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RESUMO

Dentre as Unidades de Conservacdo se encontram as Reservas Particulares do
Patrimoénio Natural (RPPN). Como muitas RPPN estdo em areas sujeitas a diversos
impactos, os estudos de biomonitoramento nessas reservas devem ser
desenvolvidos. O presente estudo objetivou avaliar o impacto de pesticidas na RPPN
Fazenda Barbacena, Sdo Pedro do Ivai, Parana, utilizando biomarcadores de
contaminacdo ambiental a fim de contribuir com a elaboracdo de estratégias de
minimizacdo dos possiveis impactos em areas do entorno das RPPN e/ou no interior
dessa unidade. Foram analisados os biomarcadores bioquimicos (atividade da
Acetilcolinesterase - AChE, da Glutationa S-transferase - GST, da Catalase - CAT e
Peroxidacdo Lipidica - LPO), morfologicos (histopatologia de figado) e genético
(teste de Micronucleo Pisceo) em Astyanax sp. em duas fases de campo: seca
(setembro/2006) e chuvosa (margo/2007). Foram coletados 30 individuos de
Astyanax sp., em cada ponto amostral: (1) tanque formado na lavoura de cana de
acucar; (2) tanque formado no entorno da area produtiva com a RPPN e (3) no rio no
interior da RPPN. Amostras de sangue foram coletadas para realizagdo do teste do
micronucleo, amostras de figado para analise da GST, CAT, LPO e histopatologia e
de musculo para a AChE. Os resultados bioquimicos foram analisados por ANOVA
de uma via, seguido do Teste de Tukey para comparacdo entre os grupos. Os
resultados dos indices histopatoldgicos e das alteragBes nucleares foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis. Para todos os testes foi considerado nivel de
significancia de 5%. Um aumento na atividade da CAT foi observado na coleta de
set/06 no grupo coletado no interior da RPPN quando comparado ao ponto 1 e 2. A
LPO aumentou nos peixes coletados no entorno da &rea produtiva e RPPN em
set/06, quando comparado ao interior da RPPN e a area de cana-de-acucar; e na
coleta de mar/07 nesse mesmo ponto em relacdo aos demais. Também houve
aumento da atividade da GST no entorno da reserva na Ultima coleta, quando
comparada a cana-de-acucar. A AChE ndo apresentou alteragdo significativa. Foram
observados, ainda, em todos os pontos de coleta, alteragcbes hepaticas como
presenca de melanomacrofagos livres, necrose, infiltracdo leucocitéria, alteracéo dos
nacleos dos hepatdécitos e diferenciacéo tecidual. Na contagem de micronucleos em
eritrocitos foi encontrada diferenga entre o entorno e os demais pontos, na coleta de
mar/07. Os dados obtidos neste trabalho permitem afirmar que ha alteracdo nos
biomarcadores analisados na area produtiva de cana e até mesmo na RPPN, e que
essas alteracdes podem ter sido causadas pela administracdo de herbicidas como o
glifosato e o diuron, mas ndo se descarta a hipotese de haver exposicdo mdultipla da
RPPN a varios xenobiontes provenientes do cultivo de cana-de-acucar vizinho.



ABSTRACT

Private Reserves of Natural Heritage (RPPN) are a kind of Protected Areas in which
several environmental impacts can occur, therefore biomonitoring studies should be
developed in these areas. The present study aimed to evaluate the impact of
pesticides in RPPN “Fazenda Barbacena” (Barbacena Farm), in Sdo Pedro do Ivai,
Parand State, using environmental contamination biomarkers in order to contribute to
the development of strategies to minimize the possible impacts in RPPN. The
biochemical biomarkers (enzymatic activity of Acetylcholinesterase - AChE,
Glutathione S-transferase - GST, Catalase - CAT and Lipid Peroxidation - LPO), the
liver histopathology and Piscine Micronucleus Test were analyzed in Astyanax sp. in
September/2006 and March/2007. The specimens of Astyanax sp. (N=30) were
collected at each sampling point: (1) sugarcane farming; (2) around the producing
area with the RPPN (3) in the interior of RPPN. The blood samples were collected in
order to carry out the micronucleus test, liver samples were collected to GST, CAT,
LPO analysis and histopathology and muscle samples for AChE activity assay. The
biochemical results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed of Tukey post-test, to comparison among the groups. The results of
histopathologic rates and nuclear alterations were analyzed by Kruskal-Wallis test.
For all the tests was considered a significance level of 5%. It was observed an
increase in CAT activity in Sept/06 sample in group 3, when compared to groups 1
and 2. LPO increased in group 2 in Sept/06 when compared to groups 3 and 1, and
in March samples when compared to the others. There was also an increase in GST
around the producing area with the RPPN in the last sampling, when compared to
sugarcane farming. AChE did not present any significant alteration. It was observed,
in all the points, liver alteration as presence of free melano-macrophages, necrosis,
leukocyte infiltration, hepatocytes nuclear alterations and tissue differentiation. The
erythrocytes micronucleus counting was different in the group 2 compared to the
others in March/07 sampling. The results showed a change in sugarcane farming
area and in the RPPN. It may have been caused by herbicide administration such as
glyphosate and diuron, but there cannot be discarded the hypothesis of multiple
exposure of the RPPN to a various xenobiotics from the sugarcane farming in the
neighbourhood area.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 UNIDADES DE CONSERVACAO E AS RESERVAS PARTICULARES DO
PATRIMONIO NATURAL

A fragmentacdo € uma crescente ameaca aos ecossistemas naturais do
Brasil, os quais vém cedendo lugar a diversas atividades, principalmente a
agropecuéria. Combinado ao processo de fragmentacdo, ambientes naturais vém
sofrendo diferentes alteracdes, sendo que muitos distirbios podem ser atribuidos a
contaminantes ambientais, em especial aos pesticidas utilizados nas culturas de
soja, milho, cana de acucar e arroz (SILVA, 2004; ARMAS, 2005).

A interferéncia dos pesticidas nesses sistemas pode ser observada, também,
em areas protegidas e unidades de conservacdo. Unidades de Conservacao (UC)
sao “porc¢des do territdrio nacional, incluindo as aguas territoriais, com caracteristicas
naturais de relevante valor, de dominio publico ou propriedades privadas, legalmente
instituidas pelo Poder Publico com objetivos e limites definidos, sob regimes
especiais de administracdo e as quais se aplicam garantias de protecdo”
(FUNATURA, 1989).

Dada a pluralidade dos objetivos de conservacdo ambiental, faz-se
necessario considerar tipos distintos de UC. Essas classes distintas sao
denominadas categorias de unidades de conservagdo, cada uma das quais
atendendo prioritariamente a determinados objetivos (MILANO, 2000).

Em sua especificidade, as Reservas Particulares do Patriménio Natural
(RPPN) encontram-se inseridas em um quadro bastante complexo, no qual
fragmentos vém sendo protegidos por diversos proprietarios rurais, sem, no entanto,
possuirem um manejo que integre a area protegida com as caracteristicas do
entorno, em grande parte areas agricolas.

As RPPN sao areas privadas, naturais ou pouco alteradas, de tamanhos
variaveis, que sdo oficialmente protegidas para conservagdo da biodiversidade e/ou
outros atributos naturais considerados relevantes. Essas &reas séo instituidas por
manifestacdo e destinacdo dos proprietarios, sendo reconhecidas pelo Estado,
destinando-se de forma perpétua a conservacao dos atributos que tornaram possivel
seu reconhecimento (SNUC, 2000).



Através do Decreto 4.262, o Estado do Parana instituiu a categoria de manejo
de conservacdo denominada RPPN (SEMA, 2007). Essa categoria de manejo foi
criada em 1990, para legitimar as intencbes conservacionistas de proprietarios
rurais. A Lei 9.985 de 2000, que aprovou o Sistema Nacional de Unidades de
Conservacao (SNUC), deu mais for¢ca as RPPN, tornado-as categoria de unidade de
conservagao. O decreto estadual n4.890, de 31 de maio de 2005, dispbe sobre as
RPPN como unidade de protecéo integral inserida no Sistema Estadual de Unidades
de Conservacéo, estabelecendo critérios e procedimentos administrativos para a sua
criagdo e estimulos para a sua implementacdo. E em 2007, o decreto estadual
n°l529 (chamado Estatuto das Terras Privadas) troux e forgca a categoria, com a
criacao de incentivos a conservacao da biodiversidade em areas privadas.

Nesse sentido, as RPPN tém servido cada vez mais como instrumento
adicional para o fortalecimento do sistema de conservagédo da natureza, permitindo
em varias situacdes a manutencdo de um grau mais elevado de conectividade da
paisagem natural, assim como o incremento da representacdo de areas prioritarias
para a conservacao, ainda ndo contempladas pela rede de areas protegidas publicas
(SEMA, 2007).

Sendo unidades de dimensdes e caracteristicas tdo variaveis, 0s objetivos de
manejo podem variar de RPPN para RPPN. Nas RPPN do Parana podem ser
implementadas atividades de pesquisa, educacdo ambiental e turismo em areas
naturais, com anuéncia do proprietario e devidamente autorizadas e licenciadas pelo
Instituto Ambiental do Parana (IAP). O objetivo primordial, contudo, das RPPN sendo
interpretadas como de protecao integral no estado, deve ser o de conservacéo da
biodiversidade. Tendo em vista o atendimento desse objetivo, muitas caracteristicas
ambientais devem ser consideradas na conservacdo das RPPN: a propria
preservacdo da diversidade biologica; a protecdo de espécies raras, endémicas,
vulneraveis ou em perigo de extin¢do; a preservacao de recursos de flora e/ou fauna
e de recursos hidricos; o incentivo a pesquisa cientifica; o incentivo a educacéo
ambiental; a contribuicdo do monitoramento ambiental; entre outros (SNUC, 2000).

O Brasil conta, atualmente, com 800 RPPN cadastradas e averbadas em
carater perpétuo como determina o Decreto Federal n® 1.922/96 (dados de fevereiro
de 2008). O Parana possui 191 delas, perfazendo um total de 37.149,77 hectares de
area conservada, distribuidas por 82 municipios (SEMA, 2007). Em sua

especificidade, o ecossistema Floresta Estacional Semidecidual, ambiente foco



desse estudo, possui importantes fragmentos conservados como RPPN, entre eles a
RPPN Estadual Fazenda Barbacena. A RPPN Fazenda Barbacena possui quase
555 ha, sendo considerado um dos mais importantes fragmentos da regido. Esta
inserida em um mosaico de producdo de cana de acucar, no qual se aplicam,
periodicamente, pesticidas recomendados para esse cultivo (glifosato e diuron).

As caracteristicas citadas acima séo suficientes para que as RPPN sejam, de
fato, protegidas. A necessidade de compreender e manejar essas areas é tarefa
prioritaria, ja que, muitas vezes, as demandas socio-econ6micas (atividades
industriais, agricolas, turisticas, entre outras) tendem a colidir com 0s interesses
conservacionistas.

Nesse sentido, o presente estudo visou o biomonitoramento da RPPN
Fazenda Barbacena, possivelmente alterada pelo uso de contaminantes ambientais
de origem agricola, através da utilizacdo de biomarcadores bioquimicos,
morfolégicos e genéticos em peixes, no intuito de contribuir para o desenvolvimento
de estratégias efetivas de controle das possiveis alteracoes.

Embora o projeto tenha sido desenvolvido em uma éarea-piloto relativamente
restrita, os resultados relativos ao manejo integrado da matriz (area de cultivo) com a
area protegida séo passiveis de utilizacdo em outras por¢gdes da Floresta Atlantica,
bem como em outros biomas brasileiros, desde que respeitadas suas

particularidades.

1.2 CONTAMINACAO EM AMBIENTES AQUATICOS

Poluentes séo substancias que causam desvio da composi¢cao normal de um
ecossistema. Contaminantes ambientais, por sua vez, sdo substancias presentes em
guantidades maiores que a concentracdo natural, como um resultado da atividade
humana e que apresentam um efeito de prejuizo ao ambiente (ODUM, 1988). Os
ecossistemas aquaticos sdo considerados receptores finais de poluentes liberados
no ambiente, estando susceptiveis a acdo de contaminantes ou poluentes aéreos,
que chegam aos corpos d’agua por deposi¢cdo atmosférica, e contaminantes ou
poluentes terrestres, 0s quais atingem o0s ambientes aquaticos através do

escoamento pelas chuvas.



As principais fontes de impacto ambiental nesses ambientes seriam o
escoamento de esgoto proveniente de areas urbanas, a liberacdo de diversos
produtos quimicos (organicos e inorganicos) pela atividade industrial e a agricultura.
Em sua especificidade, os rios situados em regides agropecuarias sao susceptiveis
aos impactos decorrentes da utilizagdo de pesticidas. Os pesticidas podem ser
categorizados consoante 0 seu objetivo de utilizagdo, sendo os trés mais
importantes grupos os herbicidas, os inseticidas e os fungicidas (SINDAG, 2003).
Para o presente projeto, foi considerada, principalmente, a categoria dos herbicidas.

Existe uma discussdo em relacdo ao proprio nome dado aos produtos
utiizados no controle de pragas, doencas e plantas daninhas na agricultura.
Segundo as industrias produtoras dos produtos para este fim, a denominagcdo é
produtos fitossanitarios ou defensivos agricolas (SINDAG, 2003). Por ocasido da
promulgacéo da Lei Federal — 7802 de 11 de julho de 1989 sobre o tema instituiu-se
0 termo agrotéxico. Internacionalmente, contudo, o termo mais utilizado € pesticida.

De acordo com o Decreto n°® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta
a Lei n°7802/1989 acima citada, os pesticidas sao produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou biolégicos destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou plantadas e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substéncias de produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (SINDAG,
2003).

No passado, os organismos indesejaveis a agricultura eram controlados
através da aplicagdo de pequeno numero de compostos inorganicos a base de cobre
e arsénico, além de alguns inseticidas de ocorréncia natural, como as piretrinas. Até
a Il Guerra Mundial o desenvolvimento e uso efetivo de compostos organicos foram
lentos, porém, com a descoberta da propriedade inseticida do dicloro-difenil-
tricloroetano, o DDT, iniciou-se a expansao e desenvolvimento de uso, caracteristico
dos ultimos 40 anos. Em funcdo do modelo de agricultura adotado a partir desse
periodo, baseado no uso intenso de pesticidas, estas substancias passaram, entao,
a ser amplamente utilizadas (ANVISA, 2004).



Nado se pode negar que esses produtos possibilitaram o aumento da
produtividade agricola, entretanto, seu uso desordenado e excessivo vem
provocando diversos impactos sobre o meio ambiente. No ambiente aquatico, os
pesticidas podem sofrer transformacdes através de reacdes fotoquimicas e quimicas
como oxirreducdo e hidrolise, além de transformagfes biologicas ocorridas nos
organismos. A transformacédo desses compostos pode ser mais ou menos toxica que
o produto original (RAND e PETROCELLI, 1985).

A Figura 1, extraida de Tomita (2002), demonstra a movimentacdo dos
pesticidas no ambiente. Processos de lixiviagdo, precipitagdo, volatizacdo e
escoamento sdo conhecidos por influenciar o comportamento dos herbicidas no
meio que atuam, sendo que o0s pesticidas podem alcancar os ambientes aquaticos
através da aplicacdo intencional, deriva e escoamento superficial a partir de areas
onde ocorreram aplicagbes. O destino de um pesticida é decidido através da
combinacdo de efeitos de processos fisico-quimicos e biolégicos, que causam a
transformacao e/ou a degradacéo do produto. Esses processos podem transformar o
produto de molécula inicial em uma série de produtos secundarios, definindo seu
comportamento no ambiente (BLUS,1995). O transporte de pesticidas na agua por
escoamento superficial ou enxurrada tem sido considerado como um dos maiores
meios de contaminacao de rios e lagos (GAYNOR et al., 1995).

Os residuos provenientes dos pesticidas presentes na agua podem tornar-se
aderidos ao material em suspenséo, depositados no sedimento ou absorvidos pelos
organismos. Peixes e invertebrados podem acumular pesticidas em grande
concentracdo em relagdo ao meio em que vivem, pois tais compostos podem se ligar
a matéria ingerida ou serem passivamente absorvidos durante as trocas
respiratorias. Quanto mais lipofilico, maior a facilidade com que o pesticida sera
absorvido pelos organismos aquaticos. Tamanho, sexo e idade do organismo podem
afetar a taxa de absorcédo, além disso 0 mesmo composto pode ser absorvido em
diferentes concentractes (RAND e PETROCELLI, 1985).
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Figura 1 - Movimento dos pesticidas em ambientes aquaticos.
Fonte: Tomita, R. Y. 2002. O Bioldgico.

Os pesticidas que merecem destaque no presente trabalho sdo herbicidas
comumente utilizados na cultura de cana-de-agucar: Glifosato e Diuron. Segundo
Armas (2005), a cultura da cana-de-acucar respondeu, em 2002, por 11,5% das
vendas de pesticidas no Brasil, atras somente da soja. Em 2003, a cultura
representou 8,0% das vendas, ocupando a 42 posi¢cdo, movimentando 251 milhdes
de ddlares.

A cana-de-acucar (Sccharum sp.) pertence a familia Poaceae (Gramineae) e
sua origem geografica é atribuida ao Sudoeste Asiatico, Java, Nova Guiné e também
a India. Atualmente a cana-de-acucar, além de produzir aglcar, alcool e aguardente,
tem os subprodutos bagaco, vinhagca e torta de filtro de grande importancia
socioeconémica na geracdo de energia, producdo de racdo animal, produtos
aglomerados e fertilizantes.

O surpreendente aumento do plantio de cana-de-agucar, ocorrido no Brasil no
ano de 2001, foi decisivo para mudar radicalmente as perspectivas para o mercado
mundial de agucar, o que significou, em outras palavras, um maior investimento na
tecnologia de producdo, incluindo o uso de defensivos quimicos (SILVA, 2004).

Por outro lado, o sistema de producdo da cana de acUcar provoca ainda
impactos desconhecidos sobre o0 meio aquatico, mesmo que com um manejo
adequado de aplicacéo de pesticidas. O carreamento de nutrientes e de pesticidas,

que podem ser lixiviados e conduzidos para corpos hidricos nas proximidades da



plantacdo ou mesmo para canais de linhaca, originando a perda de recursos
materiais e financeiros, e pode impactar o meio, afetando as popula¢gées que fazem
uso das aguas dos corpos receptores (CAVENAGHI et al., 2002).

