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INTRODUGAO

1.1 Urbanizacao e poluicao aquatica

A populacdo mundial duplicou desde a década de 60 e apresenta,
atualmente, aproximadamente 6,9 bilhdes de pessoas (PDDESA/UNT, 2009). O
aumento da populagcdo acarreta em duas principais causas diretas de poluicdo, a
industrializacao e a massiva producao de alimentos (FELLENBERG, 1980), e com isso
sdo geradas, proporcionalmente, maiores quantidades de residuos, sejam eles
domeésticos ou industriais.

Da populagédo mundial 50,6% reside em areas urbanas e no Brasil,
dos quase 200 milhdes de habitantes, 86,5% da populagdo vive em regides
urbanizadas (PDDESA/UNT, 2009). A Figura 1 mostra a taxa de urbanizagdo dos
municipios do Centro-Sul brasileiro, onde a maior parte € muito urbanizada ou
apresenta urbanizagéo intermediaria (BARCELLOS et al., 2006).

Segundo MOTA (1999) o crescimento urbano, na maioria das vezes,
ocorre de maneira desordenada, destruindo recursos de valor ecoldogico e causando
poluicdo no meio ambiente. Um dos principais recursos afetados por este fato é a
agua. A agua é a substancia mais abundante na atmosfera, porém apenas uma
pequena parte esta disponivel para utilizagdo humana. Dos quase 1,4 milhdo de km®
de agua 97,2% esta na forma de agua salgada, 2,1 % esta na forma de neve ou gelo,
0,001% vapor atmosférico e 0,6% de agua doce liquida disponivel. Deste somente
1,2% se apresentam na forma de rios e lagos e 98,8% aguas subterraneas, das quais
metade é inviavel para utilizagdo humana devido a profundidade (> 800 m). No Brasil,

a disponibilidade hidrica ¢ de 177.900 m>.s”, sendo destes 72% apenas na Bacia
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Amazonica e 7% na Bacia do Parana (SETTI, 1994). Estes dados alertam para a

necessidade de prevencao a contaminagao destes recursos.

Pouco urbanizados
Muito urbanizados

Urbanizados intermediaria

il ||

Amazonia e Nordeste

Figura 1 — Municipios do Centro-Sul segundo taxa de urbanizagdao. Fonte: Barcellos et al.
(2006) através de dados do IBGE (2000).

Existem basicamente dois tipos de fontes de contaminagao das aguas
urbanas: as nao localizadas ou difusas e as localizadas ou pontuais. Dentre as nao
localizadas estdo as aguas de escoamento superficial, que tem uma composigéo
bastante variavel, dependendo principalmente das caracteristicas do meio e das
atividades desenvolvidas pelo homem na area. Ainda entre as n&o localizadas estéao as
aguas de infiltragdo, que podem estar contaminadas por fossas, vazamentos de redes
de distribuigdo de esgoto, residuos de depdsitos de lixo, praticas agricolas,
vazamentos de canalizagdes e armazenamento de produtos quimicos, como
combustiveis, cemitérios, entre outros. Dentre as fontes localizadas estao

principalmente os langamentos de esgotos domésticos e industriais (MOTA, 1999).
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Devido aos fatores de contaminagcédo que as aguas urbanas sofrem é

adequado que estudos de monitoramento sejam feitos nestas areas. O monitoramento
consiste em realizar medidas sistematicas de diversos parametros durante um
determinado periodo de tempo com objetivo de coletar dados suficientes para acessar
a qualidade de determinado ambiente. Estes dados incluem observagéo e analise de
parametros fisicos, quimicos e biolégicos. Nos parametros bioldgicos esta incluido o
uso regular de bioindicadores, ou seja, espécies que apresentam alteragcbes em
parametros ao nivel de organismo que indicam mudangas ambientais ou a qualidade

da agua (RAND et al., 1995). Estes parametros sdo chamados biomarcadores.

1.2 Biomarcadores

Os biomarcadores s&o definidos como variagdes induzidas por
xenobidticos em componentes moleculares ou celulares, processos, estruturas ou
fungbes, determinaveis em sistemas biolégicos ou amostras (DEPLEDGE et al., 1995).
Eles constituem importantes ferramentas para monitorar o equilibrio do ecossistema
aquatico e tém sido empregados em diversos programas de monitoramento em varios
paises (WALKER, 1996).

Uma das caracteristicas mais importantes dos biomarcadores
moleculares e celulares € que eles tém o potencial de antecipar mudancas em niveis
de organizacdo Dbioldgica superiores, como populagcdes, comunidades ou
ecossistemas. Este aviso antecipado oferecido pelos biomarcadores pode ser usado
de uma maneira preventiva, permitindo que estratégias de remediagdo possam ser
desenvolvidas antes que ocorram danos ambientais e ecologicos irreversiveis
(CAJARAVILLE et al., 2000). Desta forma, devem ser selecionados biomarcadores
capazes de indicar se o organismo foi exposto a poluentes (biomarcadores de

exposicado) e/ou se a magnitude da resposta ao poluente afeta o bem estar do
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organismo (biomarcadores de efeito) (CAJARAVILLE et al., 2000; MONSERRAT et al.,
2007).

As adaptacdes apresentadas pelos organismos frente a estressores
quimicos, a fim de manter a homeostase fisiolégica e a integridade estrutural e
funcional do individuo (MANDUZIO et al.,, 2005), podem ser utilizadas como
biomarcadores de exposicdo. Biomarcadores de exposicao frequentemente utilizados
sdo enzimas de biotransformacgao, parametros relacionados as defesas antioxidantes
ou ainda mecanismos de defesa dos organismos contra a acumulagao de xenobidticos.
Muitas vezes, os mecanismos mencionados nao sao suficientes e, por isso, a
contaminagdao ambiental pode ser causa de diversos tipos de danos aos organismos,
que sao considerados biomarcadores de efeito.

Parte-se do conceito de que um animal quando exposto a
contaminagdo, inicia um processo de biotransformacao do(s) contaminante(s). O
processo tem por objetivo converter um composto lipofilico em um composto mais
soluvel em agua, que € excretado mais faciimente (VAN DER OOST et al., 2003). A
biotransformacgdo ocorre normalmente em duas fases. Na primeira fase ou fase | ha
participacao de uma superfamilia de enzimas denominada citocromo P450. A reacao
basica catalisada é a monooxigenagao, onde um oxigénio molecular € incorporado ao
substrato lipofilico RH, presente no xenobidtico. Esta fase geralmente € medida pelo
ensaio da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), que representa a atividade do
citocromo P450 (subfamilia CYP1A). Na fase Il as enzimas Glutationa S transferase
(GST) e UDP Glicuronil transferases (UDPGT) catalisam as reagdes de conjugacao
com xenobidticos pela adigdo de grupamentos mais polares como o tripeptideo

glutationa (GSH) ou o acido glicurdnico, respectivamente (MARTINEZ, 2006). A
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enzima GST é extensamente utilizada como biomarcador em estudos com moluscos
bivalves (FRANCO et al., 2006, ROCHER et al., 2006, RICHARDSON et al., 2008).

Durante a biotransformagao de xenobiéticos pode ocorrer a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), como anion radical superéxido, radical hidroxil
e perdxido de hidrogénio. Estas sao atomos ou moléculas eletricamente instaveis,
potencialmente reativas com moléculas biolégicas como acidos nucléicos, proteinas,
lipidios e polissacarideos, podendo causar a morte celular (MANDUZIO et al., 2005).
Para prevenir danos celulares os organismos aerobicos apresentam mecanismos,
enzimaticos e nao enzimaticos, de defesa antioxidante. As principais enzimas que
participam deste sistema sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), e a
glutationa peroxidase (GPx). Quanto aos antioxidantes nao-enzimaticos inclui-se a
glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico (vitamina C), 3-caroteno (vitamina B) e o a-
tocoferol (vitamina E) (MARTINEZ, 2006).

A GSH é o principal antioxidante n&o-enzimatico. A glutationa esta
presente nas células principalmente na forma reduzida e um aumento na proporgéo da
forma oxidada (GSSG) indica estresse oxidativo. A GSH exerce varias fun¢des, dentre
elas a fungdo antioxidante que protege as células contra ERO, sustenta indiretamente
a detoxificagdo de ERO pela enzima GPx como co-substrato e participa também como
co-substrato da enzima de biotransformagédo GST. Portanto, este composto € um
elemento central da defesa antioxidante (HERMES-LIMA, 2004, MANDUZIO et al.,
2005).

O sistema de defesa antioxidante trabalha de forma cooperativa e,
assim, determinar a capacidade antioxidante total de um tecido pode promover um
entendimento melhor da toxicidade causada pelas ERO. Além disso, essa medida

pode esclarecer a possivel diferenca da capacidade antioxidante dos diferentes tecidos
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do animal (AMADO et al., 2009). Trabalhos recentes trazem este parametro como
biomarcador (CRAVO, 2006, MONSERRAT et al., 2007, KALOYIANNI et al., 2009).

O sistema de defesa antioxidante pode nao ser suficiente para
combater as ERO, sendo assim estabelece-se um desequilibrio pré-oxidante celular,
denominado de estresse oxidativo. Quando a célula encontra-se neste estado podem
ocorrer danos celulares e teciduais. A acdo das ERO mais estudada é a
lipoperoxidagéo, que ocorre por uma reagdo em cadeia iniciada, principalmente, pelo
radical hidroxil (*OH). Os danos causados pelas ERO podem ser considerados
proporcionais aos niveis de lipoperoxidagao tecidual (WILHELM FILHO, 1996). Como
consequéncias deste dano podem-se observar a redugao na fluidez de membranas
bioldgicas, inativagdo de receptores e enzimas de membrana e o aumento da
permeabilidade da mesma (MANDUZIO et al., 2005). Um dos produtos finais deste
processo € o malonaldeido (MDA), que pode ser mensurado pela reagcdo com o acido
tiobarbiturico (TBA) em meio acido (HERMES-LIMA, 2004). Diversos estudos ja
evidenciaram o aumento do nivel de lipoperoxidagdo em varios tecidos de bivalves
expostos a uma variedade de contaminantes (ALMEIDA et al., 2005; FRANCO et al.,
2006).

