensibilidade a eles (HINTON et al., 1992, DE MELO et al., 2004, VREYS et al,
2019), o que justifica sua escolha para esse estudo. De modo geral, esse 6rgdo atua na
desintoxicacdo do organismo, na metabolizacdo de macromoléculas importantes como
proteinas, lipidios e carboidratos, no processamento e armazenamento dos nutrientes, na
hematopoese e producéo de anticorpos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Dentre outras funcdes realizadas pelo figado, semelhantes aquelas dos mamiferos,
incluem-se: assimilacdo de nutrientes, producao de bile, desintoxicacdo, além de também
desempenhar um papel fundamental na sintese de plasma, proteinas, como albumina e
fibrinogénio (GENTEN et al., 2009). Em virtude desse 6rgdo participar de todas essas
funcBes importantes, os efeitos hepatotoxicos dos diversos agentes quimicos podem ser
utilizados como importantes biomarcadores de contaminacdo aquatica (HINTON et al.,
1992).

O figado também se destaca por seu potencial de biotransformacdo, bioativacéao e
excrecdo de xenobiontes, podendo refletir a exposicdo aos contaminantes de modo
eficiente (BERNET et al., 1999). Segundo Zeni (2016), essa capacidade de
biotransformacao dos poluentes ocorre por meio de processos enzimaticos, 0 que 0s torna
hidrossollveis, possibilitando sua excrecdo pela pele ou muco, no intestino pelas fezes, e
no rim pela urina, por difusdo nas branquias. Devido a capacidade desintoxicante do
figado, muitos poluentes tendem a se acumular neste 6rgdo, que € exposto a uma
concentracdo mais alta com agentes toxicos do que outros oOrgdos (BARJA-
FERNANDEZ et al., 2013).
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Portanto, muitos sdo os motivos que justificam o uso do figado como um orgéo
indicador do status de salde do peixe e consequentemente do grupo, 0 que
consequentemente pode auxiliar na avaliacdo sobre a resposta da qualidade do ambiente
aquatico. Para Maceda-Veiga et al. (2013), o figado é um 6rgao chave no metabolismo e
armazenamento de metais, e sendo 0 Orgao mais importante, uma vez que realiza
inimeras funcbes fisioldgicas, mesmo ndo tendo contato direto com o0s poluentes
dissolvidos na agua (VALON et al., 2013).

Considerando o figado como um biomarcador muito Gtil em estudos dos efeitos
agudos e cronicos de xenobidticos em peixes e também na caracterizacdo de doencas
neles manifestadas, o uso da histopatologia por microscopia de luz, que por sua vez, pode
ser associada a aplicacdo de indices quantitativos, pode tornar os resultados obtidos

nesses estudos mais objetivos e comparaveis (ZENI, 2016).

1.4 HISTOLOGIA DE FiGADO EM PEIXES

A Histotologia é uma ferramenta que pode revelar os danos que um xenobidtico
pode causar no organismo, tanto no nivel celular quanto tecidual, e que frequentemente
tem como resultado um provavel distdrbio no metabolismo celular (MELA et al., 2013).
Assim, a mensuracao das consequéncias dos efeitos adversos frente a contaminacao do
ambiente pode ser realizada histopatologicamente, investigando a ocorréncia de possiveis
lesGes, alteracdes ou até a formacdes neoplasicas em tecidos dos peixes (VAN DER
OOST, et al. 2003). Segundo, Marchand, et al., (2009) a histologia possibilita conhecer
possiveis efeitos toxicos no ambiente antes que afetem niveis mais altos de organizagéo.

A histopatologia por microscopia de luz é realizada por meio de anélises dpticas
de amostras de tecidos que foram previamente seccionados, corados e montados sobre
uma lamina, de modo a manter a integridade celular mesmo ap6s a morte do organismo
(TOLOSA et al., 2003).

Em peixes, a histopatologia € utilizada principalmente em érgdos que atuam no
metabolismo de compostos tdxicos, como o figado, onde essas substancias podem
bioacumular causando alteracfes estruturais no tecido como resposta & contaminacéo.
(GERNHOFER et al., 2001; FANTA et al., 2003).
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A histologia do figado dos peixes varia entre especies, mas existem caracteristicas
gerais que sdo encontrados na maioria delas (GENTEN et al., 2009). O figado dos
Teledsteos, peixes com esqueleto 6sseo (ex: H. mustelinus), por sua vez, possui um
consideravel volume em relacdo ao corpo, se apresentando marrom-avermelhado nas
espécies carnivoras e marrom-claro nas herbivoras e em algumas espécies pode se
arranjar como hepatopéncreas. (TAKASHIMA, 1995).

O tipico padrdo do tecido hepético, ja descrito para a maioria dos peixes
teledsteos, refere-se a um tecido bem homogéneo com sinusoides e hepatdcitos
poliédricos, arranjados em corddes, apresentando nucleo esférico (CAMARGO, 2007;
LINS et al., 2010; MELA et al., 2013). Esses hepatocitos sdo circundados por sinuséides
revestidos com celulas endoteliais formando uma camada muito fina, sendo os nucleos

dessas células alongados e projetados para o limen sinusoidal. (GENTEN et al., 2009).

1.5 ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS EM PEIXES

As alteracOes histopatoldgicas resultam de uma variedade de mudangas
bioquimicas e fisiologicas no organismo, que podem levar a formacdo de lesbes nas
células, nos tecidos ou 6rgdos (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992). Essas lesdes
nas células podem alterar o funcionamento do 6rgdo e consequentemente afetar os
processos de homeostase dos peixes (TAKASHIMA, 1995; BERNET, et al, 1999;
GENTEN, et al., 2009).

As nomenclaturas das alteracdes morfoldgicas (alteracfes estruturais nas células
ou tecidos) ainda ndo sdo bem definidas entre os patologistas, sendo encontradas lesoes
descritas como: células adaptadas ou células lesionadas, sendo as Ultimas subdivididas
em lesdes reversiveis ou lesdes irreversiveis (ROBBINS; COTRAN, 2010).

Outras nomenclaturas existentes na literatura e utilizadas em estudos de histologia
de peixes dividem as alteragcbes nas seguintes categorias: disturbios circulatorios,
mudangas regressivas, mudancas progressivas, inflamagdes e tumores, como a proposta
por Bernet et al., (1999). Essa classificagdo que relne as alteracfes, de acordo com a
metodologia proposta por esse autor, é a utilizada no presente estudo, a qual relaciona as

alteracdes com as respectivas unidades funcionais do orgao.
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Dentre as alteracGes descritas em hepatocitos de peixes, causadas pelos efeitos de
micropoluentes nas células, estdo incluidas: perda da integridade citoplasmaética, perda do
limite celular, deformac&o nuclear, citoplasma vacuolizado, desorganizacgéo do tecido e
degeneracdo hidrdpica, necrose, nacleos picnoticos, acumulo lipidico, decréscimo de
glicogénio e inflamacdo (SILVA, 2004; MUNFORD, 2007; RICHARDSON et al., 2010;
ANTUNES, 2013; CECCON, 2016).

1.5.1 TIPOS DE ALTERACOES HISTOLOGICAS NO FiGADO

1.5.1.1 Disturbios Circulatorios

Sao distarbios relacionados ao fluxo sanguineo, que podem ser:

Vasodilatacéo

Ocorre quando o limen dos vasos hepéaticos aumenta, o que pode indicar um
aumento no fluxo sanguineo no figado, uma vez que esse Orgdo estd associado aos
processos de desintoxicacdo (ALMEIDA et al., 2005; MACEDA-VEIGA, et al., 2013).

Hemorragia

Ocorre quando as hemacias aparecem fora dos vasos, ou seja, extravasamento de
sangue, ocasionada por danos a parede do vaso ou ao processo de diapedese (THOMSON,
1983).

Congestao Vascular

A congestao ocorre quando o fluxo de sangue se acumula em uma regido, podendo
ser desencadeada pela falha no fluxo ou obstrucdo fisica (THOMSON,1983). Ela pode
ter origem por processos venosos ou arteriais (BERNET et al., 1999). A congestédo nos
sinusdides do tecido hepatico pode ocorrer, sendo que em varios casos as células das areas
adjacentes também sofrem atrofia (TAKASHIMA, 1995).

Edema Intercelular

Caracterizado por fluido do tecido que aparece estagnado e que extravasou dos
capilares para o tecido (BERNET et al., 1999; ROCHA, 2009).

Hiperemia

A hiperemia (entrega excessiva de sangue a um local) implica em um ativo

ingurgitamento do leito vascular. A hiperemia é geralmente acompanhada de evidéncia
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de inflamacéo e esta associada a dilatacdo vascular devido a liberacdo de mediadores
inflamat6rios (MUMFORD et al., 2007).

1.5.1.2 Alteracoes Regressivas

Sao as alteracdes relacionadas a redugdo da funcionalidade do 6rgao, tais como:

Vacuoliza¢ao de Gordura

A vacuoliza¢ao de hepatdcitos tem sido relatada como resultado de desordem
metabolica, uma adaptagao a lesdo celular, exposicao aos xenobioticos ou uma redugao
na ingestdo de alimentos devido ao estresse (HINTON; LAUREN, 1990; CAMARGO,
MARTINEZ, 2007; MACEDA-VEIGA et al., 2013). Pode ser identificada como um
acimulo de lipidio (goticulas de gordura) no citoplasma dos hepatdcitos (OSTRENSKY,
2004). Neste caso, os hepatocitos apresentam um grande vacuolo de gordura no
citoplasma, descolando o nucleo para a periferia da célula, ou pode se revelar em
pequenas goticulas na periferia da célula. Geralmente, aparece com nucleo atrofiado
(TAKASHIMA, 1995; ROBINS et al., 2008; BRASILEIRO, 2012).

Degeneraciao Hidrépica

E o acamulo de 4gua no citoplasma, pode ser desencadeada pela perda da
capacidade da membrana plasmatica e controlar a passagens de ions. Pode aparecer no
citoplasma ou nucleo da célula (OSTRENSKY, 2004). De um modo geral, as células
aparecem tumefeitas, com seu volume aumentado, o citoplasma tende a se tornar mais
acidofilo, podem ser visualizados vacuolos pequenos e claros (THOMSOM, 1983;
ROBINS et al., 2008;).

Necrose

Necrose ¢ o estado no qual as células e/ou tecidos reduzem sua atividade e
eventualmente morrem. Neste estado, o nlicleo sofre alteragdes como cariolise, picnose €
cariorrexe (MUMFORD et al., 2007; ROBINS et al., 2008). A necrose hepatica ¢ também
caracterizada pelo processo de morte celular ou tecidual, causada por lesdes nucleares e
citoplasmaticas irreversiveis, seguidas pela perda do limite celular e pela reabsor¢ao por
células fagociticas (THOMSOM, 1983). A presenga de necrose pode causar prejuizos
funcionais e estruturais ao figado (STENTIFORD et al., 2003). Além disso, um grande
numero de areas de necrose pode causar falha no 6rgdo, causando prejuizos na saude,
sobrevivéncia e consequentemente e afetar altos niveis da organizac¢do biologica nas

populagdes e comunidades (RABITTO et al., 2005).
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Centros de Melanomacréfagos

Centros melanomacrofagicos (CMMs) sdo agregados de macrofagos que podem
acumular granulos de melanina, hemossiderina e lipofuscina em seu citoplasma (AGIUS;
ROBERTS, 2003). O acimulo de melanomacréfagos em figado de peixes estd
relacionado aos processos de detoxificacdao ou reciclagem de compostos (CAMARGO;
MARTINEZ, 2007). Sua ocorréncia também pode estar ao estado nutricional e estado de

hipoxia (ROCHA, 2009).

