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RESUMO

DUARTE, Silvana. Estudo do sistema digestorio de duas espécies de peixes
Siluriformes (Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus) no reservatorio da
UHE de Funil, R]J. 2007, f 220. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Biologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

O presente trabalho visa apresentar um estudo multidisciplinar, focado na
conservacao ambiental de reservatérios. Foram feitas coletas trimestrais sistemadticas de
peixes entre 2003 e 2004 no reservatério da UHE Funil para captura de duas espécies de
Siluriformes (Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus), peixes adaptados ao
fundo para estudos da ocorréncia e correlacio com fatores ambientais (espaciais e
sazonais). Adicionalmente o sistema digestdrio das espécies foi descrito utilizando técnicas
histologicas, foi determinada e quantificadas as andlises de atividade enzimdtica e
microbiota em vdarias partes do sistema digestério (figado, estdbmago, intestino). Também
foram feitas andlises de metais pesados no musculo e no figado das duas espécies. Estas
abordagens visam comparar os peixes entre os ambientes do reservatério e do rio, bem
como variacdes sazonais associadas a gradientes ambientais. Nao foi encontrado um
padrao definido que caracterizasse uma melhoria na qualidade ambiental a jusante do
reservatorio, portanto a hipétese de que Funil funciona com decantador de poluentes
trazidos pelo rio Paraiba do Sul ndo foi confirmada através destas duas espécies de peixes
estudadas.

ABSTRACT

DUARTE, Silvana. 220 f. Estudy of digestive trate of two Siluriformes in UHE of the
Funil reservoir and Paraiba do Sul river (jusant'reservoir). Thesis (Doctorate in
Animal Biology, Biological Sciences) - Institute of Biology, UFRRIJ, Seropédica, RJ,
2007.

The present work is a multidisciplinary study, focusing on the reservoir environmental
conservation. Quarterly fish sampling were performed between 2003 and 2004 in Funil
reservoir for collecting two fish species of Siluriformes (Hypostomus auroguttatus and
Pimelodus maculatus), species bottom dwelling, for assessing occurrence and relationship
with environmental variables (spatial and seasonal) Additionally, the digestive systems of
the two species were described by histological techniques, and analyses of enzymatic
activities and microbiota in sections of digestive tract (liver, stomach, intestine), were
performed. Metal concentrations were determined in muscles and liver of the two species.
Those approaches aim to compare fishes between the reservoir and the river (downstream
the dam) and seasonal variation associated to environmental gradients. The hypothesis of
“filter” of pollutants attributed to reservoirs was not corroborated for the Funil reservoir for
the pollutants brought into by the Paraiba do Sul river.
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1- INTRODUCAO GERAL
1. Descricao dos ambientes estudados e hipoteses levantadas

A drea de estudo corresponde a bacia do rio Paraiba do Sul. O reservatério Funil
(22°308S, 44°45W, altitude 440 m), é formado pelo barramento do rio Paraiba do Sul no
limite entre o trecho médio superior e médio inferior, bem como pelo trecho do rio
imediatamente a jusante da barragem. As amostragens e andlises se realizam
trimestralmente entre abril (outono) de 2003 e dezembro (verdo) de 2004. Procurou-se
avaliar a qualidade ambiental através de estudo de dois peixes Siluriformes (o cascudo -
Hypostomus auroguttatus Kner, 1854 e o mandi - Pimelodus maculatus La Cépede, 1803)
entre o ambiente do reservatério da Funil e o trecho do rio a jusante do reservatério. A
hipétese a ser testada foi que o reservatério contribui para melhorar a qualidade da dgua do
rio Paraiba do Sul, através do processo de decantagdo do material em suspensdo trazido
pelo rio, e que a jusante do mesmo, o ambiente seria de melhor qualidade. Este efeito de
“filtro” tem sido atribuido a muitos reservatorios, embora existam outros fatores, tais como
procedimentos de manutengao das usinas, que podem contribuir para a ndo existéncia desta
“funcao” dos reservatorios.

A sazonalidade, que € outro importante fator de variacdo na qualidade ambiental
dos reservatorios e rios também foi testada, uma vez que a variabilidade das condigdes
ambientais resulta em diferencgas significativas nas condicdes de habitat e fisico-quimicas
que por sua vez, influenciam a biota. No Sudeste do Brasil, os pulsos sazonais nos sistemas
Iénticos e 16ticos sdo ditados pelo regime de maior pluviosidade no verdo, e de escassez de
chuvas no inverno. Associados a estas variacdes do fluxo dos rios, que sdo proporcionais
as suas bacias de drenagens, existem as cotas (niveis de dgua) dos reservatorios, que sao
ditados pelas opera¢des das usinas, € que ndo coincidem com os pulsos sazonais de
pluviosidade, uma vez que os reservatérios sdo deplecionados ao méximo no periodo da
primavera, justamente antes do periodo do inicio das chuvas. Sendo assim, as maiores
cotas normalmente sdo registradas no outono, e as menores na primavera. Este € outro fator
a ser considerado em relacdo a variacdo sazonal, uma vez que os maiores niveis dos

reservatorios correspondem a maior capacidade de diluicdo do ambiente e maiores
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diversidade de habitat, uma vez que a vegetacdo marginal da zona litoranea pode ser
parcialmente inundada, aumentando a oferta de abrigo e alimento.

Adicionalmente, comparou-se uma das espécies (P. maculatus) em um reservatorio
no trecho superior do rio Paraiba do Sul (reservatério de Santa Branca), onde o uso da terra
e a inexisténcia de grandes cidades ao longo do rio, resultou em “melhor qualidade
ambiental” neste ambiente oligotréfico, quando comparado com o eutréfico reservatorio
Funil, no inverno de 2006. A comparagdo entre o reservatério oligotréfico e de melhor
qualidade ambiental (Santa Branca), com o reservatério eutréfico e de mais baixa
qualidade ambiental (Funil), permitiu que comparagdes fossem feitas, desta vez dispondo-
se de um “controle”. O controle foi feito através da comparacdo entre o reservatorio
oligotréfico e de melhor qualidade ambiental (Santa Branca), com o reservatorio eutréfico
e de mais baixa qualidade ambiental (Funil).

Os distintos hébitos alimentares das duas espécies estudadas foram explorados. O
cascudo (H. auroguttatus) € uma espécie residente e de movimentos limitados, que
apresenta habito alimentar ili6fago, utilizando principalmente algas epiliticas e matéria
organica de origem vegetal, o que € refletido no seu longo intestino, um dos maiores entre
todos os teledsteos. Por outro lado, o mandi (Pimelodus maculatus) € uma espécie com
capacidade de realizar movimentos sazonais, especialmente no periodo reprodutivo, e
apresenta hdbitos onivoros, se alimentando de ambos material vegetal e animal, com
tendéncia a carnivoria.

No escopo destas diferentes configuragdes, utilizou-se como pardmetros para
comparacdes das diferentes hipdteses testadas, a distribuicdo das espécies ao longo do
gradiente ambiental (espacial e sazonal), a relacio dos peixes com condicionantes
ambientais, a descricdo do sistema digestério, atividades enzimadticas, a microbiota, e
concentracoes de metais nas duas espécies (Tabela 1). Esta abordagem multidisciplinar

permitiu que as espécies fossem avaliadas e comparadas as duas espécies sob varios

angulos do conhecimento biolégico, tendo como referéncia o uso das mesmas como
avaliadores de qualidade ambiental.
As abordagens especificas encontram-se em cada um dos Capitulos que seguem

especificados:

Capitulo I — Ocorréncia e distribui¢do de dois Siluriformes no reservatério e Funil e rio
Paraiba do Sul a jusante da represa
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Capitulo II — Anatomo-histologia do sistema digestério de dois peixes Siluriformes no
reservatorio de Funil - RJ

Capitulo III - Atividade enzimdtica em duas espécies de peixes Siluriformes no
reservatorio de Funil, RJ

Capitulo IV - Influéncia do ambiente e do regime alimentar na microbiota indigena
intestinal de duas espécies de peixes Siluriformes

Capitulo V — Anadlise de metal pesado em duas espécies de peixes Siluriformes no
reservatorio de Funil, RJ.

1.2. O rio Paraiba do Sul
1.2.1. Caracteristicas gerais da bacia do Rio Paraiba do Sul

O Rio Paraiba do Sul nasce na Serra da Bocaina, no Estado de Sao Paulo, a 1.800m
de altitude, e desdgua no norte fluminense, no municipio de Sdo Jodo da Barra,
percorrendo uma extensao aproximada de 1.150km. A bacia do rio Paraiba do Sul possui
drea de drenagem com cerca de 55.500 km? compreendida entre os paralelos 20°26 e
23°00° 25 Norte e os meridianos 41°00’e 46°30” Oeste. A bacia estende-se pelos estados de
Sdo Paulo (13.900 km®), Rio de Janeiro (20.900 km®) e Minas Gerais

Engenheiro

S oo o oo Passos
- [ |
\L\Brig QUE|UE {alral'ba do
200 00' 00" 5 Sul river
L/ A & P .
M & AT Funil
G)& AT Reservoair

u
Sao José Sdo José
dos Campos do Barreiro

Santa Branca
Reservoir Paraiba do

Sul river
-

Explanation
m City

\Q‘ﬁ Reservoir

1] 10 krn

- 5 .
Paraiba do Sul river
Guararema

Figura 1. Bacia do rio Paraiba do Sul, com indicacdes dos reservatérios de Funil-RJ e
Santa Branca-SP.
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Tabela 1. Numero de peixes examinados de cada espécie em cada uma das abordagens e respectivas etapas prévias as andlises. Comprimento
Total - CT = (minimo-maximo)

) Anélise Quantificacao Orgiio Dissec¢ao
ESPECIE Universidade/laboratério (n) (Mecanismo)
Ocorréncia e Biometria Biometria do animal em
H. auroguttatus UFRRJ — Laboratério de distribuicdo 190 do animal andlise e fixacdo em
Ecologia de Peixe das espécies em andlise conservante'
P. maculatus nos sistemas 406 (Ct=34-230mm)
Descri¢do anatomica e Esofago Dissec¢ao imediatamente no
H. auroguttatus UFRR]J — Laboratério de histologia utilizando 37 Estdmago campo, fixando em Bouin
Histologia e Embriologia Animal coloracdo HE? Intestino
P. maculatus 53 Figado
UFRJ - Laboratério de Dissecados imediatamente.
H. auroguttatus ~ Radioisétopos e Biofisica Penna  Concentra¢ido de Hg e 143 Figado e Conservado em - 4° C
Franca Metais pesados3 Musculo podendo ficar por até 1 ano.
P. maculatus 154
UFMG - Laboratério de Atividade enzimdtica Estdmago  Transportados vivos (campo
H. auroguttatus Enzimologia e Fisico (tripsina,quimotripsina 51 Intestino — laboratorio) e dissecados
Quimica de Proteinas e glicosidase). Figado imediatamente; aliquotados e
P. maculatus 49 conservados a -80°C.
Transportados vivos (campo —
H. auroguttatus UFMG - Laboratério de Descricdo da 30 Regido  laboratério) e  dissecados
Ecofisiologia de Microrganismos ~ microbiota indigena posterior do imediata1(111ente; aliquotados e
: : conservados -
P. maculatus 28 MESHNO g oC(anacrobios) - 40 C
(aerébios)

1 — fixados em formol 10% por 48 horas e posteriormente fixado em dlcool 70%

2 — coloragdo de hematoxilina e eosina

3 —mercurio total e Metais pesados (cromo, cobre, zinco, chumbo, niquel, manganés )
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(20.700 km?), percorrendo 39 municipios no Estado de Sdo Paulo, 53 no Rio de Janeiro
e 88 em Minas Gerais. Em Sdo Paulo, os 39 municipios estdo distribuidos por cinco
regides: a Regido Metropolitana de Sao Paulo, e os municipios de Cruzeiro,
Guaratinguetd, Sao José dos Campos e Taubaté (Figura. 1). Neste trecho, encontram-se
instaladas industrias de grande porte ligadas a atividades metalirgicas, alimenticias,
petroquimicas (KLAPPER,1998), onde se observa a existéncia de 2.083
estabelecimentos industriais que obedecem a seguinte distribuicdio por “regido”,
excluindo-se a Regido Metropolitana de Sdao Paulo: Sdo José dos Campos (48%),
Taubaté (27%), Guaratinguetd (18%) e Cruzeiro (7%). No que se refere ao setor
agropecudrio, observa-se a existéncia de 2.109 estabelecimentos distribuidos nas
seguintes Municipios: Guaratinguetd (45%), Sao José dos Campos (31%), Taubaté
(19%) e Cruzeiro (5%), onde destacam-se os setores de producdo como a lavoura e a
pecudria (AGEVAP, 2007). Como conseqiiéncia da poluicao das dguas do rio Paraiba
do Sul, o reservatério de Funil apresenta condi¢des adversas em relacdo aos diversos

usos da dgua (FEEMA, 2007)

1.2.2. Caracteristicas climaticas

Em geral, a Regido Sudeste caracteriza-se devido ao posicionamento latitudinal,
como uma regiao de transicdo entre os climas quentes de latitudes baixas e os climas
mesotérmicos, do tipo temperado das latitudes médias (MARENGO et al., 2001). A
precipitacdo distribui-se uniformemente com a média anual acumulada variando em
torno de 1500 e 2000 mm. O trimestre mais seco (junho-julho-agosto) ocorrendo de
forma bastante uniforme em toda a regido. O trimestre mais chuvoso (dezembro-janeiro-
fevereiro) também ocorre de forma bastante uniforme, exceto na parte leste, que
apresenta o maximo de precipitacdo aproximadamente 1 més antes.