A Tabela 1 mostra o potencial de risco dos pesticidas glifosato e diuron,
segundo Duarte (2003). Segundo o autor, o diuron possui maior capacidade de
mobilidade disperso em agua, enquanto que o glifosato possui alto potencial de

transporte associado ao sedimento.

TABELA 1 - POTENCIAL DE RISCO DOS PESTICIDAS GLIFOSATO E DIURON

SUBSTANCIA SOLUBILIDADE Koc DTs
Diuron A (42 mgl/l) N A (90 dias)
Glifosato A (900.000 mg/l) N A (47 dias)

FONTE: Duarte (2003)
NOTA: N = ndo atende ao critico;

A = atende ao critico como potencial perigoso;

Solubilidade em agua: quando A, Sol. em agua > 30mg/l (segundo a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos - EPA);

DTso = meia vida (quando A, o DTs, > 2-3 semanas, segundo EPA);

Ko = coeficiente de adsorcdo a matéria organica do solo (quando A, o K, < 300-500,
segundo EPA).

Em ambito nacional, ndo ha limites legais estabelecidos para a interacdo de
pesticidas no ambiente. No entanto, a resolucdo do CONAMA n<357/05 tras os
limites para o glifosato em agua, apesar de ndo indicar limites para o diuron. No caso
do glifosato, a resolugcdo aponta o limite de 65 ug/L para 4guas de Classe |
(indicadas para consumo humano; recreacdo de contato primario; irrigacdo de
hortalicas e protecdo de comunidades aquaticas) e 280 pg/L para Classe Il
(irrigacao de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; pesca amadora; recreacao
de contato secundario e dessedentacdo de animais). No caso das aguas de Classe
I, definidas como aquelas no interior de unidades de conservacao de protecao
integral (aqui entram as RPPN, portanto) e para abastecimento humano e protecao
do equilibrio natural das comunidades aquaticas, € vedado o lancamento de
efluentes ou disposicao de agricultura.

No Brasil h4, também, normas e critérios para a realizacdo de testes
preliminares para a avaliagdo ecotoxicologica de pesticidas. Estes testes consistem
em estudos de biodegradabilidade, adsor¢cdo e mobilidade. Estudos que avaliem o

comportamento e destino dos pesticidas em solos de regides tropicais sao limitados,



entretanto, existem aqueles efetuados em regides de clima temperado (AMARANTE
e SANTOS, 2002).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) estabelece limite
de 700 pg/L de glifosato em agua potavel como “limite consultivo de saude”. A
Comunidade Européia, por sua vez, estabelece como “concentracdo maxima
admissivel” para pesticidas em agua potavel, como substancias individuais, o limite

de 0,1 g/L, desde que a concentracao total de pesticidas nao ultrapasse 0,5 g/L.

1.2.1 Glifosato

O herbicida glifosato (N-(fosfonometil)glicina), n&o-seletivo e sistémico,
representa 60% do mercado mundial de herbicidas néao seletivos (SMITH, 1992). Foi
criado em 1950 como um potente agente complexo e, a partir de 1971, quando sua
acao herbicida foi descoberta, passou a ser largamente utilizado. Desde entéo, trés
principais tipos de glifosato vém sendo comercializados: glifosato-isopropilamoénio,
glifosato-sesquisddio (patenteados pela empresa Monsanto e vendido como
Roundup) e glifosato-trimesium (patenteado pela empresa ICI, atual Syngenta). O
glifosato € indicado no controle de monocotiledéneas ou dicotiledéneas, em culturas
de arroz irrigado, cana-de-acucar, café, citros, maca, milho, pastagens, soja (plantio
direto ou indireto), fumo e uva (ANVISA, 2006). Sua formula estrutural pode ser vista

na Figura 2.

*
N—~H,C OH

Figura 2 - Formula estrutural do Glifosato (C3H8NO5P) - (N-(phosphonomethyl)glycine) — (ANVISA,
2006).



O presente estudo tem como alvo a discussdo da marca Roundup,
considerando que a Usina Vale do Ivai, administradora da RPPN foco desse estudo,
utiliza tal produto. Além da substancia ativa, o glifosato, o Roundup apresenta como
ingredientes inertes agua e um surfactante, o polioxietilenamina, que ajuda o
glifosato a penetrar na folha das plantas, sendo assim um herbicida ativo (PASTRO,
1995). Segundo informacdes da empresa, eventualmente também se utiliza na
producdo da cana a marca Milénia (glifosato Trop), que segue as mesmas
especificacdes que o Roundup.

Segundo Pastro (1995), a acao herbicida do Roundup se da pelo bloqueio da
sintese de um aminoacido aroméatico essencial e do metabolismo de compostos
fendlicos, influenciando diretamente a sintese protéica e a formacao dos tecidos da
planta, resultando em parada do crescimento, disfuncdo celular e consequiente
morte da planta.

Segundo a ANVISA (2006), o glifosato possui classificagdo toxicologica IV.
Estudos sobre a degradacédo do principio ativo glifosato indicam que a taxa de
biodegradacdo pode variar substancialmente, dependendo das condi¢cbes
ambientais em estudo (PASTRO, 1995). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 1994), o tempo necessério para a biodegradacdo do glifosato em agua, sob
condicdes aerbbias, € inferior a 14 dias, enquanto que em condi¢cdes anaerdbias
esse tempo varia entre 14 e 21 dias. Ainda segundo a WHO (1994), o glifosato é
pouco bioacumulavel em organismos aquaticos devido a sua alta solubilidade em
agua e carater idnico. O estudo de Duarte (2003), por outro lado, mostrou que
dependendo das condi¢gbes do terreno o glifosato pode ficar presente no solo por 47
dias.

Apesar do glifosato ser citado como pouco toxico, ha evidéncias de efeitos
deletérios no ambiente, principalmente devido ao uso prolongado e sistematico do
herbicida. Segundo Amarante e Santos (2002), as concentragcdes mais altas de
glifosato e seu metabdlito, o acido aminometilfosfonico (AMPA), tém sido
encontradas no solo. A ocorréncia de glifosato em agua subterranea é citada com
pouca frequiéncia, mas ja foi constatada no estado do Texas, EUA, por Hallberg
(1989), mas a concentracdo medida ndo foi especificada. Como o glifosato é
bastante solivel em agua e em pH proximo a neutralidade se complexa com ions
Ca?*, Mg®*, Fe*" e Cu?*, em corpos hidricos ele é carreado para o fundo onde se
adere fortemente as particulas de sedimento (PASTRO, 1995). Para Hallberg (1989)



ainda, a aplicacéo direta como herbicida em aguas superficiais pode ser responsavel
pela presenca de glifosato em agua potavel.

1.2.2 Diuron

O diuron (3-(3,4—diclorofenil)-1,1-dimetiluréia) € um herbicida n&o ionizavel,
com baixa solubilidade em agua (42mg/L a 25T) e € aplicado em pré-emergéncia
no controle de plantas daninhas associadas principalmente a cultura de cana-de-
actcar (MUSUMECI et al., 1995). E um herbicida do grupo dos derivados da uréia
(feniluréias) e tem o 3,4-dicloroanilina como um dos principais produtos do seu
metabolismo. Trata-se de metabdlito persistente no solo e em ambientes aquaticos
(GEISSBUHLER et al., 1975).

Segundo Rao e Davidson (1982), o diuron possui tempo de meia-vida no solo
(DTsp) de 328 + 212 dias, enquanto que para Duarte (2003) esse periodo é de 90
dias. Sua acdo como herbicida se da por inibir a reacdo de Hill do fotossistema II,
blogueando a fluéncia elétrica do aceptor primario Q, para a proteina D1
(TEISSEIRE e VERNET, 2000). Sua formula estrutural pode ser vista na Figura 3.

o NHCON(CH,),

Cl

Figura 3 - Formula estrutural do Diuron (C9H10CI2N20) - (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) -
(ANVISA, 2006).

Segundo Silva (2004), o diuron sendo analisado pelo potencial de lixiviacao,
segundo o critério de Goundwater Ubiquity Score — GUS (indice de GUS, pelo qual
os pesticidas podem ser classificados em funcdo dos (a) produtos que possuem
potencial nado lixiviador - valor de GUS=1,8; (b) intermediario - valor de
1,8<GUS<2,8; e (c) lixiviador - GUS=2,8); apresenta-se com potencial intermediario
de lixiviagdo, com GUS=2,58.
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Outra caracteristica relatada do diuron é sua possivel toxicidade a organismos
do solo e a organismos aquaticos. Nebeker e Schuytema (1998) estudaram o efeito
cronico do diuron em peixes e invertebrados e constataram que a sobrevivéncia e
reproducao de Daphnia pulex foi reduzida significativamente quando a concentracao

de diuron na 4gua era de 7,7 mg/L.

1.3 BIOMONITORAMENTO

Segundo Shugart et al. (1992), biomonitoramento consiste no monitoramento
de uma area possivelmente impactada através do estudo de uma ou mais espécies
(bioindicadores). Através de programas de monitoramento é possivel identificar e
acompanhar impactos antropogénicos em determinadas areas ao longo do tempo
(LANGE et al., 1996).

Inicialmente, os estudos de monitoramento focavam a deteccdo de
contaminantes no compartimento abidtico de ambientes aquaticos (coluna d’agua e
sedimento) (RAINBOW et al., 1995; VAN DER OOST et al.,, 1996; SILVA et al.,
2001). Posteriormente, comecou-se a avaliar a presenca de xenobiontes nos
componentes bioticos desses ecossistemas (KEHRIG et al., 1998; SCHMITT et al.,
1999; WATANABE et al.,, 1999). Estudos de biomonitoramento direcionados a
deteccdo e avaliacdo de efeitos em organismos vivos sdo, portanto, bem mais
recentes (DORAN et al., 2001; NASCI et al., 2002; MONTEIRO et al., 2005).

A utilizagdo de parametros biolégicos nesses estudos possibilita a avaliacdo
de areas impactadas, através de estudos com biomarcadores. Van Der Oost et al.
(2003), caracterizou o termo biomarcador como *“qualquer resposta biologica
correspondente a uma exposicao, efeito, ou susceptibilidade dos individuos aos
agentes quimicos e/ou estressores ambientais”. Peakall (1999) ja havia também
definido biomarcador como qualquer resposta biologica a quimicos ambientais em
um individuo ou em parte dele, a qual demonstre uma alteracédo do estado normal do
organismo. Os biomarcadores permitem detectar, portanto, uma contaminagéo
ambiental, avaliar a magnitude da contaminacdo e identificar espécies ou
populacdes em risco de contaminacao (WALKER et al., 1996).

Por outro lado, o termo bioindicador foi definido como as informacdes

retiradas de um organismo que revelam as condigcbes ambientais medidas no seu
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habitat natural, ou mesmo o organismo como um todo (SHUGART et al., 1992; VAN
DER OOST et al., 2003).

A utilizacdo de bioindicadores se Vvé necessaria quando valores atuais ou
valores de entrada de um dado sistema se diferem de valores considerados padrdes.
Nisso baseia-se a principal diferenca entre 0 monitoramento de paradmetros fisicos e
quimicos do uso de bioindicadores de fatores ambientais (WALKER et al., 1996).

Determinadas caracteristicas devem ser consideradas na utilizacdo de
bioindicadores: (1) a espécie deve ser representativa da area de estudo; (2) deve
possuir habito preferencialmente sedentario ou de baixa mobilidade, para que possa
refletir as condigbes da regido em estudo (RADTKE, 1979); (3) os organismos
bioindicadores devem ser de facil identificacdo e coleta e (4) o nivel trofico da
espécie a ser utilizada também deve ser avaliado, pois espécies que ocupam niveis
troficos superiores geralmente sdo mais representativas, uma vez que podem
fornecer informacdes relacionadas aos fendbmenos de bioacumulagdo e
biomagnificacdo (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 1999).

Segundo Silva Filho et al. (2000), varios trabalhos utilizam os peixes como
bioindicadores, na tentativa de avaliar efeitos toxicos de diversos contaminantes,
dentre eles os pesticidas de forma geral (SILVA et al., 2001; NASCI et al., 2002;
SVARDH, 2003; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; AMADO et al., 2006; ZANETTE et
al., 2006).

Os diferentes padrdes de alteracfes, inerentes a cada composto e a cada
organismo, possibilitam que os efeitos de varios pesticidas possa ser distintamente
analisados em organismos, por meio de uma resposta biolégica desses em relacéo
aos poluentes, considerando que estes efeitos sao precedidos por mudancas sub-
letais em moléculas e células. Assim, a utilizacdo de parametros bioldgicos
(bioindicadores) possibilita a avaliagdo de ambientes aquaticos ditos impactados e o
biomonitoramento de areas protegidas, através de estudos com biomarcadores. O
bioindicador escolhido para esse estudo foi o lambari do género Astyanax sp.

Apesar da importancia dessas ferramentas, ha escassez de trabalhos que
relacionam diferentes biomarcadores, bioindicadores tropicais e efeitos de
contaminantes, em especial nos peixes (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2000).

Existem trés principais situacdes que requerem biomonitoramento: (1) onde
existam razfes para se acreditar que espécies nativas estdo sendo ameacadas; (2)

quando ha implicagbes para a saude humana quanto ao consumo de organismos
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potencialmente afetados e (3) quando existe o interesse em conhecer a qualidade
ambiental (DA SILVA et al., 2003).

O presente projeto realizou um estudo de campo, na regido noroeste do
estado do Parana, Brasil, avaliando a possibilidade de danos causados pela
administracdo de pesticidas no entorno imediato de uma &rea natural protegida, a
RPPN Fazenda Barbacena, mais especificamente altera¢cdes causadas sobre grupos

de lambari.

1.3.1 Biomarcadores

Segundo Giesy e Graney (1989) existem muitos niveis de organizacdo que
podem ser afetados por poluentes, sendo que, em cada um destes niveis, existem
processos que podem ser empregados para monitorar ou predizer os efeitos destes
poluentes nos organismos. Dentre estes processos ou mecanismos, pode-se pensar
que os biomarcadores devam ser empregados como respostas sensiveis e/ou
especificas das alteracdes que acontecem nas diferentes espécies.

Durante décadas os efeitos de poluentes sobre o ambiente aquatico foram
avaliados pelo monitoramento de mudangas ambientais em cada nivel de
organizacdo do ecossistema como, populacdes, comunidades e 0 ecossistema
propriamente dito. Entretanto, estes estudos eram limitados, pois varios efeitos
importantes podiam ocorrer simultaneamente. A toxicologia ambiental passou a
estudar o ambiente de uma forma mais complexa, utilizando marcadores para cada
nivel de organizacdo. Estes marcadores, bioquimicos, fisioldgicos, genéticos,
histolégicos e comportamentais, devem apresentar habilidade de medir diferentes
respostas em relacdo a presenca de estressores distintos (HUGGETT et al., 1992).

De acordo com Van Der Oost et al. (2003) existem dois tipos de
biomarcadores: aqueles que indicam um efeito direto na exposi¢cdo do organismo a
uma substancia quimica (biomarcadores especificos) e aqueles que indicam
qualquer alteracdo diferente do normal, ndo se podendo correlacionar
exclusivamente com exposicdao a uma determinada substancia (biomarcadores
inespecificos). Os primeiros podem também ser classificados como biomarcadores

de efeito, e os segundos, como biomarcadores de exposicao. A especificidade dos
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biomarcadores aos quimicos varia grandemente e tanto os especificos como os nao
especificos tém sua importancia na avaliacdo do risco ambiental.

Como comentado, a avaliagdo de contaminacdo de ambientes aquaticos
através de biomarcadores tem sido bastante utilizada em estudos de
biomonioramento (STURM et al., 1999; LIONETTO et al, 2003; GALLOWAY et al.,
2004; ZANETTE et al., 2006). A utilizacdo de biomarcadores pertencentes a dois ou
mais niveis de organizacdo bioldgica como realizado por Amado et al. (2006) e
Camargo e Martinez (2006), vem também crescendo nos ultimos anos,
possibilitando a obtencdo de diferentes tipos de respostas que podem ser
comparadas e confrontadas. Este tipo de abordagem proporciona um diagnostico
mais preciso e confiavel da situacdo da area estudada e representa a tendéncia
atual em estudos de biomonitoramento.

Por detectarem alteragcbes enzimaticas, os biomarcadores bioguimicos séo
considerados como sistemas de aviso precoce, indicando a contaminacdo do
ambiente antes que ocorram danos mais severos aos organismos e, possivelmente,
ao ecossistema (MCCARTHY e SHUGART, 1990). Dentre os biomarcadores
bioquimicos que merecem destaque neste projeto estdo a atividade da GST
(Glutationa S-transferase), da CAT (Catalase), da AchE (Acetilcolinesterase) e
também a lipoperoxidacao (LPO).

Os biomarcadores morfolégicos, por sua vez, auxiliam na deteccdo da
presenca de xenobiontes em ambientes aquaticos, sendo altamente recomendada
sua utilizacdo em estudos de biomonitoramento ambiental e diagnostico de areas
impactadas (AKAISHI et al., 2004). Nesse trabalho, a histopatologia de figado foi
utilizada para complementar o estudo do bioindicador Astyanax sp.

A interferéncia de compostos téxicos na integridade e funcionamento do DNA,
além da formacéo de adutos de DNA e anomalias nucleares, vém sendo cada vez
mais utilizada em estudos de biomonitoramento (AL-SABTI, 1986; MINISSI et al.,
1996; OBE et al., 2002; FERRARO et al., 2004; CESTARI et al. 2004). Sendo assim,
o presente estudo utilizou o Teste de Micronucleo Pisceo como biomarcador
genético, no intuito de relacionar os danos fisioldgicos causados por pesticidas com
agueles sofridos no material genético dos individuos.

As alteracdes histopatologicas, juntamente com os parametros bioquimicos e
geneéticos, permitem analisar, portanto, respostas agudas e cronicas aos agentes

estressores, assim como estabelecer o grau de toxicidade dos contaminantes.
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1.3.1.1 Biotransformagéo e Estresse Oxidativo

A transformacéo metabdlica (biotransformacéo) dos compostos quimicos nos
organismos € essencial para alterar a atividade biolégica do composto e,
consequentemente, cessar a interacdo entre o elemento quimico e a célula. A
biotransformac&o inclui numerosos sistemas enzimaticos diferentes, os quais atuam
em diversos tipos de substratos. Muitas destas enzimas tém em comum a funcao de
converter estruturas toxicas para menos toxicas, e converter quimicos lipofilicos em
estruturas hidrofilicas, que sdo mais rapidamente excretadas (HANG et al., 2004).