1.5.1.3 Mudancas Progressivas

Sao alteracdes que levam a um aumento da atividade celular, e podem ser:

Hipertrofia

A hipertrofia de hepatdcitos é caracterizada pelo aumento do volume dessas
células. Nessa condicdo, ndo existem células novas, apenas células maiores (em volume),
devido ao aumento da quantidade de proteinas estruturais e de organelas, esse processo
ocorre quando as células sao incapazes de se dividir (THOMSOM, 1978; ROBINS et al.,
2008;). A hipertrofia € uma forma de adaptacéo das celulas frente a uma maior demanda
de trabalho, como demandas de oxigénio e nutrientes (BRASILEIRO, 2012).

Hiperplasia

A hiperplasia, por sua vez, pode ser entendida como um alargamento do tecido ou
do 6rgdo com grande numero de células, sem que ocorra aumento de seu volume
(BERNET et al., 1999). Pode ocorrer por aumento da proliferacéo ou retardo na apoptose.
O processo de hiperplasia ocorre somente em células com capacidade replicativa. Embora
hiperplasia e hipertrofia sejam processos diferentes, frequentemente ocorrem juntas e
podem ser induzidas pelos mesmos estimulos externos (ROBINS, et al., 2008;
BRASILEIRO, 2012).

Atrofia

Definida como uma reducdo do ndmero e volume das células e reducdo de
substancias intracelulares (ROCHA, 2009). Segundo Takashima (1995), é possivel
observar que o contorno da célula se torna indistinguivel, o0 armazenamento de material

desaparece e o nucleo e nucléolo se tornam pequenos e picnéticos.
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1.5.1.4 Inflamacoes

Geralmente relacionadas a outros padrdes de alteracdes, envolve infiltracdo de
células de defesa. Podem ser:

Infiltracdo Leucocitaria

O processo de inflamag&o é caracterizado pela exsudacéo, a liberagao de liquido,
e células dos vasos para o tecido lesionado. Histologicamente, esses exsudatos consistem
em manchas eosinofilicas no espaco intercelular (MUMFORD et al., 2007). E
caracterizada pela presenca de um ou mais tipos de leucocitos entre as células de um ou
mais tecidos do 6rgédo (DE MELO et al., 2004). A infiltragdo de linfécitos e histiocitos
também indicam um foco de infec¢do no tecido hepéatico (VAN RIJN; REINA, 2010;
MACEDA-VEIGA et al.,2013).

1.5.1.5 Tumores

Caracterizado como o crescimento descontrolado de células e tecido.

A neoplasia é um disturbio do crescimento celular excessivo, progressivo e
irreversivel, caracterizado pela auséncia de capacidade de resposta aos mecanismos
normais de controle celular (ROCHA, 2009). Geralmente resulta na formacgédo de uma
massa de tecido ou tumor. Os tumores sdo incitados por uma série de mecanismos, desde
falhas no processo de replicacdo e divisdo celular, quanto a muta¢bes oriundas de
exposicédo a toxinas (MUMFORD et al., 2007).

Enquanto que o Tumor Benigno é caracterizado por células diferenciadas
substituindo as células normais do tecido, apesar de serem semelhantes, no tumor
maligno, ocorre uma rapida proliferacdo de células com a destruicdo do tecido
(ROBBINS et al., 2008).

As alteracOes histoldgicas como as que foram relatadas sdo utilizadas como
biomarcadores de efeito, que se caracterizam por alteragdes em um tecido e que podem
estar relacionadas a um possivel comprometimento ou doenca (VAN DER OOST et al.,
2003). Assim a utilizacdo de anélises quanto a ocorréncia de tais alteragdes em um 6rgédo
como o figado, essencial ao metabolismo dos peixes, pode produzir respostas sobre a

qualidade do ambiente aquético.
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Nesse sentido e diante das caracteristicas atuais da Bacia do Parana 3, frente a
exposicdo aos micropoluentes oriundos principalmente da atividade agricola e como
forma de monitorar os possiveis efeitos adversos dessa exposicao, o presente estudo busca
apontar a analise histologica do figado de H. mustelinus como um biomarcador, que
somado a outras ferramentas possam contribuir como sinais de alerta preditivos quanto

a0 impacto neste ecossistema aquatico.

2. OBJETIVO GERAL

Investigar caracteristicas histoldgicas do figado de peixes da espécie Heptapterus
mustelinus de diferentes riachos de bacias que drenam para o reservatério da Itaipu
Binacional (Brasil e Paraguai), visando identificar biomarcadores indicativos dos efeitos

toxicos possivelmente associados a presenca de micropoluentes no ambiente aquatico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar as alteracBes histolégicas do tecido hepéatico dos peixes da
espécie H. mustelinus, quanto as caracteristicas descritas por Bernet et al.
(1999).

b) Verificar a existéncia de possiveis diferencas na incidéncia de alteracdes
histoldgicas entre os peixes coletados nos diferentes riachos e paises.

c) Relacionar os resultados histoldgicos obtidos com a ocorréncia de

micropoluentes

3. METODOLOGIA

3.1 MODELO DE ESTUDO: Heptapterus mustelinus - (bagre Anguila)
(Siluriforme, Heptapteridae)
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Para a selecdo da espécie bioindicadora foram utilizados como critérios a ampla
ocorréncia e abundancia na &rea amostrada. Para isso, foram realizadas duas coletas piloto
na area de estudo, sendo entéo definida H. mustelinus como a espécie-alvo.

A familia Heptapteridae representa a quinta de maior riqueza dentro da ordem
Siluriformes. Heptapterus mustelinus (bagre Anguila) (Siluriforme, Heptapteridae) é
uma espécie de bagre de ampla distribuicdo na América do Sul, em especial nos riachos
de entorno do Reservatdrio da Itaipu (Brasil e Paraguai), sendo um peixe insetivoro,
bentbnico, de aguas de correnteza e pouco profundas, geralmente associado ao substrato
e proximo a vegetacdo ribeirinha, conforme figura 1 A,B (LEAL et al., 2009;
FERNANDEZ; BECHARA, 2010).

Dados ecoldgicos da espécie, incluem: agua doce demersal, pH 4.0 — 6.5 e clima
subtropical 18°C —24° C. Sua distribuig@o abrange as bacias dos rios La Plata e Uruguai
e drenagens costeiras do sul do Brasil (TORRES; REYS, 2019).

Figura 1 - Heptapterus mustelinus.

Figura 1 - A: H. mustelinus (Fonte Uruguay, by Loureiro. M. (Hemus_ul.jpg) —
fishbase; B: H. mustelinus coletado na BP3.
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3.2 AREA DE ESTUDO

Os riachos pertencentes a bacias que drenam para o reservatorio da Itaipu
Binacional estdo identificados na figura 2. A area brasileira corresponde a margem
esquerda do reservatorio e a area paraguaia corresponde a margem direita.

A é&rea de pesquisa na margem esquerda referente ao Brasil, pertence a Bacia
Hidrografica do Parana 3 (BP3) localizada na mesorregido do Oeste do Parana,
abrangendo uma éarea de aproximadamente 8.000 km? e 28 municipios. E uma regio
intensamente explorada por agricultura intensiva mecanizada, mas com diferentes niveis
de ocupagdo em funcdo de condigBes de relevo e caracteristicas locais (COMITE BP3,
2014).

Conforme Relatério de Avaliacdo Ambiental, elaborado pelo Governo do Parana
(2015), na BP3 a qualidade do solo, as condicdes do relevo e um estruturado sistema de
cooperativas estdo na base de um sdlido desempenho agropecuério regional. Um
indicador desfavoravel para a bacia é a quantidade de agrotoxico utilizado, que esta acima
de 11,5 kg/ha/ano e, portanto, acima da média do Parana.

A é&rea de estudo do lado brasileiro estd subdividida em 13 microbacias: Taturi,
Choror6, Guacu, Sdo Francisco Verdadeiro, Sdo Francisco Falso Braco Norte, Sdo
Francisco Falso Braco Sul, Sdo Vicente, Ocoi, Pinto, Passo-Cué, Gabiroba, Dois Irmaos
e Matias Almada. Em virtude do relevo, seus tributarios na margem esquerda drenam um
terreno mais ingreme de paisagens agricolas (AGOSTINHO et al., 1999).

A éarea de estudo no Paraguai, margem direita, pertence a Bacia do Prata e esta
localizada a leste do Departamento de Canindeuy e a nordeste do Departamento de Alto
Parana com uma area total de 10.407 km?2 e engloba 11 municipios. A regido possui
intensa atividade agricola principalmente para culturas de soja, milho e trigo (ITAIPU,
2019).

Os afluentes da Bacia do Parand da margem direita drenam planicies
(AGOSTINHO et al., 1999), sendo constituida de 52 rios principais e como afluentes em
territorio paraguaio devido ao seu potencial hidrelétrico sdo os rios Piraty, Garoy, ltamby
e Limoy (GOROSTIAGA et al.,1995). A bacia esta dividida em 11 microbacias: Rio
Piratyi, Arroio Gazory, Rio Carapa, Arroio Pozuelo, Rio Itambey, Rio Limoy, Rio Itararé
Guazu, Rio Pirapyta (BALLER, 2014).
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Figura 2 - Mapa do Brasil com localizagao da area de estudo.
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Figura 2: Bacia hidrogréafica do Prata: margem paraguaia. Bacia hidrograficia do Parana: margem brasileira.
Fonte: Divisdo de Geoprocessamento — Itaipu Binacional.

Esse trabalho faz parte do projeto intitulado: “Estudo da Dinamica de
Micropoluentes em Diferentes Matrizes Ambientais na Regido Trans-fronterica Brasil
e Paraguia”, que inclui trés sub-projetos que abordam: a analise de micropoluentes; a
diversidade de peixes e algas; a dindmica de compostos especificos no solo. Integram
estes sub-projetos diferentes grupos de pesquisa que trabalham com diferentes
metodologias para o biomonitoramento das microbacias em torno do reservatdrio da
Itaipu Binacional:

O estudo da histologia em figado de peixes faz parte do grupo de pesquisa:
“Efeitos de micropoluentes na biodiversidade de peixes e algas das microbacias de
entorno do reservatorio de Itaipu”. O trabalho foi desenvolvido seguindo o
delineamento descrito abaixo:

Para a coleta de H. mustelinus foram selecionados riachos (microbacias) na

margem brasileira da BP3 e margem paraguaia (Figura 3), classificados como riachos
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de 22 a 4% ordem e que apresentassem caracteristicas de estruturais da paisagem
semelhantes (substrato rochoso, fluxo da corrente, sombreamento, largura,
profundidade e mata ripéria).

Para a selecdo das microbacias foram consideradas duas variaveis:

1) nimero de micropoluentes detectados;

2) uso/ocupacao do solo: uso ndo agricola (floresta + pastagem) e uso agricola.