A bacia do rio Paraiba do Sul apresenta clima subtropical quente com
temperatura média anual que oscilando entre 18°C e 24°C. As mais altas temperaturas
ocorrem na regido de Itaperuna, na bacia do rio Muriaé, com média das maximas
situada em torno de 32°C. Os maiores indices pluviométricos ocorrem no trecho paulista
da serra do Mar (Trecho Superior e Médio-Superior), nas regides do macic¢o do Itatiaia e
seus contrafortes e na serra dos Orgdos, trecho da serra do Mar que acompanha a Regido

Serrana do Estado do Rio de Janeiro, onde a precipitacdo anual chega a ultrapassar
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2.000 mm. Nestas trés regides de altitudes elevadas, a média das temperaturas minimas
chega a menos de 10°C. O periodo de verdo é caracterizado como chuvoso com
precipitacdo acumulada entre 200 e 250 mm/més, nos meses com maxima precipitacao
(dezembro e janeiro), enquanto que no inverno, o periodo mais seco o intervalo entre os
meses de maio a julho, com precipitacdo acumulada inferior a 50 mm/més (MARENGO
& ALVES, 2005). O trecho Médio Superior apresenta extensdao de 300 km, limitado a
jusante pela cidade de Cachoeira Paulista, correndo sobre terrenos sedimentares de

idade tercidria, totalizando uma superficie drenada de 6.676 km>. A altitude varia entre

572 e 515 metros.

1.3. O reservatério da UHE de Funil
1.3.1. Caracteristicas Fisicas

O reservatério da Usina Hidrelétrica Funil (22°30S, 44°45W, altitude 440 m)
estd localizado no trecho Médio-Inferior da bacia do Rio Paraiba do Sul. Situa-se em
sua maior parte nos municipios de Itatiaia ¢ Resende, margeando pequenas areas dos
municipios paulistas de Queluz, Areias e S3o José do Barreiro (Figuras. 2 e 3).
Apresenta importancia considerdvel, pois supre energia para o sul fluminense, atenua o
impacto das cheias sobre as dreas urbanas nas cidades de Resende, Barra Mansa, Volta
Redonda e Barra do Pirai, e eventualmente compde o abastecimento de dgua do

municipio do Rio de Janeiro (ALERIJ, 2006).

Figura 2 . Reservatorio de Funil, com indicagdo das quatro zonas estudadas: Z1 (FL20) =
montante do reservatério; Z2 (FL30) =zonas intermedidrias; Z3 (FL40) = zona baixa
(remanso): 74 (FI. 40) = Trecho de rio a insante da barracem.
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Com 4rea de 40 km” e perimetro de 320 km, sua capacidade de armazenamento

é de 888 milhdes de m® de volume total e 605 milhdes de m® de volume til (Tabela 2).

Apresenta profundidade méxima de 70m e média de 20m. As cotas operacionais

minima e maxima sdo, respectivamente, de 444,0 e 465,50 m. O tempo de reten¢do da

dgua é de 10 a 55 dias, sendo a vazdo média de 220 m3/s e a minima de 80 m’/s

(ANA, 2004, 2005).

Tabela 2 - Informacdes fisicas do reservatorio da UHE do Funil - RJ

Area do espelho de dgua no nivel méaximo 1til 40Km”

Cota de coroamento 468,00m
Nivel altimétrico (N.A.) maximo Maximo 468,00m

N. A. maximo util 466,50m

N. A. acumulado minimo util 444,00m
Localizacdo da tomada de dgua para as turbinas 77,83m
Perimetro do nivel maximo qtil 320Km
Volume dtil 605 X 10° m’
Volume total 888 X 10°m’
Vazao média de longo termo (periodo) 220 m’/s
Tempo de retencdo da dgua 10 a 55 dias
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1.3.2. Variacao sazonal das condicoes ambientais

A variagdo do nivel da 4gua no reservatério de Funil ocorre em fungdo do
defluxo ditado pelas caracteristicas de operagdo da usina, e ndo em fun¢do do regime
pluviométrico. A pluviosidade maxima, que ocorre entre janeiro € marco, nao
corresponde aos niveis maximos da cota dos reservatorios, que sdo deplecionados ao
maximo antes do periodo de chuvas. O ano de 2003 foi atipico com niveis mais baixos
em maio e junho, devido a estratégia de descarga de dgua em Funil determinada pela
Agéncia Nacional da Agua - ANA, para diluir a poluicio causada pelo desastre da
Cataguases de papel, que atingiu o rio Pomba, em Minas Gerais e contaminou o Paraiba
do Sul (Figura. 4A). Os valores minimos e méaximos das cotas encontrados no periodo
foram 446,82 e 466,44 respectivamente (ANA, 2004, 2005).

A pluviosidade apresentou maiores valores nos meses de verdo (300 mm) e
menores no inverno (5 mm) (Figura 4B). A temperatura do ar apresentou maiores
médias nos meses de verdo (26° C) e menores nos meses do inverno (16,5° C). Os
valores minimos e méaximos da temperatura encontrados no periodo foram 12° C e 34°
C, respectivamente (Figura 4C).

O tempo de retencdo tedrico da dgua foi estimado para o ano de 2004 pela
relacao V/Q, sendo V o volume total de dgua do reservatorio (m3) e Q o total fluxo
defluente (m’/dia). A media anual do tempo de retencdo teérico da 4gua no reservatorio
de Funil no ano de 2004 foi estimada em 46 dias (Figura 4D). Entretanto foi observada
uma variag¢ao durante o ano, com um pico no més de fevereiro (80 dias) e o mais baixo
valor em novembro (14 dias). Observa-se uma tendéncia de aumento do tempo de
retencdo no inverno e decréscimo a partir do més de setembro. Conforme o esperado,

este padrdo foi equivalente ao observado para o volume ttil no ano de 2004.

1.3.3. Qualidade ambiental

O reservatério de Funil é caracterizado como um ambiente eutrofizado em
decorréncia principalmente do aporte de poluentes do rio Paraiba do Sul gerados no
trecho a montante. Como a bacia do reservatdrio esté situada no Estado de Sao Paulo, as
atividades desenvolvidas a montante, e o tipo de ocupagdo e uso do solo neste trecho da

bacia, exercem influéncia sobre a qualidade de 4gua do reservatoério.
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Como conseqiiéncia, o reservatério de Funil apresenta condicdes adversas em relacdo aos
diversos usos da dgua (FEEMA, 2007).

Concentracdes elevadas de Clorofila a indicam florescimentos algais associadas a
menor qualidade da 4gua e excesso de matéria organica. BRANCO et al., (2002) detectaram
presenca constante de Microcystis aeruginosa var. aeruginosa no reservatorio apresentando
blooms durante alguns periodos do ano, que contribui para o decréscimo da qualidade da
dgua. Durante o verdo foram observados blooms de M. aeruginosa causando reducdo na
transparéncia da dgua, na concentracdo de nitrato e ortofosfato e aumento nos valores de
clorofila a, pH e oxigénio dissolvido.

Segundo AZEVEDO et al., (2005) o reservatdrio de Funil apresenta caracteristicas de
ambiente eutr6fico com ocorréncia de floragdes de cianobactérias. Os grupos encontrados
foram Cianobactérias, seguida das Criptoficeas, Cloroficeas, Diatomdaceas e Crisoficeas.
Dentre as cianobactérias, predominaram espécies de Anabaena e Microcystis, sendo citadas
na literatura como potencialmente produtoras de cianotoxinas.

Segundo a FEEMA (2007), os levantamentos da comunidade fitoplantdnica realizados
no reservatério da UHE Funil vém demonstrando uma significativa modificacdo na
composi¢cdo qualitativa, com dominincia de cianobactérias. Esse reservatorio, no periodo de
escassez de dgua, chegou a atingir niveis de abundancia relativa superior a 90% no periodo de
verdo, quando se registram floracdes intensas de Microcystis aeruginosa, Mycrocystis sp. €
Oscillatoria. As cianobactérias sdo responsaveis, especialmente, no verdo, por intensas
floragdes no reservatorio que confere as dguas uma coloracao verde.

Outra medida do potencial de eutrofizacdo pode ser o resultado correspondente a
concentracdo de Fosforo Total, ja que este nutriente atua como agente causador do processo.
Um gradiente de eutrofizac¢do foi observado para o reservatério de Funil com a concentragao
de Fosforo Total diminuindo da zona fluvial do reservatdrio para a zona lacustre. Este padrao
corresponde a um gradiente longitudinal freqlientemente observado em reservatdrios que
apresentam concentracdo de material particulado de montante para jusante (BRANCO et al.,
2002).

O reservatério de Funil e considerado como um decantador natural de material em
suspensdo e, conseqiientemente, de substancias potencialmente toxicas provenientes da bacia
a montante, pois o encontro do rio com o ambiente léntico do reservatorio acarreta a
deposi¢cdo do material transportado pelo curso de 4gua, devido a redugdo acentuada da

velocidade da dgua na zona de transicdo rio/reservatorio (FEEMA, 2007). Deste modo



poderia se esperar melhor qualidade da dgua do rio Paraiba do Sul a jusante do reservatorio

quando comparado com o trecho do rio a montante.

1.4. Reservatorio Santa Branca
1.4.1. Caracteristicas Fisicas

O reservatoério de Santa Branca, situado na porcdo superior do vale do Paraiba, Sdo
Paulo, como os reservatérios de Paraibuna/Paraitinga e Jaguari, foram a principio implantados
para o controle das cheias do rio, e apenas secundariamente como aproveitamentos
hidrelétricos. A partir do inicio de sua operacdo, as vazdes do Paraiba do Sul deixaram de ser
caracterizadas como naturais, e as enchentes, ao menos em sua calha principal, foram
drasticamente reduzidas.

A Usina Hidrelétrica de Santa Branca, inaugurada em junho de 1999, com poténcia
instalada de 58 MW, esta localizada no rio Paraiba do Sul, no municipio de Santa Branca. O
remanso do reservatorio aproxima-se do sopé da barragem de Paraibuna, da CESP, cerca de
40 km a montante. O reservatério de Santa Branca apresenta Volume Méaximo de 439,0 hm3,
Volume Minimo de 131,0 hm3, Volume Util de 308,0 hm?3 (ANA, 2005).