Outro parametro que vem sendo bastante usado € o mecanismo de
resisténcia a multixenobiodticos (MXR), que pode ser quantificado através da
concentracdo de Rodamina B. Esta resisténcia € dada pela presenca de proteinas,
como as glicoproteinas-P (P-gp), que sao ATP-dependentes e transportam uma

variedade de compostos através da membrana celular. (KURELEC et al., 1996).

1.3 Corbicula fluminea

Bivalves dulcicolas da espécie Corbicula fluminea (Muller, 1774)

(Bivalvia, Corbiculidae) (Figura 2) sao considerados adequados para o0 monitoramento
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ecotoxicoloégico por serem animais bentonicos sedentarios, possuirem capacidade de
filtrar grandes volumes de agua, acumulando uma ampla gama de contaminantes
(NARBONNE et al., 1999), assim podendo refletir os efeitos de poluentes presentes no
ambiente (RIGONATO; MANTOVANI; JORDAO, 2005).

C.fluminea é uma espécie invasora, nativa do sudeste asiatico, que foi
introduzida no Brasil, acidentalmente, na década de 70 no Rio Grande do Sul. Ja foi
identificada também em estados como Parana, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso

(INSTITUTO HORUS, 2009).

Figura 2 - Corbicula fluminea.



CAPITULO | - BIOMA'RCADORES BIOQUIMICOS EM BIVALVE
Corbicula fluminea P:POS A COLETA EM UM LAGO URBANO E
DURANTE DEPURACAO

RESUMO

O monitoramento de aguas superficiais urbanas pode ser feito através do estudo de
biomarcadores. Estes sdo parametros determinaveis em sistemas bioldgicos, cujas
alteragbes sao induzidas por xenobidticos e indicam a presenga de contaminantes
no ambiente. A utilizagdo de biomarcadores para estudo de locais impactados exige
uma amostragem controle, que consiste, teoricamente, em um local livre de
contaminagao, muitas vezes ausente em microbacias urbanas. No presente trabalho,
a depuragcdo em laboratério foi estudada como possivel alternativa ao grupo
controle. Bivalves C.fluminea foram coletados num lago urbano e aclimatados por no
maximo quatro semanas. Os biomarcadores glutationa S-transferase (GST),
glutationa reduzida (GSH), lipoperoxidacdo (TBARS), capacidade antioxidante total
(CANT) e atividade do mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) foram
avaliados nos animais recém-coletados e a cada semana de depuragdo em
branquias e glandulas digestivas dos bivalves. Houve diminuigdo em todos os
parametros na glandula digestiva, porém poucas alteragdes foram observadas nas
branquias. Os resultados indicam que os animais coletados no lago urbano estavam
com suas defesas ativadas e estresse oxidativo estabelecido e a depuragao
promoveu reducao desta condicdo. Sendo assim, acredita-se que animais mantidos
em condi¢des de laboratorio podem representar um bom grupo controle.

Palavras-chave: C.fluminea, biomarcadores, depuracéo, lago urbano.

1. INTRODUGAO

O uso de biomarcadores exige que os animais bioindicadores
expostos a determinada contaminagado sejam comparados com animais controle. Em
trabalhos de campo usualmente sdo escolhidos locais de referéncia, que,
teoricamente, sao livres de fontes de contaminagdo. Porém, o acesso a locais com
estas caracteristicas pode ser muito restrito ou em alguns casos ausente. Este fato
leva a necessidade do estudo de alternativas consistentes que possam substituir um

local de referéncia.
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Parametros fisico-quimicos da agua, tais como condutividade,
oxigenagcao, pH e temperatura podem influenciar nas respostas de biomarcadores,
como no trabalho de Vidal et al. (2002) no qual a quantidade de lipoperoxidagao e
atividade de enzimas envolvidas com as defesas de C.fluminea estavam alteradas em
diferentes condicbes dos parametros fisico-quimicos. Em laboratério, estas condigbes
podem ser controladas e propiciam um ambiente de agua limpa, disponibilidade de
oxigénio, pH, temperatura e condutividade estavel. Sendo assim, pode-se considerar
uma situacao adequada para aclimatagao e depuracgao.

A transferéncia de animais, residentes em local poluido, para
condi¢des de laboratodrio, ja foi evidenciada como promotora da recuperacao destes
animais quanto a parametros de estresse oxidativo (FERREIRA et al., 2007). Esta
recuperagao mostra que os animais residentes em local poluido apresentavam
alteragbes quanto aos parametros avaliados e, com isso, o0 grupo de animais
aclimatados poderia ser utilizado de forma comparativa. Por exemplo, lambaris
coletados em um ribeirdo urbano e devidamente aclimatados ja foram utilizados como
grupo controle (SANTANA, 2004).

A comparagao entre o grupo de animais recém-coletados e o grupo de
animais aclimatados em laboratério torna-se mais interessante do ponto de vista de
que os dois grupos constituem uma mesma populagéo natural. Este fator minimiza as
diferengas genéticas apresentadas entre os organismos da mesma espécie (REGOLI

et al., 1995).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar se é possivel utilizar os animais aclimatados como um grupo

de referéncia.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a atividade da enzima Glutationa S-Transferase,
concentragdo de glutationa reduzida, lipoperoxidagdo, capacidade antioxidante total e
atividade do mecanismo de resisténcia a multixenobidticos em bivalves dulcicolas, da
espécie C.fluminea, recém-coletados em um lago urbano;

Avaliar o comportamento destes parametros no decorrer de quatro
semanas de depuragao;

Verificar se quatro semanas é um periodo suficiente para que niveis

basais dos parametros sejam observados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram coletados espécimes de C. fluminea (n = 60), com peso médio
de 6,84 £ 1,34 g e comprimento e largura de 2,96 + 0,21 x 2,57 + 0,18 cm,

respectivamente (Média = DP).

3.2 Local de coleta

C.fluminea foram coletados no lago Igapo Il (Figura 3). Este lago
localizado no municipio de Londrina, PR, foi construido no ano de 1957 juntamente

com outros trés lagos, que estdo inseridos na microbacia do ribeirdo Cambé. Trata-se
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de uma area de recreacgao e turismo, onde ocorre freqientemente a pesca e contato
primario com a agua.

O lago sofre interferéncia antropica, principalmente pelo assoreamento
e carreamento de contaminantes através de aguas pluviais. Além disso, ja foi
constatada a presenga de esgotos clandestinos que liberam seu conteudo nas aguas
deste local.

O Instituto Ambiental do Parana - IAP classificou a agua deste Local
como regular (TI Solution — GeoAmbiental, 2009), tendo o mesmo IQA (indice de
Qualidade de Agua) médio apresentado na Tabela 1. Os parametros avaliados est&o
listados na Tabela 2, na qual sdo apresentados valores médios, maximos e minimos

observados pelo IAP durante o periodo de estudo.

Tabela 1 — IQAs médio do Lago Igapé Il calculados pelo IAP, através de dados obtidos em sete
amostragens em 2007 e 2008. Os valores entre parénteses equivalem a faixa de variagao
encontrada nas amostragens.

Local IQA médio

Lago Igapa Il 43,42 (28,74 — 69,38)

Tabela 2 — Parametros avaliados para calculo de IQA pelo IAP e valores médios, maximos e
minimos apresentados no Lago Igapé lll.

Parametros Média £ DP Maximo Minimo
Oxigénio dissolvido (OD) 6,24 £ 2,78 9,28 2,44 mg/L

Temperatura 23,03 £ 2,71 24,7 19,9 °C
Coliformes fecais 513157 £ 778256 1700000 1100 NPM

pH 7,13 +0,36 7,80 6,90

Fosforo total 0,08 £ 0,03 0,13 0,047 mg/L

Solidos dissolvidos totais 106 £ 38 184 68 mg/L
Turbidez 21,46 + 26,21 78,20 3,00 N.T.U.
Nitrogénio total 0,60 £ 0,23 0,85 0,24 mg/L

DBO 4,43 + 0,79 5,00 3,00 mg O4/L
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Figura 3 — Coleta de C.fluminea no Lago Igap® lIl.

3.3 Teste de depuragao

Depois de coletados os bivalves foram transportados para o
Laboratério de Bioensaios da Universidade Estadual de Londrina em recipientes
plasticos com um volume de agua do préprio lago. No laboratério foi sacrificado, de
imediato, um grupo de animais para as analises de biomarcadores. Este grupo foi
denominado ‘Semana 0’.

Os animais restantes foram mantidos em aquarios de vidro de 20L
(Figura 4), contendo 10L de agua e uma camada de cascalho de aproximadamente 2
cm de espessura. A agua dos aquarios estava desclorada e aerada com condi¢des
controladas de temperatura. Houve renovacéo completa desta agua a cada sete dias e
foi oferecida aos animais racao para peixe extrusada de duas a trés vezes por semana
aos animais.

A cada semana mais um grupo de C.fluminea foi sacrificado e
amostrado, até completar a quarta semana. Com isso, foram formados cinco grupos:

‘Semana 0’, ‘Semana 1’, ‘Semana 2’, ‘Semana 3’ e ‘Semana 4'.
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Figura 4 — Aquarios de vidro de 20L, onde os animais foram mantidos durante o periodo de
depuragao.

3.4 Obtencao de amostras e armazenamento

Os animais foram sacrificados através do rompimento do musculo
adutor anterior. As branquias e glandulas digestivas (Figura 5) foram removidas com
auxilio de pinga e tesoura, sendo que estes 6rgaos foram utilizados para diferentes
andlises. E importante esclarecer que a glandula digestiva ndo é facimente
diferenciada de tecidos adjacentes a ela, e por isso a denominagdo de glandula
digestiva utilizada no presente trabalho refere-se ao tecido glandular adicionado de

tecidos adjacentes.

Figura 5 - C.fluminea aberto. As stas i-|-1dica-m-a Iocaliza§5 de uma branquia do animal e a
glandula digestiva, que fica localizada internamente ao manto.