Os biomarcadores bioquimicos mais amplamente utilizados em programas de
monitoramento ambiental sdo as enzimas envolvidas na biotransformacdo de
xenobidticos e seus metabodlitos (enzimas de biotransformacdo e enzimas
antioxidantes). Em peixes, como nos demais vertebrados, o figado é o 6rgdo mais
comumente envolvido na desintoxicacdo desses compostos (VERMEULEN et al.,
2002). Sabe-se, ainda, que o figado €& o principal 6rgdo responsavel pelo
metabolismo de xenobidticos em vertebrados. Isso porque as células do parénquima
hepético, os hepatdcitos, tornaram-se especializadas na remo¢do de substancias
toxicas; na sua biotransformacéo e no langcamento dos produtos de biotransformacgéo
na circulacao para posterior excrecdo (RODRIGUES, 2003).

O oxigénio € indispenséavel para a vida da maioria dos organismos, sendo
utilizado como substrato de muitas enzimas. Muitas das reacdes nas quais esse
elemento é utilizado geram as chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO ou
ROS). Uma condicdo para o desenvolvimento da vida aerdbica € a presenca de
mecanismos de desintoxicacdo das ERO (STOREY, 1996). A producéo excessiva e
desregulada de ERO pode ter graves consequéncias as células, contudo, em baixas
concentracbes, as ERO (e ainda as ERN: espécies reativas de nitrogénio) tém
importante papel no contexto bioldgico. Elas sédo importantes reguladores fisiologicos
na sinalizacéo celular, participando de processos envolvidos na proliferacéo celular,
relaxamento endotelial, destruicdo de patégenos, apoptose, etc. (PALMER et al.,
1987; MANNICK e SCHONHOFF, 2002).

Muitos tipos de defesas estdo envolvidos nesses processos, constituindo o
chamado Sistema de Defesas Antioxidantes (SDA). Estes sistemas tém funcdes de
prevencao, reparacao e interceptacdo das ERO e podem ou néo ser catalisados por

enzimas. Um SDA do tipo enzimatico inclui a Catalase (CAT).
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J& o estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio intracelular entre a
geracdo e o0s niveis normais que formam os mecanismos de defesa aos agentes
oxidantes numa dada espécie (SIES, 1985). O aumento na concentracdo das ERO
pode levar a um aumento ou a inibicdo na atividade dos sistemas enzimaticos de
protecao.

O estresse oxidativo pode estar relacionado a danos em diversos niveis tais
como: mutagénese, carcinogénese, lipoperoxidacéo e a oxidacao e fragmentacao de
proteinas e carboidratos (SIES, 1985). Varios estudos de biomonitoramento
ambiental relacionam o grande aporte de diversas classes de poluentes com a
geracdo dessas ERO destacando inUmeras conseqiéncias aos organismos
aguaticos e aos seus respectivos ecossistemas (MALINS et al., 1988; BAINY et al.,
1996; TORRES et al., 2002). Os efeitos mediados pela oxidagcdo, assim como suas
respostas adaptativas, como o aumento da atividade de enzimas antioxidantes e
concentragdo de componentes ndo enzimaticos, sdo potentes biomarcadores
(VERMEULEN et al.,, 2002). A Figura 4 traz uma representacdao das vias de

desintoxicacao e de possiveis efeitos decorrentes de uma alteracao nesse sistema.

Ambiente Organismo
Excrecdo <4—+—— Conjugados Sistemas
Polares Antioxidantes —» Efeitos moleculares:
- Peroxidacéao Lipidica
T T - Dano no DNA

- Alteracéo enzimatica

Fase Il O, reativo - Outros
Metabolismo —» (O, /OH/ \
H205)

A
T Metabdlitos I Efeitos Celulares
————1+—p Tobxicos »
Metabdlitos
—» Efeitos Fisioldgicos
Reacao de /‘I
T Oxido
Reduc&o —» Efeitos Individuais
Fase |
Metabolismo
—» Efeitos Populacionais
Absorcéo do T
Xenobidtico —__| L—pFEfeitos em Comunidades
[~ Xenobidtico
Metabolismo Toxicidade

Figura 4 - Representacao esquematica das vias de desintoxicacéo e de possiveis efeitos moleculares
decorrentes de uma alteracéo no sistema biolégico.

FONTE: Van Der Oost et al. 2003. Fish bioaccumulation and biomarkers in environmental risk
assessment. Envir. Toxicol. Pharmacol.
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Glutationa S-transferase (GST)

A enzima Glutationa S-transferase (GST) pertence a fase Il do metabolismo
sendo responsavel pela conjugacdo de componentes eletrofilicos ou oriundos da
fase | com GSH (VERMEULEN et al., 2002). A reacao de conjugacdao realizada pela
GST é importante as células, pois atua na hidrélise de substancias lipofilicas, as
quais podem ser excretadas como substancias inertes no organismo. Essa
superfamilia de enzimas ocorre em seres procarioticos, plantas, moluscos,
crustaceos, insetos, anfibios, répteis, peixes e mamiferos (VAN DER OOST et al.
2003).

As GST sao classificadas como alfa, mi, pi, e teta, de acordo com suas
propriedades fisicas, quimicas e imunoldgicas. Cada classe de GST pode ser
diferentemente induzida por poluentes ambientais. A familia destas enzimas é
caracterizada por ter uma ampla especificidade de substrato com baixa afinidade.
Esta baixa eficiéncia catalitica teve importante papel na evolucdo das GST como
agente desintoxicador de amplo espectro, tanto de componentes endégenos, quanto
exodgenos (TEW et al., 1999).

A estimulacédo da enzima GST envolve reagdes de conjugacao na presenca
de glutationa. O quociente entre a glutationa reduzida e a oxidada (GSH/GSSG) na
célula € um bom indicador dos niveis de estresse oxidativo. A GST catalisa a
conjugacao da glutationa reduzida (GSH) com diversos tipos de xenobidticos ou
componentes celulares danificados por espécies reativas de oxigénio (STOREY,
1996).

Animais aquaticos que habitam ambientes poluidos podem estar expostos a
xenobidticos, os quais sofrem desintoxicacdo mediada pela glutationa na sua forma
reduzida, catalisada pela enzima glutationa S-transferase. Esta enzima de
biotransformagé&o tem sido estudada em trabalhos de campo no monitoramento de
poluentes de origem industrial e agricola (CHO et al., 1999). Indu¢bes da GST no

tecido hepatico de peixes foram observadas por George (1993).

Catalase (CAT)

Catalases sdo enzimas intracelulares localizadas nos peroxissomos, com a

funcdo de facilitar a remocao do peréxido de hidrogénio (H20,), o qual se transforma
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em oxigénio molecular (Oy) e agua (H0) (reacado: H,O, + O,"" - OH + HO™ + Oy)
(STEGEMAN et al.,, 1992). As catalases também sao citadas como enzimas
envolvidas na desintoxificacdo de alguns substratos, como fenol, alcodis, &cido
formico e formaldeido (NORDBERG e ARNER, 2001; ALBERTS et al., 2002).

Um dos papéis antioxidantes das CAT é reduzir o risco de formacédo do
radical hidroxila (HO") a partir do H,O,, via reacdo de Fenton (H,O, + Cu*/Fe?" _
OH + Cu?'/Fe®*+ HO') (NORDBERG e ARNER, 2001) ou por reacdo com anion
superéxido (O,7). Apesar da baixa capacidade de difusdo, o radical hidroxila é,
provavelmente, a espécie reativa de oxigénio capaz de causar mais danos aos
sistemas bioldgicos, segundo Diplock et al. (1998); Betteridge (2000); Nordberg e
Arnér (2001).

Contudo, de acordo com Van Der Oost et al. (2003), pesquisas ainda sao
necessarias para elucidar melhor o mecanismo da CAT em peixes, 0 que nao retira
a importancia dessa enzima como biomarcador de exposicdo em estudos de

biomonitoramento.

Peroxidacao Lipidica (LPO)

A peroxidacdo lipidica, lipoperoxidagdo ou oxidacdo de acidos graxos
polinsaturados € um processo fisiolégico regular, considerando sua importancia na
maturacdo celular (SCHEWE et al., 1986; MATSUI et al. 1997; VAN LEYEN et al.,
1998) e mobilizacdo de lipidios (FEUSSNER et al., 1995; 2001). Determinadas
classes de contaminantes, contudo, podem acarretar em efeitos deletérios nesse
processo (BENZIE, 1996; SEVANIAN e URSINI, 2000), levando a um
comprometimento no funcionamento celular (KOZAR et al., 1994; BAKER e
KRAMER, 1999), destituicdo da funcdo das membranas celulares e das organelas
essenciais, tais como o processo de transporte, a manutencdo de gradiente de
metabdlitos e ions e a transducdo de sinais mediada por receptores (MEAGHER e
FITZGERALD, 2000), com consequentes modificagbes estruturais dos complexos
lipoprotéicos das membranas celulares (MASON et al., 1997; GIROTTI, 2002).

A lipoperoxidacdo como consequéncia negativa do estresse oxidativo tem
sido extensamente investigada (STEGEMAN et al., 1992). Esse processo ocorre por

uma reacdo em cadeia e demonstra a habilidade de um Unico radical propagar
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reacoes bioquimicas deletérias (VERMEULEN et al., 2002). Durante a
lipoperoxidacao os grupos hidroperdxidos ligam-se aos sitios hidrofébicos dos acidos
graxos insaturados, tendo este processo uma dupla conseqiiéncia: perturbacdo nas
interacOes lipidicas, que levam a alteracfes estruturais das biomembranas e das
lipoproteinas; e a formacdo de espécies reativas de oxigénio, que podem induzir a
modificacdo secundéria de outros constituintes da membrana (GIROTTI, 2002).

A lipoperoxidacdo tem se mostrado um potencial biomarcador de
contaminagao ambiental (STEGEMAN et al., 1992), sendo relacionado com danos
causados por estresse oxidativo (KAPPUS, 1987; REGOLLI et al., 2005).

1.3.1.2 Neurotoxicidade

Acetilcolinesterase (AchE)

O termo colinesterase é normalmente utilizado para referir-se a soma da
atividade da “pseudocolinesterase”, ou butirilcolinesterase, com a atividade da
acetilcolinesterase, ou “colinesterase verdadeira”. Estas enzimas diferem na
afinidade pelo substrato, bem como na velocidade de degradacao deste e diferem
na localizacdo e concentracdo numa mesma espécie (SILVA DE ASSIS, 1998).
Peixes possuem somente AchE no cérebro, enquanto no musculo ambas séo
encontradas (STURM et al.,, 1999). A AchE esta envolvida na desativacdo da
acetilcolina na fenda sinaptica, prevenindo o estimulo continuo do neurénio, o que é
vital para o funcionamnto normal do sistema sensorial e motor (MURPHY, 1986).

A medida da atividade da AchE é muito utilizada para diagnosticar exposi¢ao
a toxicos anticolinesterasicos em peixes, e pode ser considerada um dos mais
antigos biomarcadores (SILVA DE ASSIS, 1998; STURM, et al., 1999). Van Der Oost
et al. (2003), indicam que peixes expostos a pesticidas podem apresentar reducéo
da atividade da acetilcolinesterase proporcional a concentracdo e ao tempo de
exposicdo. A medida enzimética da colinesterase possibilita a detec¢do de efeitos
toxicol6gicos subletais, principalmente de compostos organofosforados e
carbamatos, mesmo sem a presenca de sintomatologia clinica.

Além dos chamados inseticidas anticolinérgicos, outras classes de

contaminantes ambientais, incluindo outros pesticidas, tem o potencial de inibir a
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AchE (DAVIES e COOK,1993; GILL et al., 1990a,b). Reddy et al. (1992), observaram
em um estudo com exposi¢cdo ao diuron (60 dias) uma modificagdo comportamental
em peixes, com diminuicdo na movimentacdo dos opérculos e reducdo da
locomocédo. Os autores atribuiram essas mudancas a uma possivel diminuicdo da
atividade da AchE. Entretanto, ainda poucos trabalhos relatam a influéncia de
exposicao a herbicidas na atividade da AchE.

1.3.1.3 Histopatologia

Técnicas morfolégicas como microscopia de luz tém sido utilizadas em
trabalhos de toxicologia, j& que permitem avaliar possiveis efeitos de xenobiontes
em oOrgaos e tecidos alvos. Segundo Fent (1996), os efeitos nas estruturas das
células e tecidos constituem um importante parametro a ser considerado na
avaliacao do potencial toxico de contaminantes sobre 0S organismos Vvivos.

Wester e Canton (1991) relatam que através da morfologia é possivel tanto
revelar os 6rgéos alvos mais afetados quanto detectar a sensibilidade do organismo
em relacdo aos niveis toxicos dos contaminantes aos quais foram expostos. A
histopatologia permite, ainda, diferenciar lesdes promovidas por doencas daquelas
induzidas por outros fatores ambientais como a exposicdo a poluentes
(SCHWAIGER et al., 1997).

O 6rgao alvo desse trabalho foi o figado. O figado, por representar o principal
orgdo responsavel pelos mecanismos de biotransformacdo e bioativacdo de
xenobiontes lipossollveis, apresenta-se como um excelente alvo para estudos de
danos resultantes da exposicao a diferentes contaminantes (OLIVEIRA RIBEIRO et
al., 2002b, 2005; DAMEK-PROPRAWA e SAWICKA-KAPUSTA, 2003; PADROS et
al., 2003; AKAISHI et al., 2004; RABITTO et al., 2005).

O figado desempenha variadas funcbes metabdlicas, de estoque e de
distribuicdo nos vertebrados. Genericamente, pode ser tratado como a maior
glandula por produzir substancias exécrinas ndo enzimaticas (GUILLOUSO et al.,
1990). E considerado o principal 6rgdo que metaboliza e excreta substancias
xenobidticas, sendo, portanto, um dos primeiros 6rgdos a entrar em contato com o0s

contaminantes ap0s exposicao troéfica.

20



7

O figado de teledsteos, de maneira geral, é formado por células do
parénquima hepatico (com forma oval até poligonos irregulares) que se encontram
dispostas de forma concéntrica ao redor de capilares sanguineos, 0s sinusoides.
Seus nucleos sdo geralmente esféricos. Ha regides especializadas de membranas,
com dois a quatro hepatocitos, que formam canaliculos biliares que s&do canais
intercelulares que recebem a bile por secrecao celular. Varios canaliculos formam o
ducto biliar. Esses ductos convergem, por sua vez, para um ducto hepatico que pode
se abrir no duodeno ou alimentar a vesicula biliar, dependendo da espécie de peixe
(TAKASHIMA e HIBIYA, 1995).

1.3.1.4 Genotoxicidade

Teste de Micronucleo Pisceo e Alteracdes Morfologicas Nucleares

O estudo de danos no DNA em nivel cromossémico € uma parte essencial da
genética toxicologica, uma vez que a mutagcdo cromossbmica € um evento
importante na carcinogénese (RIBEIRO, 2003). Dentre as ferramentas para
avaliacdo genotoxica, o Teste de Micronucleo Pisceo, com a analise das alteracdes
nucleares, constituem ferramentas importantes devido a resposta clara e de rapida
interpretacdo (HEDDLE et al., 1991; BOMBAIL et al., 2001).

Micronucleos sdo formados pela condensacédo de fragmentos cromossémicos
acéntricos ou por cromossomos inteiros que nado foram incluidos no nucleo principal
durante a anafase. Apesar do pouco conhecimento sobre 0s mecanismos que
relacionam a formac&o dos micronucleos em peixes com contaminantes ambientais,
a contagem de micronucleos e o registro de alteragbes morfoldégicas nucleares
fornecem dados importantes nas avaliagcbes de genotoxicidade em funcédo da sua
capacidade de deteccdo da presenca de substancias clastogénicas na agua (AL-
SABTI| e METCALFE, 1995).

O teste do micronucleo foi originalmente desenvolvido por Schimd (1975) para
células da medula 6ssea de camundongos e foi adaptada por Hooftman e Raat
(1982) para o estudo de células sanguineas de peixes mantidos em laboratoérios. O
ensaio do micronucleo em sangue periiférico € considerado, atualmente, um dos

mais estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da genética toxicologica
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(FENECH, 2000). A técnica vem sendo cada vez mais usada em andlises ambientais
por demonstrar a sensibilidade dos peixes frente a diversos contaminantes, inclusive
de origem organica (GRISOLIA e CORDEIRO, 2000; AYLLON e GARCIA-
VAZQUEZ, 2003; AMADO et al., 2006).

Ayllon e Garcia-Vazquez (2001) indicam que além da identificacdo de
micronucleos, a analise de anomalias nucleares deve ser incluida nos estudos de
genotoxicidade em peixes por apresentar resultados mais confiaveis e completos,
considerando que muitas vezes o0 micronucleo pode ter baixa sensibilidade devido a

baixa e também variavel freqiéncia de micronucleos em peixes silvestres.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Biomonitorar a RPPN Fazenda Barbacena e éarea do entorno (regiao
possivelmente alterada pelo uso de contaminantes aquaticos) através da aplicacao

de biomarcadores bioguimicos, morfolégicos e genéticos em peixes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar possiveis danos causados por contaminantes ambientais nha RPPN
Fazenda Barbacena através da medida da atividade da Glutathiona S-transferase
(GST) em Astyanax sp.;

- Avaliar possiveis danos causados por contaminantes ambientais na RPPN
Fazenda Barbacena através da medida da atividade da Acetilcolinesterase (AchE)
em Astyanax sp.;

- Avaliar possiveis danos causados por contaminantes ambientais nha RPPN
Fazenda Barbacena através da medida da atividade da Catalase (CAT) em Astyanax
sp.