As margens do reservatério apresentam encostas declivosas, com solos degradados e
ocupados predominantemente por pastagens e reflorestamentos de eucaliptos, além de
manchas de vegetacao nativa em diversos estidgios de recuperacio, principalmente capoeiras e
florestas secunddrias, de biodiversidade bastante simplificada (AGEVAP, 2007). O rio
Paraiba, a jusante da barragem, readquire caracteristicas ldticas, correndo sobre fundo rochoso

ou arenoso.

1.4.2. Qualidade Ambiental

A qualidade ambiental do reservatorio Santa Branca foi analisada pela CETESB
durante varios anos. Nos anos de 2003 a 2006, o reservatorio apresentou pequenas oscilagdes
ao longo dos anos, permanecendo predominantemente oligotréfico. No entanto em 2005, o
reservatério ao longo do ano apresentou variagdes de ultraoligotréfico a mesotréfico
(CETESB, 2004, 2005, 2006 e 2007).

Na bacia do rio Capivari, afluente deste reservatdrio, existe uma fonte expressiva de
aporte de carga organica, devida a intensa atividade agropecudria e de reflorestamento.

Entretanto, os dados médios das variaveis sanitarias de Santa Branca ndo acusaram nenhuma

nao conformidade. Os niveis médios da DBO e do foésforo total, que representam a



disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento dos processos de eutrofizagdo,
mantiveram-se baixos, caracteristicos de ambientes pouco impactados.

A comunidade fitoplanctonica foi avaliada no reservatério de Santa Branca em dois
periodos do ano: chuva e seca. Os resultados obtidos demonstraram que a comunidade
fitoplanctonica revelou qualidade variando de Boa a Otima, apresentando densidades baixas.
Entretanto no més de fevereiro de 2003, apresentou uma densidade de cianobactérias, mais
elevada do que o ano de 2002, com presenga de Microcystis e Cylindrospermopsis, géneros
considerados como potencialmente téxicos. Nos meses de margo, junho e dezembro de 2003,
foram realizadas anélises emergenciais de amostras de dgua do reservatorio e do rio Paraiba
do Sul, préximo as captagdes de Santa Branca e Jacarei, tendo em vista reclamagdes de odores
na dgua tratada. Os resultados sugerem que houve uma floracao de Anabaena, provavelmente
devido ao baixo nivel de dgua do reservatério e outros fatores de controle, tais como
hidrodinamica, nutrientes e insolagdo.

Em 2004 o grupo das cianobactérias esteve presente apresentando géneros
potencialmente toxicos, em baixas densidades, como Anabaena e Microcystis. Em 2005
observou-se a dominancia de Cloroficeas da ordem Chlorococcales. Em relagdo ao ano
anterior, observou-se uma ligeira piora devido, com o diagndstico sendo registrado em menor
freqiiéncia. A contagem de células de cianobactérias atingiu valores maximos de 13.400
céls./mL, atendendo a Resolugado CONAMA 357/2005 para classe especial. Em 2006 foi
observada qualidade Boa na maior parte nos meses amostrados, apresentando o valor de
15.650 céls./ml em fevereiro, correspondendo a espécie Aphanocapsa delicatissima, sendo
que para este género ndo € relatada a presenca de toxinas.

O diagnéstico da comunidade fitoplanctonica, foi de Bom a Otimo, tendo em vista a
baixa densidade de organismos e o fato de ndo haver dominancia de grupos. Entretanto, é
necessario observar que o grupo das cianobactérias esteve presente com espécies
potencialmente téxicas em baixas densidades em vérios anos amostrados (CETESB, 2004,

2005, 2006 e 2007).
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CAPITULO 1

OCORRENCIA E DISTRIBUICAO DE
DOIS SILURIFORMES NO RESERVATORIO
DA UHE DE FUNIL - RJ



RESUMO

DUARTE, Silvana. Ocorréncia e distribuicao de dois Siluriformes no reservatorio de
Funil e rio Paraiba a jusante da represa 220 f. Tese de Doutorado em Biologia Animal,
Ciéncias Bioldgicas) Instituto de Biologia, UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2007.

Os Siluriformes Hypostomus auroguttatus (cascudo) e Pimelodus maculatus (mandi) estao
entre os peixes mais abundantes do rio Paraiba do Sul, com ampla distribuicdo no reservatério
da UHE do Funil. Um programa de amostragens trimestrais de coleta de peixes, entre abril de
2003 e outubro de 2004, foi realizado em 3 trechos do reservatério (zona alta, intermediaria e
baixa) e em um trecho do rio Paraiba a jusante da barragem do reservatério, com o objetivo de
analisar a distribuicdo destes peixes e eventuais relagdes com varidveis ambientais de
qualidade da 4gua. As varidveis ambientais foram em parte medidas diretamente por ocasido
das amostragens de peixes e parte foi obtida de um banco de dados de Furnas Centrais
Elétrica S/A, concessiondria do reservatoério. P. maculatus foi a espécie mais abundante de
toda ictiofauna, distribuida em todo reservatério, com maior abundancia na zona baixa do
reservatorio e no trecho de rio a jusante da barragem. No reservatdrio, maiores abundancias
ocorreram em 2003 na zona intermedidria durante a primavera-verdo e em 2004 na zona baixa
do reservatério no periodo outono-inverno. No rio, a jusante da barragem, ndo foi observado
diferenca entre os anos, com maior abundancia no periodo da primavera-verdo. H.
auroguttatus apresentou maior abundancia na zona alta do reservatério, no trecho
caracterizado por formacdes rochosas (barragem Nhamgapi), no outono-inverno, padrdo
consistente para os dois anos de amostragens em nimero e peso. Também ocorreu no trecho
de rio a jusante da barragem principal, porém em menor abundancia relativa. A qualidade da
agua na camada eufética do reservatorio da UHE do Funil apresentou melhor qualidade em
abril/julho (outono/inverno). Em outubro/janeiro (primavera/verao) observou-se uma
qualidade da dgua mais baixa com menor transparéncia da 4gua, maiores valores de Clorofila
a, Nitrito, Fésforo total, Ortofosfato, Totais de Soélidos Suspensos e Totais de Sdlidos
Organicos e maiores temperaturas indicando alteracdes por eutrofizacdo e sedimentacdo. Um
gradiente espacial de menor intensidade que o sazonal foi observado, com a zona alta do
reservatorio apresentando maior concentracdao de Fésforo Total, Amonia, Ortofosfato, Totais
de Sdélidos Suspensos e Totais de S6lidos Inorganicos quando comparado com a zona baixa.
A camada afética ndo apresentou padrdo de variacdo espaco-temporal nos pardmetros de
qualidade da dgua, porém apresentou maiores concentracdes de amodnia, Totais de Soélidos
Suspensos e Totais de Sélidos Inorganicos quando comparada a camada eufética. Maiores
abundancias de H. auroguttatus ocorreram na zona de menor qualidade ambiental durante o
periodo de melhor qualidade da 4gua (outono/inverno) no reservatorio. P. maculatus
apresentou maior abundancia no rio a jusante no periodo de mais baixa qualidade da dgua do
reservatorio (primavera-verdo). Pode sugere-se que estas duas espécies sdo bem adaptadas as
condi¢cdes ambientais do reservatorio e diretamente influenciadas pelas caracteristicas do
habitat e condicdes locais e que outros fatores além daqueles relacionados a qualidade da dgua
determinam seus padrdes de ocorréncia.

Palavras chaves: distribuicdo e abundancia, Siluriformes, varidveis ambientais,
qualidade da 4gua.



ABSTRACT

DUARTE, Silvana. 220 f. Ocorrence and distribution of two Siluriformes in UHE of the
Funil reservoir and Paraiba do Sul river (jusant reservoir). Thesis (Doctorate in Animal
Biology, Biological Sciences) - Institute of Biology, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2007.

The Siluriformes species Hypostomus auroguttatus and Pimelodus maculatus rank among the
most abundant and widely distributed fishes in the Paraiba do Sul river, with wide distribution
in UHE do Funil reservoir, where this river is impounded. A quarterly fish sampling
programme was carried out, between April 2003 and October 2004, in three reservoir zones
(upper, intermediary and lower), and in one river zone downstream the dam, aiming to assess
fish distribution and eventual relationship with environmental quality variables. Part of the
water quality variables were taken at each sampling occasion; the other part were obtained
from a database supplied by Furnas Centrais Elétricas S/A, concessionary of the reservoir. P.
maculatus was the most abundant fish species, distributed all over the reservoir, with higher
abundance in the lower zone and in the river zone downstream the dam. Higher abundance in
the reservoir occurred in 2003 in intermediary zone during Spring-Summer, while in 2004
occurred in lower zone in Autumn-Winter. In the river, there is no between-year difference,
with higher abundance occurring in Spring-Summer. H. auroguttatus showed higher
abundance in upper reservoir zone, near to a rocky substrate dam (Nhamgapi reservoir) in
Autumn-Winter, a consistent pattern for the two years in number and weight. This species
also occurred in the river zone downstream the dam, but in lower relative abundance. Water
quality in the euphotic layer showed higher quality in April/July (Autumn/Winter). In
October/January (Spring/Summer) it was observed a lower water quality indicated by lower
transparency, lower Chlorophyll A, Nitrite, Total Phosphorous, Orthophosphate, Total
Suspended Solids and Total Organic Solids values and higher temperature, indicating
alteration by entrophication and sedimentation. A less defined spatial gradient was detected,
with the higher reservoir zone showing higher Total Phosphorous, Ammonia, Orthophosphate
concentration, higher Total Suspended Solids and Total Inorganic Solids when compared with
the lower zone. The aphotic layer did not show spatio-temporal variation in water quality
parameters, but showed higher Ammonia concentration, Total Suspended Solids and Total
Inorganic Solids, when compared with the euphotic zone. Higher H. auroguttatus abundances
occurred in the lowest water quality (Autumn/Winter) season in reservoir. P. maculatus
showed higher abundance in the river downstream the dam during the lowest water quality in
reservoir (Spring/Summer) It can be raised that the two fish species are well adapted to the
environmental conditions of the reservoir and are directly influence by habitat and local
characteristics and other factors other than water quality determine the occurrence patterns.

Key words: distribuition and abundance, Siluriformes, environmental variables
water quality



1. INTRODUCAO

Os reservatdrios modificam diferentes aspectos de uma bacia hidrogréfica, alterando
desde parametros fisico-quimicos da dgua até a estrutura da comunidade de peixes. Em
muitos casos, a barragem constitui uma barreira intransponivel para os peixes, isolando dreas
que certas espécies freqiientavam para a reproducdo ou em busca de alimento. As espécies
mais afetadas sdo aquelas que realizam a piracema, ou seja, que migram para desovar. A dgua
represada forma um novo sistema, do tipo 1€ntico, 0 que provoca um impacto a mais sobre a
comunidade de peixes, onde espécies adaptadas as dguas correntes tém suas abundancias
reduzidas, enquanto aumenta a presenga de espécies que melhor se adaptam a ambientes
lénticos. Assim, as assembléias de peixes de reservatdrios sdo resultado de um processo de
reestruturacdo das populacdes de peixes que originalmente ocupavam os rios, com alteracoes
na composicado e na abundancia de espécies.

O nivel do impacto dos represamentos sobre a fauna ictica é influenciado pelas
caracteristicas locais da biota e do proprio reservatério (AGOSTINHO et al., 1999). Além
disso, a fauna de peixes de reservatdrios ainda estd sujeita a outras agdes antropogénicas
impactantes, em escala local e regional, como, por exemplo, pecudria extensiva, agricultura
com o emprego de produtos quimicos, precariedade das praticas de conservagdo do solo
(ocasionando assoreamento), desmatamento, introducdes de espécies exodticas e pesca
desordenada. Os processos locais (caracteristicas limnoldgicas e estruturais do habitat e
interacodes intra e interespecificas) tém sido apontados como os principais responsdveis pela
estruturacdo das comunidades de peixes presentes nos diferentes tipos de ambientes, inclusive
em reservatérios. Porém a determinacdo de qual varidvel € importante no processo de
estruturacdo € dificultada devido a alta correlagdo entre as varidveis (AGOSTINHO et al.,
1997).