Esta metodologia visou organizar os riachos em diferentes categorias de
impacto, estabelecendo-se para isso 03 grupos categorizados, ou seja, 03 tratamentos
amostrais: grupo A - “Baixo Impacto”; grupo B — “Meédio Impacto”; grupo C — “Alto
Impacto”, todas as microbacias estéo identificadas no Anexo 01.

Em virtude das caracteristicas de uso e ocupagdo do solo serem bastante
semelhantes entre os grupos B e C, a distribui¢do dos riachos entre esses dois grupos foi
definida pelo critério da ocorréncia de micropoluentes.

A andlise das amostras de agua dos riachos (microbacias) foi realizada pelo
grupo de pesquisa responsavel pelo projeto intitulado: “Analise de micropoluentes nas
microbacias de entorno do reservatério de Itaipu- regido transfronterica (Brasil e
Paraguai)?>”. Os dados (ainda nio publicados) demostraram a ocorréncia de 60
compostos micropoluentes diferentes e desse total, 56 confirmados positivos nas
microbacias estudadas.

Na margem do Brasil foram identificados 35 compostos micropoluentes
diferentes e nas microbacias paraguaias 21 compostos. Estes dados subsidiaram a

categorizacdo das microbacias investigadas (Tabela 1).

2 Projeto: Monitoramento de micropoluentes (agrotoxicos). Dados ainda ndo publicados. Equipe: Profa. Gilcélia
Cordeiro; Profa. Carla Sirtori; Raquel Wieles Becker; Bianca do Amaral.
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Tabela 1 — Tratamentos Amostrais do Estudo

GRUPO USO/OCUPAQAO DO SOLO MICROPOLUENTES
B (nimero de compostos detectados)
DEFINICAO Né&o Agricola Agricola Brasil Paraguai
A Baixo 38e95% 5e61% 18 10
Impacto (média = 68) (média = 33)
B Médio 18 e 30% 68 e 86% 26 14
Impacto (média = 24) (média =77)
C  Alto Impacto 15 e 33% 67 e 85% 31 16
(média = 24) (média=76)

Ao longo desse trabalho os pontos de coleta serdo tratados como microbacias

brasileiras (MBR) e microbacias paraguaias (MPY) (Figura 3).

Figura 3 - Pontos de coleta (microbacias) que drenam parao reservatorio da Itaipu (Brasil e Paraguai).
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‘ A - Microbacias ndo agricolas com baixo impacto
O B — Microbacias agricolas com médio Impacto MBR: microbacias brasileiras

‘ C — Microbacias agricolas com alto Impacto MPY: mirobacias paraguaias
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3.4 AMOSTRAS: Coleta e Processamento

As coletas foram realizadas nos meses de fevereiro e abril de 2019. Tais periodos
se caracterizam nesta regido por intenso uso de agrotdxicos: fungicidas, inseticidas e
herbicidas, principalmente glifosato e atrazina. No calendério agricola utilizado no Brasil,

as principais culturas desse periodo sédo milho, feijdo e soja (predominante).

Em cada ponto de coleta (riacho) foi demarcado um trecho com extensao de 30
metros rio acima, a partir do ponto de inicio da varredura para captura dos peixes. O ponto
inicial foi demarcado por uma rede de espera fixa entre as margens e presa no fundo com

pedras do proprio riacho.

Os peixes foram capturados por meio de pesca elétrica com o uso do equipamento
Electrofisher modelo: LR-24 BP, marca Smith-Root e com auxilio de pucéa de pesca. Os
peixes capturados foram mantidos vivos, acondicionados em sacos plasticos com agua
retirada de seu local de origem (enriquecida com oxigénio de cilindro portatil), e

posteriormente transferidos para o laboratério para dissecacdo e processamento.

No laboratorio, cada saco identificado pelo seu respectivo ponto era aberto e 0s
peixes retirados para o inicio do processamento. Foram processados todos os individuos
de H. mustelinus coletados dos riachos de ambas as margens, totalizando 110 individuos.
Primeiramente, eram tomados os dados morfométricos de cada individuo (peso,
comprimento total, comprimento padrdo), posteriormente eram extraidas amostras de
sangue para testes mutagénicos® e enfim as amostras de figado eram retiradas e
imediatamente colocadas em tubos criogénicos contendo fixador de rotina para histologia

(Paraformadeido 4%).

No projeto inicial desse trabalho estava previsto a coleta e analise de 05 individuos
(peixes) por microbacia, para que fosse realizada uma comparacdo dos achados
histoldgicos entre os riachos de cada grupo categdrico. No entanto, durante as coletas ndo
foi possivel atender esse quantitativo em alguns riachos. Desta forma, foram consideradas
para a analises comparativas o0 numero total de individuos por grupo (A, B e C). Portanto,
foram capturados, dissecados e preservados para analise histopatoldgica um total de 110

peixes (H. mustelinus), sendo 56 individuos provenientes da margem brasileira e 54

3 Processamento e ensaio realizado pela equipe de colaboradores: Projeto de pesquisa - Andlise do potencial mutagénico
e genotoxico dos micropoluentes dos riachos do Parana 3 Brasil e Paraguai em sangue de Heptapterus mustelinus.
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individuos da margem paraguaia (Figura 4A,E,G). Todos os peixes coletados foram

tombados e depositados na colecéo de ictiologia da UNILA.
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Fiaura 4 - Disseccdo de H. mustelunus. nrocessamento das amostras e confeccdo de laminas histoléaicas.
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Figura 4 — A: coleta de dados morfométrico; B,C: coleta de sangue; D,E: dissec¢do de H. mustelinus. G: amostras
hepaticas no tubo com fixador histologico; F: inclusdo das amostras em resina; H: bloco de resina com amostra de figado
pronta para corte; I: operacdo do micrétomo; J: laminas com cortes histolégicos montadas e coradas.
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3.5 HISTOLOGIA

3.5.1 Preparo da Laminas

As etapas que constituem o preparo das laminas incluem: a) fixacdo do material;
b) lavagem em tampéo fosfato de sodio pH = 7,4; c) desidratacdo; d) embebicdo em
resina; e) inclusdo em resina (emblocagem); f) corte em micrétomo; g) montagem dos
cortes em laminas; h) coloracdo; i) montagem em laminula e béalsamo do
Canada. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; NORMANN, 2008; POLIZELI, 2008)
(Figura 4FH, 1, J).

As amostras de figado permaneceram no fixador (Paraformadeido 4%) sob
refrigeracdo por pelo menos 30 dias. Apés esse periodo foi realizada a lavagem das
amostras utilizando solugido de Tampédo Fosfato de Sodio (0,2 Mol L, pH 7,4),

permanecendo sob refrigeracdo por pelos menos 72 horas.

Ap0s a amostra de figado ser retirada da solucdo tampéo, foi realizado o processo
de desidratacdo do tecido para substituir a &gua das células por alcool. A desidratacédo se
deu em banhos de 30 minutos com progressivas concentracdes de etanol na seguinte
sequéncia/ordem: 70%; 80%; 90%, 95%; 99,9% (nessa Ultima concentracdo foram
realizados 02 banhos de 30 minutos).

Apds o ultimo banho em etanol 99,9%, as amostras de figado foram imersas em
resina de infiltracdo (ou embebicgéo) (Historesina Leica) e permaneceram armazenadas
em refrigerag@o por pelo menos 48 horas. Transcorrido esse tempo, as amostras foram
retiradas da resina de infiltracdo e entdo acomodadas em histomoldes para que fossem
finalmente submersas em resina de inclusdo (Historesina Leica), contendo agente

polimerizador para a formagé&o dos blocos (Figura 4F).

Para otimizar a secagem dos blocos, os histomoldes foram mantidos em estufa de
secagem a 40°C por pelo menos 05 dias. Apos a secagem, os blocos foram retirados dos
histomoldes e entdo colados em pequenos blocos de madeira que serviriam de suporte
para uso no micrétomo e para a realizacéo dos cortes (Figura 4H). A execucdo dos cortes
histoldgicos foi realizada no Laboratério de Pesquisa em Histologia do Departamento de
Biologia da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita (UNESP — Rio Claro - SP),
utilizando micrétomo rotativo automatizado (Marca: Leica, modelo: RM 2255), no qual
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as amostras emblocadas foram seccionadas em cortes com espessura de 5 um (Figura
41).

Apls os cortes serem colocados nas laminas de microscopia, deu-se
prosseguimento a coloragéo, utilizando-se os corantes Hematoxilina e Eosina. Nesse
processo as laminas com 0s cortes seguiram o0 seguinte processo: imersdo de sete minutos
em solucdo de Hematoxilina de Harris; lavagem em &agua corrente por cinco minutos;
imersdo de cinco minutos em solucdo de Eosina amarela 3%; lavagem em agua corrente

até retirar o excesso de corante; secagem da lamina.

3.5.2 Analises Histologicas

Para cada amostra de figado de H. mustelinus, estabeleceu-se a andlise de 01
lamina, onde foram selecionados, de forma casualizada, 05 cortes desta 1d&mina e para
cada corte a escolha também casualizada de 01 area de aproximadamente 10.000 pum?
para a analise. Todo o processo de analise das laminas deu-se as cegas, onde ndo estava
identificado o local de origem (microbacias) da amostra, evitando-se assim um Viés

tendencioso na analise (Figura 4J).

Para a analise das imagens utilizou-se o equipamento de microscopia de luz marca
Zeiss —modelo: PrimoTech, com camera AXION Cam — Zeiss, utilizando-se nas imagens

o aumento final de 500 x e 1000 x.

3.5.3 Indices Histoldgicos

Para mensurar 0s danos nos tecidos, sdo utilizados indices histopatoldgicos, em
que se aplicam formulas matematicas, permitindo assim uma avaliagdo numérica e

comparativa de diferentes estudos (ZENI et al., 2016).

Nesse estudo, adotou-se a metodologia proposta por Bernet et al., (1999), a qual

baseia-se na extensao e relevancia patologica da alterag&o.

Para tanto, as alteracdes histologicas foram enquadradas em cinco padrdes de
reacdo (RP) sendo:
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a. RP1 — Distarbios Circulatorios: resultado de condicdes patologicas do sangue ou
do fluxo sanguineo no tecido. Incluem alteragdes relacionadas a hemorragia e ao edema

intercelular.

a. RP2 — AlteracOes Regressivas: resultados de processos que resultam na reducéo
funcional de um érgdo ou sua perda. Incluem processos como alteracBes estruturais,

alteracdes no plasma, depositos, alteracdes no nucleo, atrofia e necrose.

b. RP3 — AlteragGes Progressivas: alteragdes que levam a um aumento na atividade
das células e/ou tecidos, como hipertrofia, hiperplasia.

C. RP4 — Inflamac6es: reacdes geralmente associadas a outros tipos de padrbes de

reacdo, mas que incluem exsudato e infiltracdo leucocitéria.

d. RP5 — Tumores: proliferacdo exacerbado de células, incluem tumores benignos e

malignos.

Nessa metodologia Bernet et al. (1999), sugere que quando se avalia um Unico 6rgéao

as analises sejam transformadas em valores matematicos, resultando em dois indices:

« lorg rp — indice Reagdo do Orgdo, que expressa as lesdes por tipo de reagio. Permite

avaliar a gravidade das alteracdes identificadas.

« 1 org - indice do Orgéo, que representa o grau de dano no 6rgdo. O célculo desse
indice permite a comparacdo entre os graus de danos de um mesmo 6érgdo em

diferentes individuos.