- Avaliar possiveis danos causados por contaminantes ambientais na RPPN
Fazenda Barbacena através da concentracdo de Peroxidacédo Lipidica (LPO) em
Astyanax sp.;

- Avaliar possiveis danos causados por contaminantes ambientais através da
morfologia de células do figado em Astyanax sp.;

- Avaliar possiveis danos causados por contaminantes ambientais através do
Teste de Micronucleo em Astyanax sp.;

- Contribuir com a elaboracdo de estratégias de minimizacdo das possiveis
alteracdes causadas por pesticidas em areas do entorno das RPPN e/ou no interior

dessa unidade a partir da discusséo de instrumentos de gestdo em areas protegidas.
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CAPITULO I: APLICACAO DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS,
MORFOLOGICOS E GENETICOS EM Astyanax sp. NO BIOMONITORAMENTO
DA RESERVA PARTICULAR DO PATRIMONIO NATURAL (RPPN) FAZENDA
BARBACENA

.1 INTRODUCAO

A fragmentacdo ameacga todos 0s ecossistemas nacionais, sendo que a
Floresta Estacional Semidecidual do Parana, ecossistema onde se encaixa essa
proposta, ndo foge a esta regra, tendo cedido lugar a diversas atividades,
principalmente as atividades agropecuarias. Combinado ao processo de
fragmentacao, esses ambientes vém sofrendo diferentes alteracbes do seu estado
natural, sendo que muitos distarbios podem ser atribuidos a contaminantes
ambientais, em especial aos pesticidas utilizados nas culturas de soja, milho e cana
de acucar (SILVA, 2004; ARMAS, 2005).

A interferéncia dos pesticidas nos sistemas naturais pode ser observada,
também, em unidades de conservacdo. Em sua especificidade, as Reservas
Particulares do Patrimbnio Natural encontram-se inseridas em um quadro bastante
complexo, no qual fragmentos vém sendo protegidos por diversos proprietarios
rurais, sem, no entanto, possuirem um manejo que integre a area protegida com as
caracteristicas do entorno (em sua maioria areas produtoras agricolas, no caso do
Parana).

Os ambientes aquaticos inseridos em complexos agricolas podem ser
afetados diretamente pelo carreamento de pesticidas utilizados nessas areas. Na
RPPN Fazenda Barbacena, considerada um dos mais importantes fragmentos da
Floresta Estacional Semidecidual do estado do Parana, o entorno é composto por
um mosaico de producdo de cana de acucar (no qual se aplicam, periodicamente,
diferentes pesticidas recomendados para esse cultivo, em especial o glifosato e o
diuron) combinada a nascentes que formam importantes corpos hidricos da regidao. A
utilizacdo de parametros bioldgicos nesses estudos de biomonitoramento possibilita
a avaliacao de areas impactadas, atraves de estudos com biomarcadores (VAN DER
OOST et al., 2003).
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Devido, portanto, a ampla utilizacdo de contaminantes no entorno dessas
areas e a possibilidade de impactos nas UC (BUSCHBACHER, 2000) é de suma
importancia o desenvolvimento de estudos de biomonitoramento nas RPPN.
Combinado a isso, a falta de dados referentes a bioindicadores e biomarcadores das
condigbes ambientais no Brasil também demonstra a necessidade da realizagéo de
trabalhos que visem o monitoramento das regides protegidas. Vale ressaltar que,
apesar da importancia desses estudos, existem poucos dados sobre os efeitos de
toxicos na fauna e flora, sendo escassos, ainda, dados a respeito da toxicidade de
pesticidas em peixes (objeto de estudo desse trabalho), principalmente quando se
trata de espécies brasileiras (COSTA, 2001). Ha escassez, também, de trabalhos
que relacionam as atividades fisioldgicas, bioquimicas e genéticas em peixes
tropicais com efeitos de contaminantes, em especial de estudos que sugerem 0 uso
de diferentes biomarcadores em conjunto (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2000).

O uso de biomarcadores bioquimicos em programas de monitoramento
oferece algumas vantagens, pois sdo, normalmente, os primeiros a serem alterados,
apresentam boa sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de analise
guando comparados com analises quimicas. A medida enziméatica da
acetilcolinesterase (AchE), considerada um dos mais antigos biomarcadores,
possibilita a deteccdo de efeitos toxicoldgicos subletais, principalmente de
compostos organofosforados e carbamatos, sendo atualmente outros pesticidas
descritos como potenciais inibires da AchE (DAVIES e COOK,1993; GILL et al.,
1990a,b). Van Der Oost et al. (2003) indicam que peixes expostos a diferentes
pesticidas podem apresentar reducdo da atividade da acetilcolinesterase
proporcional a concentracdo e ao tempo de exposicao.

A catalase (CAT), por sua vez, possui a capacidade de degradar rapidamente
0 peroxido de hidrogénio (formado por oxidagdo metabdlica) em oxigénio e agua. A
reacdo de conjugacdo realizada pela enzima glutationa S-transferase (GST) é
importante as células, pois atua na hidrolise de substancias lipofilicas, as quais
podem ser excretadas como substancias inertes no organismo. Inducfes da GST e
da CAT no tecido hepético j& foram observadas em diversas espécies de peixes
expostas a xenobiontes (GEORGE, 1993), sendo que as atividades dessas enzimas
vém sendo utilizadas com maior freqiéncia como biomarcadores bioquimicos (VAN
DER OOST et al., 2003; FATIMA et al, 2006).
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O estresse oxidativo, que pode ocorrer quando essas enzimas chamadas
antioxidantes (no caso a CAT) tém suas fun¢des alteradas; ou quando o indice de
producdo de espécies reativas de oxigénio € alto; pode causar a peroxidacao dos
acidos graxos existentes nas membranas celulares. A presenca de xenobiodticos,
responsavel por essa alteracdo, pode, portanto, levar a um aumento de peroxidacao
lipidica ou peroxidacdo (LPO) e danificar estruturas celulares (REGOLLI et al.,
2005).

Lesdes histopatologicas e alteracbes genéticas, como aberracdes nucleares,
sdo também efeitos relatados em estudos prévios em organismos aquaticos em
areas impactadas (AKAISHI et al., 2004; MOUCHET et al., 2006). A ocorréncia de
danos celulares e teciduais em figado de peixes ambientalmente expostos a
pesticidas, metais pesados, esgoto e efluentes industriais tem sido descrita por
varios autores (STENTIFORD et al.,, 2003; NORENA-BARROSO et al.,, 2004;
OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005).

Nesse sentido, 0 presente projeto vem contribuir para o desenvolvimento de
pesquisas de biomonitoramento em Unidades de Conservacéo no estado do Parana,
em especial as Reservas Particulares do Patrimonio Natural. A proposta foi realizar o
biomonitoramento da RPPN Fazenda Barbacena, possivelmente alterada pelo uso
de contaminantes ambientais de origem agricola, através da utlizacdo de

biomarcadores bioquimicos, morfolégicos e genéticos em em Astyanax sp.
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|.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 AREA DE ESTUDO

O presente projeto foi conduzido em uma area-piloto localizada na regido
noroeste do Estado do Parand, inserida na Fazenda Barbacena, municipio de Sao
Pedro do Ivai, a RPPN Estadual Fazenda Barbacena, de propriedade de Jayme Watt
Longo (Figura 5). Segundo IBGE (2007), esta regido esta recoberta pela Floresta
Estacional Semidecidual, comunidade vegetal onde 20 a 50% dos individuos do
estrato arbdéreo superior perdem as folhas na estacdo desfavoravel, por condi¢cdes
periodicas de seca ou frio.

Atualmente, esta cobertura vegetal encontra-se seriamente comprometida
pelas atividades agropecuarias ali desenvolvidas (MIKICH et al., 2002, MIKICH e
OLIVEIRA, 2003). O clima da regiao é do tipo Cfa, com tendéncia de concentracéo
das chuvas nos meses de verdo e temperatura média do més mais quente acima
dos 22T e do més mais frio abaixo dos 18T (MIKICH e OLIVEIRA, 2003).

A RPPN Fazenda Barbacena foi criada em 2004 e preserva mata nativa de
Floresta Estacional Semidecidual. A area possui também importante papel na
preservacao hidrogréafica (Bacia do Ivai) — (SEMA, 2007).

As atividades realizadas atualmente na éarea protegida abrangem turismo
ecolégico, educagdo ambiental e pesquisa cientifica. A area €, hoje, administrada
pela empresa Vale do Ivai. No entorno da RPPN h& a producéo de cana de acucar,
também gerida pela empresa citada, a qual utiliza, periodicamente, diferentes tipos
de pesticidas recomendados para esse tipo de cultivo, em especial o glifosato e o
diuron.

A pulverizacdo é realizada por maquinarios especificos e eventualmente por

meio de pulverizacdo manual.
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Figura 5 - Esquema representativo da localizacdo da RPPN Fazenda Barbacena, Sao Pedro do Ivali,
Parand, Brasil.

[.2.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram realizadas duas fases de campo, uma no més de setembro de 2006
(final da seca) e outra no més de marco de 2007 (final da chuva), considerando que
a disponibilidade dos pesticidas no ambiente pode variar com a disponibilidade de
agua, ou seja, nas diferentes estacfes pluviométricas, bastante caracteristica da
Floresta Estacional da regido trabalhada. Para a escolha das épocas de coleta
considerou-se, também, que os pesticidas nessa fazenda possuem aplicacédo

continua (ndo ha variacdo sazonal de aplicacdo), segundo informacdes fornecidas
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pela geréncia agricola da empresa Vale do Ivai. Os meses escolhidos, portanto,
representaram uma época final de cada estacéo pluviométrica, de seca e chuva.
Foram amostrados trés pontos de um mesmo coérrego da Fazenda
Barbacena, o cérrego Itaubaté, o qual possui sua nascente na area produtiva da
fazenda (com plantio de cana) e cruza, posteriormente, toda a RPPN. O primeiro
ponto se localiza no tanque formado pelas nascentes do corrego, o segundo no
limite da area produtiva com a RPPN e o terceiro no interior da RPPN

(aproximadamente na zona nucleo da reserva) (Figuras 6 e 7).

Figura 6 - Imagens da RPPN e dos pontos de coleta na Fazenda Barbacena, Sao Pedro do Ivai,
Parana. A: Vista da RPPN ao fundo, com plantio de cana em primeiro plano. B: Ponto de Coleta
“Cana de Acucar”: tanque formado por nascentes na area de plantio. C: Ponto de Coleta “Entorno”. D:
Ponto de Coleta “RPPN": cérrego Itaubaté.
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Foram coletados 30 individuos por ponto amostral, em ambas as coletas.

Primeiramente, os animais tiveram sua coluna secionada e, em seguida, foram
coletadas amostras de sangue (com o auxilio de um tubo capilar para hematdécrito)
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enzima AchE). Os individuos foram, entdo, armazenados em formol 4%, para
posterior identificacdo dos espécimes.

As amostras de figado e musculo coletadas foram acondicionadas em
criotubos devidamente identificados e imediatamente congeladas em nitrogénio
liguido. Uma pequena porcdo do figado de cada animal também foi fixada em
ALFAC e depois desidratada em alcool, para avaliacao histologica.

As amostras obtidas foram encaminhadas aos laboratorios de Toxicologia
Ambiental do Departamento de Farmacologia, de Toxicologia Celular do
Departamento de Biologia Celular e de Mutagénese Ambiental do Departamento de
Genética da UFPR, para processamento e realizacdo das andlises abaixo descritas.

[.2.2.1 Modelo Bioldgico

Neste estudo foram utilizados lambaris Astyanax sp. A posi¢cao taxondmica
segundo Fink e Fink (1981) é Classe Osteichthyes; Superordem Osthariophysi;
Ordem Characiformes; Subordem Characioidea; Familia Characidae. A identificacdo
dos espécimes foi realizada pelo Museu de Histdria Natural Capao da Imbuia,
Curitiba, Parana.

Os peixes da familia Characidae geralmente apresentam uma nadadeira
caudal adiposa, sdo bons nadadores e incluem a maioria dos peixes de escamas
conhecidos no Brasil, como lambaris, piracanjubas, piranhas, dourados, etc.
(BRITSKI, 1988). O lambari € uma espécie nativa e largamente distribuida no
territdrio brasileiro, sendo encontrado em grandes grupos habitando rios, lagos e
represas. O termo lambari € uma designacao (nome popular) a quase 150 espécies,
de diferentes géneros. Em outras regides do Brasil, o lambari pode receber o nome
de Piaba ou Canivete.

O género Astyanax foi inicialmente proposto em 1854 e a revisdo mais
recente, realizada por Lima et al. (2003) cita 86 espécies e algumas subespécies. Os
individuos do género Astyanax sdo peixes de escamas, de pequeno porte,
raramente ultrapassando 10 cm de comprimento total. Sua coloracdo é bastante
variada.

O género compreende adultos preferencialmente insetivoros, mas que

também consomem outros itens alimentares vegetais e animais (flores, frutos,
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sementes, crustaceos, algas, detritos) (GASPAR DA LUZ e OKADA, 1999;
ANDRIAN, 2001). Grande representatividade numeérica tem sido comum em estudos
envolvendo espécies do género Astyanax (UIEDA e BARRETO, 1999; ORSI et
al.,2004). Tal caracteristica se da pelo fato destas espécies apresentarem ciclos de
vida dindmicos com elevado potencial reprodutivo e oportunismo trofico (FILHO e
BRAGA,1996), fato este interessante para o uso do género como modelo bioldgico
para diferentes estudos. Vale salientar, também, que esse género apresenta
comportamento reofilico, ou seja, realiza apenas curtas migracdes reprodutivas
durante os periodos de maior precipitacdo, ndo variando muito sua ocorréncia nas
diferentes faixas dos corpos hidricos (SUZUKI e AGOSTINHO, 1997). Por essas
caracteristicas e por sua relativa facilidade de captura, o género Astyanax foi
escolhido como modelo nesse estudo.

Apesar dessas caracteristicas, o grupo lambari passa eventualmente por
modificacdes em sua classificagdo taxonémica, o que pode dificultar, em alguns
casos, 0 seu uso como bioindicador. Muitas espécies do género Astyanax sdo
morfologicamente similares e por isso diferentes autores citam a formacdo de um
complexo do ponto de vista taxondmico (FERNANDES, 2004; MARTINS-SANTOS,
2004). Durante a coleta realizada em setembro de 2006, apareceram alguns
exemplares do lambari Bryconamericus sp. (no ponto localizado no entorno da
reserva). Esses exemplares foram retirados, apos identificacdo do Museu, das
analises bioquimicas, morfolégicas e genéticas, sendo utilizado apenas o género

Astyanax. Portanto, 0 nUmero amostral nesse grupo sofreu variacoes.

[.2.2.2 Extracdo enzimatica

As amostras de figado armazenadas em freezer -70°C (pool de 2 animais)
foram descongeladas em temperatura de 4°C e homogeneizadas em tampéo fosfato
0,1M, pH 6,5, com auxilio do homogeneizador automatico Potter — Elvejhem, na
proporcao 1:10 (peso do tecido / volume do tampéo). O homogeneizado utilizado
como fonte de enzimas foi obtido pela centrifugacdo a 10000 x g a 4T, por 30
minutos. O sobrenadante (fracdo S9) foi aliquotada para analise da GST, CAT, LPO

e para dosagem de proteina.
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Glutationa-S-transferase (GST):

O método baseia-se no trabalho proposto por HABIG et al. (1974) e HABIG e
JAKOBY (1981). As GSTs catalisam a reacdo de conjugacdo do substrato CDNB
com a GSH, formando um tioéter que pode ser monitorado pelo aumento de
absorbancia, através da leitura em microplacas.

O sobrenadante resultante da centrifugacédo foi diluido na proporcdo 1:10
(volume/volume) em tampéao fosfato 0,1M pH6,5, e 100ul deste foi pipetado nas
microplacas. Em seguida, foram adicionados 200 ul de solucdo reacdao (CDNB 2,5
mM, GSH 2 mM em tampé&o fosfato 0,1M pH6,5), para realizagdo imediata da leitura
(quatro réplicas de cada amostra). O aumento linear da absorbancia, a 340nm, foi
monitorado e a atividade foi expressa em nmoles de conjugado GSH-CDNB
produzido por minuto, por miligrama de proteina, em espectrofotdmetro de
microplaca Sunrise — TECAN.

Catalase (CAT):

Para a atividade da Catalase, o sobrenadante resultante da centrifugagao foi
diluido na proporcdo 1:5 (volume/volume) em tampdo fosfato 0,1M pH6,5. As
amostras de enzima foram pipetadas em cubetas de quartzo (10ul). Em seguida,
foram adicionados 990 ul de solucao reacdo 20mM (Tampéo Tris 1 M/ EDTA 5mM
pH 8,0, peroxido de hidrogénio 30% e agua milli-q, em concentracdes especificas e
mantida em banho-maria a 25C). Foram lidas trés ré plicas de cada amostra.

O método consiste em mensurar a atividade da catalase através do consumo
de peroxido de hidrogénio exogeno, gerando oxigénio e &agua, através de
espectofotometria (AEBI, 1984). O aumento linear da absorbancia foi monitorado em
espectrofotometro (Ultrospec 2000, UV/Visible - Pharmacia Biotec), a 240 nm, por 1
minuto a cada 15 segundos. A atividade enzimatica foi expressa em pumol.min™:.mg

proteina™.

Lipoperoxidacéo Lipidica (LPO):

A analise da LPO baseia-se no método descrito por Jiang et al. (1991; 1992) e

Hermes Lima et al. (1995). A determinacédo da lipoperoxidacao foi feita segundo o
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ensaio Laranja de Xilenol ou Ensaio FOX modificado, que tem por principio a rapida
oxidacdo do Fe*? mediada por perdxidos sob condicBes acidas e posterior formacao
do complexo Fe*™® - laranja de xilenol (fonte de absorcdo de luz), na presenca do
estabilizador hidroxitolueno butilato (BHT).

O sobrenadante inicial foi ressuspendido em metanol PA na proporcdo 1:2
(volume/volume), sonicado durante 1 minuto e centrifugado 10 minutos a 10000 x g
a 4°C. Em seguida, 30 pl do sobrenadante dessa ultima centrifugacéo foi pipetado
em microplacas e incubado por cerca de trinta minutos, com 270 pl de solucéo
reacdo (metanol 90%, &cido sulfarico (H.SO4) 25mM, BHT 4mM, sulfato ferroso
amoniacal 250 pM, e laranja de xilenol 1mM). A leitura foi realizada em
espectrofotometro de microplacas, a 570 nm. O resultado foi expresso em
equivalentes de CHP (concentracdo de hidroperoxido) pela quantidade de proteina

encontrada na amostra (nmol.mgproteina™).