A distribui¢@o de peixes em rios e ambientes represados tipicamente segue um padrao
de zonacdo longitudinal das zonas mais altas para as mais baixas (HUGHES & GAMMON,
1987; BHAT, 2004; HABIT et al., 2006) com as espécies sendo distribuidas ao longo de
gradientes ambientais. Em zonas tropicais e subtropicais, LOWE-MCCONNELL (1975)
explica estes padroes com sendo relacionados a diversidade de hédbitats que variam ao longo
do perfil longitudinal destes sistemas.

A variacdo sazonal no nivel de fluxo da &dgua € outro fator estruturador das
comunidades de peixe dos rios (WOOTTON, 1992). A instabilidade hidroldgica e

limnolégica em rios regulados por barragens podem afetar adversamente a reproducdo dos



peixes (AGOSTINHO et al., 1993), interferindo nos estimulos que iniciam a atividade
migratéria de algumas espécies. As grandes alteracdes na vazdo a jusante das barragens
acarretam a diminuicdo na freqii€ncia das enchentes. Assim, as lagoas marginais ndo sao
inundadas e deixam de ser bergdrios para os alevinos (GODINHO, 1993), ocasionando
conseqiiente diminui¢do da diversidade de peixes. As dreas de planicies de inundagdo,
caracterizadas por periodos de cheia e seca, sdo de extrema importancia para a manutenc¢ao da
assembléia de peixes.

Por outro lado, as espécies de peixes residentes, apresentam pulsos sazonais menos
evidentes, e encontram-se diretamente influenciadas pelas caracteristicas do habitat e
condig¢des locais, que apresentam variacoes ditadas pelo nivel de fluxo do rio, pelo tempo de
retencdo e pela variacdo no nivel da 4gua no reservatério, que € ditada mais pela
operacionalizacdo das usinas do que pela variagdo na pluviosidade da area.

Duas espécies de peixes Siluriformes foram selecionadas para o presente estudo, o
cascudo H. auroguttatus KNER, 1854 e o mandi — P. maculatus La Cépede, 1803, ambas de
ampla distribui¢do na bacia do rio Paraiba do Sul (ARAIjJ 0, 1996), que utilizam o substrato,
e sdo reportadas como resistentes s variacdes nas condicionantes ambientais (ARAUJO et
al., 2003; PINTO et al., 2006). H. auroguttatus, devido as caracteristicas de sua boca ventral
em forma de ventosa tem ocorréncia diretamente associada a fundos rochosos, onde utiliza
como alimentagdo algas epiliticas, bem como material organico, principalmente de origem
vegetal que € digerido e absorvido principalmente em seu longo intestino (cerca de 15 vezes o
comprimento total), sendo classificada como iliéfaga/detritivora. P. maculatus também é uma
espécie bentdnica porém com menor dependéncia do substrato, com alguma capacidade de
realizar pequenas migracOes reprodutivas e com habitos onivoros, com tendéncia a carnivoria.
(ARAUIJO 1986; ARAUJO et al., 2003).

Este trabalho visa analisar padrdes espago-temporais de qualidade da 4gua no
reservatorio da UHE do Funil, e relacionar a distribuicdo e abundancia das duas espécies as
varidveis ambientais. As seguintes hipdteses serdo testadas:

- Existe gradiente espacial (longitudinal) de qualidade ambiental que possa ser
associado a distribui¢c@o das espécies, com um trecho superior do reservatorio mais alterado e
uma melhor qualidade no trecho inferior e no trecho a jusante do reservatdrio, confirmando
funcdo dos reservatdrios funcionando como “filtros” a poluicao?

- A variac@o sazonal nas caracteristicas ambientais influencia a ocorréncia das duas
espécies estudadas?

- A qualidade da dgua e um fator limitante na ocorréncia destas espécies?



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a distribuicdo de dois Siluriformes ao longo dos gradientes longitudinais,
sazonais e do nivel de fluxo (I€ntico vs. 16tico) bem como as eventuais influéncias ambientais

nos padroes de distribuicdo.

2.2 Objetivos Especificos
1. Descrever a distribui¢ao espago-sazonal das duas espécies de peixes.

2. Comparar os ambientes lénticos e 16ticos.
3. Descrever os parametros ambientais de qualidade da dgua nas zonas do reservatdrio: a
montante (zona 1); intermedidria (zona 2) e a barragem (zona 3) e sua influéncia na

distribuicao das espécies.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Coleta de peixes

Durante 6 trimestres (abril 2003 a outubro de 2004) foram amostradas as trés zonas do
reservatorio (alta — Z1, intermedidria-Z2 e baixa-Z3) e a zona de rio a jusante da barragem
(Z4). Cada um das quatro zonas foi amostrado uma vez por trimestre, com a utilizacdo de
redes com malhas de 5, 6 e 7 mm entrends, e tamanho de aproximadamente 25 m x 2,5 m,
colocadas ao entardecer e retiradas ao amanhecer do dia seguinte. O somatdério (nimero e
peso) das duas espécies de peixes capturados pelas redes em cada local de amostragens foi
dividido pelo nimero de redes utilizadas, padronizando assim as amostragens em CPUEs
(capturas por unidade de esfor¢o) em nimero e peso, que foram utilizadas como estimativas
da abundancia relativa. Os peixes foram identificados, contados, pesados (em gramas) e

medidos (em milimetros).
3.2. Variaveis ambientais

3.2.1. Programa Amostral

As varidveis ambientais de qualidade da dgua foram medidas em parte diretamente
por ocasiao das amostragens de peixes e em parte obtidas de um banco de dados de Furnas
Centrais Elétrica S/A, concessionaria do reservatorio.

Banco de dados fornecido por Furnas Centrais Elétrica S/A: Estes dados se referem

aos anos de 2003 a 2004 e a coletas trimestrais (janeiro, abril, julho, outubro) em trés zonas



no reservatorio: FL20 - Zona 1 - Montante do reservatério (Nhamgapi); FL30 - Zona 2 —
Intermediaria; FL40 - Zona 3 - parte baixa do reservatério. Os seguintes parametros foram
analisados: a) Fisico-quimicos: Sélidos suspensos totais, Sélidos organicos totais e sélidos
inorganicos totais; b) Indicativos de poluicdo organica (nutrientes): Amonia, Nitrato, Nitrito,
Nitrogénio Kjeldahl total, Fosforo total e Ortofosfato; ¢) Hidrobioldgicos: Silicato e Clorofila
A.

Os dados foram coletados nas zonas eufética e afética do reservatério. A amostragem
da zona afética foi realizada através da coleta de dgua a cerca de um metro acima do fundo.
Estas coletas foram realizadas com o auxilio de uma garrafa amostradora de Van Dorn. As
amostras foram devidamente preservadas e levadas ao laboratério de quimica da Estacdo de
Hidrobiologia e Piscicultura de Furnas, onde foram realizadas as andlises. Utilizando-se a
garrafa de Van Dorn, a zona euf6tica foi amostrada através de integracao de coletas realizadas
em trés profundidades: a superficie, a profundidade correspondente a transparéncia (Secchi) e
a de 3 vezes o valor do Secchi (calculo de extensdo da zona eufética). No laboratério de
quimica as amostras da zona eufética foram submetidas as mesmas andlises.

Como os dados apresentavam uma unica amostragem em cada zona do reservatério
por trimestre, o que impede a comparacao das zonas por trimestre devido a falta de repeti¢ao
das amostras, optou-se por agrupa-los com base nas estacdes do ano mais assemelhadas em
relacdo ao nivel da dgua e pluviosidade: outono-inverno (abril e julho) e primavera-verdo
(outubro e janeiro). O periodo de outono-inverno corresponde ao de menor pluviosidade e
elevadas cotas (niveis da dgua); o periodo de primavera-verao, corresponde ao mais chuvoso
e de cotas relativamente baixas.

Varidveis medidas diretamente por ocasido das amostragens de peixes: Em cada
amostragem trimestral de peixes, foram também obtidos nos anos de 2003 a 2004, trés
zonas no reservatorio (FL20 - Zona 1 - Montante do Reservatorio; FL30 - Zona 2 —
Intermediaria; FL40 - Zona 3), bem como num trecho de rio a jusante do reservatério (Zona
4) os seguintes parametros ambientais: transparéncia, temperatura, pH e Condutividade.

Para a transparéncia, utilizou-se o disco de Secchi, com graduacdo em centimetro. A
temperatura da dgua, condutividade e pH foram obtidos através da utilizacdo do multisensor

digital.

3.3. Tratamento estatistico
Foram feitas comparacdes das varidveis ambientais e varidveis bidticas (numero e

peso dos peixes) entre as zonas do reservatério e os dois periodos do ano. O teste de



normalidade Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para testar a distribuicdo dos dados das
varidveis ambientais. A heterocedacidade (homogeneidade das varidncias) das varidveis foi
determinada através do teste de Bartlett (SOKAL & ROHLF, 1995) tomando-se como fatores
os locais, estacdes do ano e anos. Como as varidveis ndo atenderam a estes requisitos foram
transformados através das transformacdes logaritmicas Log (x+1), onde Log € o logaritmo na
base 10, e x é o valor ndo transformado. Os testes de normalidade e homogeneidade das
varidveis foram também aplicados aos dados transformados. Quando, mesmo transformados,
os dados ndo atenderam aos requisitos da andlise de variancia, foi utilizado um método
correspondente ndo paramétrico (SOKAL & ROHLF, 1995). Optou-se, entdo, pela realizagdo
de teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste “a posteriori” de Mann-Whitney,
quando pertinente. Deste modo, para se testar as diferencgas significativas entre os valores das
varidveis ambientais, entre as zonas de coleta e os periodos do ano, os dois sistemas (rio vs.
reservatorio) foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis que compara as posi¢des
ou postos (ranks) dos valores das varidveis, assumindo que tais varidveis apresentam a mesma
distribuicdo, ao nivel de confianca de 95% (P < 0,05), acompanhado do teste ndo paramétrico
“a posteriori” de Mann-Whitney que compara dois grupos entre si para todas as variaveis.
Para determinar padrdes espaciais e temporais ditados pelas varidveis ambientais, foi
aplicada a técnica de ordenacdo Andlise de Componentes Principais que é uma das mais
utilizadas com base em modelos lineares, e estabelece um conjunto de eixos perpendiculares,
onde o primeiro eixo da andlise representard a maior parte da variagdo dos dados, resultando
em um sistema reduzido de coordenadas. O diagrama de ordenagdo representado geralmente
em um espacgo bidimensional, apresenta a distribuicdo ou ordenacdo dos dados em fun¢do do
primeiro e segundo componentes principais, que melhor explicam a variabilidade dos dados,
proporcionando informagdes sobre as semelhancas ecoldgicas das amostras (PERES-NETO et

al, 1995; VALENTIN, 2000).

4. RESULTADOS
4.1. Fatores Ambientais
Os fatores ambientais foram avaliados nas varidveis abidticas e bidticas os quais foram

constatam o padrdo de distribui¢c@o espacial e temporal.

4.1.1. Variaveis Abioticas

Os dados abidticos, tanto brutos (ndo transformados) quanto transformados nao

atenderam aos requisitos de normalidade e homocedasticidade para os de testes estatisticos



paramétricos de Andlise de Variancia visando a comparagcdo de médias. Optou-se, entdo, pela
realizacdo de teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, seguido do teste “a posteriori” de

Mann-Whitney.

Tabela 3. Resultado do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (H) e teste “a posteriori” de
Mann-Whitney (U) para comparagdo das varidveis ambientais entre as zonas e os periodos do
ano no reservatério da UHE do Funil, no periodo de 2003/04. n.s. = ndo significativa; **
altamente significativa (p<0,01);* significativa (p<0,05). Zona eufética (EU); zona afética
(AFO).