Para os célculos desses indices sdo considerados dois atributos: Fator de Importancia
(w) e Valor de Ocorréncia (a). O Fator de Importancia (w) considera que a relevancia da
lesdo (Tabela 3) vai depender de sua importancia patoldgica (Tabela 4), ou seja, como ela
afeta o funcionamento do 6rgéo e a capacidade de sobrevivéncia do peixe. Cada alteracdo
é classificada em trés (03) fatores de importancia, atribuindo-se valores de 1 a 3 (Tabela
3).
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Tabela 2 - Fatores de importancia da lesdo histolégica (BERNET, et. al., 1999)

Fator de Importancia Classificacao Especificacdo
(w)
w)=1 Minima A leséo é facilmente reversivel quando se encerra a

exposicdo ao contaminante.

(w)=2 Moderada A leséo é reversivel na maioria dos casos quando o

agente estressor é neutralizado.

w)=3 Marcada A leséo é geralmente irreversivel, ocasionando a perda

parcial ou total do funcionamento do 6rgao.

w: fator de importancia

Tabela 3 - Valor de importancia (w) por tipo de reagdo (BERNET et al., 1999)

Padréo de Reacao

Valor de “w”

RP 1 - Disturbios Circulatérios

Dilatacéo Sinusoides (dilatacdo de vasos) 1
Congestéo Vascular (causado por processos Venosos ou arteriais) 1
Hemoélise Vascular 1
Hemorragia (extravasamento de sangue dos vasos) 1
Edema Intercelular (fluido do tecido estagnado que vazou dos capilares para o

tecido 1
RP 2 - Mudancas Regressivas

Degeneragdo Hidrépica 1
Metamorfose alta 2
Necrose (perda do limite celular) 3
Edema Intercelular 1
Atrofia (reducdo do nimero e volume das células e redugdo de substancias
intracelulares) 2
Degeneracéo Vacuolar 1
Alteragdo Nucleo (mudancgas no formato nucleo e estrutura cromatina) 2
Alteracdo Arquitetura (mudancas na estrutura do tecido, bem como formato e

arranjo das células) 1
Alteracdo Plasma : - degeneracdo granular, - vacuolizacdo gordurosa, -
degeneracdo hialina (espessamento de finas fibras do tecido conectivo) 1
RP 3 — Alteraces Progressivas

Hipertrofia (alargamento do volume celular, sem aumento do ndmero de células) 1
Hiperplasia (alargamento do tecido ou érgdo com grande ndmero de células sem

aumento de seu volume) 2
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RP 4 - Inflamac6es

Exudado 1
Infiltracdo Leucocitaria (penetracdo de leucdcitos nas paredes dos vasos
sanguineos e infiltracdo ao redor do tecido) 2
RP 5 - Tumores

Tumor Benigno (células diferenciadas substituindo as células normais do tecido,

apesar de serem quase semelhantes) 2

Tumor Maligno (rapida proliferacdo de células com destruicéo do tecido) 3

O Valor de Ocorréncia (a) é o valor atribuido para cada alteragdo patoldgica,
relacionando-se o grau de importancia e a extensdo da lesdo. Utiliza-se um score de
pontuacdo que varia de 0 a 8 (Tabela 5), de acordo com a extensdo em que a lesdo é
identificada (BERNET, et. al., 1999; RAUTENBERG, et al., 2015).

Tabela 4 - - Valor de Ocorréncia (a), BERNET, et. al., 1999; RAUTENBERG et al., 2015).

“a” (% do dano no 6rgéao)

“w” 0 2 4 6 8
1 0-5% 5,1-25% 25.1-50% 50,1 -75% >75%
2 0-5% 5,1-15% 15,1 -25% 25,1 -50% >50%
3 0-5% 5,1-10% 10,1 -20% 20,1 -30% >30%

a: area de extenséo da lesdo (%)

Baseado nesses atributos e em seus valores aplicam-se as seguintes formulas para

o célculo dos indices sugeridos:
lorgrp = X alt (a org rp alt x w org rp alt)
Iorg =X rp X alt

Em que, org = oOrgdo; rp = padrdo de reacdo; alt = alteragdo; w = valor de

importancia; a = valor de ocorréncia.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Dados referentes aos indices histoldgicos das alteracbes observadas sdo
apresentados com média = SD. Como o conjunto de dados ndo atendeu aos pressupostos
de normalidade/homocedasticidade, foi aplicado o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis,
considerando a significancia para p < 0,05. As diferencas quando ocorreram foram
determinadas pelo pos test Dunn. Esses dados foram analisados estatisticamente com o
programa GraphPad Prism 5.0 (2007).

As comparacOes das alteracdes histologicas observadas foram realizadas
conforme descritas abaixo:

1) Comparacdes dos indices histologicos de cada alteracdo individualmente entre os
trés tratamentos (A, B e C) para as microbacias brasileiras e da mesma forma para
as microbacias paraguais.

2) Comparacdes dos indices histoldgicos para cada tipo de alteracdo dentro de cada
tramento: Grupo A (Brasil); Grupo A (Paraguai); Grupo B (Brasil); Grupo B
(Paraguai); Grupo C (Brasil); Grupo C (Paraguai).

3) Comparagdes dos indices histoldégicos do conjunto (total) de alteracGes
identificadas em cada um dos grupos em separado para cada pais.

As comparacdes do indice Padrdo de Reacdo (RP) foram realizadas conforme
descritas abaixo:

1) Os indices para cada Padrdo de Reacdo observado foram comparados dentro de
cada grupo, comparando-se 0s paises: Grupo A (Brasil e Paraguai); Grupo B
(Brasil e Paraguai); Grupo C (Brasil e Paraguai).

2) Os diferentes Padrdes de Reacao observados foram comparados entre si dentro de
cada grupo individualmente por pais: Grupo A (Brasil); Grupo A (Paraguai);

Grupo B (Brasil); Grupo B (Paraguai); Grupo C (Brasil); Grupo C (Paraguai).

Especificamente para os dados referentes ao indice histoldgico “lorg”, que
também ndo presentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade, os dados foram
transformados em log, antes da analise de variancia paramétrica, ANOVA em modelo
fatorial, considerando fator 1: os paises (Brasil e Paraguai) e o fator 2: o impacto agricola
da microbacia (baixo, medio e alto impacto). Os dados foram analisados estatisticamente

com o programa BioEstat 5.0 (2007).
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4. RESULTADOS

Foi analisado o total de 110 amostras de figado de peixes da espécie Heptapterus
mustelinus coletados nas bacias brasileiras e paraguaias. Na margem brasileira um total
de 56 amostras de peixes, foram coletados em 13 diferentes microbacias. Na margem
paraguaia, um total de 54 amostras de peixes foram coletados em 11 diferentes

microbacias (Tabelas 06 e 07).

Tabela 5 — NUmero de riachos amostrados e total de peixes analisados no lado brasileiro.

@ BRASIL
GRUPO N°. de Riachos (pontos) N°. de Peixes Analisados
A 05 22
B 05 23
C 03 11
TOTAL 13 56

Tabela 6 — NUmero de riachos amostrados e total de peixes analisados no lado paraguaio.

- PARAGUAI
GRUPO N°. de Riachos (pontos) N°. de Peixes Analisados
A 03 14
B 04 20
C 04 20

TOTAL 11 54
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4.1 ALTERACOES HISTOLOGICAS

O figado dos peixes de Heptapterus mustelinus se encontra localizado na parte
anterior do corpo, constituido por 02 I6bulos bem vascularizados (Figura 5A-D). O érgéo
esta conectado a vesicula biliar e ao baco. (Figura 5B,E). As anélises por microscopia de
luz, demonstraram um tecido hepatico tipico dos peixes teledsteos, com hepatdcitos
poliédricos, que podem variar sutilmente de tamanho. Suas células estdo organizadas em

corddes ladeadas por sinuséides (Figura 5F-H).
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Figura 5 - Morfologia do figado de H. mustelinus.

Figura 5 — Morfologia e histologia do figado de H. mustelinus corado com Hematoxilina e Eosina (HE). A:
incisdo. B, C, D: visdo geral do figado (FG); E: figado conectado a vesicula biliar (VSC). F, G, H: tecido
hepético normal, mostrando hepatécito (HP), sinuséide (ponta da seta), corddes (contorno pontilhado). F, G:
500 x; H: 1000 x; C (estereomicroscdpio) 300 X.
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Ainda que em diferentes proporc¢des e em categorias diferentes, foram encontradas
alteraces histologicas em todas as amostras analisadas (Tabela 8). Na maioria delas, foi
possivel observar alteracGes no nucleo como hipertrofia, alteracdo na cromatina e no
formato do nucleo e deslocamento do ndcleo para periferia da célula (Figura 6A-F).
Também foram observadas anormalidades como degeneracao celular (Figura 6G-H). As
outras alteracfes mais comuns encontradas foram: vacuolizagdo do citoplasma (Figura

7A-C); hipertrofia celular (Figura 7D); necrose (Figura 7E,F); hemorragia (Figura 7 G,H).
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Tabela 7 - — Frequéncia (%) das alteracdes histoldgicas identificadas em amostras de figado de H. mustelinus coletados em margens brasileiras e paraguaia da BP3.

TRATAMENTO DISTURBIOS MUDANCAS REGRESSIVAS ALTERACOES
CIRCULATORIOS PROGRESSIVAS
Hemorragia Necrose Degeneracéo Alteracdo de Nucleo Alteracdo na Arquitetura Hipertrofia Celular
Vacuolar (Formato; Alteragdo B
. Cromatina; Nucleo Periférico; (Degeperas;ao Celular €
(citoplasma) Atrofia; Hipertrofia). Desorganizacdo dos Corddes)
MBR-A 22.73% 31.82% 36.36% 100.00% 72.73% 22.73%
&
(N total = 22) (n=05) (n=07) (n =08) (n=22) (n=16) (n=05)
MBR - B 26.09 39.13% 100.00% 69.57% 43.48%
(N total = 23) (n=06) (n=09) (n=23) (n=16) (n=10)
MBR-C 18.18% 09.09% 09.09% 100.00% 54.54% 45.45%
(N total = 11) (n=02) (n=01) (n=01) (n=11) (n =06) (n=05)
MPY -A £ 33.33% 13.33% 73.33% 100.00% 78.57% 20.00%
w
(N totar = 14) (n=05) (n=02) (n=11) (n=14) (n=11) (n =03)
MPY - B 20.00% 25.00% 65.00% 100.00% 85.00% 45.00%
(N totar = 20) (n=04) (n=05) (n=13) (n=20) (n=17) (n=09)
MPY -C 30.00% 30.00% 35.00% 100.00% 75.00% 50.00%
(N total = 20) (n =06) (n =06) (n=07) (n=20) (n=15) (n=10)

Tabela 7 — Frequéncia (%) das alteragfes histolégicas em amostras hepéticas de H. mustelinus nos diferentes grupos - A: bacias ndo agricolas com baixa contaminagdo de
micropoluentes; B: bacias agricolas com média contaminag&o de micropoluentes; C: bacias agricolas com alta contaminagéo de micropoluentes. MBR: bacias do Brasil; MPY: bacias

do Paraguai; n: nimero de amostras.
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Figura 6 - AlteracGes histologicas de figado em H. mustelinus (ntcleo e degeneragao celular)
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Figura 6 — Histologia do figado de H. mustelinus corado com Hematoxilina e Eosina (HE). A, C, D:
hipertrofia nuclear (HN) (seta); B: alteragdes na cromatina (CT) (seta); E: alteragBes no formato do nucleo
(FN) (seta); F: deslocamento do nicleo para periferia (N.PF) (seta); G, H: degeneracdo celular (seta). A e B:
500x: C — H: 1000x.