Acetilcolinestarase (AchE):

Foi preparada uma diluicho de cada amostra de musculo 10% (peso do
tecido/volume do tampéo) em tampéao fosfato (0,1 M; pH 7,50). 50 pl da fonte de
enzima foi pipetada em microplaca, com 200 ul de DTNB (0,75 mM) e 50 pl de ATC
(iodeto de acetiltiocolina 9mM). Foram lidas trés réplicas de cada amostra.

A atividade da AchE foi medida segundo o método Ellman et al. (1961),
modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). O substrato, iodeto de
acetiltiocolina, é hidrolizado pela enzima, liberando tiocolina e acetato. A tiocolina
reage com o ion 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) para produzir o anion amarelo 5-tio-2-
nitrobenzoato.

A absorbancia foi medida a 405 nm, em espectrofotdmetro de microplaca,
Sunrise — TECAN. Os resultados foram expressos em nmol.min™*.mgproteina™.

Concentracao protéica:
Os dados das atividades enziméticas foram normalizados pelas respectivas
concentracfes protéicas totais, quantificadas pelo método de Bradford (1976),

utilizando-se soro albumina como padrdo. A leitura foi realizada em

espectrofotometro de microplaca (Sunrise — TECAN).
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1.2.2.3 Histopatologia de figado

Para analise histopatologica, amostras de figado foram fixadas em ALFAC por
16 horas (alcool 80%, formol 40% e &cido acético glacial). Em seguida, foram
armazenadas em alcool e transportadas para o laboratério de Toxicologia Celular da
UFPR, para preparacéo das laminas histoldgicas.

Em laboratério, as amostras foram desidratadas em série crescente de
alcoois: 1 hora em 80%, 1 hora em 90%, 1 hora em 95%, 1 hora em 100% e 30
minutos em 100%. O material foi diafanizado utilizando-se xilol PA e &lcool 100% na
proporcao 1:1 durante 1 hora, em seguida xilol PA por mais 1 hora. A inclusédo foi
realizada em paraplast plus a 56°C por 2 horas. Para a microtomia, os blocos foram
mantidos em freezer por 15 minutos, a fim de facilitar a obtencédo dos cortes. Os
cortes foram, entéo, fixados em laminas com albumina 1% e distendidos sobre uma
chapa quente.

Os cortes foram corados com Hematoxilina de Harris e Eosina 1%. Para o
processo de coloragao, as laminas foram diafanizadas em xilol (dois banhos de 5
minutos cada), em seguida, hidratadas em série decrescente de alcoois (5 minutos
em alcool 100%, 90% e 70%), imersas em agua destilada e entdo coradas. Apos
coloracdo, as laminas foram novamente diafanizadas com xilol e finalmente
montadas com resina e laminula.

As caracteristicas morfolégicas foram analisadas através de microscopia de
luz, sendo o indice das lesdes calculado segundo Bernet et al. (1999). Os resultados

foram gravados em imagens digitalizadas através do fotomicroscépio Axiophot Zeiss.

1.2.2.4 Teste do MicronuUcleo Pisceo

Para a realizacdo do teste do micronucleo foram coletadas amostras de
sangue dos lambaris, para confeccdo de extensdao em lamina de vidro, conforme
técnica descrita por Heddle (1973). O sangue foi coletado com o auxilio de um tubo
capilar heparinizado para hematocrito, sendo a amostra depositada imediatamente

em lamina de vidro para a realizacdo do esfregaco, feito logo em seguida. Apds a

35



lamina secar por 5 minutos, o material foi fixado em etanol PA (Merck®) durante 30
minutos.

Apos fixacdo, as laminas foram coradas com Giemsa 5%, diluida em tampéao
fosfato pH 8,6, por 10 minutos. As laminas foram, entdo, analisadas em microscopia
Otica, para identificacdo e quantificacdo de microndcleos e nucleos com formas
alteradas (teste cego para contabilizacdo total de alteragbes nucleares em 2000
hemacias periféricas por lamina). Foram consideradas como micronucleos as
particulas que se encontravam nitidamente separadas no nucleo principal, sem
exceder 1/3 do seu tamanho, com bordas visiveis e com mesma cor e refringéncia
do nucleo. As alteracBes de forma eliptica nucleares que ndo se enquadraram no
conceito do micronacleo foram, entdo, descritas como alteracdes morfologicas
nucleares (CARRASCO et al.,1990), sendo computadas de forma conjunta e néao

como alteractes especificas.

1.2.3 ANALISE ESTATISITCA

Os resultados dos experimentos bioquimicos foram analisados por Anova de
uma via, seguida da Prova de Tukey para comparacdo entre 0s grupos. Também
foram comparadas as amostras coletadas em um mesmo ponto nas fases de seca
(setembro de 2006) e de chuva (marco de 2007) a partir da realizacdo do Teste de
Mann-Whitney.

Para comparacao dos indices histopatologicos e das alteracfes nucleares, 0s
resultados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia

adotado para os testes foi de 5%.
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.3 RESULTADOS

|.3.1 Atividade da Glutationa S-Transferase

N&o foi observada diferenca da atividade da GST nos pontos localizados na
area de plantio de cana de actcar (média + erro padrdo / 72,9+6,8 nmol.min™.mg
proteina™), no entorno da &rea protegida (83,5+4,8) e no interior da RPPN
(73,9£14,5) para as amostras coletadas em setembro de 2006 (apdés época de
seca). Na coleta de marco de 2007 (apOs época de chuva), contudo, foi verificado
um aumento da atividade da GST, expressa em nmol.min™*.mg proteina™, no entorno
da reserva (média * erro padréao / 186,5+7,6), quando comparada a regiao de plantio

de cana de acucar (145,2+6,9; p<0,05), como é possivel observar na Figura 8.
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Figura 8 - Atividade especifica (AE) da GST (nmol.min™.mg proteina™) no figado de Astyanax sp., nos
grupos Cana de Agucar, Entorno e RPPN. Os resultados expressam médiaterro padrdo. Nivel de
significancia adotado p<0,05. A: Coleta de setembro de 2006, n=15 para os pontos localizados na
cana de acgucar e RPPN; n=9 para o ponto localizado no entorno. B: Coleta de marco de 2007. Letras
diferentes expressam grupos estatisticamente diferentes (p<0,05; n=15).

[.3.2 Atividade da Catalase
Para a CAT foi observada uma inducédo da expressdo enzimatica na coleta

realizada em setembro de 2006 (média + erro padréo), expressa em pmol.min":.mg

proteina™, no grupo coletado no interior da RPPN (616,1+52,0), quando comparado
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ao ponto localizado na cana de acucar (240,5+9,1; p<0,05) e entorno (246,348,5;
p<0,05). Nao foi observada, porém, diferenca da atividade da CAT nos pontos
localizados na area de plantio de cana de acucar (469,3+41,88), no entorno da area
protegida (536,7+19,83) e no interior da RPPN (461,8+52,9) nas amostras coletadas
em margo de 2007, conforme indica a Figura 9.
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Figura 9 - Atividade especifica (AE) da CAT (umol.min™.mg proteina™) no figado de Astyanax sp, nos
grupos Cana de Acucar, Entorno e RPPN. Os resultados expressam médiaterro padrdo. Nivel de
significancia adotado p<0,05. A: Coleta de setembro de 2006. Letras diferentes expressam grupos
estatisticamente diferentes (p<0,05; n=15 para os pontos localizados na cana de acucar e RPPN; n=9
para o ponto localizado no entorno). B: Coleta de marco de 2007, n=15.

1.3.3 Lipoperoxidagao

Foi verificada diferenca na LPO na coleta de setembro de 2006 (nmol.mg
proteina™) do grupo coletado no entorno da &area protegida (média + erro padréo /
2,0340,23) quando comparado ao interior da RPPN (0,69+0,17; p<0,05) e a area de
cana de acucar (0,73+0,11; p<0,05). Na coleta de margco de 2007, esse mesmo
ponto, o entorno, também apresentou diferenca da LPO (média + erro padréao /
4,33+0,30) em relacdo aos demais pontos (RPPN: 2,3+0,24; p<0,05 e area com

cana: 3,2+0,27; p<0,05), conforme indica a Figura 10.
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Figura 10 - Concentracao de hidroperoxidos (CP) (nmol.mg proteina’l) no figado de Astyanax sp, nos
grupos Cana de Acucar, Entorno e RPPN. Os resultados expressam médiaterro padrdo. Nivel de
significancia adotado p<0,05. Letras diferentes expressam grupos estatisticamente diferentes. A:
Coleta de setembro de 2006, p<0,05; n=15 para os pontos localizados na cana de agucar e RPPN;
n=9 para o ponto localizado no entorno. B: Coleta de marco de 2007, p<0,05; n=15.

|.3.4 Atividade da Acetilcolinesterase

N&o foi observada alteragdo da atividade da AchE (expressa em nmol.min’
' mg proteina®) nos pontos localizados na &rea de plantio de cana de acucar
(164,3+11,2), no entorno da éarea protegida (189,5+6,2) e no interior da RPPN
(174,8+4,6) nas amostras coletadas em setembro de 2006; e nesses mesmos
pontos na coleta de marco de 2007 (Cana de acucar. 405,1+19,8; Entorno:
339,0+10,7 e RPPN: 361,5£33,9), conforme indica a Figura 11.
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Figura 11 - Atividade especifica (AE) da AchE (nmol.min™*.mg proteina™) no musculo de Astyanax sp,
nos grupos Cana de Acgucar, Entorno e RPPN. Os resultados expressam médiaterro padrdo. Nivel de
significancia adotado p<0,05. A: Coleta de setembro de 2006, n=15 para os pontos localizados na
cana de aclcar e RPPN; n=9 para o ponto localizado no entorno. B: Coleta de marco de 2007, n=15.
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1.3.5 Comparacao entre época chuvosa e época de seca

Segundo a SIMEPAR (Sistema Metereologico do Parana), a precipitacao
acumulada obtida para a regido durante os meses de estudo (set/06 a mar/07) foi de
1163,6 mm. Os meses que antecederam a coleta no inicio de setembro de 2006
representaram a época de maior seca (total de 85,8 mm de maio a agosto de 2006)
e 0S meses que antecederam a coleta de marco de 2007 representaram a época de
concentragdo de chuvas (total de 692,8 mm de dezembro de 2006 a fevereiro de
2007). Esses dados caracterizam, portanto, o clima do tipo Cfa ou Sub-tropical
Umido Mesotérmico, com tendéncia de concentra¢éo das chuvas até o fim do ver&o
e seca até o fim do inverno, o que justifica a escolha dos periodos para coleta.

Na comparacdo dos dados para as diferentes épocas do ano foi verificado
aumento da atividade da GST (nmol.min*.mg proteina™®) em todos os pontos de
coleta quando comparados dois a dois, nos diferentes periodos de coleta (média +
erro padréo / seca x chuva): (1) Cana de Acucar Seca: 72,4+6,8 / Cana de Acucar
Chuva: 148,846,9; p<0,05; (2) Entorno Seca: 78,8+4,8 / Entorno Chuva: 179,0+7,7;
p<0,05 e (3) RPPN Seca: 70,5+9,8 / RPPN Chuva: 165,148,9; p<0,05, como é
possivel observar na Figura 12.

Nessa figura observa-se, também, a diferenca da atividade da CAT (umol.min®
! mg proteina™) quando realizada a mesma comparacao entre 0s pontos, em épocas
de seca e chuva. No ponto localizado no interior do plantio de cana e no entorno da
reserva houve aumento da CAT na coleta realizada na chuva (Cana de Agucar Seca:
234,2+9,1 / Cana de Acucar Chuva: 521,8+32,5; p<0,05; Entorno Seca: 245,6+8,5 /
Entorno Chuva: 518,7£19,8; p<0,05), enquanto que no ponto localizado na RPPN
houve um decréscimo na atividade (RPPN Seca: 646,2+36,6 / RPPN Chuva:
462,3+21,2; p<0,05).
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Figura 12 - Atividade especifica da GST (nmol.min".mg proteina™) e CAT (umol.min™*.mg proteina™)
em Astyanax sp, nos diferentes pontos amostrais (Cana de Aculcar, Entorno e RPPN), nas diferentes
épocas de coleta (seca/setembro 2006 e chuva/marco 2007), n=15. Os resultados expressam
médiaterro padrdo. Letras diferentes expressam grupos estatisticamente diferentes (p<0,05).

Foi verificado, ainda, aumento da atividade da AchE (nmol.min™*.mg proteina’
Y em todos os pontos de coleta quando comparados dois a dois, nos diferentes
periodos de coleta (média + erro padrdo / seca x chuva): (1) Cana de Acucar Seca:
172,7#11,2 |/ Cana de Acucar Chuva: 420,2+19,2; p<0,05; (2) Entorno Seca:
192,2+6,2 / Entorno Chuva: 344,6+10,8; p<0,05 e (3) RPPN Seca: 174,8+4,6 /
RPPN Chuva: 342,0+25,9; p<0,05, como € possivel observar na Figura 13.
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Nessa figura observa-se, também, o aumento da concentracdo de
hidroperéxido (nmol.mg proteina®) em todos os pontos de coleta quando
comparados dois a dois, nos diferentes periodos de coleta: (1) Cana de Acucar
Seca: 0,60+0,06 / Cana de Acucar Chuva: 3,2+0,2; p<0,05; (2) Entorno Seca:
1,940,2 / Entorno Chuva: 4,5%0,3; p<0,05 e (3) RPPN Seca: 0,61+0,09 / RPPN
Chuva: 2,5+0,2; p<0,05.
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Figura 13 - Atividade especifica da AchE (nmol.min™..mg proteina™) e concentracdo de hidroperéxido
(nmol.mg protel’na'l) em Astyanax sp, nos diferentes pontos amostrais (Cana de Ac¢ucar, Entorno e
RPPN), nas diferentes épocas de coleta (seca/setembro 2006 e chuva/margo 2007), n=15. Os
resultados expressam médiaterro padrdo. Letras diferentes expressam grupos estatisticamente
diferentes (p<0,05).
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1.3.6 Histopatologia de Figado

As lesdes encontradas no figado estdo demonstradas na Tabela 2 e nas
Figuras 14 e 15. A Figura 14A mostra a estrutura normal do tecido hepatico do
Astyanax sp., que apresenta vasos de diferentes tamanhos distribuidos por todo o
parénquima hepatico e € observado o tecido pancreatico, caracteristica essa comum
nos teledsteos. Em todos os pontos amostrais (Cana-de-acucar, Entorno e RPPN),
em ambas as estacfes (setembro/seca e marco/chuva) foram identificadas lesdes
como alteragbes nucleares (Figura 14B), vacuolizagdo citoplasmatica (Figura 14D),
infiltracbes leucocitarias (Figura 15A), diferenciacdo do tecido e presenca de
melanomacrofagos livres (Figura 15D). Foram identificados, também, parasitas
(Figura 15B e 15C). Necrose foi a lesédo mais evidente em todos os pontos amostrais
(Figura 14C).

TABELA 2 — FREQUENCIA DE OCORRENCIA DE LESOES EM FIGADO DE Astyanax sp.
COLETADOS EM SETEMBRO DE 2006 E MARCO DE 2007, FAZENDA BARBACENA, SAO PEDRO
DO IVAI, PR

Lesdo | Cana/06 | Entorno/06 | RPPN/06 | Cana/07 | Entorno/07 | RPPN/07
Setembro Marco
Me'anl‘_’ir\rl‘raecrc’fago 4 (13) 11 (14) 15 (15) 8 (14) 13 (14) 7 (14)
Centro de
Melanomacréfago 1(13) 1(14) 0 (15) 0 (14) 0 (14) 0 (14)
Infiltracdo
Leucocitaria 5 (13) 2 (14) 2 (15) 4 (14) 1(14) 5 (14)
Necrose 12 (13) 14 (14) 15 (15) 12 (14) 12 (14) 11 (14)
Neoplasia 1(13) 1(14) 0 (15) 0 (14) 0 (14) 0 (14)
Vactolo 1(13) 1(14) 3 (15) 0 (14) 0 (14) 0 (14)
Diferenciacdodo 5 (13) 2 (14) 0(15)  3(14) 4 (14) 0 (14)
Alteracdo Nuclear 0 (13) 0 (14) 0 (15) 0 (14) 0 (14) 2 (14)

NOTA: () = Numero de individuos analisados.
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Figura 14 - Cortes histoldgicos de figado de Astyanax sp. coletados em corpos hidricos da Fazenda
Barbacena, S&o Pedro do Ivai, PR. Coloragdo em Hematoxilina e Eosina. A: estrutura normal do
tecido hepatico. Seta (- ) indica tecido pancreético e (- ) indica vasos sanguineos (Barra = 50 um).
B: setas indicam alteracdes nucleares (Barra = 10 um). C: setas indicam areas de necrose (Barra =
20 um). D: setas apontam para a presenca de vacuolizagdo citoplasmatica (Barra = 20 pum).
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Figura 15 - Cortes histoldgicos de figado de Astyanax sp. coletados em corpos hidricos da Fazenda
Barbacena, S&o Pedro do Ivai, PR. Coloracdo em Hematoxilina e Eosina. A: setas indicam &reas de
infiltrac&o leucocitaria (Barra = 10 um). B: setas indicam parasitas no tecido (Barra = 10 um). C: seta
indica um parasita (Barra = 20 um). D: setas apontam para a presenca de melanomacréfagos em
tecido caracterizado por diferenciacéo tecidual e infiltracdo de células sangiineas (Barra = 20 pm).

Na comparacao do indice de lesdo entre os pontos amostrais, calculado com
base em Bernet et al. (1999), foi encontrada diferenca entre os pontos Cana-de-
Acgucar e RPPN, com um aumento desse indice na area preservada, na coleta
realizada em setembro de 2006, como é possivel observar na Figura 16 A. Essa
mesma figura mostra, no entanto, que na coleta de marco de 2007 n&o houve
diferenca entre os pontos de coleta (Figura 16 B). Na comparagdo dos dados para
as diferentes épocas do ano foi verificado aumento do indice na época de seca, nos

individuos coletados no entorno da reserva e na RPPN (Figura 17).
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Figura 16 — Indice de Les&o histopatolégica em figado de Astyanax sp., nos grupos Cana de Aclcar,
Entorno e RPPN. Nivel de significancia adotado p<0,05. A: Coleta de setembro de 2006, n=13. B:
Coleta de marco de 2007, n=13. Letras diferentes expressam grupos estatisticamente diferentes.