A fracdo que foi utilizada para determinagdo da enzima glutationa S -
transferase, da glutationa reduzida e de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
sofreu homogeneizagéo (homogeneizador TECNAL TE-103, Brasil) em tampao fosfato
de potassio 0,1M pH 7,0, com posterior centrifugagédo a 8870 g por 20 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer (-80°C). As analises da capacidade



14
antioxidante total e da atividade de proteinas resistentes a multixenobioticos (MXR)
foram feitas de imediato, apds o sacrificio dos animais. Seis animais foram utilizados

exclusivamente para MXR, enquanto os outros seis usados para as demais analises.

3.5 Biomarcadores de estresse oxidativo

3.5.1 Glutatina-S-transferase (GST)

A GST foi determinada através do método descrito por Keen et al.
(1976). A atividade desta enzima foi medida em espectrofotobmetro (Biochrom LIBRA
S32), no comprimento de onda 340 nm. Na reagao ocorre a complexagao da glutationa
reduzida com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A atividade da enzima foi expressa

por mg.mL™ de proteina nas amostras.

3.5.2 Glutationa reduzida (GSH)

A concentragdo de GSH foi determinada pela reagcdo da glutationa
reduzida com o acido 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), num meio contendo
NADPH e Glutationa Redutase (GR), a 412 nm, pelo método de Baker et al. (1990). A

concentracao de GSH foi expressa por mg.mL'1 de proteina nas amostras.

3.5.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) de
acordo com Federici (2007) foi utilizado como medida indireta de lipoperoxidacdo, o
qual mede a quantidade de substancias reativas com o acido tiobarbiturico, pela leitura
de fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm). A concentragdo de TBARS foi expressa por

mg.mL™" de proteina nas amostras.



15

3.5.4 Capacidade antioxidante total (CANT)

A capacidade antioxidante total foi medida através do método proposto
por Amado et al. (2009). Os tecidos foram homogeneizados (1:4 — m/v) em tampéo
Tris-HCI (100 mM, pH 7,75) com EDTA 2 mM e Mg®* 5 mM e centrifugados a 8870 g
durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi diluido para concentragdo de 1
mg.mL'1 de proteina na microplaca. O método baseia-se na deteccdo de ERO por
fluorescéncia (ex/em:485/520 nm) utilizando 2°7 -diclorofluorescina diacetato (H,DCF-
DA) como substrato. Radicais peroxil sdo gerados pela decomposigéo a 35°C de 2,2°-
azobis (2 metilpropinamida) dihidroclorido (ABAP), sendo que a mesma amostra é
submetida a presenca e auséncia de ABAP. A leitura de fluorescéncia emitida pela
reacdo entre as ERO e o H,DCF-DA foi feita por um fluorimetro (Victor 3, Perkin
Elmer), monitorada durante 30 minutos (uma leitura a cada 5 minutos). A capacidade
antioxidante total foi calculada pela diferenca entre as areas dos graficos obtidos das

leituras de unidade de fluorescéncia com presencga e auséncia de ABAP.

3.6 Mecanismo de resisténcia a multixenobiéticos (MXR)

O mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) foi avaliado a
partir do ensaio de acumulagéo do fluorescente Rodamina B (substrato de P-gp) de
acordo com Kurelec et al. (2000). Os animais foram mantidos in vivo em uma solugao
contendo 2,5 uM do fluorescente Rodamina B por um periodo de 2 horas, sem nenhum
artificio que mantivesse suas valvas abertas. Os tecidos foram homogeneizados em
agua destilada (1:7 — ml/v), centrifugados a 985 g por 7 minutos. A fluorescéncia
referente ao acumulo de rodamina foi medida (ex/em: 544/590 nm) por um fluorimetro
(Victor 3, Perkin Elmer), e as concentragcdes determinadas através de uma curva

padréo. Os dados foram expressos por mg de tecido umido.
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3.7 Concentragao de proteinas nas amostras

A concentracao de proteinas foi determinada pelo Método de Bradford
(1976), que se baseia na reagéo de proteinas com o corante Coomassie Brilliant Blue
G-250. A curva de calibracéo foi feita com soro albumina bovina (BSA). A absorbancia

foi lida em espectrofotdbmetro a 595 nm.

3.8 Analises estatisticas

As médias dos dados obtidos nas diferentes semanas de depuragao
foram comparadas através de analise de variancia paramétrica (ANOVA), seguido por
um teste de comparagdes multiplas (Teste de Tukey) quando indicado, ou nao-
paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e
homogeneidade de variancia). Além disso, foi calculado o Coeficiente de Correlagéo de
Pearson para avaliar a correlagao entre o tempo (semanas de depuragéo) e a variagao
dos parametros. Foram considerados significativos valores de P < 0,05. A analise

estatistica foi feita com auxilio do software SigmaPlot 11.0.

4. RESULTADOS

Durante o periodo de depuragao, quando os animais foram mantidos
em laboratério, ndo houve mortalidade. Foram medidos os cinco biomarcadores para
cada grupo de animais nas branquias e glandulas digestivas. Nao foi possivel realizar

as analises do MXR para a semana 1.

41 Biomarcadores de estresse oxidativo
Nas glandulas digestivas as alteragbes dos parametros de estresse
oxidativo foram bastante evidentes (Figura 6) e indicaram que os parametros estavam

em niveis elevados nos animais recém-coletados (Semana 1). Os resultados
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mostraram que em glandula digestiva a atividade da enzima GST é pelo menos trés
vezes maior do que nas branquias. Considerando-se todos os valores obtidos, em
todas as semanas, o valor médio (média * desvio padrao) da atividade da enzima em
branquias é 53,94 + 14,88 e na glandula digestiva 230,16 + 77,60 uM.min".mg de
proteina™.

Na 12 semana de depuragdo a glandula digestiva apresentou uma
diminuicao significativa da atividade da GST em relagdo aos animais recém-coletados
(Semana 0), e essa enzima apresentou tendéncia de decréscimo até a semana 4. O
Coeficiente de Correlagéo de Pearson (C) indicou que houve correlagao negativa entre

o tempo de depuracgao e a atividade da GST (Tabela 3).
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Figura 6 - Parametros de estresse oxidativo em glandula digestiva de C.fluminea recém-
coletados (Semana 0) e aclimatados durante 1, 2, 3 ou 4 semanas. Letras diferentes
representam diferenga significativa entre os grupos. As barras equivalem a média e as linhas
verticais ao EP (n = 6).

Pode-se observar, também nas glandulas digestivas, um aumento da
concentracdo de GSH na Semana 1 que, apresentou uma redugao progressiva nas

semanas seguintes (Figura 6). Também foi constatada uma correlagdo negativa
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significativa entre o conteido de GSH na glandula digestiva e o tempo de depuracgao, a
partir da 12 semana (Tabela 3).

A concentracao de TBARS apresentou tendéncia a diminuicdo nos
dois tecidos, porém essa tendéncia nao foi significativa. Em glandulas digestivas houve
correlagdo entre a tendéncia de diminuicdo da lipoperoxidagcdo e o tempo de
depuracgao, quando retirado os dados da Semana 2 (Tabela 3). A CANT apresentou-se
diminuida em glandula digestiva na Semana 4.

Em comparacédo a glandula digestiva, o tecido branquial nao
apresentou muitas alteragbes nas quatro semanas de depuracao (Figura 7). Houve

uma diminuicdo de alguns dos parametros na semana 1 que se restabelecem nas

semanas seguintes.
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Figura 7 — Parametros de estresse oxidativo em branquias de C.fluminea recém-coletados
(Semana 0) e aclimatados durante 1, 2, 3 ou 4 semanas. Letras diferentes representam
diferenga significativa entre os grupos. As barras equivalem a média e as linhas verticais ao
EP (n = 6).
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Tabela 3 — Coeficiente de correlagdo de Pearson (C) calculado para Semanas x Parametros, em
branquias e glandulas digestivas, considerando-se significancia para P < 0,05 (¥).

GST GSH LPO CANT

; C=-0030 C=-0502 C=-0035  C=0482

BRANQUIA P=0955  P=0388  P=0955  P=0411

GLANDULA C=-0942 C=-0990 C=-099  C=0544

DIGESTIVA | P=0016*  P=0009* P=0004"  P=0344
42 MXR

Os resultados do MXR obtidos para C.fluminea nos dois tecidos
avaliados estao na Figura 8. Na glandula digestiva houve aumento de acumulagao da
Rodamina B na Semana 2. Este aumento da acumulagao do fluorescente representa

um decréscimo do MXR. Nas branquias, na Semana 4, foi observado aumento do

MXR.
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Figura 8 — Mecanismo de resisténcia a multixenobiéticos (MXR) em branquias (a esquerda) e
glandula digestiva (a direita) de C.fluminea recém-coletados (Semana 0) e aclimatados durante
1, 2, 3 ou 4 semanas. Letras diferentes representam diferenga significativa entre os grupos. As
barras equivalem a média e as linhas verticais ao EP (n = 6).

5. DISCUSSAO

No presente trabalho foram estudados cinco biomarcadores em
bivalve C.fluminea coletados num lago urbano e mantidos por um periodo de quatro
semanas em agua limpa no laboratério. A analise de biomarcadores bioquimicos €&

importante devido a necessidade de melhor caracterizagdo das alteragbes causadas
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nos organismos durante exposi¢cao a poluentes e no periodo de recuperagdo em agua
limpa (BAUDRIMONT et al., 2002).

Assume-se que os resultados obtidos para cada parametro na
Semana 0 (grupo de animais recém-coletados) correspondem aos niveis de defesa de
C.fluminea necessarios para que a populacao sobreviva e se reproduza no local de
coleta. Esta defesa pode atingir um nivel basal quando ocorre a melhora da qualidade
da agua, por exemplo, transpondo os animais para uma agua limpa em laboratorio
(PAIN et al., 2007).

No presente trabalho constatou-se que a glandula digestiva foi o tecido
que mais apresentou alteracdes durante o periodo de depuracdo em C.fluminea. Isto
significa que este foi o tecido mais sensivel e que mais respondeu as alteracdes da
qualidade da agua do lago urbano avaliado, como em bivalves Unio tumidus (COSSU
et al.,2000).