Figura 7 - Alterag@es histoldgicas de figado em H. mustelinus (vacuolizagéo, necrose e hemorragia).

Figura 7 — Histologia do figado de H. mustelinus corado com Hematoxilina e Eosina (HE). A, B, C:

Degeneracdo vacuolar (VC); D: hipertrofia celular (H.C) (seta); E, F: necrose (NC) (seta); G, H:
hemorragia (HEM); (A: 100x); (B, F, H: 500 x); (E, G: 200 x); (C, D: 1000 x).
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Apesar das alteracGes terem sido observadas em todas as amostras hepaticas, nem
todas elas foram estatisticamente significativas, uma vez que a metodologia utilizada
(BERNET et al., 1999) atribui score igual a zero para as alteragdes que ocorreram em até
5% da extensao do corte histoldgico analisado, conforme (Tabela 5). Desse modo, embora
aocorréncia das alteracdes conste nos resultados em termos de sua frequéncia (em relacéo
otal das amostras analisadas) (Figura 8 e Tabela 8), nem sempre foram gerados indices

(forg rp; lorg) cOm 0 valor acima de zero.
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Figura 8 — Frequéncia de alteracdes histoldgicas identificadas em amostras de figado de H. mustelinus, coletados em margens brasileira (A) e paraguaia (B).
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O perfil total das alteracdes histologicas observadas nas microbacias brasileiras e

paraguaias esta demonstrado nas figuras 9 e 10.

As analises quantitativas (indices) dessas anormalidades histoldgicas das amostras
de figado dos diferentes grupos foram comparadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis / Dunn.

1 — Allteracédo histoldgica (tipos observados) comparados individualmente entre

os diferentes grupos (A, B e C), andlise por pais:

As microbacias brasileiras (MBRa, MBRb, MBRc) e microbacias paraguaias
(MPYa, MPYb e MPYc) ndo demonstraram diferencas significativas, quando cada tipo
de alteracdo observada é comparado entre os diferentes grupos (A, B e C), para cada um
dos paises analisados individualmente (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 -Perfil dos indices histoldgicos das alteragdes: Hemorragia, Deg. Vacuolar e Alteracdo na Arquitetura do Tecido em H. mustelinus (BR e PY).
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Figura 9- indices histolégicos (médias e SD superior) das alteracdes: Hemorragia, Degeneracio Vacuolar e Alteragdo na Arquitetura observadas em amostras de figado
de H. mustelinus. a- verde- bacias ndo agricolas com baixa contaminacdo de micropoluentes; b- amarelo- bacias agricolas com média contaminagdo de micropoluentes;
c-vermelho- bacias agricolas com alta contaminagéo de micropoluentes. A: Microbacias do Brasil (MBR). B: Microbacias do Paraguai (MPY). Teste de Kruskal- Wallis
/ Dunn. P< 0.05 (*), P<0.01 (**) e P<0.0001(***); NS: sem diferengas significativas.
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Figura 10 — Perfil dos indices histologicos das alteragdes: Hipertrofia Celular, Alt. Nicleo e Necrose em H. mustelinus (BR e PY)
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Figura 10 — Indices histoldgicos (médias e SD superior) das alteragdes: Hipertrofia Celular, Alt.do Nicleo e Necrose observadas em amostras hepaticas de H.
mustelinus. a- verde- bacias ndo agricolas com baixa contaminagdo de micropoluentes; b- amarelo- bacias agricolas com média contaminacdo de micropoluentes; c-
vermelho- bacias agricolas com alta contaminagdo de micropoluentes. A: Microbacias do Brasil (MBR). B: Microbacias do Paraguai (MPY). Teste de Kruskal- Wallis

/ Dunn. P< 0.05 (*), P<0.01 (**) e P<0.0001(***); NS: sem diferencas significativas.
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2 — Observacao individual das alteracdes histologicas: Hemorragia, Degeneracéo

Vacuolar e Alteragdo na Arquitetura do Tecido.

As alteracdes histologicas hemorragia, degeneracdo vacuolar e alteracdo na
arquitetura do tecido, foram observadas em todas as microbacias tanto do Brasil quanto
do Paraguai (Figura 11A,B,C). No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas quando os valores médios dos indices de cada uma dessas alteracdes séo

comparados dentro de cada grupo comparando-se 0S paises.
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Figura 11 — Comparacdo (Br x Py) do indice histoldgico das alteragdes: Hemorragia, Deg. Vacuolar e Alt. na Arquitetura dentro de cada grupo.
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Figura 11 — Br x Py: indices das alteracdes histolgicas (médias e SD superior) de amostras de figado em H. mustelinus A:
Hemorragia. B: Degeneragdo Vacuolar. C: Alteracdo na Arquitetura do tecido. (MBR): microbacias brasileiras. (MPY):
microbacias paraguaias. a- verde- bacias ndo agricolas com baixa contaminacao de micropoluentes; b- amarelo- bacias agricolas
com média contaminagdo de micropoluentes; c-vermelho- bacias agricolas com alta contaminacéo de micropoluentes.. ANOVA,
Teste de Kruskal- Wallis / Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***); NS: sem diferencas significativas.
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3 — Observacdo individual das alteracdes histoldgias: Hipertrofia Celular,

Alteracdo Nuclear e Necrose.

Alteracdes do tipo hipertrofia celular ndo foram observadas nas amostras do grupo
MPYa (Paraguai) e MBRc (Brasil) (Figura 12A). No entanto, as alteragdes nucleares
foram observadas em todas as microbacias dos dois paises (Figura 12B).
Especificamente, a necrose s6 ndo foi observada nas amostras de figado do grupo MBRb

(médio impacto) da margem brasileira (Figura 12C).

Observa-se uma frequéncia aumentada de alteragdes do tipo necrose no grupo
MBRa (5,45 +9,61) em relacdo ao grupo MPYa (1,71 +4,36) conforme figura 12C.
Embora exista essa tendéncia indicada pelo indice histologico, ndo foram observadas
diferencas significativas quando os valores medios dos indices de cada uma dessas
alteracOes sdo comparados dentro de cada grupo comparando-se 0s paises. Tal fato esta
relacionado a heterogeneidade amostral dentro de cada grupo evidenciado pelos altos

desvios padrdes (Tabela 9).
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Figura 12 - Comparagéo (Br x Py) do indice histol4gico das alteragdes: Hip. Celular, Alt. Nuclear e Necrose dentro de cada grupo.
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Figura 12 - Br x Py: indices das alteragdes histoldgicas (médias e SD superior) de amostras de figado em H. mustelinus A: Hip. Celular.
B: Alt. Nucleo. C: Necrose. (MBR): microbacias brasileiras. (MPY): microbacias paraguaias. a- verde- bacias ndo agricolas com baixa
contaminagdo de micropoluentes; b- amarelo- bacias agricolas com média contaminagdo de micropoluentes; c-vermelho- bacias agricolas
com alta contaminagdo de micropoluentes.. ANOVA, Teste de Kruskal- Wallis / Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***); NS:
sem diferencas significativas.
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Tabela 8 — Indices histoldgicos (médias e desvio padréo) das alteracdes de amostras de figado em H. mustelinus coletados no Brasil e Paraguai.

Alterac6es Brasil Paraguai

Histologicas MBR a MBR b MBR ¢ MPYa MPY b MPY ¢
(n=22) (n=22) (n=11) (n=14) (n =20) (n=20)

Hemorragia 1.09 £2.29 1.13 +2.47 0.91+2.43 1.00 +2.32 0.90 £2.10 0.60 +1.31

Necrose 5.45 +9.61 0.00 +0.00 0.55+1.81 1.71 +4.36 2.40 £6.28 5.10 £8.77

Degeneragao Vacuolar 1.09 £2.02 0.96 £2.33 0.36 £1.21 1.00 +1.88 1.10 +2.00 0.90 +2.10

Alteracdes de Nucleo 4.55 +2.56 4.52 +3.48 5.09 +2.59 6.00 +4.90 5.00 +3.64 4.20 £2.75

Alteracdes de 0.82£1.18 0.61+£1.53 0.55+0.93 1.14 +1.51 0.80 £1.36 1.00 £1.38

Arquitetura

Hipertrofia Celular 0.18 +0.85 0.70 £2.30 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.10 £0.45 0.40 +0.82

Valores representam as médias e desvio padrdo £SD. Os valores entre parénteses representam n: nimero de amostras. a: bacias ndo agricolas com baixa contaminagéo
de micropoluentes; b: bacias agricolas com média contaminacéo de micropoluentes; c: bacias agricolas com alta contaminagdo de micropoluentes. MBR: bacias do Brasil; MPY:
bacias do Paraguai.
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3 — Conjunto (total) das alteracdes histoldgicas observadas em cada grupo.

Quando os diferentes tipos de alteragdes sdo comparados entre si dentro de cada
grupo (A, B e C), individualmente por pais, foi possivel observar diferencas

significativas. (Figuras 13, 14 e 15).

As alteracGes nucleares foram as anormalidades mais frequentes e com maiores
indices histolégicos (médias) observadas na maioria dos grupos conforme figuras 13, 14
e 15. As excegdes ocorreram nas microbacias MBRa (Brasil) e MPY ¢ (Paraguai) (Figuras
13A e 15B). Nestes dois grupos os indices médios para necrose foram maiores em relagdo
as alteracdes nucleares. Assim, no grupo MBRa as diferencas estatisticas foram entre
necrose e alteracdes nucleares (p: 0,01) (Figura 13A) e embora exista maior tendéncia
para necrose no grupo MPYc (média 5.10) em relacdo as altera¢cdes nucleares (média
4,20), diferencas estatisticas nao foram observadas (Figura 15B).

Portanto, com excecdo de MBRa e MPYc, para os demais grupos (MBRb, MBRc,
MPYa, MPYb) as alteracdes nucleares foram o tipo de alteracdo com os maiores indices
histoldgicos e demonstraram diferencas significativas quando comparada aos demais
tipos de alteracbes observadas (hemorragia, degeneracdo vacuolar, alteracdo na

arquitetura do tecido, hipertrofia celular e necrose) (Figuras 13B; 14AB; 15A).