Histopatologia de Figado
20+
’% 15+
i) a
[}
T 10+
[}
Q
2
N— 5_
0
Cana/seca Cana/chuva
20+
a*
Q 157
[7]
9
(0]
O 101
()
O
S
c
N 5_
0
Entorno/seca Entorno/chuva
20+
a*
l% 154
[7]
9
(0]
T 10+
()
9
S
c
N— 5_
0
RPPN/seca RPPN/chuva

Figura 17 - indice de Les&o histopatolégica em figado de Astyanax sp., nos grupos Cana de Acucar,
Entorno e RPPN, nas diferentes épocas de coleta (seca/setembro 2006 e chuva/margo 2007). Letras
diferentes expressam grupos estatisticamente diferentes (n=13, p<0,05).
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1.3.7 Teste do Micronucleo Pisceo

Na contagem de alteracbes morfolégicas nucleares e microndcleos em
eritrocitos do Astyanax sp. ndo foi encontrada diferenca entre os pontos cana-de-
acucar, entorno e RPPN na coleta realizada em setembro de 2006, como € possivel
observar na Figura 18 A. Porém, a Figura 18 B mostra que na coleta realizada em

marco de 2007 houve diferenca entre o entorno e os demais pontos.
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Figura 18 — AlteracBes nucleares e micronucleos em eritrocitos de Astyanax sp., nos grupos Cana de
Acucar, Entorno e RPPN. Nivel de significancia adotado p<0,05. A: Coleta de setembro de 2006,
n=15. B: Coleta de marco de 2007, n=15. Letras diferentes expressam grupos estatisticamente
diferentes.

A Figura 19 apresenta as principais alteracdes nucleares e a presenca de

micronucleos em exemplares de Astyanax sp. coletados nesse estudo.
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Figura 19 — Eritrécitos de Astyanax sp. coletados na Fazenda Barbacena, Sdo Pedro do Ivai, PR.
Coloracdo em Giemsa 10%. A: estrutura normal dos nucleos dos eritrocitos (Barra = 10 um). B e C:
setas indicam alterag8es nucleares (Barra em B = 10 um e Barra em C = 50 um). D: seta aponta para
um eritrécito com um microndcleo (Barra = 50 um).
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1.4 DISCUSSAO

Os danos causados por efluentes nos ecossistemas aquaticos vém sendo
estudados mais intensamente ao longo dos ultimos 20 anos, especialmente pela
intensificacdo das agfes antropicas consideradas impactantes. Entretanto, ainda a
maior parte da bibliografia disponivel detecta a presenca de pesticidas nos tecidos
dos peixes através de exames quimicos, havendo, comparativamente, poucas
referéncias sobre analises com biomarcadores bioquimicos, morfologicos e
genéticos. Além disso, poucos estudos envolvem analises de mais de um
biomarcador em monitoramento de campo, que representa, geralmente, exposi¢cao
multipla a diversos tipos de pesticidas.

A exposicdo de organismos a contaminantes ambientais indica interacdes
entre essas substancias quimicas e os sistemas bioldgicos, interacdes essas, que
podem resultar em distarbios bioquimicos e/ou respostas adaptativas dos
organismos (MASFARAUD et al.,, 1992). Na maioria das vezes, 0S processos
metabdlicos de biotransformacdo de fase | e fase Il sdo necessarios para
desintoxicacdo e excrecdo desses compostos em animais aquaticos (GOKSOYR e
FOURLIN, 1992).

Apesar da dificuldade de muitas vezes se avaliar e mensurar os efeitos
especificos de misturas quimicas nesses ambientes, recentemente tem-se dado
énfase aos estudos com diversos contaminantes, uma vez que 0S organismos estao
de fato expostos a misturas complexas de compostos (OLGUN et al., 2004), as quais
podem agir aditivamente, sinergicamente, potencialmente ou antagonicamente nos
organismos (KONEMANN, 1981).

A inducédo da atividade da GST verificada na coleta de marco de 2007, no
ponto localizado no entorno quando este é comprado com o0os demais pontos de
coleta, sugere um aumento do metabolismo dos animais, no intuito de
desintoxicacao, consequéncia provavel da exposi¢cao aos herbicidas locais.

Vale ressaltar que ndo apenas 0 entorno parece estar sujeito a alteracdes
ambientais, mas também a area de plantio de cana e a RPPN, considerando as
diferencas verificadas na atividade da GST (e das outras enzimas estudadas nesse
trabalho) quando comparadas as épocas de seca e de chuva. Compostos
carcinogénicos, pesticidas e compostos secundarios reativos podem ser eliminados

via glutationizacdo (Van Der Oost et al., 2003). A inducdo da GST em relacdo a
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exposicdo a pesticidas ja foi citada na literatura, como mostram os trabalhos de
Egaas et al. (1999); Cho et al. (1999) e Jonsson et al. (2001).

O aumento da atividade da GST também foi reportado para o peixe de agua
doce Leuciscus albumoides, inserido em areas com diferentes perfis de
contaminacado (LOPES et al., 2001). A conclusdo desses autores para a analise da
GST é gue a atividade enzimatica aumentada pode estar indicando uma tentativa de
adequacao metabdlica no caso de exposi¢cdes continuas a contaminantes. No caso
do presente estudo, essa argumentacao poderia explicar a inducédo da GST vista no
ponto localizado no entorno da reserva, que apds as chuvas passa a receber um
maior volume de agua dos demais tanques existentes na fazenda, o que pode
acarretar em aumento da lixiviagao dos pesticidas para esse tanque amostrado.

Em alguns casos também, dependendo da concentracdo e tipo de
contaminantes, a biotransformacdo de xenobibticos pode envolver reacdes de
oxidacdo, produzindo espécies ativas de oxigénio. Essas ERO ativam sistemas de
defesa antioxidante, sendo que a atividade da enzima GST pode ser indiretamente
associada ao estresse oxidativo, uma vez que ela utiliza como co-fator a GSH, e
este também participa da degradacdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) através da
atuacao da enzima Glutationa peroxidase (GPx) (TEW e RONAI, 1999).

O aumento da GST verificado apds essa época de concentracdo de chuvas
na regido poderia, portanto, indicar ainda uma relacdo de desequilibrio no sistema
antioxidante dos animais coletados. A GST, tendo sido descrita por alguns autores
(HAYES e MCLELLAN, 1999; PASTORE et al., 2003) como agente pro-oxidante,
catalisando a conjugacdo da GSH com xenobiontes, pode estar, entdo, indicando
uma situacdo de estresse oxidativo nos lambaris. Segunda Xia et al. (1996), a
expressdo da GST é regulada pelo estado redox da célula, atuando como um sensor
da variacdo desse estado (ADLER et al. 1999).

A inducdo da GST também ja foi reportada em Lemma minor exposta ao
diuron (TEISSEIRE e VERNET, 2000), sendo que os autores relacionam esse
aumento a uma situacdo de estresse oxidativo. A atividade da GST e o herbicida
diuron tém sido relacionados em diferentes estudos, com diferentes bioindicadores
(NIEDERER et al., 2001; BARATA et al., 2006). Silva (2004) verificou, ainda, inducao
da GST em Astyanax sp. residentes em corpos hidricos de areas de cultivo de arroz

e de areas naturais vizinhas, com interferéncia de diferentes classes de pesticidas.
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Essa modificacdo oxidativa nos peixes pode afetar uma grande variedade de
funcBes celulares, envolvendo proteinas, e pode contribuir para a ocorréncia de
danos secundarios a outras biomoléculas, como ao DNA e as membranas celulares
(EVANS et al., 1999). No caso do dano de lipoperoxidagdo avaliado no presente
estudo, nesse mesmo ponto de coleta, o entorno entre as areas de plantio de cana e
a RPPN (ponto com a inducdo da GST), o aumento na concentracdo de
hidroperoxidos lipidicos foi visto em ambas as coletas (época de seca e chuva).
Variacbes nos niveis de lipoperoxidacdo vém sendo apresentadas como uma
resposta eficiente na exposi¢cdo a poluentes em organismos aquaticos (THOMAS e
WOFFORD, 1993; REMEO e GNASSIA-BARELLI, 1997; SRIDEVI et al., 1998).
Wilhelm Filho et al. (2001) também demonstraram a eficiéncia da avaliagcdo da
lipoperoxidacdo como biomarcador de estresse oxidativo em espécies neotropicais
de agua doce, expostas a diversas classes de contaminantes.

Um estudo conduzido no México (TEJEDA-VERA et al., 2007), em um rio que
recebe efluentes da producdo de cana-de-aglcar, mostrou aumento nos niveis de
LPO em Ameca splendens e Goodea atripinnis, relacionados com os pesticidas
aplicados nessa producdo, em especial o diuron, o que corrobora a agdo negativa
desse herbicida sobre os grupos de Astyanax sp. estudados nesse trabalho.

Outros estudos também revelaram um aumento na concentracdo de
hidroperoxidos em figado de organismos expostos a diversos contaminantes,
inclusive misturas de pesticidas (LIVINGSTONE et al., 1993; DI GIULIO et al., 1993).

Segundo Acworth e Bailey (1995), quando os acidos graxos sdo peroxidados,
eles tornam-se mais hidrofilicos, perturbando as fun¢des normais da membrana, seja
a membrana plasmatica ou as membranas de organelas como mitocondrias e
lisossomos. Desse modo, a peroxidacdo lipidica traz consequéncias sérias as
células. Os hidroperéxidos lipidicos formados durante a LPO podem interagir com
outros acidos graxos, principalmente os poliinsaturados, gerando uma cadeia
autocatalitica de peroxidacéao lipidica, a qual pode levar a modificacédo estrutural das
membranas bioldgicas (ABUJA e ALBERTINI, 2001). Considerando que a
integridade das membranas biologicas € indispensavel para a regulacdo de muitos
processos celulares, sua alteracdo pode comprometer importantes parametros como
a fluidez, a permeabilidade, o potencial elétrico e o transporte celular (KUHN e
BORCHERT, 2002), acarretando em danos irreversiveis (STRMAC e BRAUNBECK,
2002), como a formacao de alteragcées morfolégicas nucleares.
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Esse mesmo ponto de coleta, o entorno da area protegida com a area
produtiva, apresentou também na coleta de margo de 2007, ou seja, ap0s época de
chuva, aumento no numero de alteracdes nucleares, incluindo a formacdo de
micronucleos, fato este que pode estar relacionado com a alteracdo na concentracao
de hidroperéxidos citada acima, considerando que os danos ao DNA podem estar
diretamente associados a producdo de espécies reativas de oxigénio. Como ja
comentado, estas moléculas altamente reativas sdo conhecidas por atuarem sobre a
estrutura de macromoléculas celulares como proteinas e acidos nucléicos (EVANS
et al., 1999).

A fragmentacdo do DNA sob condigbes com aumento da producdo de ERO
pode ocorrer por dois mecanismos: (1) radicais livres lipidicos produzidos a partir
dos acidos graxos poliinsaturados (tanto na membrana plasméatica quanto nuclear)
podem diretamente acometer o DNA presente na cromatina do nudcleo efou (2) a
lipoperoxidacdo em uma célula causa a perda da integridade da membrana celular e
pode tornar o ambiente favoravel a interferéncia no DNA por outros tipos de radicais
de oxigénio. O radical hidroxila pode inicialmente causar quebra da fita simples do
DNA e, posteriormente, levar a quebra da fita dupla (HIGUCHI, 2003).

Danos nucleares e a formacdo de micronucleos também foram vistos por Rao
et al. (1997) e Ayllon e Garcia-Vazquez (2003) com a exposicdo de peixes a
diferentes contaminantes ambientais. Minissi et al. (1996) também validam a
utilizacdo do micronucleo em peixes como ferramenta eficaz no monitoramento de
ambientes naturais.

Heddle et al. (1991) destacam que a formacdo de microndcleos € uma
resposta a curto prazo frente a uma substancia genotoxica, de modo que a sua
expressao depende da intensidade da exposicdo ao contaminante e provavelmente
independe da duracéo de tal exposicéo. Minissi et al. (1996) também mostram que o
teste de microndcleo em eritrcitos de peixes é indicativo de danos de curto prazo,
uma vez que podem desenvolver a capacidade de recuperacéo, fato este observado
com o deslocamento dos peixes do sitio contaminado para local controlado. Essas
observagcbes podem indicar que ap6s uma época de concentracdo de chuvas o0s
danos genotdxicos dos compostos utilizados na lavoura de cana-de-acucar se
acentuam e sdo detectaveis pela técnica de contagem de alteracéo nuclear utilizada

no presente estudo.
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Por outro lado, nem todos os compostos que induzem a formacéo de
micronucleos sao clastogénicos. Segundo Heddle et al. (1991), essas alteracbes
nucleares podem ser resultante de uma nao disjuncéo do fuso a partir de chamados
“contaminantes do fuso”. Desse modo, seriam necessarios estudo mais especificos
para elucidar os mecanismos pelos quais 0s peixes coletados tiveram a formagao de
micronucleos e aparecimento de outras alteragdes nucleares.

Em relacdo a CAT, foi visualizada uma inducdo da atividade enzimatica no
ponto localizado no interior da RPPN, na coleta de setembro de 2006 (final da seca).
O aumento da atividade especifica da CAT também tem sido relatado como
indicador de estresse oxidativo (VAN DER OOST et al., 2003). Este aumento sugere
uma defesa do organismo na tentativa de eliminar espécies reativas de oxigénio,
formadas principalmente durante o metabolismo de compostos quimicos.

O termo “estresse oxidativo” denota, portanto, um desequilibrio entre a
producdo de agentes pro-oxidantes e o0s respectivos sistemas de defesa
antioxidantes de uma célula ou organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; CUI
et al., 2004). Esse desequilibrio favorece, consequentemente, o estabelecimento de
um ambiente mais oxidante que o normal. As ERO geradas durante o metabolismo
oxidativo possuem um limiar de tolerancia bastante estreito em todos os organismos
aerdbicos (TEW e RONAI, 1999). Elas reagem com varios aminoacidos, o que
favorece o aparecimento de enzimas modificadas ou com suas atividades alteradas
(BUTTERFIELD et al., 1998). Apesar de ndo esperada uma contaminagcdo no ponto
RPPN, por se tratar da area protegida, parece que o0s lambaris Astyanax sp.
ativaram esse sistema de defesa antioxidante (CAT) para restabelecer o balanco
redox apOs uma possivel contaminacdo do meio aquatico.

Em ambientes aquaticos, aumento nas atividades de enzimas relacionadas a
defesa antioxidante, incluindo a CAT, ja foram demonstrados por diversos autores,
em diferentes estudos em peixes (LEMAIRE e LIVINGSTONE, 1993;
LIVINGSTONE, 2001) e outras espécies expostas a misturas de contaminantes e
pesticidas (PORTE et al., 1991; RODRIGUEZ-ARIZA et al., 1993). Peixinho dourado
(Carassius auratus) exposto a misturas de herbicidas, incluindo o diuron, mostrou
alteracdo em enzimas de estresse oxidativo e, como consequéncia, reduziram sua
resisténcia contra patdégenos, sugerindo uma acdo imunossupressora, conforme

mostra o trabalho de Fatima et al. (2006). Exposicao de organismos ao glifosato, e a

53



marcas comerciais deste composto, também mostrou alteracdo da atividade da
catalase, com e sem o0 uso de surfactante, no estudo de Gehin et al. (2006).

Quando comparadas as épocas de seca e chuva, as atividades especificas da
GST e AchE tendem a mostrar uma relacéo direta dose-resposta se considerarmos
gue a chuva aumenta a disponibilidade dos pesticidas na agua. Segundo Rank et al.
(2005) aumento prolongado de chuvas pode causar turbuléncia dos sedimentos e
transporte de poluentes para locais distantes do seu local de origem, ou acumulo de
contaminantes em corpos d’agua sem grande circulacdo, como em lagos e tanques.
Ja na atividade da CAT parece que outros fatores podem estar associados nessa
relacdo. Segundo Vassuer e Cossu-Leguille (2003), a diminuicdo da CAT pode estar
associada a uma toxicidade diferencial do poluente em maiores concentragoes,
decorrente dessa relacéo indireta dose-resposta, e pode, mesmo assim, provocar
danos celulares por desequilibrio no sistema antioxidante.

Em relacdo & AchE, outros compostos além dos organofosforados e dos
carbamatos parecem ter a capacidade de inibir as colinesterases (GILL et al., 1990).
Porém, segundo Sturm et al. (2000), as concentracdes desses outros inibidores
requeridas para promover efeitos sobre a AchE seriam relativamente altas em
comparacao aos fosforados e carbamatos.

Vale salientar que apesar dos resultados encontrados nesse estudo para a
enzima AchE, a medida da inibicdo da colinesterase é amplamente aceita como
meétodo diagnodstico de exposicdo a agentes anticolinesterasicos em vertebrados.
Variagdes especificas de atividade dessa enzima sdo inUmeras e a viabilidade do
uso dela como biomarcador de poluicdo aquatica deve sempre estar relacionada a
caracterizacdo nas diferentes espécies (STURM et al., 1999).

A atividade da colinesterase em peixes e outros organismos aguaticos tem
sido utilizada globalmente como biomarcador de contaminagdo em programas de
monitoramento por diferentes grupos (STURM et al., 1999; RODRIGUEZ-FUENTES
e GOLD-BOUCHOT, 2000; MONSERRAT e BIANCHINI, 2001; MONSERRAT et al.,
2002; VENTURA et al., 2002; CORSI et al.,, 2003; MONTEIRO et al., 2005;
TORTELLI et al., 2006).

Analisando conjuntamente os biomarcadores bioquimicos, tem-se que a
inducdo da CAT no tecido hepatico pode indicar uma exposicdo dos peixes, até
mesmo no interior da reserva, aos herbicidas aplicados com maior freqiiéncia na

area de estudo (glifosato e diuron). JA o aumento da LPO encontrado no grupo
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coletado no limite entre a area produtiva e a RPPN sugere uma formacéo de radicais
livres que ndo estdo sendo eliminados pelo sistema antioxidante desses organismos.
Os herbicidas poderiam estar provocando lipoperoxidacao celular e o aumento da
GST nesse mesmo ponto poderia indicar, em especial, a tentativa de eliminacdo dos
xenobiontes pelos peixes.

Foram observadas alteracdes morfologicas no tecido hepético em todos os
pontos amostrados, nas diferentes estacdes pluviométricas, ndo havendo, portanto,
dentro das areas investigadas nenhuma que estivesse completamente livre de
alteracéo.