Zona de Coleta Estacdo do ano
H U H U

Transparéncia n.s. 11,9%%* Inverno > verdo
Oxigénio dissolvido n.s n.s
Temperatura n.s 11,8%%* Verdo > inverno
pH EU n.s n.s
pH AFO n.s n.s
Condutividade EU n.s n.s
Condutividade AFO n.s n.s
Amonia EU 12,3%% 71>72,73 n.s
Amonia AFO n.s n.s
Nitrito EU n.s 9,9%%* Primavera > inverno
Nitrito AFO n.s 8,8#* Primavera > inverno
Nitrato EU n.s n.s
Nitrato AFO n.s n.s
Nitrogénio total Kjeldahl EU n.s n.s
Nitrogénio total Kjeldahl AFO n.s n.s
Ortofosfato EU 10,6%* 71>73 10,7** Primavera, Verao > inverno
Ortofosfato AFO n.s 12,0%* Primavera, Verao > inverno
Fosforo total EU 9,0%* 71,72 >73 8,4* Primavera, Veriao > inverno
Fésforo total AFO n.s n.s
Sélidos suspensos totais EU 12,0%%* 7Z1>72,73 n.s Primavera,Verdo > inverno
Sélidos suspensos totais AFO 11,1%%* 7Z1>72,73 n.s
Sélidos organicos suspensos EU n.s 15,5%%* Primavera,Verdo > inverno
Sélidos organicos suspensos AFO n.s n.s
Sélidos inorganicos suspensos EU 12,5%% Z1>72,73 n.s
Sélidos inorganicos suspensos AFO 8,2%% Z1>72,73 n.s
Silicato n.s n.s
Clorofila a n.s 10,5%* Primavera > inverno

1.Temperatura: Diferencas significativas foram encontradas entre as estacdes do ano com
maiores valores no verdo (27°C) e menores do inverno (20°C). Espacialmente, nenhuma

diferenca foi encontrada entre as zonas estudadas (p<0,05) (Tabela 3; Figura 5).

2. Transparéncia: Diferencas significativas foram encontradas entre as estagdes do ano

(p<0,05) (Tabela 1), com a transparéncia variando sazonalmente, com maiores valores no



inverno e menores valores na primavera e verao (p<0,01). Espacialmente, ndo foi encontrada

diferencga significativa entre as zonas estudadas (p<0,05) (Tabela 3; Figura 6).
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Figura 5 . Média de temperatura da dgua do reservatério da UHE do Funil por estagdes do
ano e zonas de coleta no periodo 2003/2004. Barras representando +/- 1 erro padrao.
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Figura 6 Média de transparéncia da dgua no reservatério da UHE do Funil por estagdes do
ano e zonas de coleta no periodo 2003/2004.



3. Oxigeénio dissolvido: Apresentou diferente padrdo entre os dois anos analisados, embora
amostras do outono de 2004 nao tenham sido analisadas. No ano de 2003, maiores valores
foram registrados na primavera e menores valores no verdo-outono. Diferencas significativas
nao foram encontradas entre as estacdes do ano e entre os locais de coleta (p<0,05) (Tabela 3;

Figura 7).
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Figura 7. Média do oxigénio dissolvido da dgua no reservatério da UHE do Funil por
estacdes do ano e zonas de coleta no periodo 2003/2004. Barras representando +/- 1 erro
padrdo.

4. Aménia: Foi evidenciada uma diferenciacido nos valores de amonia entre as zonas eufética
e afdtica, com a zona eufética apresentando menores valores de amonia do que a afética
(p<0,05). Na zona euf6tica, diferencas significativas foram encontradas entre locais de coleta,
com maiores valores na zona 1. A zona afética ndo apresentou diferencgas significativas entre

as estacoes do ano e entre os locais de coleta (p<0,05) (Tabela 3, Figura 6).

5. Nitrogénio total Kjeldahl (TKN): A zona eufética e afética ndo apresentaram diferencas
significativas entre as estacdes do ano e entre os locais de coleta (p<0,05). Nao foram

observadas diferencas entre as camadas eufética e afética (Tabela 3, Figura 8).
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Figura 8. Média da Amonia e Nitrogénio Kjedhal da dgua no reservatério da UHE do Funil
por estacdes do ano e zonas de coleta, na camada eufética e afética, no periodo 2003/2004.

6. Fosforo Total: A zona eufética apresentou diferencas significativas entre as estacdes do
ano e entre os locais de coleta (P<0,01), com maiores valores na primavera e verao e na zona
1 e 2 do reservatério (Figura 7). A zona afética ndo apresentou diferencas significativas entre
as estacoes do ano e entre os locais de coleta (P<0,01). Nao foram observadas diferencas entre

as camadas eufética e afética (Tabela 3, Figura 9).



7. Ortofosfato: A zona eufética apresentou diferencas significativas entre as estacdes do ano
e entre os locais de coleta (P<0,01), com maiores valores na primavera e verdo e na zona 1 do
reservatorio. A zona afética apresentou diferengas significativas entre as estacdes do ano, nao
apresentando diferenga entre os locais de coleta, com maiores valores na primavera e verao.

Nao foram observadas diferencas entre as camadas euf6tica e afética (Tabela 3, Figura 9).
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Figura 9. Média do Fosforo total e Ortofosfato da d4gua no reservatério da UHE do Funil por
estacdes do ano e zonas de coleta, na camada eufética e afética, no periodo 2003/2004.



8. Nitrato: As zonas euf6tica e afética ndo apresentaram diferencas significativas entre as
estacdes do ano e entre os locais de coleta (p<0,05). Nao foram observadas diferencas entre as

camadas eufética e afética (Tabela 3, Figura 10).

9. Nitrito: As zonas eufética e afética apresentaram diferengas significativas entre as estagdes
do ano, com maiores valores na primavera (p<0,05), ndo apresentando diferencas entre os
locais de coleta (P<0,01). Nao foram observadas diferencas entre as camadas eufética e

afética (Tabela 3, Figura 10).
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Figura 10. Média do Nitrato e Nitrito da dgua no reservatério da UHE do Funil do por
estacdes do ano e zonas de coleta, na camada eufética e afética, no periodo 2003/2004.



10. Silicato: Nao apresentou diferencas significativas entre as estacdes do ano e entre os

locais de coleta (p<0,05) (Tabela 3, Figura 11).
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Figura 11. Média do Silicato na dgua no reservatério da UHE do Funil por estacdes do ano e
zonas de coleta, no periodo 2003/2004.

11. Condutividade: A zona eufética e afética apresentou diferengas significativas entre as
estacdes do ano, com maiores valores na primavera, ndo apresentando diferenca e entre os
locais de coleta (p<0,05). Nao foram observadas diferencas entre as camadas eufética e

afética (Tabela 3, Figura 12).

12. pH: As zonas euf6tica e afética apresentaram diferencas significativas entre as estagdes
do ano, com maiores valores na primavera, ndo apresentando diferenca entre os locais de
coleta (p<0,05). Foram observadas diferengas entre as camadas eufética e afética (Tabela 3,

Figura 12), com maiores valores na camada euf6tica.

13. Clorofila a: Apresentou diferenca significativa entre os periodos do ano com maiores
valores no periodo da primavera e menores valores no inverno (p<0,05), ndo apresentando

diferenca entre os locais de coleta (Tabela 3, Figura 13).
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Figura 12. Média da Condutividade e pH da 4gua no reservatério da UHE do Funil por
estacdes do ano e zonas de coleta, na camada Eufética e Afética, no periodo 2003/2004.
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Figura 13. Média da Clorofila a da d4gua do reservatério da UHE do Funil por estagdes do ano
e zonas de coleta, no periodo 2003/2004



14. Soélidos Totais em Suspensao (STS): A camada eufética apresentou diferenca
significativa entre as estacdes do ano e entre os locais de coleta (P<0,01), com maiores
valores na zona 1 do reservatério e no periodo de outubro-janeiro. A camada afética
apresentou diferenca significativa entre os locais de coleta (P<0,01), com maiores valores na
zona 1 do reservatério, ndo apresentando diferenca entre as estagdes do ano. Foi observada
diferencas entre as camadas eufética e afética (Tabela 3, Figura 14), com maiores valores na

camada afética.
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Figura 14. Média dos sélidos inorgénico e organico em suspensao da d4gua no reservatério da
UHE do Funil por estagdes do ano e zonas de coleta, na camada Eufética e Afética, no
periodo 2003/2004

15. Sélidos Inorganicos em Suspensao (SIS): As camadas eufética e afética apresentaram
diferencas significativas entre os locais de coleta (P<0,01), com maiores valores na zona 1 do
reservatorio, ndo apresentando diferencas significativas entre as estacdes do ano. Foram
observadas diferencgas entre as camadas euf6tica e afética (Tabela 3, Figura 15), com maiores

valores na camada afética.

16. Sélidos Organicos em Suspensao (SOS): A camada eufética apresentou diferengas
significativas entre as estacdes do ano, com maiores valores na primavera e verdo, nao

apresentando diferenca entre os locais de coleta (P<0,01). A camada afética ndo apresentou



diferencas significativas entre as estacdes do ano e entre os locais de coleta (P<0,01) Nao

foram observadas diferencas entre as camadas eufética e afética (Tabela 3, Figura 16)
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Figura 15. Média dos Sélidos totais em suspensdo da dgua no reservatério da UHE do Funil
por estacdes do ano e zonas de coleta, na camada Eufética e Afética, no periodo 2003/2004.



4.1.2. Padroes espaco-temporais da Zona Eufética

Dois componentes principais foram obtidos pela anédlise de componentes principais
das varidveis ambientais com autovalores excedendo 1,0 e explicando 51,33 % da variancia
total (Tabela 4). O componente I apresentou maior contribuicdo negativa do Nitrito,
Ortofosfato e Fosforo total e positiva da transparéncia, explicando 30,45 %. O componente 11
apresentou maior contribui¢do positiva do Nitrato e negativa do pH explicando 20,91 da

variancia total.

Tabela 4. Pesos dos Componentes principais das varidveis ambientais da zona Eufética no
reservatério da UHE do Funil nos 2 primeiros eixos, no periodo de 2003/2004. Valores
altamente significantes em negrito.

Variaveis Componente 1 Componente 2
Transparéncia 0,83 0,31
pH -0,22 -0,74
Condutividade -0,54 0,38
Amonia -0,65 0,31
Nitrito -0,71 -0,09
Nitrato -0,24 0,80
Nitrogénio total Kjeldahl -0,00 -0,66
Ortofosfato -0,73 0,11
Fésforo Total -0,83 0,02
Silicato -0,25 -0,47
Sélidos Totais em Suspensao -0,46 0,41
Clorofila -0,31 -0,33
Sélidos organicos em Suspensao -0,63 -0,54
Sélidos Inorganicos em Suspensao -0,45 0,35
Variagdo Explicada 4,26 2,92
Proporcao do total 30,45 20,91
Cumulativa 30,45 51,36

O diagrama dos componentes I e II das amostras codificadas pelas estacdes do ano
(Figura 16), separou as estacdes primavera e verdo das estacdes outono e inverno ao longo do
componente I, situando do lado esquerdo as amostras de maiores valores de Nitrito,
Ortofosfato e Fosforo total, e do lado direito do diagrama as amostras com os menores valores
desta varidvel e maiores valores de transparéncia, evidenciando um padrao temporal de
qualidade da dgua na zona eufética, com o outono e inverno apresentando melhor qualidade

da 4gua.
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Figura 16. Diagrama de ordenacdo nos dois primeiros componentes principais para as
amostras dos fatores ambientais na zona eufética, codificadas pelas estagdes do ano, no
periodo de 2003/2004. (V — Verao, I — Inverno, O — Outono, P — Primavera)

Este mesmo diagrama quando codificado pelos locais de coleta, ndo apresentou padrao
espacial evidente (Figura 17), embora tenha sido observado predominancia no lado esquerdo
do diagrama das amostras da Z1 com maiores valores de Nitrito, Ortofosfato e Fésforo total,
evidenciando tendéncia das amostras da zona alta do reservatorio apresentarem mais baixa

qualidade da dgua.
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Figura 17. Diagrama de ordenacdo nos dois primeiros componentes principais para as
amostras dos fatores ambientais na zona eufética, codificadas pelas zonas de coleta, no
periodo de 2003/2004. (Z1 — zona 1. Z2- Zona 2, Z3-Zona 3).