Figura 13 — Comparacéo das alteragdes histoldgicas em H. mustelinus nas Microbacias agricolas de baixo impacto de micropoluentes.
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Figura 13 — Compracdo das alteracdes histolégicas (média e SD superior) observadas em amostras de figado em H. mustelinus. A: Microbacias do Brasil em area
ndo agricola e baixa contaminacdo de micropoluentes (MBr_a). B: Microbacias do Paraguai em area ndo agricola e baixa contaminacdo de micropoluentes
(MPY_a). Analises estatisticas, baseadas nos testes de variancia ANOVA, Teste de Kruskal- Wallis com multiplas comparag6es, com pés teste de Dunn. P< 0,05
(*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***), NS: sem diferencas significativas.
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Figura 14 - — Comparagdo das alterages histologicas em H. mustelinus nas microbacias agricolas e de médio impacto de micropoluentes.
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Figura 14 - Comparagdo das alteracBes histologicas (média e SD superior) observadas em amostras de figado em H. mustelinus. A: Microbacias do Brasil em area
agricola e média contaminacdo de micropoluentes (MBr_b). B: Microbacias do Paraguai em &rea agricola e média contaminacdo de micropoluentes (MPY _b).
Andlises estatisticas, baseadas nos testes de variancia ANOVA, Teste de Kruskal- Wallis com multiplas comparacfes, com p6s teste de Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01
(**) e P<0,0001(***), NS: sem diferencas significativas.
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Figura 15- Comparacéo das alteragdes histoldgicas em H. mustelinus nas microbacias agricolas e de alto impacto de micropoluentes.
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Figura 15- Comparacéo das alteragdes histologicas (média e SD superior) observadas em amostras figado em H. mustelinus.A: Microbacias do Brasil em rea agricola
e alta contaminacdo de micropoluentes (MBr_c). B: Microbacias do Paraguai em area agricola e alta contaminacdo de micropoluentes (MPY_c). Andlises estatisticas,
baseadas nos testes de variancia ANOVA, Teste de Kruskal- Wallis com maltiplas comparacdes, com pds teste de Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***),
NS: sem diferencas significativas.
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4.2 INDICES HISTOLOGICOS

O indice lorg.rp “Padriao de Reagdo” permite expressar as lesGes por tipo de
reacdo, possibilitando a comparacao entre os padrfes (importéncia e a frequéncia de
ocorréncia). Foram observadas alteracdes histologicas associadas aos seguintes padrdes
de reacdo: Distarbios Circulatérios (RP1); Alteracbes Regressivas (RP2); Mudancas
Progressivas (RP3). No entanto, ndo foram observadas alteraces associadas aos padroes:
Inflamacdes (RP4) e Tumores (RP5) (Figura 16).
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Figura 16 - indice histologico: Padréo de Reagdo em H. mustelinus.
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Figural6 - Perfil histol6gico (média e SD superior) para o indice: Padrdo de Rea¢do de figado em H. mustelinus. A- MBR: microbacias brasileiras. B - MPY:
microbacias paraguaias-. a -Colunas em verde- bacias ndo agricolas com baixa contamina¢do com micropoluentes; b -colunas em amarelo microbacias agricolas
com média contamina¢do com micropoluentes; ¢ -colunas emvermelho- bacias agricolas com alta contaminacdo com micropoluentes. RP1 — Disturbios
Circlatorios; RP2 — Mudancas Regressivas; RP3 Alteracdes Progressivas.
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1 — Padrdes de Reacdo: RP1, RP2 e RP3 comparados individualmente dentro de
cada grupo em relacéo aos paises.

Né&o foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre os padrdes de
reacdo quando esses indices sdo comparados dentro de cada grupo entre os dois paises:
Brasil e Paraguai (Figura 17).

Quando observamos os padrbes de reacdo, RP1, RP2 e RP3 de cada grupo,
observa-se uma tendéncia aumentada para alguns desses grupos quando sdo comparados
entre Brasil e Paraguai. Em RP1 essa tendéncia é observada nos indices entre as
microbacias de alto impacto: MBRc (média 0,91) e MPY ¢ (média 0,60), conforme figura
17 A. Em RP2 entre as microbacias baixo impacto: MBRa (média 4,55) e MPYa (média
3,14) e microbacias de médio impacto: MBRb (média 2,76) e MPYb (média 3,51),
conforme figura 17 B. Esta tendéncia também é observada em R3 porém nos 03 grupos:
baixo impacto MBR a (média 0,18) e MPYa (média 0,00); médio impacto: MBRb (média
0,70) e MPYb (média 0,10) e alto impacto MBRc (média 0,00) e MPYc (0,40) (Figura
17 C).

Embora exista essa tendéncia observada em RP1, RP2 e RP3, indicada pelas méias
dos indices histoldgicos (RP), diferencas significativas ndo ocorreram em virtude da
heterogeneidade amostral dentro de cada grupo evidenciado pelos altos desvios padrbes
(Tabela 10).
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Figura 17- Padrbes de Reacdo para os diferentes grupos, analise: MBR x MPY.
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Figura 17 — Padréo de reacdo (média: SEM) de figado emH. mustelinus. A: RP1 - Disturbios Circulatérios (BR x PY). B: RP2 -
Mudancas Regressivas (BR x PY). C: RP3 - AlteracBes Progressivas (BR x PY). a- verde- bacias ndo agricolas com baixa
contaminacdo com micropoluentes; b- amarelo- bacias agricolas co média contamina¢do com micropoluentes; c-vermelho- bacias
agricolas com alta contaminacdo com micropoluentes. Analises estatisticas, baseadas nos testes de variancia ANOVA, Teste de
Kruskal- Wallis com multiplas comparagdes, com pés teste de Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***).
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Tabela 9 - indice Histologico (médias e desvio padréo): Padréo de reacio das amostras hepaticas de H. mustelinus coletados no Brasil e Paraguai

indie Histologico Brasil Paraguai
Padrio de Reacio MBRa MBRb MBRc MPYa MPYb MPYc
¢ (n =22) (n =23) (n=11) (n = 14) (n = 20) (n = 20)
Irpl - Distdrbios
Circulatérios 1.09 £2.29 1.13 £2.47 0.91£2.43 1.00 £2.32 0.90 £2.10 0.60 £1.31

Irp2 - Mudancas
Regressivas 4.55 +3.33 2.76 £2.41 4.29+2.44 3.14£2.31 3.51+2.89 4.26 £3.21

Irp3 - Alteraces
Progressivas 0.18 £0.85 0.70 £2.30 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.10 £0.45 0.40 £0.82

Valores representam as médias e desvio padrdo +SD. Os valores entre parénteses representam n: nimero de amostras. a: bacias ndo agricolas com baixa
contaminacdo de micropoluentes; b: bacias agricolas com média contaminagdo de micropoluentes; c: bacias agricolas com alta contaminagdo de
micropoluentes. MBR: bacias do Brasil; MPY': bacias do Paraguai.
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2 — Conjunto de Padrbes de Reacdo observados dentro de cada grupo, analise

individual por pais.

Quando os padrdes de reacdo observados (RP1, RP2 e RP3) sdo comparados entre
si dentro de cada grupo, analisando-se cada pais individualmente, os maiores indices
foram observados nas alteragdes histoldgicas enquadradas no Padrédo de Reacdo RP2 —
Alteracdes Regressivas, em todos os niveis de impactos nas microbacias do Brasil e do
Paraguai (Figuras 18 e 19). Assim, as alteracdes regressivas foram as anormalidades
histologicas que mais contribuiram para o dano geral do figado de H. mustelinus nas
diferentes microbacias. As diferencas significativas foram observadas dentro de cada
grupo (A, B e C) quando o indice RP2 é comparado com os demais padrdes de reacao:

Disturbios Circulatérios (RP1) e Mudancas Progressivas (RP3) (Figuras 18 e 19).

As alteracdes enquadradas no padrdo de reacdo, Alteracdes Progressivas (RP3),
ndo foram observadas no grupo MPYa do Paraguai (Figura 18B) e para o Brasil no grupo
MBRc (Figura 18C).

Figura 18 - Perfil histologico para os indices de padrdo de reacdo RP1, RP3 e RP3 para as microbacias de baixo impacto de
micropoluentes (Brasil e Paraguai).
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Figura 18- Padrdo de reacdo (média e SD superior) em figado de H. mustelinus coletados nasmicrobacias da BP3. A:
MBRa — microbacias do Brasil em areas ndo agricolas com baixo impacto de micropoluentes, B: MPYa - microbacias
do Paraguai em dreas ndo agricolas com baixo impacto de micropoluentes. RP1 — Disturbios Circulatérios. RP2 —
Mudancas Regressivas. RP3 — Alteracfes Progressivas. Andlises estatisticas, baseadas nos testes de variancia ANOVA,
Teste de Kruskal- Wallis com multiplas comparag@es, com pds teste de Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***).
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Figura 19 - Perfil histologico para o indice padrdo de reacdo RP1, RP2 e RP3 para as microbacais de médio e alto impacto d
(Brasil e Paraguai).
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Figura 19— Padréo de reagdo (média e SD superior) em figado de H. mustelinus coletados nas microbacias da BP3. A e
B: (em amarelo) — microbacias em areas agricolas com médio impacto de micropoluentes, C e D: (em vermelho) -
microbacias em areas agricolas com alto impacto de micropoluentes. RP1 — Disturbios Circulatorios. RP2 — Mudancas
Regressivas. RP3 — Alteragdes Progressivas Analises estatisticas, baseadas nos testes de variancia ANOVA, Teste de
Kruskal- Wallis com multiplas comparagdes, com pos teste de Dunn. P< 0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,0001(***).
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O indice histologico lorg permite verificar o grau de dano no 6rgéao investigado,
nesse caso o figado em H. mustelinus. Embora ndo fossem observadas diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes grupos e entre os paises como mostra a figura
20, baseando-se nas médias de lorg dos grupos, nota-se uma tendéncia de maior dano
para as amostras coletadas no tratamento MBRa (média 5,82 +5,54) para margem do
Brasil (Tabela 10).

Figura 20- indice histoldgico para dano no figado (lorg) em H. mustelinus.
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Figura 20 — lorg: indice do dano no 6rgio (média e SD superior) em figado de H. mustelinus coletados em diferentes
microbacias da BP3 nas margens Brasil (MBR) e Paraguai (MPY). a- verde- bacias ndo agricolas com baixa
contaminacdo com micropoluentes; b- amarelo- bacias agricolas com média contaminagdo com micropoluentes; c-
vermelho- bacias agricolas com alta contaminagdo com micropoluentes. Andlises estatisticas, baseadas nos testes de
variancia ANOVA, Teste de de Kruskal-Wallis com mdltiplas comparagdes com poés teste de Dunn. P<0.05(*),
P<0.01(**). P<0.0001(***).

Tabela 10 - indice lorg correspondente ao grau de dano no figado de H. mustelinus nos diferentes grupos
do Brasil e Paraguai.

indice Histoldgico Grupo a Grupo b Grupoc
lorg_MBR 5.82 +5.54 459 +5.95 5.20 +2.54
(n=22) (n=23) (n=11)
lorg_ MPY 4.14 +4.06 451 £4.08 5.26 £3.78
(n=14) (n =20) (n=20)

Valores representam as médias e desvio padrdo +SD de lorg. Os valores entre parénteses representam n:
nimero de amostras. a: bacias ndo agricolas com baixa contaminacdo de micropoluentes; b: bacias
agricolas com média contaminagdo de micropoluentes; c: bacias agricolas com alta contaminacao de
micropoluentes. MBR: bacias do Brasil; MPY: bacias do Paraguai.
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Como forma de se testar o efeito das variaveis: paises (Brasil e Paraguai) e
impacto agricola da microbacia (a; b; ¢) sobre os achados histologicos (lorg), foi aplicado
o teste ANOVA em modelo Fatorial. Os dados do indice lorg foram verificados quanto
ao atendimento aos pressupostos de homogeneidade de variancias (teste de Levene) e
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e apos transformacdes de logaritmizacdo atendeu

aos requisitos necessarios para a aplicacao desse teste estatistico.