A atividade da enzima GST em C.fluminea é quatro a cinco vezes
mais elevada em glandula digestiva em relacdo as branquias. Em contraste, no
trabalho de Almeida et al. (2005), a atividade da GST no bivalve marinho Perna perna
€ quatro vezes maior em branquia que em glandula digestiva. Este autor relaciona a
maior atividade da GST em branquias pelo fato de que este tecido esta em contato
direto com o ambiente e, por isso, espera-se que seja mais ativo na excregdo. Esta
discrepancia pode ocorrer devido ao tecido da glandula digestiva ser muito conectado
ao tecido gonadal em C.fluminea. As branquias estdo em contato direto com a agua e
por isso sao expostas diretamente a diversos contaminantes e por isso possuem
alguma capacidade de detoxificagdo. Porém, a glandula digestiva de C.fluminea é o
principal 6rgao de detoxificagdo, sendo analogo ao figado de vertebrados (VIDAL et al.,

2002).
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A atividade da enzima GST em glandula digestiva diminuiu
progressivamente no decorrer das semanas de depuragdo, o que significa que os
animais recém-coletados estavam com a atividade da enzima elevada. O aumento
desta pode estar relacionado com a presencga de diversos contaminantes em bivalves,
como PAHs (hidrocarbonetos poliaromaticos) (GOWLAND et al., 2002), 6leo diesel
(SILVA et al.,, 2005), compostos organoclorados (HOARAU et al.,, 2004) e cobre
(CANESI et al., 1999). Os resultados observados de GSH parecem estar relacionados
com a redugao da GST. Na primeira semana de depuragao houve aumento de GSH,
que possivelmente deu-se devido a diminuicdo da GST ja neste periodo, mas depois
se manteve a tendéncia a reducdo. A GSH, além de agir como uma molécula
antioxidante, é substrato da GST. Estes resultados mostram que os mecanismos de
defesa estavam ativos em C.fluminea e no decorrer das semanas de depuracao a
menor exigéncia destes refletiu numa redugao destes parametros.

Dados de Ferreira et al. (2007) corroboram com os resultados
observados no presente trabalho. Os autores citados observaram a capacidade da
tainha de recuperar danos oxidativos induzidos pela presenca de poluentes. Estes
peixes foram coletados num local contaminado por PAHs, PCBs e DDT e
posteriormente foram mantidos em laboratorio para depuracdo. Foi observada
diminuicdo no primeiro més de parametros de estresse oxidativo, bem como a
lipoperoxidacgéo.

Um estudo realizado por Bergayou et al. (2009) tinha o objetivo de
testar a resposta de lipoperoxidacao, através do TBARS, como biomarcador em duas
espécies de bivalve, Cerastoderma edule e Scrobicularia plana, residentes do estuario
de Oued Souss, em Agadir no Marrocos. Por muito tempo este estuario foi sujeito a

uma larga escala de despejos industriais e de esgoto. A partir de novembro de 2002
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iniciou-se um projeto de eliminar todas essas fontes de poluicdo. Foram, entao,
comparadas as respostas desses animais no periodo anterior e posterior ao fim deste
projeto. O estudo mostrou que posteriormente a eliminagao de tais fontes poluidoras,
os bivalves apresentavam niveis significativamente mais baixos de lipoperoxidagao.
Este resultado corrobora com o presente trabalho, onde os niveis de lipoperoxidagao
apresentaram tendéncias de diminuicdo, quando os animais foram mantidos em um
meio mais favoravel e sem fontes de contaminacao.

No presente trabalho o maior acumulo de Rodamina indicou a reducgao
do MXR em glandula digestiva na Semana 3 do periodo de depuracdo. Pain et al.
(2007) observaram redugdo do MXR em bivalves dulcicolas Dreissena polymorpha
coletados no campo apds nove dias de depuragdo em laboratério. Segundo estes
autores, o tempo de depuracéo para que haja reducdo do MXR é variavel e depende

da espécie que esta sendo estudada.

6. CONCLUSOES

A depuracao de C.fluminea mostrou-se, para este local, ser uma forma
satisfatéria de obtencdo de um grupo de referéncia. Os parametros puderam ser
avaliados pela comparacédo entre os animais recém-coletados e o0s animais
aclimatados. Os biomarcadores GST e GSH, nas glandulas digestivas, foram os
parametros que apresentaram maiores alteragdes, indicando que estes estavam
bastante elevados nos animais coletados no lago urbano avaliado. Porém, os demais
parametros também apresentaram diminuigdes durante o periodo de depuragado neste
tecido.

A glandula digestiva foi o tecido mais sensivel nos testes feitos. Porém
estudos em diferentes locais poderiam apresentar resultados distintos, pois a resposta

ao estresse quimico depende do tipo e da escala de poluicdo, da biodisponibilidade
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dos poluentes e da rota de entrada do xenobibtico no organismo e, portanto, um tecido
nao pode ser considerado mais sensivel que o outro (COSSU et al., 2000).

E provavel que, no tecido branquial, os parametros avaliados ndo
estivessem elevados nos animais residentes no lago urbano, de modo que os valores
encontrados possam ser considerados basais. Ja em glandula digestiva redugbes na
GST e GSH até a Semana 4, nao permitem uma conclusdo quanto aos valores basais
deste biomarcadores neste tecido. CANT, TBARS e MXR apresentaram alteragdes na
Semana 2 ou 3 e, posteriormente, parece que os valores se mantém.

Estudos devem ser realizados em outros pontos de coleta para que se
estabelegam padrdes de variagcdes entre os biomarcadores estudados em bivalves

C.fluminea.
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CAPiTULQ Il - BIOMARCADORES NO BIVALVE Corbicula fluminea:
APLICACAO NO ESTUDO DA QUALIDADE DA AGUA DE UMA
MICROBACIA URBANA.

RESUMO

A contaminacdo de aguas superficiais urbanas pode ocorrer por fontes difusas,
através do escoamento superficial ou infiltracdo, ou pontuais, através do despejo de
residuos industriais ou domésticos. O monitoramento dessas aguas geralmente é
feito através de parametros fisicos, quimicos e bacteriolégicos e os parametros
biolégicos, como biomarcadores, devem ser estudados para possivel
complementacdo dessas andlises tradicionais. No presente trabalho, os
biomarcadores glutationa S-transferase (GST), etoxiresorufina-O-desetilase (EROD),
glutationa reduzida (GSH), substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
capacidade antioxidante total (CANT) e atividade do mecanismo de resisténcia a
multixenobiodticos (MXR), foram analisados em bivalves C.fluminea submetidos a
testes in situ por uma ou duas semanas em quatro locais da microbacia do ribeirao
Cambé, Londrina, PR, Brasil. Os quatro locais apresentam indices de qualidade de
agua variados e fontes de contaminacdo distintas. Na estagdo de tratamento de
esgoto (ETE) jusante os animais apresentaram aumento do GST e diminuigdo da
TBARS em dois dias de exposi¢do. No Cdérrego dos Periquitos ocorreu diminuigao
da CANT, TBARS e aumento da GSH nos tecidos dos animais estudados. No ETE
montante foi observado aumento da EROD, GSH e diminuicdo do MXR. Os
resultados mostraram que os biomarcadores estudados apresentaram alteracdes
mesmo em locais considerados bons e que sado ferramentas importantes e que
complementam o diagnéstico da qualidade da agua.

Palavras-chave: C.fluminea, biomarcadores, monitoramento, microbacia urbana.

1. INTRODUGAO

As microbacias urbanas recebem diversas fontes de contaminacao,
difusas e pontuais, relacionadas a presenga humana, tais como agua de escoamento
superficial, de infiltracdo de residuos de aterros e lixdes, infiltracdo de vazamentos de
postos de combustiveis, despejos de efluentes industriais e domésticos. Isto reflete na
complexidade de compostos xenobidticos nas aguas superficiais urbanas, que causam
alteragdes nestes ecossistemas. Em consequéncia, é importante que o monitoramento

da qualidade dessas aguas seja feito e medidas preventivas sejam tomadas.
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1.1 Caracterizagcao da area de estudo

1.1.1 Municipio de Londrina

O municipio de Londrina esta localizado na latitude entre 23°08’47” e
23°55'46” Sul e longitude entre 50°52’23” e 51°19’11” Oeste, ocupa uma area de
1.650,809 Km? e apresenta altitude de 608 metros, aproximadamente (PML, 2009).
Londrina € uma cidade nova (75 anos) que teve um crescimento muito grande em
pouco tempo. Dados do IBGE mostram que desde 1991, Londrina teve um aumento de
mais de 20% da sua populagao total, sendo que a populagéo urbana cresceu em torno
de 1% ao ano enquanto a populagéo rural decaiu.

O clima da regido é classificado, segundo Koeppen, como Cfa (h)",
correspondendo a um clima pluvial quente-temperado, sempre umido, com
precipitacdo anual acima de 600 mm anuais e 0 més mais quente apresenta

temperaturas acima de 22°C (MAACK, 2002).

1.1.2 Microbacia Ribeirao Cambé

A microbacia estudada no presente trabalho foi a do ribeirdo Cambé
(Figura 9). Esta atravessa o municipio de Londrina no sentido oeste-leste entre as
coordenadas geograficas 23°16’ e 23°22’ S e 51°14’ e 51°02’ O. Apresenta area total
de 76 km? e cerca de 27 km de curso principal. A nascente fica no cruzamento entre as
rodovias BR-369 e PR-445, que corresponde a area limitrofe entre os municipios de
Londrina e Cambé e a foz do ribeirdo desagua no ribeirdo Trés Bocas. A microbacia
conta com vinte e seis afluentes (GONCALVES, 2008).