4. 1.3. Padroes espaco-temporal da Zona Afética

Dois componentes principais foram obtidos pela anédlise de componentes principais
das varidveis ambientais com autovalores excedendo 1,0 e explicando 48,5 % da varidncia
total (Tabela 5). O componente I apresentou maior contribui¢io positiva do Nitrato e Fésforo
total, explicando 26,60 da varidncia total. O componente II apresentou maior contribui¢do
positiva Sélidos totais em suspensdo, S6lidos organicos em Suspensdo, So6lidos Inorganicos
em Suspensao, explicando 21,89 da variancia total.

Quando se codificou as amostras pelas estacdes do ano e locais de coleta ndo se

observou nenhum padrio espacial ou temporal evidente para a zona afética (Figura 18 e 19)

Tabela 5. Pesos dos Componentes principais das varidveis ambientais da zona Afética no
reservatério da UHE do Funil nos 2 primeiros eixos, no periodo de 2003/2004. Valores
altamente significantes em negrito.

Varidveis Componente 1 Componente 2
pH -0,37 -0,25
Condutividade 0,64 -0,16
Amonia 0,39 0,25
Nitrito 0,38 0,06
Nitrato 0,89 0,07
Nitrogénio total Kjeldahl -0,29 0,31
Ortofosfato 0,52 0,48
Fosforo Total 0,70 0,50
Sélidos Totais em Suspensao -0,34 0,70
Sélidos organicos em Suspensao -0,55 0,72
Sélidos Inorganicos em Suspensao -0,06 0,80
Variacao Explicada 2,92 2,40
Proporcao do total 26,60 21,89

Cumulativa 26,60 48,50
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Figura 18 . Diagrama de ordenagdo nos dois primeiros componentes principais para as
amostras dos fatores ambientais na zona afética, codificadas pelo nivel do reservatério, no
periodo de 2003/2004.
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Figura 19. Diagrama de ordenacdo nos dois primeiros componentes principais para as
amostras dos fatores ambientais na zona Afética, codificadas pelas zonas de coleta, no
periodo de 2000/2004.



4.2 Variaveis Bioticas

4.2.1. Distribuicao espacial e sazonal das espécies

Vinte e cinco espécies de peixes foram capturadas nas amostragens no periodo de
2003/2004, correspondendo a 1.343 individuos e 165,6 Kg e compreendendo 20 géneros e 12
familias. As espécies P. maculatus e H.auroguttatus estdo entre as espécies mais abundantes
em numero de individuos e em peso: P. maculatus correspondendo a 23,7% em numero e
28,0 % em peso, dos individuos totais capturados e com freqiiéncia de ocorréncia de 96,2%
nas amostragens, e H. auroguttatus correspondendo a 10,2 % em numero e 11,1% em peso de
individuos totais capturados e freqii€éncia de ocorréncia de 80,8% nas amostragens.

Em relacdo as zonas de coleta H. auroguttatus apresentou percentual de numero de
individuos de 27,0%, 4,57%, 2,42% e 11,16% e peso de 24,9%, 4,75%, 1,7% e 10,48%
respectivamente nas zonas 1, 2, 3, e 4, e P. maculatus apresentou percentual de numero de
individuos de 14,56%, 13,04%, 28,57% e 71,63% e peso de 15,78%, 23,27%, 29,3% e

51,33% respectivamente nas zonas 1, 2, 3, e 4 (Tabela 4).

Tabela 6. Valor comparativo total e percentual (nimero/peso) da ictiofauna no reservatério
da UHE do Funil em relagdo aos dois Siluriformes nas zonas de coleta.

Niimero

Zona H. auroguttatus % P. maculatus % Outros % Total
1 135 27,0 74 14,56 299 58,85 508
2 21 4,57 60 13,04 379 82,39 460
3 10 2,42 118 28,57 285 69,00 413
4 24 11,16 154 71,63 37 17,20 215

Peso

Zona H. auroguttatus % P. maculatus % Outros % Total
1 17.814,3 249 11290,5 15,78 424415 59,32 71546,3
2 2.428,1 4,75 11885,2 2327 367559 71,98 51069,2
3 720,0 1,7 12.545,6 29,3  29.5542 69,02 42.819,2
4 4.981,4 10,48 24.403.4 51,33 18.161,3 38,19 47.546,1

Reservatério: zona 1,2,3  Rio: zona 4

Os dados bidticos, tanto brutos (ndo transformados) quanto transformados (através da
logaritmizacdo na base 10) ndo atenderam aos requisitos de normalidade para os de testes
estatisticos paramétricos de Andlise de Variancia visando a comparag¢ao de médias. Optou-se,
entdo, pela realizacdo de testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, seguido do teste “a

posteriori” de Mann-Whitney, quando pertinente.



Tabela 7. Resultado do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (H) e teste “a posteriori” de
Mann-Whitney (U) para comparagdo das duas espécies peixes entre as zonas e as estacoes do
ano no reservatorio da UHE do Funil, no periodo de 2003/04. n.s. = ndo significativa; **
altamente significativa (P<0,01); * significativa (p<0,05).

Zona de Coleta Periodo do ano

H U H U
H. auroguttatus ~ Numero 12,8%** 1>2,34 n.s n.s
H. auroguttatus  Peso 11,8%* 1>234 n.s n.s
P. maculatus Numero 6,70%* 4>1,23 n.s n.s
P. maculatus Peso 7,0% 4>1,23 n.s n.s

Na abundancia as espécies P. maculatus e H. auroguttatus apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os locais de coleta, mas nao entre os periodos do ano. H.
auroguttatus apresentou maiores abundancias numéricas e em peso na zona 1, enquanto P.
maculatus apresentou maiores abundancias numéricas € em peso na zona 4 (Tabela 7). H.
auroguttatus, tanto em nimero como em peso, apresentou maior abundancia na zona alta do
reservatorio decrescendo ao longo do trecho longitudinal, enquanto P. maculatus apresentou

maior abundancia na zona baixa do reservatdrio e rio a jusante (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Média do numero e peso de Hypostomus auroguttatus no reservatério da UHE do
Funil por estagdes do ano e zonas de coleta, no periodo 2003/2004
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Figura 21. Média do numero e peso de Pimelodus maculatus no reservatério da UHE do
Funil por estagdes do ano e zonas de coleta, no periodo 2003/2004

De um modo geral, os anos apresentaram padroes diferentes entre si para
numero/peso. Observou-se que P. maculatus esta distribuido em todo reservatorio, sendo mais
abundante na zona intermedidria em 2003 e na barragem em 2004 quando o nivel do
reservatorio estava alto (outono-inverno). No rio o padrdo € similar sendo abundante entre os
anos. H. auroguttatus apresentou maior abundancia na zona alta do reservatério no periodo
outono-inverno, padrio consistente para os dois anos de amostragem em numero e peso.

As duas espécies de Siluriformes foram as mais abundantes da ictiofauna no
reservatorio da UHE Funil. H. auroguttatus, apesar de abundante, teve a sua distribui¢do
limitada dentro do reservatério, predominantemente na regido alta. J& P. maculatus foi a
espécie mais abundante de toda ictiofauna, distribuido em todo reservatério, sendo a regido da
barragem com a distribui¢do mais significativa. Ambas as espécies sdo abundantes no rio

(jusante) (Figuras 22, 23, 24 e 25).
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Figura 22. Ndmero de individuos por amostra de H. aurogutattus nas zonas de coleta e
estacdes do ano no reservatério da UHE do Funil nos anos de 2003/2004.

70

60

50

40

30

20

10

NUmero / Amostra

-10

-20 —o— Outono-Inverno
1 2 3 4 —z- Primareva-Verao
ZONA

Figura 23. Numero de individuos por amostra de P. maculatus nas zonas de coleta e estagcdes
do ano no reservatério da UHE do Funil nos anos de 2003/2004.
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Figura 24 . Peso de individuos por amostra de H. aurogutattus nas zonas de coleta e
estacdes do ano no reservatério da UHE do Funil nos anos de 2003/2004.
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Figura 25. Peso de individuos por amostra de P. maculatus nas zonas de coleta e estagdes do
ano no reservatério da UHE do Funil nos anos de 2003/2004.

4.2.2. Espécies x Variaveis Ambientais

Em relacdo as varidveis ambientais, foi observado um padrdo espacial-temporal de
qualidade da dgua na camada eufdtica do reservatério da UHE do Funil. A qualidade da dgua
analisada se apresentou melhor durante o periodo abril/julho, que corresponde a estacdo seca
no inverno, nivel alto do reservatdrio, e apresentando mais baixa qualidade no periodo
outubro/janeiro, que corresponde a estacdo chuvosa no verdo, no nivel baixo do reservatorio.

No periodo outubro/janeiro que corresponde a estacdo cheia (verdo), observa-se menor



transparéncia da 4agua, maiores valores de clorofila a, Nitrito, fésforo total, Ortofosfato,
Sélidos suspensos totais e S6lidos organicos totais. Um padrdo espacial de qualidade da dgua
pode ser observado apresentando qualidade da 4gua mais baixa na zona alta do reservatorio,
com maiores valores de Amonia, Ortofosfato, Fésforo, Sélidos suspensos totais e Solidos
inorganicos totais. H. aurogutatus foi mais abundante neste local, enquanto P. maculatus foi
mais abundante no rio jusante e zona baixa.

As abundancias destas espécies ndo foram associadas a sazonalidade observada para a
qualidade da dgua no reservatério da UHE do Funil, que foi o padrao mais evidenciado de
variacdo dos parametros ambientais analisados, que ao contrario das espécies, apresentaram

varia¢do espacial mais evidente.

5. DISCUSSAO

Uma evidente variagdo sazonal na qualidade da dgua no reservatério da UHE do Funil
foi encontrada, com &4guas de baixa qualidade entre outubro e janeiro (nivel baixo do
reservatorio, maior pluviosidade), e com as “melhores condi¢des” entre abril e julho (nivel
alto do reservatoério, menor pluviosidade). A transparéncia corresponde ao padrdo sazonal do
rio (cheia e seca), pois o seu decréscimo coincide com o aumento da precipitacdo e
conseqiientemente com a grande introducdo de material al6ctone transportados pelo rio. A
concentracdo de soOlidos suspensos totais foi maior durante o periodo outubro-janeiro
coincidindo com as menores transparéncias da estacdo chuvosa.

Um padrao de variacdo sazonal de eutrofizacdo também foi identificado. A
determina¢do da concentragdo da clorofila a € utilizada como indicadora da biomassa das
algas presentes em um reservatorio. Concentracdes elevadas de clorofila a indicam
florescimentos algais associadas a menor qualidade da dgua e excesso de matéria organica
(STRASKRABA & TUNDISI, 1999). No periodo Outubro-Janeiro observou-se maior
quantidade de Clorofila a, indicando o maior crescimento do fitoplancton presente na agua,
onde a elevacdo da temperatura e o aumento da entrada de material aléctone no sistema
podem explicar esta modificagdo em relagdo periodo Abril-Julho. BRANCO et al., (2002),
constataram no reservatorio da UHE do Funil, que a temperatura da dgua era indicada como a
varidvel ambiental que mais influenciava os valores de clorofila a, o que coincide com o
periodo de maior quantidade de clorofila a encontrado neste trabalho.

O pH ¢ influenciado pelo metabolismo de organismos aquaticos, podendo apresentar

oscilagdes ou valores médximos decorrente das atividades metabdlicas destes, sendo que



ambientes eutrofizados apresentam maiores valores de pH, decorrente da intensa atividade
fotossintética e retirada de CO,. O pH da dgua de Funil esta relacionado a qualidade da dgua
deste ambiente, com os maiores valores ocorrendo na zona eufética onde predominaram pH
alcalino ou préximo de neutro, podendo ser conseqiiéncia da intensa atividade fotossintética
nesta regido, o que resulta em grande consumo de CO, e conseqiientemente aumento dos
valores de pH. BRANCO et al., (2002) concluiram que o aumento do pH e oxigénio
dissolvido préximo a superficie era o resultado do aumento da biomassa do fitoplancton,
assim como também da redugdo da transparéncia da dgua no reservatério da UHE do Funil.
Outra medida do potencial de eutrofizacdo pode ser os resultados correspondentes a
concentracdo de Fosforo total, j4 que este nutriente atua como o agente causador do processo.
O fosforo total também apresentou padrdo temporal diferenciado com maiores valores durante
o periodo Outubro-Janeiro.