Os resultados demonstraram uma interacdo positiva entre lorg e 0s paises
investigados, tendo seu efeito observado entre as microbacias com baixa contaminacao.
Para estas microbacias brasileiras (MBRa) lorg foi maior quando comparado com o
Paraguai (MPYa) (Figura 21).

Figura 21— indice histoldgico de dano no figado frente as variaveis testadas.

Interacao de Fatores: lorg
Brasil & Paraguai

6.59
-o- BRASIL

6.0 A o
5.5- C

5.0-

4.5- -
N

4.0+ A

lorg

BRASIL PARAGUAI

Figura 21- Interacdo de fatores das variaveis: paises e impacto agricola das microbacias. A (em verde) — microbacias ndo
agricolas com baixo impacto de micropoluentes. B: (em amarelo) — microbacias em &reas agricolas com médio impacto
de micropoluentes, C (em vermelho) - microbacias em éreas agricolas com alto impacto de micropoluentes. lorg — indice
de dano no 6rgdo (figado). Andlises estatisticas, baseada no teste de variancia ANOVA, modelo Fatorial:
interacdosignificativa entre microbacias A (Brasil e Paraguai).
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5. DISCUSSAO

Considerando que a area de estudo estd localizada em uma regido com uma
proeminente atividade agropecudria, que faz uso de agrotdxicos no processo de producao
e ainda que as areas de entorno da maioria dessas microbacias investigadas sdo
constituidas de areas agricolas, este cenario nos permite entender a ocorréncia confirmada
de compostos micropoluentes nos riachos associadas a essas agOes/atividades
(antropogénicas) que ocorrem na regido em torno do reservatério da Itaipu. No entanto,
ao compararmos individualmente a ocorréncia desses compostos em cada pais, nota-se
um maior nimero destes micropoluentes nas microbacias brasileiras (36 compostos) em
relacdo as microbacias do Paraguai (22 compostos), sugerindo assim, que as areas
estudadas do lado brasileiro podem estar potencialmente mais impactadas e

possivelmente mais susceptiveis aos efeitos da presenca desses contaminantes.

A histologia tem se mostrado uma ferramenta bioindicadora confidvel e
amplamente utilizada nos estudos ecotoxicoldgicos, seja para estudos em ambientes
controlados (BALLESTEROS et al., 2007; FERNANDES et al., 2007; ANNABI et al.,
2011; ZENI et al., 2016) ou para experimentos em campo (STENTIFORD et al., 2003;
RAUTENBERG, et al., 2015; CAMARGO; MARTINEZ, 2007; MARCHAND et al.,
2009; MCHUGH et al., 2011). As investigacGes histoldgicas realizadas por inimeros
grupos de pesquisa indicam que o figado pode ser um 6érgdo sensivel a fatores
xenobidticos no ambiente (MARCON, et al., 2009; VALON, et al., 2013; PEREIRA,
2014; YANCHEVA, et al., 2016). Dentre as alteracGes histologicas mais encontradas em
estudos de figado de pexies expostos a pesticidas, a hipertrofia celular, degeneracdo
vacuolar, alteracdo do nucleo, alteracdo na arquitetura do tecido, hemorragia e necrose,
sdo as mais frequentes (MELA, et al., 2013; SARAIVA, et al., 2015; VREYS, et al.,
2019).

Uma vez que a necrose se trata de uma alteracdo néo reversivel, portanto de grande
impacto a saude do organismo (MCHUGH et al., 2011) por estar relacionada a resposta
a exposicBes crbnicas de diversos pesticidas, metais pesados e aguas residuais
(TRONCOSO, et al., 2012; RAUTENBERG, et al., 2015), bacias que apresentam um
perfil de impacto ecologico distinto, como é o caso das microbacias MBRa e MPYc, ndo

era esperado que apresentassem semelhancas (na frequéncia desta anormalidade). No
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presente estudo, entretanto, observou-se que o indice para necrose no figado de H.
mustelinus se mostrou mais evidente nesses dois grupos de cada pais: MBRa (baixo
impacto na margem brasileira) (média = 5.45 +9,61) e MPYc (alto impacto na margem
paraguaia) (média = 5.10 £8.77). Esses dados sugerem que para esse critério (ocorréncia
de necrose), bacias brasileiras consideradas aqui como de baixo impacto antrépico podem
apresentar caracteristicas de impacto semelhante aos observados em bacias do Paraguai
caraterizadas, conforme critérios estabelecidos nesse trabalho, como ambientes de alto
impacto ecologico. Se observamos também os resultados de micropoluentes para esses
dois grupos, os resultados apontam um nimero bem préximo de compostos identificados,
MBRa com 18 micropoluentes idenficados e MPY ¢ com 16 micropoluentes identificados,
0 que sugere que as alteracBes histoldgicas estdo mais relacionadas ao critério de

micropoluentes do que a paisagem das microbacias.

Surpreendentemente, a necrose, considerada uma alteracdo de grande impacto a
salde do individuo, ndo foi registrada no grupo de peixes da microbacia MBRDb, ainda
que este ambiente tenha apresentado um maior nimero de micropoluentes detectados
(26), quando comparados as bacias MBRa e MPYc (18 e 16) compostos identificados
respectivamente) e que, em contraste, registraram nas analises histologicas as maiores
médias de ocorréncia para necrose, respectivamente 5.45 e 5.10 (indices de alteracGes).
Desse modo, a realizacdo de analises quantitativas em relacdo a concentracdo de
micropoluentes é necessaria para elucidar se tais fatos estdo ou nao relacionados a
influéncia de micropoluentes especificos, bem como a interacao entre eles no ecossistema
local. Em estudos com Prochilodus lineatus confinados em riachos e préximos a areas
agricolas, as analises quimicas da dgua demonstraram que a concentracdo de alguns
contaminantes variou com o tempo em virtude da interferéncia da atividade agricola e as
alteracdes histoldgicas também parecem sofrer essa variacdo, resultando em danos mais

expressivos nos periodos de concentracdo mais alta de poluentes (VIERIA, et al., 2019).

Quando avaliamos o perfil histologico de degeneracdo vacuolar no figado,
observa-se uma frequéncia indiscriminada em todos o0s grupos das bacias investigadas.
Acredita-se que esse perfil histologico possa decorrer da metabolizagdo anormal de
lipideos, podendo resultar no deslocamento do nucleo para a periferia, bem como, na
degeneracdo citoplasmatica (MELA et al., 2013; YANCHEVA et al.,, 2016). A
vacuolizagdo pode ocorrer em decorréncia de acimulo de glicogénio ou lipideo devido a

ingestdo de energia acima da demanda metabolica, comumente observada em peixes em
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cativeiro ou tambem estar associada a um mecanismo de defesa do organismo contra a
acdo de compostos quimicos lipofilicos (WOLF, et al., 2014). Segundo MELA et al.
(2013), para que isso ocorra, os lipideos requerem a porcao lipo-soltvel do poluente,
minimizando seus efeitos. No entanto, alguns autores descrevem que essa alteracao pode
estar relacionada a uma caracteristica comum a algumas espécies, estando associados a
sua fisiologia normal (WOLF, et al. 2014; COLIN, et al., 2016). Vreys, et al., (2019)
trabalharam com biomarcadores histoldgicos em H. mustelinus coletados em campo e,
embora também tenham identificado degeneracgéo vacuolar (lipidica e hidrdpica), esta foi
observada apenas em alguns dos individuos analisados no respectivo estudo, o que sugere
ndo ser uma caracteristica fisiolégica normal para esta espécie, mas sim resultado da
presenca de micropoluentes. Assim a alta frequéncia de degeneracéo vacuolar observada
no presente estudo, pode indicar uma relagdo com a presenca de contaminantes nesses

locais.

Segundo Marchand et al., (2009), estressores estdo associados a alteragcdes nos
hepatocitos e podem ser observadas ndo somente no citoplasma, mas também no ndcleo,
sendo que essas Ultimas (alteracdes nucleares) refletem uma resposta importante do
0rgdo, pois a progressao dessas anormalidades pode comprometer o funcionamento do
figado, caso a exposicdo ao agente estressor seja mantida (CAMARGO, MARTINEZ,
2007; YANCHEVA et al., 2016). Foram observadas alteracdes nucleares em 100% dos
individuos analisados, portanto, em todos 0s grupos (a, b e ¢) de ambos paises. Resultados
semelhantes nos quais alteracGes nucleares apareceram com maior frequéncia, também
foram observados em experimentos com Gambusia affinis (ANNABI et al., 2011), sob
exposicdo aguda a Cadmio, e Clarias gariepinus (MARCHAND et al., 2009) em aguas
eutrofizadas, onde se observou uma hipertrofia nuclear bem evidente nos hepatdcitos.
AlteracBes do nucleo, como hipertrofia nuclear, também registrada em todas as
microbacias analisadas nesse estudo, podem estar associadas a distarbios na regulacdo
osmotica na membrana dos hepatdcitos, assim como a uma etapa preliminar a necrose e
morte celular (CAMARGO, MARTINEZ, 2007; YANCHEVA, et al., 2016). Assim, 0
registro de alteracdes nucleares em todos os individuos da bacia, € um possivel indicativo
de resposta do 6rgéo a presenca dos micropoluentes, e talvez sejam etapas preliminares
de processos degenerativos mais graves causados pela presenca de contaminantes,

considerando que estes foram detectados em todos esses locais.
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Sob a perspectiva proposta por Bernet et al. (1999), também adotada nesse estudo,
podemos ainda considerar as alteragdes nucleares, tdo evidentes nesse estudo, como
alteragBes funcionalmente importantes, uma vez que, segundo o préprio autor, podem
resultar na reducéo ou perda funcional de um o6rgao (apesar de serem consideradas como
reversiveis, na maioria dos casos, se 0 agente estressor € neutralizado). Nesse sentido,
seria importante considerar a repeticdo das analises (histologicas e quimica na agua) para
verificar a influéncia da sazonalidade sobre estas respostas bioldgica. Considerando que
a ocorréncia dos micropoluentes esteja diretamente relacionada a aplicacdo de
agrotoxicos, os periodos em que esses ndo ocorrem ou sejam minimos (na area de entorno
do reservatério da ltaipu), poderiam resultar em alteracbes nucleares
correspondentemente reduzidas. Assim, para analisar tal relacdo, é fundamental
estabelecer novas coletas em periodos baseados no calendario agricola brasileiro para os
principais cultivos da regido (milho e soja por exemplo), uma vez que no Brasil este
calendario ja é bem estabelecido (julho e setembro, correspondente ao periodo do vazio
sanitario; outubro e novembro, correspondente ao periodo da safrinha) (IAPAR, 2020),

embora o Paraguai ndo siga esta mesma metodologia sazonal de cultivo.

A ocorréncia das alteracdes histolégicas enquadradas em trés dos padrfes de
reacdo RP1, RP2 e RP3, também foram encontradas em resultados de outros
experimentos, como em analise do efeito de atrazina em Rhamdia quelen (MELA et al.,
2013); DDT em Hydrocynus vittatus (MCHUGH et al., 2011) e pesticidas em Gambusia
affinis (RAUTENBERG, et al., 2015). Nas microbacias investigadas, alteracoes
associadas a tais padroes de reacdo podem indicar um perfil histolégico mais relacionado
a processos moderados de respostas ao impacto antropogénico, uma vez que alteracdes
descritas no padrdo de reagdo RP5 “Tumores”, sS40 mais comuns a exposi¢do de longo
prazo em ambientes cronicamente impactados (OLIVEIRA-RIBEIRO, et al., 2005), ndo
foram detectadas no presente estudo.