Alguns trabalhos dividem a microbacia em trés compartimentos
baseando-se na declividade ou estrutura da paisagem. O primeiro trata-se da regiao

mais a montante que ocupa 33,5% da microbacia. Tem baixa a média declividade e
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poucos tributarios, apresentando, portanto, uma textura de pouca drenagem. O
segundo compartimento corresponde a area onde estéo localizados os lagos lgapo e
ocupa area de 35% da microbacia. E a regido com maior intensidade de ocupagéo
urbana, com baixa a média declividade. O compartimento 3 ocupa 33%, apresenta
declividades mais acentuadas e é a regido que abrange a area rural da microbacia
(GONGALVES, 2008).
Da area total da microbacia, 50 km? sdo de drenagem urbana e 15 km
do percurso principal esta inserido em area urbana (GONCALVES, 2008). A
microbacia do ribeirdo Cambé faz parte da bacia do rio Tibagi, estando inserida na
regiao denominada de Baixo Tibagi, que é uma area de intensa produtividade agricola,
forte urbanizagao e elevada degradagao ambiental (STIPP, 2000).
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Figura 9 — Bacias hidrograficas da cidade de Londrina. Destaque para a microbacia do ribeirao
Cambé, em verde, localizada na regiao central com maior urbanizagdo. Fonte: AMAP&P (2008).

A microbacia do ribeirdo Cambé, devido a sua localizagdo, € um
exemplo bastante claro de um local que sofre interferéncias antropicas. Na area da

microbacia ocorrem 761 estabelecimentos industriais, principalmente na vertente
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esquerda do Ribeirdo (GONCALVES, 2008). Ja foram evidenciadas presencgas de
esgotos domésticos clandestinos que desembocam em suas aguas. Além disso, o
Ribeirdo Cambé recebe aguas residuais de uma estagcdo de tratamento de esgoto
(ETE) e um de seus afluentes sofre contaminagéao devido a proximidade com o aterro
controlado do municipio de Londrina.

Yabe e Oliveira (1998) constataram altas concentragdes de metais nas
aguas do Ribeirdo Cambé, ja na porcdo mais superior do rio. Ao longo de todo
percurso estudado houve a presencga sistematica dos elementos chumbo, niquel,
cadmio, cromo, e cobre induzidos por fontes cuja origem estd na urbanizagédo e
industrializagao, além de ferro, aluminio, manganés, calcio e mercurio como produto,
principalmente, do carreamento de particulas através das aguas de escoamento
superficial. No trabalho de Winkaler et al. (2001) lambaris coletados no ribeirdao Cambé
apresentaram alteragbes histopatologicas severas. Apesar disto, este ribeirdo é
utilizado em atividades recreativas pela populacdo do municipio. Devido a estes fatos,

€ importante realizar monitoramento da qualidade da agua nesta area.

1.2  indice de Qualidade de Agua (IQA) na Microbacia do Ribeirdo Cambé

O IQA é uma espécie de nota que é atribuida a qualidade da agua de
um determinado local, podendo variar de 0 a 100. O indice é determinado através da
analise de nove parametros, fisicos, quimicos e bacteriolégicos: oxigénio dissolvido,
demanda bioquimica de oxigénio, coliformes fecais, temperatura, pH, nitrogénio total,
fésforo total, solidos totais e turbidez. A qualidade da agua pode ser classificada de
acordo com o IQA, nas seguintes categorias: Otimo 79 > IQA > 100; Bom 51 > IQA >
79; Regular 36 > IQA > 51; Ruim 19 > IQA > 36 e Péssimo 0 > IQA > 19.

O IAP — Instituto Ambiental do Parana coletou em 2007 e 2008

amostras de agua de varias bacias dos ribeirdes do municipio de Londrina, incluindo a
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do ribeirdo Cambé, e determinou valores de IQA para cada ponto avaliado (TI Solution
— Geoambiental, 2009).

As ultimas analises divulgadas para a microbacia do ribeirdo Cambé
mostram que o leito principal desta tende a IQAs mais baixos no sentido montante-
jusante. No compartimento 1 (mais a montante) da microbacia todos os cinco pontos
avaliados apresentaram boa qualidade de agua. No compartimento 2 (regido dos lagos
Igapo) alguns tributarios tiveram suas aguas classificadas como boas, mas as aguas
dos lagos foram classificadas como regulares. No compartimento 3 (mais a jusante;
area rural) a agua volta a ser boa, porém devido a fontes localizadas (Estagdes de
tratamento de esgoto) e ndo localizadas (depdsito controlado de lixo) diretas a agua

logo passa a ser ruim e desagua no ribeirdo Trés Bocas.

1.3 Parametros bioldgicos

O IQA considera parametros fisicos, quimicos e bacteriologicos que
representam uma avaliagdo pontual da qualidade da agua e séo considerados pouco
eficientes para a avaliacdo das qualidades estética, recreativa e ecoldgica dos
ecossistemas aquaticos (COSTA et al., 2008). A analise de parametros bioldgicos,
como o0s biomarcadores, pode complementar e enriquecer as analises mais
tradicionais, ja que reflete um periodo prolongado das condicées ambientais. Para que
estes possam ser utilizados de forma eficiente, € necessario estudar a relagcao deles

com a qualidade da agua determinada por indices de qualidade.

2. OBJETIVOS
Avaliar a eficacia de alguns biomarcadores numa espécie de bivalve

dulcicola.
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Comparar diferentes pontos da microbacia do ribeirdo Cambé, quanto

as alteragdes observadas dos biomarcadores.
Verificar se ha relagdo entre valores de IQA e alteragbes dos

biomarcadores estudados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Bivalves da espécie C. fluminea (n = 140) foram coletados no lago
Igapo Il e utilizados nos testes in situ. Um grupo foi transferido para laboratorio e

mantido em condi¢des de laboratorio, para ser utilizado como referéncia.

3.2 Testes in situ

Os testes in situ consistem em testes realizados no proprio local de
interesse. No presente estudo, C.fluminea foram coletados e transferidos para os locais
estudados, onde foram mantidos em cémaras (Figura 10 e 19) desenvolvidas por
Meletti e Rocha (2002). Internamente a estas foi adicionado cerca de 8 cm de uma
camada de substrato coletado no proprio local, para criar condi¢des adequadas para
os animais. Os periodos de teste foram de 1 semana e 2 semanas, formando-se dois
grupos a serem avaliados: ‘Semana 1’ e ‘Semana 2'. No ponto ETE jusante foi possivel
realizar um teste de apenas 2 dias.

No inicio dos testes e durante as coletas dos animais das camaras
(semana 1 e semana 2) alguns parametros fisico-quimicos da agua (pH, oxigénio
dissolvido, condutividade e temperatura) foram medidos dos locais estudados,

utilizando-se um analisador de agua HANNA HI 9828 Multiparametros.
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Figura 10 - CAmaras desenvolvidas para os testes in situ (MELETTI; ROCHA, 2002). a-al¢a para
suspensido da camara; b-base da camara; al-abertura lateral; ab-abertura da base; b-base; cc-
corpo da camara. Como referéncia das dimensodes, a base possui 25 cm de lado e o corpo, 20
cm de altura. O volume é de 3300 mL.

Figura 11 - Esquema de montagem de um teste in situ (MELETTI; ROCHA, 2002).

Apds as semanas 1 e 2 os animais foram retirados das camaras e
levados para o Laboratério de Bioensaios — UEL. Este transporte foi feito com
utilizacado de recipiente plastico, onde foi adicionado um volume de agua do préprio

local.

3.3 Locais estudados

Foram escolhidos quatro locais de estudo dentro da microbacia do
ribeirdo Cambé: Corrego da Mata, Montante de ETE e Jusante de ETE e Corrego dos
Periquitos (Figura 12), nos quais foram realizados os testes in situ. Os critérios

utilizados para escolha dos locais basearam-se na distincdo dos IQAs e consequente
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diferenga na classificagdo da qualidade dos corpos d'agua realizados pelo IAP nos

anos de 2007 e 2008 (Tabela 4).

Tabela 4 — IQAs dos cinco locais escolhidos para serem estudados nos anos de 2007 e 2008.

Pontos Locais IQA

I Cérrego da Mata 65,36 (Bom)

Il Montante ETE Zona Sul 57,92 (Bom)

1] Jusante ETE Zona Sul 27,06 (Ruim)
v Cérrego dos Periquitos 42,28 (Regular)
Local de coleta Lago Igapo 43,42 (Regular)
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Figura 12 — Mapa da cidade de Londrina com destaque para a microbacia do ribeirdo Cambé,
os quatro locais escolhidos para serem estudados: | — Cérrego da Mata; Il — Montante ETE
Zona Sul; lll - Jusante ETE Zona Sul; IV - Cérrego dos Periquitos; e o ponto de coleta
utilizado: Lago Igapa lil.

3.3.1 Corrego da Mata

O Corrego da Mata é um afluente do ribeirdao Cambé (Figura 13), da
vertente direita deste, localizado no compartimento 1 da microbacia (23°19°05.5” S e

51°12’13.8” O). Foi o local que, segundo as analises do IAP, apresentou o IQA médio
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mais elevado entre os pontos da microbacia do ribeirdo Cambé, sendo classificado

como bom.

£Corrego da mata

Figura 13 — Localizagdo do Cérrego da Mata em relagdao ao Ribeirdo Cambé.

3.3.2 Montante de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE)

Este ponto fica no leito principal da microbacia do ribeirdo Cambé a
montante da ETE Sul da Companhia de Saneamento do Parana (SANEPAR) (Figura
14 e 13). Este local esta localizado no compartimento 3 da microbacia (23°21'19.4”S e
51°07°05.1”0). De acordo com o IAP (2008) a qualidade da agua deste ponto é

classificada como boa.
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3.3.3 Jusante de Estagéo de Tratamento de Esgoto (ETE)

Este ponto fica a jusante da ETE Sul da SANEPAR (23°21°11.8”S e
51°06’54.5”0) (Figura 16) e recebe o efluente da estagdo. De acordo com o IAP a
qualidade da agua deste ponto é classificada como ruim.

A ETE Sul (Figura 15) atende o esgoto referente a 176.109 habitantes
do municipio de Londrina. Este esgoto passa pelas seguintes etapas de tratamento
antes de ser despejado no ribeirdo Cambé: 1-Tratamento preliminar, no qual os
residuos solidos que chegam a estagcdo sdo separados e encaminhados ao aterro
controlado de Londrina; 2—Passa por 4 Reatores Anaerébios de Manto de Lodo e Fluxo
Ascendente (RALF) onde o liquido sofre tratamento anaerdbio por meio de um manto
de lodo que se forma no fundo do tanque, rico em bactérias. O esgoto, apds percorrer
este manto, retém e decompde a matéria organica; 3—2 decantadores primarios e 3
secundarios; 4-3 filtros bioldgicos aerdbicos (GOVERNO DO ESTADO DO PARANA,
2009; SANEPAR, 2009). Ainda segundo o Governo do Estado do Parana (2009) a

média do ano de 2007 da DBO do efluente da ETE Sul é de 34 mg.L™".