LesBes histopatologicas tém sido freqiientemente descritas como importantes
ferramentas em estudos de biomonitoramento devido a facilidade de interpretacéo
tanto em situacdes de exposicdo aguda quanto cronica (WESTER et al., 2002; GUL
et al., 2004; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005). Assim como relatado neste trabalho, a
ocorréncia de lesdes hepaticas em animais expostos ambientalmente a
contaminantes tem sido reportada em organismos aquaticos por outros autores
como NORENA-BARROSO et al. (2004) e OLIVEIRA RIBEIRO et al. (2005).

Devido aos processos de absorcdo e metabolizacdo as lesbes observadas no
figado estdo geralmente relacionadas a exposicdo continua a poluentes. A
ocorréncia de necroses foi a mais evidente neste estudo. Este tipo de lesédo tem sido
registrada em peixes de areas impactadas por multiplos contaminantes (PACHECO
e SANTOS, 2002; STEHR et al., 2003; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005). Areas de
necrose causam prejuizos funcionais e estruturais no figado de peixes
(STENTIFORD et al., 2003), podendo causar o colapso do orgao (RABITTO et al.,
2005). Embora a ocorréncia de areas necréticas néo ter sido, nesse estudo,
relacionada diretamente com a quantificacdo de um determinado pesticida, o
aparecimento dessa lesao tem sido freqlientemente observada em recursos hidricos
contaminados por agrotoxicos (FANTA et al., 2003). A presenca de necroses em
individuos coletados no interior da RPPN e também nas areas mais préximas aos
cultivos de cana-de-acucar representa um indicativo de que os corpos hidricos locais
estejam comprometidos.

Melanomacréfagos podem ser visualizados como células pigmentadas (ou
conjunto de células no caso do centro de melanomacrofagos) em 6rgdos como
figado, rim anterior e intestino de peixes. Hartley et al. (1996) propuseram a

utilizacdo de melanomacrofagos como biomarcador de poluicdo aquatica a partir da
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quantificacdo destas estruturas. Segundo Rabitto et al. (2005), essa sensibilidade
em relacdo a exposicdo a contaminantes vem do fato dos melanomacrofagos
estarem relacionados a respostas inflamatérias e desintoxicacdo de substancias
exbégenas. Meseguer et al. (1994), ao observarem abundantes macrofagos livres no
parénquima do figado, sugeriram que estes se movem livremente dentro do
parénquima formando os centros de melanomacréfagos quando ha um aumento na
atividade fagocitica como resposta imune a lesbes em individuos expostos a
contaminantes. No presente estudo, foi observada uma alta incidéncia de
melanomacréfagos livres em organismos que também apresentaram areas de
necrose, o que pode indicar que os melanomacréfagos estejam envolvidos, nesse
caso, na remocao de células necraoticas.

A vacuolizacdo citoplasmatica observada no figado dos lambaris das areas
estudadas pode representar, por sua vez, um mecanismo de imobilizacdo de
compostos mais lipofilicos como descrito por Oliveira Ribeiro et al. (2005) em
Anguilla anguilla ambientalmente exposta a pesticidas. Essa vacuolizagdo pode
indicar que o0s animais acumulam o xenobidtico na tentativa de reduzir a
concentracéo deste na circulacado e demais tecidos, conforme verificado por Franca
(2005) para o peixe Atherinella brasiliensis.

Segundo Bernet et al. (1999), a infiltracdo de células de defesa, como a
infiltracdo leucocitaria observada no presente estudo, € uma resposta do organismo
frente a presenca de contaminantes. Geralmente, essas areas sdo encontradas
proximas a outras lesdes como focos de necrose, sendo que essas células
atravessam as paredes dos vasos sanguineos e infiltram no tecido afetado. Ja os
centros eosinofilicos encontrados nos lambaris da Fazenda Barbacena podem ser
considerados como um estagio pré-neoplasico (HAWKINS et al., 1990), servindo
como um potencial biomarcador de exposicdo (STENTIFORD et al., 2003) frente a
seriedade desse tipo de leséo.

E necessario ressaltar, nesse sentido, que a RPPN foi a area que apresentou
maior incidéncia de leses pelo célculo de Bernet et al. (1999) e que o maior indice
de leséo visto para a época de seca nesse ponto, quando comparado com a estacao
chuvosa, corrobora a observagéo de alteracdes bioldgicas nos lambaris da reserva e
a importancia do monitoramento dessa area. Além disso, vale considerar que os
dados morfolégicos podem indicar uma exposicdo cumulativa da RPPN a

contaminantes aquéticos. Os individuos coletados imediatamente no entorno, por
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outro lado, apresentaram alteragcbes agudas, fato este que sugere diferenca na
estrutura dos grupos de Astyanax sp. dentro e fora da area protegida. De qualquer
modo, as leses morfolégicas aparecem em todos os pontos, em ambas as coletas,
0 que reforca a proposta de um monitoramento continuo da efetividade de
conservacao ndo apenas da reserva, mas também de seu entorno.

Embora a toxicidade aguda do glifosato seja considerada baixa, a WHO
(1994) tém sugerido que o herbicida pode causar defeitos cronicos em determinadas
espécies de animais quando administrado em doses elevadas e por um periodo
prolongado, sendo o0s peixes e 0s invertebrados aquaticos 0s mais sensiveis a este
herbicida e aos outros componentes de seus produtos comerciais. No caso do
Roundup, tem-se que a toxicidade do produto comercial € maior que o glifosato
utilizado sozinho, provavelmente pela toxicidade do surfactante, como mostra o
estudo de Folmar et al. (1979) no tratamento de diversas espécies de peixes com
roundup, glifosato e o surfactante. O glifosato se mostrou menos toxico que o
roundup ou o surfactante, e a toxicidade do roundup foi similar a do surfactante.

Um experimento conduzido por Rossi (dados néo publicados), também com o
género Astyanax sp. exposto aos herbicidas glifosato e diuron em laboratorio, indica
maior sensibilidade dos peixes ao Diuron (exposi¢cdo em dose subletal 30 mg/L), os
guais tiveram aumento na atividade da GST e aumento na atividade da AchE. Nesse
mesmo estudo, o grupo com a mistura desses dois herbicidas mostrou aumento na
concentracdo de hidroperéxidos. Esses resultados corroboram com o presente
estudo, demonstrando que os dados encontrados nas coletas realizadas na Fazenda
Barbacena devem ter relacdo com a aplicacdo de pesticidas na regido de cultivo de
cana-de-acucar.

Em relacdo ao uso do Astyanax sp. como bioindicador nesse trabalho tem-se
gue as caracteristicas mais marcantes foram: (1) a sensibilidade do género no uso
dos biomarcadores aqui estudados e (2) na visualizacdo de danos sub-letais. Esta
Gltima caracteristica permite por em pratica acdes remediadoras ou, melhor, acées
preventivas em areas protegidas. Dai a importancia e o interesse atual de
incorporacdo do biomonitoramento em programas de manejo de unidades de
conservacao inseridas em mosaicos de alteracdo antropica.

Vale ressaltar, todavia, que a interpretacdo dos resultados de campo é
sempre muito complexa, pois um grande numero de fatores pode influenciar as

variaveis analisadas de maneira ndo controlada (ROCHE et al., 2002; ZANETTE et
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al., 2006). Abordagens realizadas com multiplos biomarcadores fornecem uma
melhor caracterizacdo de uma dada &rea durante um periodo de tempo em estudos
de biomonitoramento. Este trabalho tem, portanto, um carater preliminar sugerindo

uma exposicao dos lambaris aos herbicidas utilizados na Fazenda Barbacena.
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CAPITULO II: BIOMONITORAMENTO COMO FERRAMENTA PARA O
INCREMENTO DE PLANOS DE MANEJO EM RESERVAS PARTICUL ARES DO
PATRIMONIO NATURAL: CASO DA RPPN FAZENDA BARBACENA

1.1 CONTEXTUALIZACAO DAS RPPN E LEVANTAMENTO DA PROBLEMATICA
DA RPPN FAZENDA BARBACENA

O sistema de areas protegidas do Brasil possui uma ampla heterogeneidade
no que diz respeito as estratégias de protecdo e as categorias de conservacdo. Em
sua especificidade, a tematica da conservacdo em terras particulares tem se
ampliado de forma consideravel, crescendo principalmente a partir da década de 90,
guando os mecanismos de conservacao privada passaram a ser incrementados no
Brasil.

Reservas privadas se diferenciam de acordo com a situacao legal, forma de
manejo, origem da iniciativa de criacdo, atividades oferecidas, instituicao
responsavel e formas de instituicAo. Como categoria de area protegida privada
prevista no Sistema Nacional de Unidades de Conservagao Brasileiro (SNUC, 2000),
as Reservas Particulares do Patriménio Natural (RPPN) sdo caracterizadas como
areas particulares de relevante interesse ecologico, instituidas voluntariamente, cujo
objetivo principal é o de conservar a biodiversidade e onde se admite 0 uso indireto
dos recursos naturais.

As 800 RPPN atualmente existentes no Brasil tém, cada vez mais, servido
como um instrumento adicional para o fortalecimento do sistema de unidades de
conservacgao, protegendo mais de 600 mil hectares em todo o pais. As RPPN
representam um mecanismo eficiente para ampliacdo de areas sob protecédo legal,
para o aumento da conectividade da paisagem natural, para prote¢cdo complementar
a rede de areas protegidas publicas, além de contribuirem na protecdo de areas
prioritarias para a conservacéo da diversidade biolégica.

Na Mata Atlantica, bioma foco desse estudo, as RPPN ja representam o
dobro, em numero, das unidades de conservagdo publicas de protecdo integral,
sendo reconhecidas pela sua importancia para a protecdo da biodiversidade, seu
valor paisagistico, educacional ou outras variaveis que dependam de protecdo ou

restauracdo do habitat natural. Atualmente, mais da metade das RPPN do Brasil
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estdo localizadas nesse bioma, 75% (558 RPPN), e mesmo com tamanho muitas
vezes modesto, as RPPN tém sido fundamentais para garantir a protecdao da
diversidade bioldgica dos estados que compdem esse ecossistema, em especial por
incremento aos chamados corredores ecoldgicos.

A Tabela 3 mostra o nimero de RPPN em cada estado da Mata Atlantica,
categoria essa que conserva aproximadamente 200 mil hectares no bioma. Apesar
da diferenca de representatividade nas ecorregides desse bioma, 0 movimento de
conservacdo em RPPN esta em ascensao, como € possivel perceber na Figura 20.
Esses esquemas permitem notar que ha um crescimento atual no nimero de RPPN
no Brasil, apesar da falta de incentivos gerais para a conservacdo em terras
privadas, o que demonstra o perfil de continuidade das acbOes por parte dos
diferentes atores envolvidos no tema, principalmente dos proprietarios das reservas,

incluindo empresas privadas.

TABELA 3 — REPRESENTACAO DAS RPPN NO BIOMA MATA ATLANTICA

Alagoas 7 610,58
Bahia 54 33.799,19
Ceard 10 9.600,39
Espirito Santo 4 586,22
Minas Gerais 143 76.098,25
Paraiba 8 6.652,62
Parana 191 37.149,77
Pernambuco 10 2.857,53
Sergipe 1 13,27

Rio Grande do Norte | 3 2.939,93
Rio Grande do Sul 25 4.044,79
Rio de Janeiro 44 4.230,39
Santa Catarina 25 15.212,97
Séo Paulo 33 3.348,99
Total 558 197.144,89

FONTE: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA,
Ministério do Meio Ambiente e Orgédos Ambientais Estaduais, 2007.
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Figura 20 - Desenvolvimento da criacdo de RPPN na Mata Atlantica, de 1998 a 2006.
FONTE: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA,

Ministério do Meio Ambiente e Orgédos Ambientais Estaduais, 2006.

Considerando ainda, que remanescentes importantes para a conectividade da
paisagem estdo localizados em sua maioria dentro de propriedades particulares, &
imprescindivel incrementar o sistema de conservacdo em terras privadas, nao
deixando, entretanto, de considerar a efetividade de conservacao dessas areas.

Embora se note esse potencial, € importante considerar, por outro lado, que
proprietarios de RPPN, organizacdes ambientalistas e mesmo técnicos de Orgaos
ambientais reconhecem a necessidade de fortalecimento para trabalhar com o tema.
A preocupacdo com a quantidade e qualificacdo dos responsaveis pelo
desenvolvimento e consolidagdo dos mecanismos de conservagdo privada, e até
mesmo dos gestores diretos das RPPN, tem sido constante.

Paralelamente, a necessidade de compreender e manejar essas areas €
tarefa prioritaria, j& que, muitas vezes, as demandas soOcio-econémicas (atividades
industriais, agricolas, entre outras) tendem a colidir com o0s interesses
conservacionistas. Considerando que muitas RPPN estdo sujeitas a impactos
ocasionados pelas matrizes produtivas, estudos para a elaboracéo/incremento dos
planos de manejo dessas areas devem ser desenvolvidos, objetivando a detecgéo e
a minimizagdo dos possiveis danos existentes em um trabalho conjunto da éarea

protegida com seu entorno.
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Sob o ponto de vista das atividades realizadas no entorno das RPPN, em
especial do Sul e Sudeste do Brasil, a atividade agricola e suas caracteristicas de
producdo merecem destague na presente discussdo. Segundo Tomita (2002), os
ambientes aquaticos inseridos em complexos agricolas podem ser afetados
diretamente pelo carreamento de pesticidas utilizados nas culturas de soja, milho,
cana-de-agucar, arroz, entre outros.

Na RPPN Fazenda Barbacena, considerada um dos mais importantes
fragmentos da Floresta Estacional Semidecidual do estado do Parana e foco desse
trabalho, esse tema encontrou abertura, sendo realizado o estudo de monitoramento
através de biomarcadores em Astyanax sp.

A RPPN Fazenda Barbacena, localizada na regido noroeste do Estado do
Parand, inserida na Fazenda Barbacena, municipio de S&o Pedro do Ivai, foi criada
em 2004 (pela Portaria 207/2004) e possui importante papel na preservacéo
hidrografica da Bacia do Ivai (a reserva estd inserida na microbacia do Rio
Barbacena, afluente de 1% ordem do Rio Ivai). As atividades realizadas atualmente
na area protegida abrangem turismo ecoldgico, educacdo ambiental e pesquisa
cientifica. O entorno da RPPN é composto por uma regido de plantio, utilizada pela
Usina Vale do Ivai. A atividade principal se caracteriza pela producdo de cana de
acucar, a qual utiliza, periodicamente, diferentes tipos de pesticidas recomendados
para esse tipo de cultivo, em especial o glifosato e o diuron.

Os resultados discutidos no capitulo I, para o estudo de biomonitoramento,
permitem afirmar que os pontos amostrados no interior da RPPN, bem como no
entorno da reserva e na area de plantio direto de cana-de-agucar, ndo estdo
completamente livres de algum tipo de alteracdo causada por esse sistema de
producéao.

Nesse sentido, o presente capitulo pretende discutir possibilidades de
incremento ao plano de manejo da RPPN Fazenda Barbacena, frente ao diagnostico

dessas alteraces.

1.2 BIOMONITORAMENTO AMBIENTAL NA GESTAO DE RPPN

Um dos primeiros passos para a resolucdo dos problemas sécio-ambientais

gerados pela gestdo inadequada dos recursos hidricos é o desenvolvimento de
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metodologias de diagndstico eficientes. O presente trabalho aponta a importancia do
tema Biomonitoramento, que consiste no uso sistematico das respostas fisiolégicas
mensuraveis em organismos vivos para avaliar as mudancas ocorridas no ambiente
(VAN DER OOST et al., 2003), como ferramenta para o incremento de planos de
manejo em reservas particulares.

Apesar do grande numero de variaveis encontradas em campo dificultar a
relacdo causa-efeito de uma determinada alteracdo em organismos, estrutura de
populacdes ou de comunidades; o biomonitoramento permite uma avaliacdo mais
ampla das condi¢des naturais as quais 0s organismos estdo sujeitos, o que de fato
pode colaborar na discusséo da efetividade de conservacdo de uma area protegida.
O monitoramento que combina diferentes testes em sistemas bioldgicos
(biomarcadores) propicia, por sua vez, promissores instrumentos para a identificacao
de impactos no ambiente (DA SILVA et al., 2003).

Concomitante a realizagdo do estudo dos biomarcadores citados no Capitulo
I, a proposta deste trabalho foi, portanto, subsidiar uma discussdo sobre o manejo
das RPPN em relacdo ao seu entorno. Em linhas gerais, os topicos aqui discutidos
poderdo ser aplicados em duas diferentes esferas: (1) divulgagéo e discussao dos
resultados e recomendagdes de manejo na RPPN Estadual Fazenda Barbacena e
na comunidade do entorno; (2) apresentacdo em congressos e encontros de
proprietarios de RPPN, fortalecendo a idéia de um manejo integrado das reservas
com seu entorno, considerando, inclusive, a implantacdo de “zonas de
amortecimento” para essa categoria de unidade de conservacao, salvo as
particularidades do uso desse instrumento em &reas particulares e sem o carater de
obrigatoriedade.

A proposta € criar, deste modo, subsidios para a gestédo integrada da RPPN
Fazenda Barbacena com sua area de entorno produtora de cana de agucar, sem, no

entanto, descaracterizar o objetivo de conservagao que norteia essa UC.

2.1 Zonas de Amortecimento em RPPN

A criacdo de unidades de conservacdo € a forma mais tradicional de se

proteger ecossistemas. Contudo, o entorno, em muitas destas areas, vem sendo

manejado sem critérios de conservagdo, determinando a formacédo de “ilhas”, as
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guais permitem que as UC possam sofrer mais diretamente os impactos das
atividades externas. Uma das solucdes para esta questédo, segundo Orlando (1997),
€ 0 estabelecimento de zonas de amortecimento ou tampao (buffer zones) com
restricbes ou proibicdes de atividades no entorno das unidades.

A Lei Federal n°® 9.985, de 18 de julho de 2000, que institui o Sistema
Nacional de Unidades de Conservagdo — SNUC, define zona de amortecimento
como sendo “o entorno de uma unidade de conservacdo onde as atividades
humanas estdo sujeitas as normas e restricbes especificas, com o propésito de
minimizar 0s impactos negativos sobre a unidade”. O SNUC determina a
obrigatoriedade das UC, exceto na Area de Prote¢cdo Ambiental — APA e na Reserva
Particular do Patriménio Natural - RPPN, em possuir uma zona de amortecimento e
que o orgao da administracdo da unidade é o responsavel pela regulamentacdo da
ocupacdo e do uso dos recursos desta area.