Entre os trés padrdes observados, o padrao RP2 “alteragdes progressivas” foi o
mais evidente, estando presente em todos 0s grupos investigados, tanto para Brasil como
para o Paraguai. Esses dados estdo de acordo com outros estudos de campo, como 0s
encontrados em Gambusia affinis e Clarias gariepinus, que também demonstraram
alteraces progressivas como as mais frequentes em peixes coletados nos locais mais
impactados, sendo também as mais significativas em relacdo aos demais padrdes de
reacdo (MARCHAND, et al., 2009; RAUTENBERG, et al., 2015). Portanto, no presente
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estudo, os indices de RP2 contribuiram mais para os valores gerados para lorg, indice que
reflete o grau do dano geral do 6rgdo. Esses resultados estdo de acordo com os achados
observados em pesquisa com H. mustelinus coletados em riachos da Argentina (VREYS
et al, 2019), reforcando que tais alteracdes histologicas podem ser evidéncias mais

frequentes dos efeitos da presencga de contaminantes na agua.

A interacdo observada entre a variavel: paises (Brasil e Paraguai), pode
demonstrar através do indice de lesdo hepatico “lorg”, que os peixes coletados nas
microbacias brasileiras MBRa apresentaram o figado mais comprometido do que os
peixes coletados nestas mesmas microbacias do lado paraguaio. Esses resultados também
podem estar associados a diferenca observada em relagcdo ao numero de micropoluentes
detectados nestas microbacias, sendo 18 no Brasil e 10 no Paraguai. Isso reforca a
indicacdo da relacdo de efeito da presenca destes compostos contaminantes na ocorréncia
de lesBes do figado em H. mustelinus, observados nesse estudo.

Resultados semelhantes também foram observados pelo grupo de pesquisa’
“Andlise do potencial mutagénico e genotdxico dos micropoluentes dos riachos do Parand 3
Brasil e Paraguai em sangue de Heptapterus mustelinus”, que realizou analises mutagénicas
em eritrdcitos quanto a ocorréncia de anormalidades nucleares e miconucleos, utilizando
os mesmos individuos (peixes) desse estudo. Os resultados obtidos nessas anélises (dados
ainda ndo publicados) demontraram diferercas significativas (P<0,01) de microndcleos
(MN) observados nos individuos coletados nas microbacias MBRa e MPYa, indicando
que bacias brasileiras menos impactadas (MBRa) podem ter influéncia de mais fatores
xenobioticos no ambiente do que nas bacias MPYa.

Biomarcadores sdo indicadores bioldgicos que respondem de varias maneiras aos
efeitos da exposicdo a um estressor (YANCHEVA, et al., 2016). Neste sentido, 0s
resultados obtidos pelo teste de MN estdo de acordo com os achados histoldgicos,
especificamente em relacdo ao indice lorg, que por meio do teste de interagdo dos dados
com as variaveis “paises” e “impactos agricola das microbacias (a; b; ¢)”, demonstrou
que, quando comparadas as mesmas microbacias, os individuos coletados no lado
brasileiro (MBRa) apresentavam mais alteracdes no teste do MN, além de apresentarem
o figado mais comprometido, quando comparados aos do lado paraguaio (MPYa). Esses

dados permitem sugerir que especificamente nesses locais da margem brasileira (MBRa),

4 Dados ainda néo publicados, colaboradores: Profa. Tathiana Corréa de Melo; Pedro Henrique Grignet; Maria
Antonela Silva Lezcano
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0S peixes parecem responder mais intensamente a presenca de estressores do que na
margem paraguaia (MPYa). Os dados das anélises quimicas da d&gua também d&o suporte
a essa hipotese, uma vez que as bacias MBRa apresentam quase duas vezes mais tipos de

micropoluentes quando comparadas as bacias de MPYa.

As investigacOes de biomarcadores histologicos e mutagénicos, principalmente a
interacdo entre eles, em peixes expostos aos micropoluentes em ambientes naturais,
devem levar em consideracdo as caracteristicas ambientais (uso e ocupacgdo do solo;
ocorréncia de contaminantes), bem como muitas varidveis interespecificas (sexo; dieta;
salide; status reprodutivo). Embora exista a atencdo para inumeras variaveis ambientais,
os dados histologicos (lorg) nesse estudo, também corroborados pelos resultados
mutagénicos (MN), foram eficientes no contexto de apontar que as bacias que compdem
0s grupos MBRa e MPYa, embora sejam categorizadas como bacias de baixo impacto,
apresentam indicativos de impactos diferentes, e tais impactos podem estar associados a

quantidade e a concentracdo de micropoluentes nesses ambientes.

Finalmente, aos retomarmos o delineamento proposto nesse estudo, quanto a
divisdo das microbacias em 03 grupos categoricos de impacto (a; b; c), associando-o0 ao
perfil de dano hepatico (lorg), observa-se que os peixes coletados nas microbacias do
Paraguai apresentaram respostas alinhadas aos tratamentos propostos, ou seja, com
indices de menor valor para as amostras coletadas no grupo de menor impacto e 0s
maiores valores nas microbacias de maior impacto, confirmando também os achados de
compostos micropoluentes que seguiram esta mesma variacdo. No entanto, no Brasil o
perfil de dano hepatico demonstrou comportamento distinto aos grupos (a, b, c), pois o0s
maiores valores ocorreram inesperadamente nos peixes coletados nas microbacias de

baixo impacto.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos demonstram a existéncia de alteragdes histopatoldgicas em todas
as amostras analisadas e indicam que o figado esta respondendo a algum ‘“agente
estressor” presente na area de estudo e que diferencas significativas destas respostas

biologicas foram mais evidentes nas microbacias de menor impacto. Levando em
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consideracdo as analises qualitativas das amostras de agua das microbacias, somadas ao
fato de que estdo em regides com uso agricola do solo, os resultados obtidos até o
momento indicam que pode haver relagdo entre esses dois aspectos na ocorréncia de
alteracdes histologicas, uma vez que essa relacdo ja tem sido amplamente demonstrada
em outros estudos. Nao obstante, como tais resultados ndo podem ser associados
exclusivamente a um Unico composto micropoluente, tal relagdo poderd ser melhor

entendida com a quantificacdo dos micropoluentes nesses locais de estudo.

Para auxiliar na compreensdo dos efeitos de micropoluentes sobre os
biomarcadores histologicos, é importante continuar os ensaios e analises em outros
periodos ao longo do ano, baseados no calendéario agricola (vazio sanitéario e safrinha)
para verificar se a sazonalidade na aplicacdo de agrotdxicos tem relacdo com as respostas
encontradas. Desse modo, se supde que os danos histoldgicos se agravam conforme o
aumento da concentragdo dos contaminantes, seriam necessarias analises temporais para

confirmar tal interferéncia.

Outra andlise importante para complementar a compreensdo de um cenério
complexo em que diferentes caracteristicas (fisicas, quimicas e bioldgicas) influenciam o
ecossistema/ambiente, seria associar mais alguns aspectos da paisagem, especificamente
nas microbacias de baixo impacto, como a ocorréncia de mata riparia por exemplo,
verificando assim se poderiam ser fatores adicionais a maior exposicdo dos animais e

interferéncias antropicas nestes locais.

Portanto, este conjunto de diretrizes e analises adicionais sugeridas, em relacdo a
quantificacdo de micropoluentes, sazonalidade dos ensaios e caracteristicas da paisagem
nas microbacias de baixo impacto, poderiam contribuir para um melhor entendimento dos

efeitos bioldgicos observados nestes locais.
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ANEXO 1 — Microbacias Estudadas na Area de Entorno do Reservatério da Itaipu (Brasil e Paraguai)

Tabela 11 -Microbacias brasileiras que drenam para o reservatério da Itaipu Binacional.

MICROBACIA IDENTIFICACAO NOME COORDENADAS AREA NAO AREA
AGRICOLA (%) AGRICOLA (%)
MBRa BR-04 A Corrego Trés -54.0369 76,99 23,01
Ranchos
-24.7894
BR-06 A Corrego -54.0861 80,83 19,17
Esperanca
perang -24.9236
BR-09 A Rio Branco -54.0861 94,81 5,19
-25.1304
BR-10 A Rio Feijdo Verde -54.0619 72,29 27,71
-25.1426
BR-11 A Corrego -54.0660 81,49 18,51
Cristalino
-25.0547
MBRDb BR-01 B Corrego -54.1398 41,84 58,16
Ajuricaba
-24.5994
BR-05 B Corrego Pingo de  -54.0543 59,15 40,85
Quro
-24.8746
BR-07 B Rio Morendo -54.2204 65,82 34,18

-24.9755




BR-15B Rio Laranjita -54.1837 31,42 68,58

-25.2550
BR-17B Corrego Bonito -54.3758 20,38 79,62
-25.4335
MBRc BR-03 Corrego -54.2077 23,91 76,09
Belmonte 24,4667
BR-08 C Rio S&o Jodo -54.2565 32,72 67,28
-25.1443
BR-12C Rio Xaxim -53.9482 27,57 72,43
-25.1259

Tabela 11 - MBR- microbacias do Brasil. a- bacias ndo agricolas com baixa contaminagéo de micropoluentes;

b- bacias agricolas com média contaminagdo de micropoluentes; c-bacias agricolas com alta contaminacéo de micropoluentes




Tabela 12 - Microbacias paraguaias que drenam para o0 reservatorio da Itaipu Binacional

AREA NAO AREA
MICROBACIA IDENTIFICACAO NOME COORDENADAS AGRICOLA AGRICOLA
(%) (%)
MPYa PY -08 A Arroyo Barreo Pochy 55.0505174444 53,47 46,53
24.8150888333
PY-15 A (sem nome desagua no 54.69110 77,03 22,97
Itabd)
25.04044
PY-16 A (sem nome desagua em 54.48239 38,05 61,95
Limoy)
24.75131
(sem nome, proximo ao
PY 17 A reservatrio) 54.55342 39.76 60.25
25.02367
MPYb PY -10B Arroyo Carumbey 54.9321229167 13,45 86,55
24.8477155
PY -06 B Afluente do Arroyo 54.97987 18,1 81,9
Corumbey
24.79551
PY-02B Arroyo Lopez - Cue 54.75537 18,68 81,32
25.13982
PY -03B Arroyo Itabo - Mi 54.72856 25,47 74,53
25.02264

MPYc PY-04C (sem nome, desagua Itabd) 54.73397 18,9 81,1
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25.00123
PY-05C Arroyo Itabo Guazu 54.90077 27,67 72,33
25.01390
PY-11C Afluente do Arroyo 54.9670632222 15,25 84,75
Payagua-y 24.8817506944
PY-07C Arroyo Gasory 54.91500 25,74 74,26
24.56200

Tabela 12 - MPY- microbacias do Paraguai. a- bacias ndo agricolas com baixa contaminacdo de micropoluentes;

b- bacias agricolas com média contaminagdo de micropoluentes; c-bacias agricolas com alta contaminacéo de micropoluentes