Figura 15 — Estagao de Tratamento de Esgoto (ETE) da regido Sul de Londrina. Em azul, os
pontos a montante e jusante do despejo da ETE. Fonte: Google Earth, 2009.
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Figura 16 — Trecho a jusante da ETE Sul, com destaque para a espuma.

3.3.4 Corrego dos Periquitos

O Corrego dos Periquitos (Figura 17) é um afluente do ribeirdo Cambé.
O local estudado esta localizado a aproximadamente 3 km a jusante do aterro
controlado de Londrina (23°21'32.1” S e 51°04’57.9” O). Apresenta uma pequena
porcéo de mata ciliar que acaba em area agricola (Figura 18). Sua agua foi classificada

como regular.

Figura 17 — Cérrego dos Periquitos. Trecho a aproximadamente a 3 Km do aterro controlado.
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% flocallestudado

Figura 18 — Area agricola logo ao lado da pequena porgdo de mata ciliar do Cérrego dos
Periquitos. Corrego destacado em azul. Fonte: GOOGLE EARTH, 2009.

: Zlocal estudado
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Figura 19 — Visao superior da regidao do aterro controlado e do Coérrego dos Periquitos
(destacado em azul). O local estudado fica a aproximadamente 3 km a jusante do aterro. Fonte:
GOOGLE EARTH, 2009.

A nascente deste corrego foi aterrada pelo primeiro ‘lixao’ construido
no municipio de Londrina. Atualmente, este ‘lixao’ foi readequado, transformando-se
em um aterro controlado. Esta mudanga visou o monitoramento e controle da area
quanto a disposi¢cao de residuos (SOUZA, 2008). O aterro controlado de Londrina
(Figura 19), segundo a CMTU, ocupa uma area de 19 ha e de acordo com SOUZA
(2008) o volume atual de residuos depositados no aterro é de 3,629,975,32 m°.
Segundo dados do IAP disponibilizados pelo Governo do Estado do Parana (2009) , o
aterro controlado de Londrina opera de modo inadequado e recebe por dia 267,5

toneladas de lixo.
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3.4 Determinacao de metais na agua

Foram medidas as concentragcdes dos metais aluminio, cromo, cobre,
niquel e chumbo dissolvidos na agua dos quatro locais de estudo, bem como do local
de coleta dos animais (lago Igapo lll) e agua do laboratério (referéncia). As amostras
foram coletadas, filtradas (0,45 um) e fixadas em acido nitrico 2%. As medidas foram
feitas por espectrometria de absorgédo atdmica em forno de grafite (Perkin Elmer —

AA700).

3.5 Obtencao de amostras e armazenamento

Os animais foram sacrificados através do rompimento do musculo
adutor anterior. As branquias e glandulas digestivas foram removidas com auxilio de
pinca e tesoura, sendo que estes 6rgaos foram utilizados para diferentes analises. A
fracdo que foi utilizada para determinacdo da enzima glutationa S-transferase, 7-
etoxiresorifina-O-desetilase, da glutationa reduzida e de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico sofreu homogeneizagdao (homogeneizador TECNAL TE-103), em tampao
fosfato de potassio 0,1M pH 7,0, com posterior centrifugacdo 8870 g por 20 minutos a
4°C. O sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer (-80°C). As analises da
capacidade antioxidante total e da atividade de proteinas resistentes a

multixenobidticos (MXR) foram feitas de imediato, apds o sacrificio dos animais.

3.6 Biomarcadores de biotransformacao

3.6.1 7-etoxiresorifina-O-desetilase (EROD)

O ensaio da EROD foi realizado para determinar a atividade do
citocromo P450 (subfamilia CYP1A) por meio da desetilagdo da 7-etoxiresorufina, que
se converte no produto resorufina, na presengca de NADPH e oxigénio, e este é

detectado por fluorescéncia (ex/em: 544/590 nm) (EGGENS; GALGANI, 2002). A
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atividade da EROD foi expressa em pmol de resorufina. min™'.mg de proteina™, partir

de uma curva padrao de resorufina.

3.6.2 Glutatina-S-transferase (GST)

A GST foi determinada através do método descrito por Keen et al.
(1976). A atividade desta enzima foi medida em espectrofotdmetro, no comprimento de
onda 340 nm. Na reagéo ocorre a complexacao da glutationa reduzida com o 1-cloro-

2,4-dinitrobenzeno (CDNB).

3.7 Biomarcadores de estresse oxidativo

3.7.1 Glutationa reduzida (GSH)

A concentragdo de GSH foi determinada pela reagcdo da glutationa
reduzida com o acido 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) num meio contendo

Glutationa Reduzida e NADPH, a 412 nm, pelo método de Baker et al. (1990).

3.7.2 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) de
acordo com Federici (2007) foi utilizado como medida indireta de lipoperoxidacao, o
qual mede a quantidade de substancias reativas com o acido tiobarbiturico, pela leitura
de fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm). A concentragdo de TBARS foi expressa por

mg.mL™" de proteina nas amostras.

3.7.3 Capacidade antioxidante total (CANT)

A capacidade antioxidante total foi medida através do método proposto
por Amado et al. (2009). Os tecidos foram homogeneizados (1:4 — m/v) em tampéo

Tris-HCI (100 mM, pH 7,75) com EDTA 2 mM e Mg** 5 mM e centrifugados a 8870 g
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durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi entdo utilizado, sendo diluido
para concentracdo de 1 mg.mL™" de proteina na microplaca. O método baseia-se na
deteccdo de ERO por fluorescéncia (ex/em: 485/520 nm) utilizando 27°-
diclorofluorescina diacetato (H,DCF-DA) como substrato. Radicais peroxil sdo gerados
pela decomposicao a 35°C de 2,2°- azobis (2 metilpropinamida) dihidroclorido (ABAP),
sendo que a mesma amostra € submetida a presenga e auséncia de ABAP. A leitura
de fluorescéncia emitida pela reacdao entre as ERO e o H,DCF-DA foi feita por um
fluorimetro (Victor 3, Perkin Elmer), monitorada durante 30 minutos (uma leitura a cada
5 minutos). A capacidade antioxidante total foi calculada pela diferenga entre as areas
dos graficos obtidos das leituras de unidade de fluorescéncia com presenca e auséncia

de ABAP.

3.8 Mecanismos de resisténcia a multixenobiéticos (MXR)

O mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) foi avaliado a
partir do ensaio de acumulagéo do fluorescente Rodamina B (substrato de P-gp) de
acordo com Kurelec et al. (2000). Os animais foram mantidos in vivo em uma solug¢ao
contendo 2,5 uM do fluorescente Rodamina B por um periodo de 2 horas, sem nenhum
artificio que mantivesse suas valvas abertas. Os tecidos foram homogeneizados em
agua destilada (1:7 — m/v), centrifugados a 985 g por 7 minutos. A fluorescéncia
referente ao acumulo de rodamina foi medida (ex/em: 544/590 nm) por um fluorimetro
(Victor 3, Perkin Elmer), e as concentragdes determinadas através de uma curva

padrao. Os dados foram expressos por mg de tecido umido.

3.9 Concentragao de proteinas nas amostras

A concentragao de proteinas foi determinada pelo Método de Bradford

(1976), que se baseia na reagéo de proteinas com o corante Coomassie Brilliant Blue
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G-250. A curva de calibragao foi feita com soro albumina bovina (BSA). A absorbancia

foi lida em espectrofotdmetro a 595 nm.

3.10 Analises estatisticas

Os dados foram comparados estatisticamente de duas formas. A
comparag¢ao das medias dos dados da semana 1 e semana 2 de um mesmo local foi
feita pelo teste t - Student. A comparacdo entre as médias dos dados obtidos nos
diferentes pontos de coletas, em cada semana de exposicao, foi feita por analise de
variancia paramétrica (ANOVA), seguido por um teste de comparagbes multiplas
(Teste de Tukey) quando indicado, ou n&o-paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo
com a distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia). Foram
considerados significativos valores de P < 0,05. A analise estatistica foi feita com

auxilio do software SigmaPlot 11.0.

4. RESULTADOS

4.1 Testes in situ

O unico local onde houve mortalidade durante os testes in situ foi o
ETE jusante. Todos os animais morreram até o quarto dia do teste neste local e,

portanto, os dados apresentados aqui se referem a um teste de apenas dois dias.

4.1.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido
(OD) foram medidos durante os testes in situ, em trés momentos distintos: no inicio dos
testes, apds a 12 e a 22 semana. As médias destas medidas estdo apresentadas na

Tabela 5.
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Tabela 5 — Parametros fisico-quimicos da agua dos locais estudados, bem como do local de
coleta (lago Igap¢ lll) e da referéncia (depuragido em laboratério).

Condutividade

Local OD (mg.L™") pH (uS/cm) T°C
Referéncia 8,00+£0,60 7,40+0,20 6317 20,0+1,6
Lago Igapé I 6,69+024 7,28+0,72 158 + 28 22,7+0,5
Codrrego da mata 9,41+£0,84 7,51+£0,30 125 + 21 17,5+2,2
ETE montante 6,10+£0,36 7,10+0,54 155+ 13 18,56+ 0,4
ETE jusante 560+0,13 7,64 1£0,07 736 + 37 21,3+0,3
Corrego dos Periquitos  4,69+0,39 7,27 £0,25 887 + 798 19,9+0,6

A média da temperatura variou entre todos os locais de 17,5 e 22,7°C,
e as temperaturas mais baixas ocorreram nos testes no Corrego da Mata. O teste
neste local coincidiu com uma queda de temperatura no municipio de Londrina. Quanto
ao pH foram observados valores médios variando de 7,1 a 7,6, ndo caracterizando
variagdes muito significativas.