O tema central aqui, contudo, ndo € entrar no mérito da obrigatoriedade da
implantacdo de uma area de entorno com restricdes especificas, e sim discutir a
importancia dos instrumentos “Zona de Amortecimento” e “Biomonitoramento” no
manejo de reservas particulares. A implantacdo de medidas nesse sentido em
fragmentos de RPPN no sul e sudeste do pais é particularmente importante devido
ao processo de insularizacdo ocorrido principalmente no inicio da década de 70.
Este periodo coincidiu com a fase de mecanizacdo da agricultura no estado do
Parana, que se caracterizou pelo uso intensivo de agrotoxicos e fertilizantes
qguimicos.

Primeiramente, acreditava-se que as a¢des em UC deveriam ser realizadas
dentro de seus limites, fato este que vem sofrendo mudancas considerando que
freqientemente as ameacas originam-se fora dos limites dessas unidades.
Atualmente, Planos de Manejos caracterizam-se por ser continuos, gradativos e
flexiveis, abordando novos enfoques, como a protecéo integrada com o entorno.

Nesse enfoque e de acordo com Orlando (1997), zona de amortecimento "é
uma zona periférica as areas protegidas, onde sdo feitas restricbes no uso dos
recursos ou nas medidas de desenvolvimento para melhorar os valores de
conservacao dessas areas". Segundo MMA/IBAMA (1997), o conceito de zona de
amortecimento é analogo ao existente sobre a zona de transicdo ou zona tampao, e
esta proposta apoia-se, ainda, na Convencao sobre Diversidade Biologica (1994),

gue afirma que cada parte responsavel, na medida do possivel e conforme o caso,
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deve promover o desenvolvimento sustentado e ambientalmente sadio nas areas
adjacentes as areas protegidas a fim de reforcar a protecdo destas areas. Este
documento descreve os principais problemas nas UC vizinhas a areas agricolas,
problemas estes causados principalmente pela contaminacdo ocasionada por
defensivos agricolas e pela pratica das queimadas.

Outro conceito importante é o de “Area de Influéncia”, que significa “area que
exerce alguma influéncia direta sobre a unidade, considerando-se principalmente as
microbacias onde a mesma esta inserida, bem como quaisquer outras areas onde
outros atores interfiram na unidade ou que a unidade possa interferir sobre elas”
(MMA/IBAMA, 1996). Esta expresséo se apoiou na Resolugao do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n°® 13/90, que determinou uma faixa de 10 km em
torno das unidades de conservacao, na qual qualquer atividade que possa afetar a
biota deve ser obrigatoriamente licenciada pelo 6érgdo ambiental competente.

No caso especifico das RPPN ndo h4 a intencéo de caracterizar uma faixa de
entorno e/ou uma zona de amortecimento de fato, mas sim apontar possibilidades
para a gestdo de reservas particulares inseridas em mosaicos produtivos, em
especial a RPPN Fazenda Barbacena, utilizando esse conceito de area de
influéncia.

Ao trazer outros conceitos de zonas de amortecimento, fica mais evidente a
relacdo destas com programas de biomonitoramento. Segundo Padovan (2000),
para se implantar uma area de menor impacto no entorno de areas protegidas, €
importante considerar se a intervengdo humana é direta ou indireta, € real ou
potencial, onde o desenho e manejo devem considerar as interelacbes entre
pessoas e recursos, identificar areas ou situacdes criticas nestas inter-relagées,
além de orientar o manejo segundo a demanda real destas areas ou situacdes
criticas. Conforme Cerqueira et al. (2003), entorno é a area circunvizinha a uma UC,
onde o0 uso do solo pode influenciar, tanto positiva como negativamente o ambiente
natural desta. Morsello (2001) define essa zona como uma porcao adjacente a area
protegida, no qual o uso da terra € parcialmente restringido para incorporar uma
camada a mais de protecdo para a UC. Pode ter a funcdo de ampliar a presenca na
area protegida de certo tipo de habitat e pode servir a propositos sociais. Ja Britez et
al. (2003) afirmam que o estabelecimento de UC por si s6 ndo assegura a efetiva

manutencdo de comunidades, haja visto que essas areas podem ser verdadeiras
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ilhas que, isoladas em meio a paisagem, sofrem deterioracdo progressiva de seus
ambientes, na maioria das vezes, partindo da borda.

No biomonitoramento, por sua vez, tem-se que estudos que consideram a
biota nativa de um local (os bioindicadores) por meio de testes em sistemas
biolégicos podem ser utilizados como excelentes ferramentas para a identificacdo de
ameacas ao ambiente. Em estudos ecotoxicologicos, o maior objetivo é a deteccdo
da causa-efeito entre sistemas biologicos e as misturas complexas de poluentes aos
quais organismos podem estar expostos. Dai a relacdo com o manejo de areas
protegidas, considerando a ecotoxicologia como um dos instrumentos capazes de
diagnosticar ameacas da area de entorno.

Atualmente no Brasil, ja existem instrumentos que auxiliam o planejamento
considerando as atividades do entorno de um RPPN. Em 2004, em uma iniciativa
gue reuniu diferentes profissionais que trabalham com reservas particulares, de
orgdos ambientais publicos, universidades e organiza¢cdes ndo-governamentais, foi
criado o roteiro metodoldgico para elaboracdo de plano de manejo para Reservas
Particulares do Patriménio Natural. O roteiro tras, entre outras caracteristicas, 0s
itens “caracterizacdo da area de entorno” e “pesquisa e monitoramento” nas RPPN.
Quando trata da caracterizacdo do entorno, ha indicacdo para descricdo do uso da
terra, bem como os impactos e ameacas, tratando das atividades e situagbes que
estejam em desenvolvimento no entorno da RPPN que conflitem com seus objetivos
de criacdo. Ja no item de pesquisa, o roteiro indica, quando possivel e quando de
interesse do proprietario, o desenvolvimento de estudos e parcerias para 0
monitoramento da area e das possiveis alteragdes na biota da reserva.

Além desse instrumento, hoje bastante utilizado, o Parana, pelo decreto
estadual n4890 de 2005, dispbe sobre as RPPN como sendo unidades de
conservacdo de protecdo integral, e coloca o 6rgdo estadual como um dos
responsaveis pelo controle e monitoramento da qualidade ambiental das reservas
instituidas e presentes no sistema estadual de unidades de conservacdo. Um dos
mecanismos desenvolvidos para esse auxilio na gestdo e efetividade de
conservacao das RPPN, descrito nesse decreto, é o uso de recursos provindos da
Lei do ICMS Ecoldgico (Lei n°59/91), pleiteado junto aos Municipios beneficiarios
desse aporte, para que realizem ac¢des concretas de apoio, consolidacdo e protecéo
das RPPN. A RPPN Fazenda Barbacena €, atualmente, beneficiaria desse recurso e

o utiliza no desenvolvimento de acbes de pesquisa, de educacdo e turismo na area,
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porém atividades ligadas diretamente ao monitoramento de impactos do entorno

ainda nao sdo desenvolvidas.

2.2 Plano de Manejo da RPPN Fazenda Barbacena

Segundo o Plano de Manejo para a RPPN Fazenda Barbacena, a elaboracao
do planejamento desta foi baseada nos “dados que se encontram ja disponiveis
sobre a unidade e visitas de campo, destacando-se os diagnésticos procedidos da
avifauna local, abrangendo observacbes e apontamentos sobre outros grupos
animais, e da flora da area realizado no ultimo trimestre de 2003, além das
observacdes e anotacbes procedidas em entrevistas com funcionarios da Fazenda
Barbacena e da Vale do Ivai S/A — Acucar e Alcool sobre as caracteristicas fisicas e
ocupacionais da area e do seu entorno”.

A partir desses levantamentos, foram criados 0s seguintes programas para
reserva: (1) Programa de Interpretacdo e Educacdo Ambiental; (2) Programa de
Controle Ambiental; (3) Programa de Manejo do Meio Ambiente e (4) Programa de
Operacionalizagao.

Os resultados do biomonitoramento desenvolvido por esse estudo podem,
portanto, ser incorporados por esses programas, conforme o0s topicos que se

seguem.

2.2.1 Recomendacdes para o Plano de Manejo da RPPN Fazenda Barbacena e

gestédo da area de entorno

2.2.1.1 Subprograma de Monitoramento da Qualidade das Aguas e Subprograma de

Controle do Entorno

Esses programas indicam o monitoramento ambiental dos cursos d"agua da
reserva, apontando o controle dos processos erosivos e de carreamento exagerado
de sedimentos nos talvegues; o monitoramento de gramineas exéticas nas bordas; o

controle dos canais de vinhaca e de descarte de lixo. Nao indicam, por outro lado, o
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monitoramento dos corpos hidricos em relacdo as possiveis alteragfes causadas
pelo uso continuo de pesticidas na area de entorno.

Além da sugestdo para que o plano englobe o conceito de biomonitoramento
trabalhado nesse estudo, cabe aqui a discussdo da recuperacdo da mata ciliar da
area de cultivo de cana e o trabalho diferenciado da &rea de influéncia da RPPN, por
meio de acdes de controle na aplicacdo de pesticidas e/ou na pratica de um manejo
diferenciado da cana-de-acucar.

Segundo Nery (2000), o rapido crescimento da cana € considerado como
ponto positivo no manejo dessa produgéo por permitir uma boa cobertura do solo,
facilitando o controle da eroséo e da lixiviagdo de pesticidas, por exemplo. Por outro
lado, 0 uso constante de herbicidas e fertilizantes € mostrado pelo mesmo autor
como um dos maiores problemas dessa atividade. Nesse contexto, deve-se
considerar também a problematica ocasionada pela supressédo das matas ciliares, o
gue pode acarretar, em diferentes graus, aumento no impacto sobre 0S recursos
hidricos adjacentes, mesmo que a cana possibilite na maior parte do tempo a
cobertura do solo.

Diferentes estudos mostram que em areas onde ndo ha mata ciliar, corregos
e rios adjacentes a area de plantio de cana sofrem impacto de diferentes classes de
pesticidas, em especial no sedimento e na agua apoOs processo de lixiviacao
(SANTOS, 1999; OLIVEIRA e TORNISIELO, 2000). O estudo de Corbi (2006)
mostrou que corpos hidricos com auséncia de mata ciliar, localizados em éareas de
plantio de cana, apresentam maior impacto quando investigadas as concentragdes
de metais e de pesticidas, quando comparadas com area florestadas e/ou com mata
ciliar.

Nesse contexto, a recuperacdo das matas ciliares da Fazenda Barbacena
pode ser uma das possibilidades de melhoria da qualidade ambiental do entorno da
RPPN em guestdo e, consequentemente, das comunidades bioldgicas da reserva.
Além disso, a implantacdo e recuperacdo dessas areas de protecdo permanente
podem propiciar o desenvolvimento e incremento de corredores biolégicos da RPPN
Fazenda Barbacena com outros fragmentos da regido.

Quanto ao manejo diferenciado do cultivo de cana no entorno imediato da
RPPN, vale destacar, aqui, a possibilidade de o plano de manejo incorporar uma
“zona de amortecimento” ou “zona de transicdo” no que diz respeito ao uso de

técnicas ambientalmente corretas da agricultura convencional, desenvolvimento de
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uma area com sistemas agroflorestais (que podem também ser utilizados no
programa de educacédo ambiental) e/ou ainda na implementacdo de uma faixa de
producéao livre de pesticidas.

No caso da producao livre de pesticidas, a proposta seria difundir técnicas
agricolas compativeis com um modelo ambiental mais duravel, que valoriza 0s
aspectos econdmicos e pode agregar renda diferencial ao produtor. Segundo
UNILIVRE (1999), para a area do entorno do Parque Nacional do Iguacu, por
exemplo, o zoneamento da unidade recomenda o cultivo organico de diferentes
culturas, inclusive a de cana-de-acgucar.

A Instrucdo Normativa 007/99 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA, 1999), considera “sistema organico de producao
agropecuaria e industrial todo aquele em que se adotam tecnologias que otimize o
uso dos recursos naturais e socioecondémicos, tendo como um dos objetivos a
eliminacdo do emprego de agrotéxicos e outros insumos artificiais toxicos”. Oliveira
et al. (2007) mostram em seu trabalho que as condi¢des fisico-quimicas e
bioquimicas do solo de uma area com cultivo organico de cana apresenta melhores

indices quando comparados a area de plantio convencional.

2.2.1.2 Programa de Interpretacédo e Educacdo Ambiental

Rodriguez e Gomez (1992), em estudo no Parque Nacional Cerro Cor4, no
Paraguai, sugeriram um programa de educacdo ambiental que enfoque também os
problemas que afetam a manutencdo dos recursos naturais na zona de
amortecimento, a relacdo que existe entre os produtos diariamente utilizados e sua
origem nos recursos naturais e solugdes ao alcance dos gestores para minimizar os
problemas.

No ano de 2005, a Vale do Ivai realizou um trabalho de interpretacéo
ambiental com alunos do ensino fundamental e médio das escolas municipais e
estaduais de Sdo Pedro do Ivai, além de uma atividade com trabalhadores rurais
que participaram de um curso de Bolsa de Qualificacdo. No ano de 2006, foram
realizadas visitas com trilhas interpretativas e atividades de sensibilizacdo para
alunos do PETI e grupos da 32. Idade do municipio, durante a Il Semana do Meio

Ambiente. Em 2007, por sua vez, a RPPN recebeu a Faculdade Integrada de Campo
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Mourdo, FAFIJAN de Jandaia do Sul e ainda escolas do municipio. Durante a |l
Semana do Meio Ambiente realizada pela empresa, a comunidade também teve
oportunidade de conhecer a reserva.

Apesar desses trabalhos de carater mais pontual e do Plano de Manejo
indicar o uso do instrumento educativo “interpretacdo de trilhas”, ndo ha indicacéo
direta de publico alvo a ser trabalhado no programa de educagdo ambiental da
RPPN. A proposta, a partir disso seria, entdo, desenvolver um programa continuo de
educacdo ambiental para os trabalhadores rurais da empresa, ndo apenas com
interpretacdo de trilhas, mas com a aproximacao efetiva destes a RPPN. Em um
primeiro momento, o programa poderia ser direcionado aos trabalhadores que
realizam aplicacdo dos pesticidas, por exemplo, mostrando a relacdo do entorno
com a area protegida e a importancia da conservacao dos recursos hidricos locais.
Esse programa poderia colaborar, ainda, para a acdo prevista no Plano de Manejo
em relacdo a fiscalizacdo de despejo de lixo no entorno da area, provocado por
trabalhadores rurais em periodos de intervalo de suas atividades no cultivo de cana-
de-acucar.

Vale ressaltar que a integracdo entre a Educacdo Ambiental e as demais
ciéncias foi considerada fundamental pelo MMA (2000) para a eficacia na
conservagao dos biomas, pois pode alavancar processos participativos que
favorecam a conservacdo. Nesse contexto, a comunidade cientifica e os gestores
das unidades tém uma grande responsabilidade em divulgar as informacbes as

comunidades locais.

1.3 CONSIDERACOES FINAIS

Para Milano (1998), o plano, como instrumento de planejamento, deve contar
com trés aspectos fundamentais: deve tratar do futuro, deve implicar em acéo e deve
identificar as pessoas ou organizacdes que realizardo as atividades.

E necessaria, nesse contexto, a compreensdo de que a gestdo de areas
protegidas ndo é estanque, € processo, 0 que implica em estdgios de transicdo onde
ocorrem continuas avaliacOes e correcdes de direcdo e sentido. Para Ducros (1988),
algumas ilhas de protecdo de nada servem, se no exterior tem-se uma degradacéo

dos recursos naturais, uma alienacdo dos individuos e uma uniformizacdo das
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culturas, portanto € preciso ser objetivo para seguir com a gestdo de unidades de
conservagao.

Em linhas gerais, o presente projeto vem contribuir, portanto, para o
desenvolvimento de estratégias que visem um efetivo controle das alteracbes em
RPPN inseridas em um mosaico agropecuario, aprimorando metodologias de
manejo e possibilitando a criacdo de ferramentas para a realizacdo de acbes de
protecdo nas regibes de entorno dessas unidades, amortizando alteracdes e

colaborando para evitar a insularizacdo das areas protegidas.
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CONCLUSOES GERAIS

- O lambari Astyanax sp. mostrou-se um organismo capaz de expressar efeitos
de contaminagcdo ambiental e, apesar das dificuldades para identificagdo em campo,
pode ser considerado um bom bioindicador;

- Os resultados das analises bioquimicas demonstram aumento da atividade da
Catalase (CAT) em Astyanax sp. no interior da RPPN na estacao de seca; aumento
da atividade da Glutathiona S-transferase (GST) em Astyanax sp. na cana de agucar
na estacao de chuva; e aumento da concentracao de Peroxidacao Lipidica (LPO) em
Astyanax sp. no entorno da reserva em ambas as coletas. A avaliacdo da atividade
da Acetilcolinesterase (AchE) em Astyanax sp. ndo demonstrou diferenca para os
pontos amostrais cana de acucar, entorno e RPPN;

- Os resultados do estudo de histopatologia do figado de Astyanax sp
demonstram lesbes em todos os pontos amostrais, em ambas as estacoes
estudadas. Os dados encontrados podem indicar uma exposicdo cumulativa da
RPPN a contaminantes aquaticos. Os individuos coletados imediatamente no
entorno, por outro lado, parecem apresentar altera¢cdes agudas;

- Os resultados da andlise do micronucleo pisceo em Astyanax demonstram
um aumento no namero de alteracdes nucleares no entorno da reserva, na estacao
de chuva, seguindo os dados encontrados para a enzima GST e para a LPO;

- Os resultados encontrados nas analises realizadas para os peixes coletados
na Fazenda Barbacena e RPPN parecem ter relacdo com a aplicacao de pesticidas
(como o glifosato e diuron) na regido de cultivo de cana-de-acgulcar;

- Os resultados encontrados podem nortear a elaboracdo de estratégias de
minimizacdo de alterac6es causadas por pesticidas em areas do entorno da RPPN
Fazenda Barbacena, S&o Pedro do Ivai, Parana.
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