Um gradiente de eutrofizacdo também foi observado para o reservatério da UHE do
Funil com a concentragdo de Fdsforo total diminuindo da zona 1 do reservatorio para a zona
3. Este padrdo corresponde a um gradiente longitudinal frequentemente observado em
reservatorios que apresentam concentragdo de material particulado de montante para jusante.
Os pulsos sazonais de aporte de solidos suspensos para as represas podem levar ao
estabelecimento de gradientes longitudinais na transparéncia da dgua e, portanto, determinar
uma heterogeneidade espacial horizontal na extensdo da camada eufética. Resultados
similares foram encontrados por BRANCO et al., (2002) no reservatério da UHE do Funil.

Uma tendéncia encontrada em reservatérios eutrofizado tropicais submetidos a
influéncias antrdpicas € a alta producdo de fitoplancton, e a deposicdo de sedimentos
organicos no fundo do reservatério (INFANTE & INFANTE 1994; BRANCO & SENNA
1996; BARBOSA et al. 1998). No reservatorio da UHE do Funil, a camada afética apresentou
maiores concentracdes de Amonia e S6lidos suspensos totais e S6lidos suspensos inorganicos.
O crescimento de algas promovido pelo aporte de nutrientes provenientes do rio Paraiba do
Sul, pode provocar um aumento na quantidade de matéria orgdnica em processo de
sedimentacdo e decomposicdo no fundo do reservatério, que acarretard também deplecao do
oxigénio no fundo, tendéncias tipicas de ambientes eutrofizados.

O reservatério da UHE do Funil € parte de uma bacia hidrografica e como tal detecta
os efeitos das atividades antropogénicas da bacia, sendo caracterizado como um ambiente
eutrofizado em decorréncia principalmente do aporte de poluentes do rio Paraiba do Sul
gerados no trecho a montante. A sazonalidade observada é associada ao aumento vazdo da

dgua do rio Paraiba do Sul no verdo causado pelo aumento da precipitacdo, responsavel pelo



aumento de nutrientes e s6lidos suspensos na coluna d’dgua, assim como pelo o decréscimo
da transparéncia. A hipdtese testada de que o reservatério da UHE do Funil é considerado
como um decantador natural de material em suspensdo, ndo pode ser comprovada neste
estudo, pois foi observado um padrao sazonal mais evidente que o espacial para as varidveis
ambientais analisadas.

As duas espécies de Siluriformes analisadas estdo entre as mais abundantes da
ictiofauna do reservatorio de Funil e apresentaram distintos padrdes de distribuicdo espacial
P. maculatus foi a espécie mais abundante de toda ictiofauna, distribuido em todo
reservatorio, tendo a regido da barragem e rio a jusante com a distribui¢do mais significativa.
H. auroguttatus apresentou maior abundancia na zona alta do reservatério no periodo outono-
inverno, padrao consistente para os dois anos de amostragem em numero € peso.

Caracteristicas do habitat e relacdo predador-presa t€m sido apontadas como os
principais responsdveis pela estruturacdo das comunidades de peixes presentes em diferentes
habitat de um mesmo ecossistema ou regido biogeografica (HINCH & COLLINS, 1993). No
ecossistema aquatico, a existéncia de barreiras fisicas, bem como variagdes significativas das
condicdes fisicas e quimicas da dgua e dos tipos de substratos e habitats levam a ictiofauna a
apresentar, em cada trecho, caracteristicas proprias quanto a sua distribuicdo (CASTRO et al.,
2003). A diversidade de habitats influencia a disponibilidade dos recursos, sendo a ocupagdo
e a permanéncia das espécies no habitats dependente da habilidade e exigéncia de cada uma
(MARTIN-SMITH, 1998).

H. auroguttatus habita ambientes I6ticos e semildticos com fundos rochosos,
diretamente associados com seu habito alimentar, pois esta espécie possui habito
ili6fago/detritivoro (AGOSTINHO et al., 1997). Sdo importantes elos na cadeia alimentar,
pois transformam detritos e bentos em componentes energéticos para niveis tréficos
superiores (BENEDITO-CECILIO & AGOSTINHO, 2000). A distribuicio de H.
auroguttatus com maior abundancia na zona mais alta da represa, pode estar relacionada ao
tipo de fundo desta regido, que € predominantemente rochoso e a maior influencia do
ambiente 16tico. Em estudos sobre a ictiofauna do rio Paraiba do Sul, H. auroguttatus foi uma
das espécies que tiveram distribui¢do restrita a determinados trechos pedregosos do rio
(TEIXEIRA et al., 2005), corroborando sua preferéncia de habitat.

P. maculatus apresenta habito alimentar onivoro, possuindo dieta variada constituida
de larvas de insetos, algas, moluscos, peixes e fragmentos de vegetais (BENNEMANN et al.,
2000), sendo considerada uma espécie migradora. A capacidade de distribui¢do das espécies

ao longo do trecho longitudinal de um rio pode estar associada com a habilidade de realizar



migracdes ou movimentos mais amplos. O fato de P. maculatus ser a espécie mais abundante
no reservatério da UHE de Funil e estar distribuida no rio a jusante e no reservatério pode
decorrer de seu habito alimentar onivoro e da sua mobilidade, diferente de H. auroguttatus
que é uma espécie aproximadamente associados ao fundo de hébito alimentar iliéfago,
possuindo pequena capacidade de realizagdo de movimentos longitudinais.

As abundancias destas espécies ndo foram associadas a sazonalidade observada para a
qualidade da dgua do reservatério da UHE do Funil, que foi o padrao mais evidenciado de
variacdo dos parametros ambientais analisados. Ao contrario da sazonalidade das
condicionantes ambientais, as espécies apresentaram variacdo espacial mais evidente.
TEIXEIRA et al., (2005) observaram no rio Paraiba do Sul que a variacdo do periodo
cheia/seca nao foi um fator relevante para variagdo da abundancia relativa da ictiofauna,
embora a estacdo chuvosa tenha contribuido para aumentar da riqueza de espécies.
Concluiram também que diferenciacdes na fisiografia ao longo da extensdo longitudinal da
bacia ndo coincidiram com mudangas nas assembléias de peixes, sugerindo que fatores
associados a diferenciacdo de habitats poderiam estar estruturando a comunidade de peixes ao
nivel local.

Pode ser sugerido que estas espécies sejam bem adaptadas as condi¢des ambientais do
reservatorio e diretamente influenciadas pelas caracteristicas do habitat e condi¢des locais e
que outros fatores que ndo a qualidade da 4gua podem estar relacionados a abundancia destas
espécies.

6 . CONCLUSOES

1. Um padrao espacial-temporal de qualidade da 4gua na camada euf6tica do reservatério da

UHE do Funil foi observado, com o padrio sazonal mais evidente que o espacial;

2. A qualidade da agua foi melhor durante o nivel alto do reservatério (Outono/Inverno) que
corresponde a estacdo seca, € mais no nivel baixo do reservatério que corresponde a estacdo

chuvosa (Primavera/Verio);

3.A zona alta do reservatorio, mais proxima do trecho de influencia fluvial apresentou dgua de
qualidade mais baixa, porém este padrao foi menos consistente do que o padrao sazonal;

4. As qualidades mais baixas de dgua corresponderam as menores transparéncias, € maiores
valores de Clorofila a, Fosforo total, Ortofosfato, Nitrito, Sélidos suspensos totais e Sélidos

organicos totais;



5. A camada afética ndo apresentou padrdo espaco-temporal evidente, e a qualidade de dgua

foi inferior a da zona eufética;

6. Tanto no reservatério como no rio P. maculatus foi a espécie mais abundante em nimero e
peso; esta espécie encontra-se amplamente distribuida em todo o reservatério, sendo mais

dominante no trecho do rio a jusante do reservatorio;

7. H. auroguttatus foi mais abundante no trecho a montante do reservatdrio, diminuindo a
abundancia no trecho baixo do reservatorio, e apresentando uma pequena elevacdo no trecho

de rio a jusante da barragem:;

8. De um modo geral, as quatro zonas refletiram o mesmo padrdo entre 0s anos para
nimero/peso para H. auroguttatus; para P. maculatus os anos apresentaram padroes

diferenciados;

9. As abundancias destas espécies ndo foram associadas a sazonalidade observada para a

qualidade da dgua no reservatério da UHE do Funil.
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CAPITULO 11

HISTOLOGIA DO SISTEMA DIGETORIO DE DUAS
ESPECIES DE PEIXES SILURIFORMES
NO RESERVATORIO DA UHE DO FUNIL - RJ



RESUMO

DUARTE, Silvana. Histologia de duas espécies dois peixes Siluriformes no reservatério
de Funil e rio Paraiba a jusante da represa 220 f. Tese de Doutorado em Biologia Animal,
(Ciéncias Bioldgicas) Instituto de Biologia, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2007.

O presente trabalho apresenta uma descri¢ao do sistema digestdrio de duas espécies de peixes
Siluriformes (H. auroguttatus e P. maculatus) de diferentes hébitos alimentares do
reservatorio da UHE Funil. Para a descricao da anatomia e histologia do es6fago, estobmago,
intestino e das glandulas anexas figado e pancreas sdo descritas para cada espécie.
Fragmentos dos 6rgdos foram submetidos ao processamento histolégico para inclusdo em
parafina e feita a microtomia. “Os 6rgios de cada espécie foram fixados para avaliagdo
anatdmica macroscépica e fragmentos de tecidos foram processados para microscopia dptica,
utilizando-se técnica histoldgica com inclusdo de parafina”. Os cortes foram submetidos as
técnicas rotineiras de desparafinizacdo e hidratagdio (HUMASON,1972), tendo sido corados
pelos seguintes métodos: a) Técnica de coloragdo Hematoxilina-Eosina para estudos
panoramicos de rotina; b) Técnica de coloragio Acida periédico-Schiff — PAS, para descrever
as células mucosas e caliciformes; c) Técnica de coloracdo Azul de Alcian para
mucopolissacarideos e glicoproteinas (mucinas); e d) Técnica de coloragdo pelo Tricromico
de Gomori para visualizar as fibras da musculatura e as fibras coldgenas. A anatomia do trato
digestoério das duas espécies € marcadamente diferenciada, o que estd associado ao diferente
habito alimentar, com H. auroguttatus apresentando estomago com funcdes respiratdrias e
digestivas, e longo intestino associados a iliofagia. Por outro lado, P. maculatus apresentou
estomago pldstico, com funcdes digestivas, intestino curto, associado a onivoria com
tendéncia a carnivoria.

Palavras chaves: Histologia, sistema digestdrio, Siluriformes, técnicas de coloragdo

ABSTRACT

DUARTE, Silvana. 220 f. Histology of digestive trate of two Siluriformes in UHE of the
Funil reservoir and Paraiba do Sul river (jusant reservoir). Thesis (Doctorate in Animal
Biology, Biological Sciences) - Institute of Biology, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2007.

The present work shows a description of the digestive tract of two Siluriformes fishes (H.
auroguttatus and P. maculatus) of different feeding habits from the UHE Funil reservoir, and
try to associate eventual anomalies with environmental alteration. Anatomy and histology of
esophagus, stomachs, intestine and the appended glands, liver and pancreas were described
for each species. The slices cuts were submitted to routine techniques of deparafinnation and
hydratation, and were stained by the following methods: a) Hematoxilina-Eosina stained for
ordinarily panoramic studies; b) Periodic-Schiff Acid — PAS stained technique, for describing
the mucous and caliciformes cells; c) Alcian Blue stained technique for both
mucopolissacarids and glycoprotein (mucins); and d) Tricromico Gomori stained technique
for visualizing muscles. Anatomy of the digestive tracts of the two species is markedly
differentiated, which is associated to different feeding habits, with H. auroguttatus showing
stomach with respiratory and digestive function, and long intestine associated to iliophagy.
On the other hand, P. maculatus show plastic stomach, with digestive functions and short
intestine, associated to onivory with tendency to carnivory.