Corrego da Mata e ETE montante, que sao os locais classificados pelo
IAP como bons, os valores de condutividade variaram entre 105 e 179 uS.cm'1, sendo
os menores valores encontrados no Corrego da Mata. Na ETE jusante, classificada
como Ruim, os valores mantiveram-se em torno de 740 uS.cm™ e no Coérrego dos
Periquitos, local classificado como Regular, foi observado um aumento de 1488 uS/cm

(310 para 1798 uS.cm™) em duas semanas (Figura 20).

Condutividade
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100 4 —
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—=— Corrego da mata ETE montante
—e— ETE jusante —x— Cdrrego dos Periquitos

Figura 20 — Condutividade nos quatro locais estudados durante os testes in situ.
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Quanto ao oxigénio dissolvido, os valores mais elevados foram

verificados no Cérrego da Mata (8,55 a 10,23 mg.L™"), seguido pelo Lago Igapé Il que
apresentou valores em torno de 7,00 mg.L™'. Nos locais ETE montante e ETE jusante
foram verificados valores préximos em torno de 5,60 mg.L". Os valores mais baixos
foram observados no Cérrego dos Periquitos, que se mantiveram entre 4,26 e 5,01

mg.L™ de oxigénio dissolvido.

4.1.2 Biomarcadores de biotransformacéo

4.1.2.1 EROD

Os bivalves mantidos no ETE montante apresentaram elevada
atividade da EROD nas branquias. Na glandula digestiva ndo foi observada alteragao.

Os resultados estao apresentados nas Figura 21 e 24.
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Figura 21 - Atividade da EROD em branquias de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in
situ. As letras indicam diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 1. As
barras equivalem as médias e as linhas verticais o EP. (n=1-7).
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Figura 22 - Atividade da EROD em glandula digestiva de C.fluminea mantidos por 1 ou 2

Semanas in situ. Nao houve diferenga significativa entre os grupos. As barras equivalem as
médias e as linhas verticais o EP (n=1 -7).

4122 GST
A enzima de biotransformacdo GST teve sua atividade aumentada

tanto em branquia quanto em glandula digestiva nos bivalves mantidos na ETE jusante
mesmo em apenas dois dias de teste. Também, em glandula digestiva, observa-se
uma tendéncia de aumento nos animais da ETE montante. Ja nos animais do Cérrego
da Mata houve uma diminuicdo transitéria da atividade da enzima em glandula
digestiva na Semana 1, que se restabeleceu na Semana 2 (Figura 23 e 22). Foi
observada presenca de espuma na agua deste local no periodo da coleta da Semana

2.
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Figura 23 — Atividade da GST em branquias de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in
situ. As letras indicam diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 1. As
barras equivalem as médias e as linhas verticais o EP (n = 7).
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Figura 24 - Atividade da GST em glandula digestiva de C.fluminea mantidos por 1 ou 2
Semanas in situ. As letras indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana
1 e o (*) diferenga entre as duas semanas do Corrego da Mata. As barras equivalem as médias
e as linhas verticais o EP (n =7).

4.1.3 Paradmetros de estresse oxidativo

4.1.3.1 GSH
Foi observado que a concentragdo de GSH dos bivalves expostos ao

teste in situ no Corrego dos Periquitos na Semana 2, nos dois tecidos analisados, foi
significativamente maior do que a referéncia (Figura 25 e 26). Os animais mantidos na
ETE montante também apresentaram concentragcdo de GSH na glandula digestiva
significativamente maior em relacéo aos animais do ponto de referéncia, na 22 semana

(Figura 26). Neste local a concentragao de GSH havia reduzido na Semana 1.
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Figura 25 — Concentragcdo de GSH em branquia de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in
situ. As letras indicam diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 2. As
barras equivalem as médias e as linhas verticais o EP (n =7).
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Figura 26 — Concentragcao de GSH em glandula digestiva de C.fluminea mantidos por 1 ou 2
Semanas in situ. As letras minusculas indicam diferen¢a significativa (P < 0,05) entre os
grupos da Semana 1 e as maiusculas entre os grupos da Semana 2. O (*) representa diferenca
entre as duas semanas do mesmo local. As barras equivalem as médias e as linhas verticais o

EP (n=7).
4.1.3.2 CANT

Apenas nos bivalves expostos ao teste in situ no Coérrego dos
Periquitos, observou-se reducao significativa na capacidade antioxidante apés a 12
semana de confinamento. Nos demais tempos e locais ndo foram observadas

diferencas significativas (Figura 27 e 28).
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Figura 27 — Capacidade antioxidante total em branquia de C.fluminea mantidos por 1 ou 2
Semanas in situ. As letras indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana
1. As barras equivalem as médias e as linhas verticais o EP (n = 7).
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Figura 28 — Capacidade antioxidante total em glandula digestiva de C.fluminea mantidos por 1
ou 2 Semanas in situ. Nao houve difereng¢a significativa entre as amostras. As barras
equivalem as médias e as linhas verticais o EP (n = 7).

4.1.3.3 TBARS

Ocorreu um decréscimo significativo na concentracao de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos dois tecidos de C. fluminea apds
confinamento no Corrego dos Periquitos, € nas branquias dos animais mantidos na

ETE jusante (Figura 29 e 30).

Além disso, em glandula digestiva a concentragdo de TBARS também
estava reduzida nos animais mantidos no Coérrego da Mata e ETE montante por uma

semana, em relagdo aos animais mantidos no local de referéncia.
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Figura 29 — TBARS em branquia de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in situ. As letras
minusculas indicam diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 1 e as
maiusculas entre os grupos da Semana 2. As barras equivalem as médias e as linhas verticais

o EP (n=7).
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Figura 30 - TBARS em glandula digestiva de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in situ.
As letras indicam diferen¢a significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 1. O (%)
representa diferenga entre as duas semanas do mesmo local. As barras equivalem as médias e
as linhas verticais o EP (n = 7).

4.1.4 MXR

As Figura 31 e 32 mostram os resultados obtidos para o mecanismo
de resisténcia a multixenobidticos expressos por concentragdo de Rodamina B, nos

animais expostos aos testes in situ nos diferentes locais.
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Figura 31 - MXR em branquia de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in situ. As letras
minusculas indicam diferenga significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 1 e as
maiusculas entre os grupos da Semana 2. O (*) representa diferenga entre as duas semanas do
mesmo local. As barras equivalem as médias e as linhas verticais o EP (n = 6).

Os bivalves mantidos por duas semanas no Codrrego da Mata
apresentaram reducao significativa na [Rod B] nas branquias, em relagdo com os

animais da referéncia. Por outro lado, houve um aumento significativo na [Rod B] tanto
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nas branquias quanto na glandula digestiva dos animais apos duas semanas de

confinamento na ETE montante, em relagdo aos animais da referéncia.
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Figura 32 - MXR em glandula digestiva de C.fluminea mantidos por 1 ou 2 Semanas in situ. As
letras mindsculas indicam diferencga significativa (P < 0,05) entre os grupos da Semana 1 e as
maiusculas entre os grupos da Semana 2. O (*) representa diferenga entre as duas semanas do
mesmo local. As barras equivalem as médias e as linhas verticais o EP (n = 6).

4.2 Concentragao de metais na agua

As concentracdes detectadas dos os metais aluminio, cromo, cobre,
niquel e chumbo, estdo expostas na Tabela 6. Em nenhum local as concentracbes
ultrapassaram os limites permitidos na Resolugdo CONAMA n°357, de 17 de margo de

2005, para agua de Classe 1.

Tabela 6 — Médias das concentragcdes de metais dissolvidos (ug/L) detectada nos diferentes
locais de estudo, simultaneamente aos testes in situ. Entre parénteses estao os valores
menores e maiores encontrados. A Referéncia equivale a dgua onde os animais foram
mantidos em laboratério. Na ultima linha da tabela estdo listados os limites maximos
permitidos para agua de Classe 1 dos metais Al, Cd, Cr, Cu, Ni e Pb pela Resolugido CONAMA
n° 357 (2005).

Al dissolvido Cr dissolvido  CU dissolvido  Ni dissolvido PDb dissolvido
(ug.L™" (ug.L™" (ug.L™" (ug.L™" (ug.L™"
Referéncia 0 0 0 0,5 2,0
Lago Igapd 83,9 4.8 0 0,5 0
] 49,8 4,1
Cérrego da Mata (18,6 - 88,9) (3,5-5,0) 0 0 0
Cérrego dos Periquitos 84,1 20,2 5.6 6.4 0
(78,8 — 89,4) (11,9-286) (3,8-74) (1,0-11,8)
37,0 54 2,3 0,4
ETE montante (17.4-527) (12-12.8) (14-46) (0,2-0.6) 0
ETE Jusante 41,2 5,8 0 0 0
Al dissolvido Cr total Cu dissolvido Ni total Pb total
(ug.L™" (ug.L™" (ug.L™" (ug.L™" (ug.L™"
Limites 100 30 9 25 10
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O chumbo nao foi detectado em nenhuma amostra. O Cérrego dos

Periquitos apresentou as concentracdes mais elevadas para todos os metais. E
interessante comentar que a concentragao de metais estava mais elevada na Semana

2 em relagao a Semana 1.

5. DISCUSSAO

A contaminagcdo de aguas superficiais urbanas pode ocorrer por
diversas fontes e por isso a diversidade de xenobiodticos que entra em contato com a
biota aquatica é grande. Ocorréncia de metais (YABE; OLIVEIRA, 1998), pesticidas
(ABDEL-HALIN et al., 2005), hidrocarbonetos (CRUNKILTON; DEVITA, 1997; ZHAO et
al., 2008), farmacos (KOLPIN et al., 2004), por exemplo, ja foram detectados nestas
aguas. Estes compostos podem, em concentragdes subletais, causar respostas e
efeitos nos organismos que s&o expostos a eles.

Os locais estudados neste trabalho apresentam fontes distintas de
contaminagdo. O Corrego da Mata esta localizado dentro da cidade, porém, inserido
numa area de mata que minimiza a acao do escoamento superficial. O ETE montante
também apresenta area de vegetagao no seu entorno, mas esta inserido em area rural.
O ETE jusante, além dos fatores que atingem o ETE montante, apresenta uma fonte
de contaminagédo pontual, que é o efluente do tratamento de esgoto. Este efluente
pode conter diversos tipos de contaminantes que ndo sdo degradados no tratamento,
alta condutividade, bem como concentragdo mais baixa de OD. No caso do Coérrego
dos Periquitos, foi observada contaminagdo por metais, alta condutividade e baixa
concentracdo de OD, resultado da influéncia de residuos do aterro controlado. As
diferencas de fontes de contaminagcao podem acarretar em diferentes respostas dos
organismos, pois estas dependem de fatores quanto a qualidade e quantidade de

contaminagao (COSSU et al., 2000).
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O aumento da GST nos bivalves mantidos no ETE jusante, apos dois
dias de exposigao, reflete o IQA ruim apresentado por este local. O aumento desta
enzima pode estar relacionado com diversos contaminantes, como PAHs (GOWLAND
et al, 2002), PCBs (PARK et al, 2009) substancias estrégenas (HUGHES;
GALLAGHER, 2004; TELES et al., 2007), que ja foram identificados em efluentes de
esgoto tratado (BARRICK, 1982; SOARES et al., 2008; GUO et al., 2009). Além do
aumento da GST, neste local também foi observada diminuicdo na concentracéo de
TBARS, que pode estar relacionada com hipoxia (VIDAL et al., 2002), pois além da
concentracdo de OD neste local estar proxima de 5 mg.L”, a agua apresentava
aspecto viscoso, 0 que pode ter prejudicado a absorgao de oxigénio pelas branquias
dos bivalves. A concentragao baixa de oxigénio reflete na menor geracdao de ERO e,
consequentemente, menor lipoperoxidagao. Estes resultados contrapéem aqueles para
o bivalve dulcicola Ellipitio complanata, cuja atividade da GST e lipoperoxidagao
apresentaram diminuicdo e aumento, respectivamente, quando expostas ao esgoto
pré-tratado ou tratado com o0zénio por sete semanas (GAGNE et al., 2007). Os animais
confinados no ETE jusante n&o apresentaram alteragdes nos outros parametros,
possivelmente pelo periodo de exposi¢cao de apenas dois dias.

No presente trabalho, os biomarcadores de estresse oxidativo
apresentaram alteracdes significativas nos tecidos dos animais mantidos no Cérrego
dos Periquitos. Este local foi classificado por parametros fisico-quimicos e
bacterioldgicos como regular, e os resultados obtidos no presente trabalho mostram a
ocorréncia de metais no local. Este corrego esta cercado por propriedades rurais e
sofre contaminacao difusa pelo chorume do aterro controlado de Londrina. Um aterro
controlado nao € impermeabilizado e, portanto, ndo evita o escoamento ou infiltracao

do chorume, podendo este comprometer a qualidade de aguas superficiais e
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subterraneas. O chorume é um liquido produzido na decomposicao do lixo, que pode
ter uma composicao muito variavel (SISINNO; MOREIRA, 1996). Os residuos solidos
de um municipio consistem principalmente numa mistura de plasticos, metais e alguns
materiais organicos e, por isso, varias substancias organicas e inorganicas sao
encontradas na composi¢cado do chorume (OYGARD et al., 2004).

Os metais detectados na aguas do Corrego dos Periquitos nao
ultrapassaram os limites permitidos pelo CONAMA (2005), porém, é importante
ressaltar que as concentragbes determinadas no presente trabalho correspondem a
quantidade de metal dissolvido na agua e a maioria dos limites do CONAMA refere-se
as concentracgoes totais dos metais. Também foram detectados os metais Cr, Al e Cu
em aguas ao redor do Aterro Sanitario de Sao Carlos (LOPES et al., 2007).

Os bivalves mantidos no Cérrego dos Periquitos apresentaram inibigao
da CANT. Este biomarcador pode ser induzido ou inibido; sua indugao esta relacionada
a uma adaptagdo do organismo contra o aumento de ERO. Por outro lado, uma
diminuicdo da capacidade antioxidante representa um efeito toxico que deixa o animal
mais susceptivel ao estabelecimento de estresse oxidativo (REGOLI, 2000). A CANT
reduziu na Semana 1 em branquias de C.fluminea mantidos no Cérrego dos Periquitos,
porém na Semana 2 isto ndo se manteve. Este dado corrobora com os dados de
Regoli (2000) nos quais bivalves Mytilus galloprovincialis transferidos de um local de
referéncia para um local poluido mostraram a capacidade antioxidante reduzida na
primeira semana. Esta mesma espécie apresentou diminuicdo da CANT em local
contaminado por pesticidas (PAMPANIN et al., 2005).

A reducdo da capacidade antioxidante total indica que o animal esta
com seu sistema de defesa antioxidante comprometido, e por isso, espera-se um

aumento nos danos oxidativos, tais como a lipoperoxidagado. Porém, no Cérrego dos
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Periquitos foi observada redugcdo da CANT acompanhada da redugéo de concentragéo
de TBARS. Uma possivel explicagdo para este fato € de que a ocorréncia de
lipoperoxidacao é desencadeada, principalmente, pelo radical hidroxil. Este é formado
através da reacdo de Fenton: Fe?* + H,0, > Fe** + HO™ + HO", na qual ha participacédo
do ion ferro (VALAVANIDIS et al., 2005). A diminuicdo de ferro no tecido acarreta na
diminuicdo da lipoperoxidagdo, como no roedor Clethrionomys glareolus, que quando
alimentado com fontes de cadmio, teve a absorcéo intestinal de ferro prejudicada e
diminuicdo de lipoperoxidagcdo (WLOSTOWSKI et al., 2000). Além disso, redugéo na
concentracao de TBARS foi observada em C.fluminea em condi¢des de hipdxia (VIDAL
et al., 2002), e este local foi 0 que apresentou menor concentragao de OD.

No Codrrego dos Periquitos foi observado aumento da GSH na Semana
2. Esta molécula € um elemento central na defesa antioxidante do organismo, porém
apresentou resposta contraria a CANT. Este resultado pode ser devido a funcao
exercida pela GSH como co-substrato da enzima antioxidante GPx (HERMES-LIMA,
2004). Esta enzima nao foi medida no presente trabalho, porém o resultado obtido da
CANT sugere que a mesma estava inibida, o que pode explicar o aumento do seu co-
substrato, a GSH.

Os IQAs utilizados para comparagao no presente estudo foram obtidos
nos anos de 2007 e 2008 e, portanto, ndo apresentam simultaneidade ao presente
estudo. E importante ressaltar que os locais estudados podem ter sofrido piora na
qualidade de suas aguas neste periodo de auséncia de analises. Entretanto, alguns
resultados dos biomarcadores avaliados ndo estiveram de acordo com os IQAs dos
respectivos locais de estudo. No Cérrego da Mata, por exemplo, cuja agua foi
classificada como boa, houve aumento da GST, em glandula digestiva, e do MXR, nos

dois tecidos, na Semana 2. Neste periodo foi observada formagao de espuma no local,
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que pode ter ocorrido devido a presenga de contaminagao ou matéria organica, o que
indica alguma mudanca no ambiente entre os periodos da Semana 1 e 2.

O MXR reduzido no ETE montante pode estar relacionado com dois
fatores. A principio a agua deste local é considerada boa, e com isso, espera-se que
haja realmente diminuicdo deste mecanismo nos bivalves mantidos no local. Porém,
como apresentado no Capitulo | do presente trabalho, este mecanismo em glandula
digestiva de C.fluminea apresentou reducdo apenas a partir da terceira semana de
depuracgao. O segundo fator que pode ser responsavel pela diminuicdo do MXR, ja na
este mecanismo de resisténcia, podendo acarretar na acumulagéo de outros agentes
contaminantes (SMITAL; KURELEC, 1998). Este fato, associado a elevada atividade
da EROD e concentragdao de GSH, em glandula digestiva, nos animais mantidos neste
local, ndo esta de acordo com o IQA bom deste local. O aumento da EROD geralmente
esta relacionado com a presenga de contaminantes orgénicos, PAHs e PCBs

(FERREIRA et al., 2005).

6. CONCLUSOES

Os biomarcadores estudados no presente trabalho apresentaram
alteragdo em pelo menos um dos locais estudados, 0 que mostra que estes sao
sensiveis a determinada condigdo. Este fato indica que estes biomarcadores podem
ser utilizados de forma eficientes na espécie C.fluminea. Os animais apresentaram
alteragcdes em diferentes biomarcadores nos diferentes locais, o que pode refletir a
distingdo da fonte de contaminagao destes. Seria interessante que a concentracao de
outros contaminantes, ndo apenas dos metais, fossem medidos nos locais estudados,
para que um perfil de contaminacao fosse mais bem caracterizado. Isto permitiria que

fossem feitas relagdes entre as alteracdes observadas e a presencga de contaminantes
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especificos. Na auséncia destes dados ndo se pode afirmar que as alteragbes
observadas nos animais do Corrego dos Periquitos estejam ligadas a presenca de
metais, bem como quais fatores que estimularam aumento de biomarcadores no ETE
montante.

Os parametros tradicionais utilizados para determinacéo de indices de
qualidade de agua nem sempre refletem a saude do ecossistema ou dos organismos
que vivem nele. Os biomarcadores testados no presente trabalho mostraram que
alguns valores de IQA né&o representavam adequadamente a qualidade da agua do
local. As alteragbes observadas em parametros dos bivalves mantidos no Cérrego da
Mata e ETE montante, ndo eram esperadas, ja que a agua destes locais foi
classificada como boa. Estas indicam que, mesmo nos locais de IQA bom, pode haver
presenga de contaminagcdo que prejudica a saude da biota. J& o Cdérrego dos
Periquitos, classificado como regular, foi o local que apresentou maiores alteracgoes,
principalmente de defesa antioxidante e estresse oxidativo, além de que neste foram
detectadas concentracbes preocupantes de metais. Com isso, este estudo mostrou
que a avaliacdo de parametros bioldégicos € uma ferramenta importante para

classificagéo e diagnostico da qualidade da agua.
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