Key Word: Histology, system digestive, Siluriformes, techniques of coloration



1. INTRODUCAO

O sistema digestorio de peixes pode refletir os habitos alimentares e adaptacdo que a
espécie experimentou ao longo e sua histéria evolutiva. Espécies ili6fagas como o cascudo H.
auroguttatus ingerem substrato formado por lodo ou areia, que por si s6 ndo representa um
tipo de alimento. Associados aos substratos ocorrem os alimentos procurados (animal, vegetal
ou detrito) sendo que esses peixes contam com um aparelho digestivo adaptado para
seleciond-lo (ZAVALA-CAMIN, 1996). GNERI & ANGELESCU (1951) relacionaram os
principais alimentos incluidos no lodo: 1 — organismos microscépicos de superficie; 2 —
detrito de macroflora; 3 — detrito de fauna nectonica e bentOnica; 5 — matéria coprogénica; 6 —
detritos organicos e 7 — detrito inorganico.

Por outro lado, espécies onivoras como o mandi P. maculatus sdo peixes que utilizam
o alimento animal e vegetal vivo, em partes bastante equilibradas. No caso desta espécie ha
certo dominio de alimento de origem animal, com tendéncia a carnivoria. Os onivoros
aproveitam a grande variedade de alimentos disponiveis em diversos locais, por esse motivo
uma mesma espécie pode apresentar dieta diversificada, dependendo do local e da época do
ano.

Uma descricdo do canal digestivo € importante para associar as macro € micro-
estruturas como inferéncias a alimentagdo, desde a captura, quebra do alimento, digestdo e
absor¢do. Adicionalmente, podem ser descritas variacdes nas estruturas associada a eventuais
patologias, decorrentes de alteragdo ambiental ou exposi¢ao a poluentes (ALBRECHT et al.,
2001)

A morfologia do trato gastrointestinal tem sido descrita em vérias espécies de peixes
(KHANNA & MEHROTRA 1971; KAPOOR et al., 1975; TIBBETS 1997), despertando
considerdvel interesse pelas amplas variacdes tanto na forma quanto nas funcdes, como
reflexo da elevada diversidade deste grupo zooldgico, e suas diferentes posi¢cdes na cadeia
trofica. Apesar das diferencas interespecificas no trato gastrointestinal, semelhancas
estruturais basicas sdo comuns dentro do grupo (DIAZ et al., 2003). Em algumas espécies as
diferencas estdo proximamente relacionadas com a natureza do hdbito alimentar, tamanho do
corpo e sexo (KAPOOR et al., 1975; SMITH, 1989). O conhecimento de habito alimentar em
peixes € de fundamental importancia no delineamento da estrutura tréfica do ecossistema bem
como do nivel tréfico ocupado pelas espécies (FUGI & HAHN, 1996).

Alguns trabalhos tém sido realizados sobre anatomia do sistema digestorio de peixes

neotropicais onivoros e iliéfagas. MENIN & MIMURA (1992) compararam as caracteristicas



da anatomia funcional do género Pimelodus; as pregas espessas na regido do estdmago tém a
funcdo de armazenar grandes volumes de alimento ingerido por estes peixes. GODINHO et
al., (1970) caracterizaram a histologia do trato digestivo de P. maculatus, tendo salientado a
presenca de células mucosecretoras na mucosa. OLIVEIRA E SILVA et al., (1965),
PODKOWA & GONIAKOWSKA-WITALINSKA (2003) descreveram histologia do trato
digestorio do género Hypostomus, enfatizando a func¢ao respiratdria do estdmago.

Nos Siluriformes ocorre uma variabilidade de posicdo ocupada pelo pancreas nos
teledsteos, de acordo com (YOUSON, 2006) o “6rgao ilha” dos peixes raiados (ray-finned) é
geralmente localizado dentro do mesentério que conecta o intestino, estomago, figado e
bexiga gasosa. Como observado acima, a maior variacdo e o grau de concentracdo do tecido.
Por exemplo, no actinopeterigio “basal”’, o bowfin (Amia calva), as ilhotas sdao de tamanho
variavel e estdo dispersas no mesentério entre o intestino e o estdbmago e estendida através do
ponto onde o ducto biliar extrahepdtico entra no figado. Em teledsteos como o
Osteoglossomorpha o “tecido ilha” pode ser mais compactado préximo ao ducto biliar
extrahepatico e a base dos cecos pildricos.

O reservatério da UHE Funil, um ambiente com elevado nivel de eutrofizacdo e que
sofre forte pressdao antrdpica na bacia do rio Paraiba do Sul, por se distribuir ao longo de uma
regido bastante industrializada e de grandes adensamentos populacionais. Alteracdes
ambientais tém sido refletidas em modificagdes nos processos fisioldégicos que ocorrem no
trato digestério dos peixes. Os centros melano-macrofagicos (CMMs) ou agregados
macrofdgicos usualmente circundam a regido de absor¢ao (artéria/veia) e excre¢do (regiao
biliar) do figado, estando associados a a¢do de metabolismos de compostos toxicos (DIAZ et
al., 2005) porém, informagdes sobre a distribuicdo composi¢do e mecanismos que alteram a
dinamica destes granulos intracelulares nos CMMs sdo escassas. Além do figado estes
agregados foram encontrados no pancreas compacto e difuso.

O presente trabalho visa caracterizar a histologia do sistema digestério de H.

auroguttatus € P. maculatus tentando associar ao habito alimentar.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Descrever a histologia do sistema digestério de dois peixes Siluriformes, tentando

associd-la com o habito alimentar.

2.2. Objetivos Especificos
1. Descrever a histologia do trato alimentar que serve como compartimento para

assimilacdo do alimento
2. Descrever a anatomia e histologia as glandulas anexas que funcionam auxiliando os
processos metabdlicos de substincias organicas e inorganicas contidas dentro do tubo

digestivo.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Mensuracao e fixaciao do material

Foram utilizados para descri¢c@o histoldgica 32 exemplares de H. auroguttatus na area
do reservatorio e sete do rio; e 37 exemplares de P. maculatus do reservatério e 15 do rio,
totalizando 91 Siluriformes. Em relacdo ao figado, 28 exemplares foram examinados dos 91
Siluriformes, sendo 18 de P. maculatus (16 reservatério e 2 do rio) e 10 de H. auroguttatus (9
do reservatorio e 1 do rio).

Os peixes foram sacrificados por hipotermia/comocdo cerebral e imediatamente
necropsiados, efetuando-se uma incisdo ventral a partir da regido anal e removendo as
visceras em conjunto, fixadas pelo periodo de 8 horas. As solucdes fixadoras utilizadas, a
temperatura ambiente foram o formol a 10% para estudos anatomicos, e o liquido de Bouin,
acido glacial colocado posteriormente, para estudos histologicos, tendo os espécimens sido,
transferidos apds 9 horas para o dlcool 70%.

As técnicas histoldgicas de rotina encontram-se no protocolo no ANEXO 1.

3.2. Analise histolégica do aparelho digestivo

As laminas foram observadas com auxilio de microscépio 6ptico triocular Olympus B-
MAX 50 — III, dando énfase a: a) estrutura geral do epitélio que reveste o tubo digestivo; b)
ocorréncia e distribuicdo das glandulas unicelulares — células mucosas e caliciformes;
estrutura das glandulas anexas; ¢) predominancia da presenca e distribuicdo de estruturas que

pudessem indicar patologias (CMMs; vacuolizagdo, necrose).



3.3. Fotografias e fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas com microscopio Olympus Dx, objetiva 20X e
fotomicrografias foram feitas com camera digital Nikon Colpix 4300 com: 2272 X 1704
pixels.

Fotos macroscopicas foram feitas com maquina fotografica Zenit 200 e filme Kodak —
Gold Plus — 100, cujas fotografias utilizadas para caracterizar as espécies e para demonstrar os

orgdos que compdem o aparelho digestivo.

4. RESULTADOS

4.1 Hypostomus auroguttatus, Kner 1854

4.1.1. Sistema digestorio

A anatomia do sistema digestério de H. auroguttatus possui trés peculiaridades:
externamente a boca ventral suctéria (ventosa) é formada por ldbios grossos, com um par de
barbilhdes curtos; internamente o estdmago e o intestino se destacam pela fun¢do e forma
respectivamente (Figura 26 A). O estdbmago, além de funcdo digestiva (Figura 26
B)desenvolve a hematose. O longo intestino que compartimentaliza-se enrodilhando-se; o
final do intestino fica a esquerda da cavidade visceral. O intestino € longo, tipico de
herbivoros e ili6fagos (Figura 26 A).

O resultado do cdlculo da relacdo do comprimento total do intestino com comprimento
do corpo padrdo de H. auroguttatus 1,40+/- 0,19. A diferenca significativa p < 0,05.

O figado é formado por um par de lobos, comumente de coloracdo vinho viscoso e;
prende-se a um septo transverso e deste ponto dirige-se para trds. Toda a massa do 6rgao
achata-se na cavidade pericardica, sendo dificil, a um simples exame, estabelecer qualquer
delimitacdo; devido ao arranjo interno das visceras: a gonada de fémea madura e o intestino
longo. Unidos por um curto mesovério na por¢do caudal, as gonadas da fémea amadurecem
no sentido contrdrio a posi¢do do figado, ocupando um grande tamanho e volume (Figura

26C). O intestino, por sua vez, seu comprimento e compartimentaco pesa sobre as visceras,

inclusive o figado. Portanto a compressao e o peso sofrido por esta glandula fazem com que

ela tenha a forma achatada e pouco volumosa (Figura 26 C; 26 D).



4.1.2. Histologia de sistema digestorio
Esofago

A mucosa do esdfago apresentou muito pregueada (Figura 27.1),
longitudinalmente revestida, incluindo células muciparas (Figura 27.2; 27.3). Estas
predominam sobre as células superficiais de revestimento pelo tamanho. O tecido conjuntivo
da lamina prépria da mucosa é abundante, com muitas fibras, permitindo grandes pregas dessa
membrana sem alteragdo na forma da tinica muscular externa. A camada muscular é

constituida por fibras estriadas.

Estomago

A parede do estdbmago € muito delgada em comparagdo com o esdfago. As trés
regides: cardica, findica, pildrica, sdo caracterizadas pela forma e volume e, pela auséncia ou
pela presenca, de vasos sanguineos na submucosa. A camada submucosa € formada pelo
tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos plexos nervosos. A regido cdrdica caracterizada
por ser a maior por¢cdo do estdmago aparentemente mais respiratoria que digestiva, onde as
criptas sdo mais raras e tornam-se rasas, com nitida predominancia de capilares. Na regiao
fundica hé criptas rasas e superficiais (Figura 27.4).

Na regido pilérica desaparecem as criptas gastricas assim como a drea respiratoria.
Nao foram observadas glandulas gastricas na mucosa. O estdbmago apresenta uma mucosa (€
fundica), revestida por epitélio simples cilindrico, com criptas epiteliais predominantes na
regido findica. A lamina prépria é composta por tecido conjuntivo propriamente dito e
muscular da mucosa bem desenvolvida. A submucosa possui um tecido conjuntivo frouxo

altamente vascularizado (Figura 27.5) estando em continuidade com a drea respiratoria.



Figura 26. Anatomia do sistema digestorio de Hypostomus auroguttatus Kner, 1854

Figura A

Vista do esdfago (seta vermelha) e estdmago (inflado com salina 9%) de H. auroguttatus,
dividido em trés regides: cardia (seta vermelha hachurada), findica (linha preta hachurada) e

pildrica (seta preta).

Figura B
Sistema digestério de H. auroguttatus destacando o estdmago vazio (hachurado branco) e o
intestino enovelado (seta branca). Os dentes (seta vermelha) sdo circundados por ldbios

espessos - ventosas (seta preta) e um par de barbilhdes laterais curtos (seta hachurada).

Figura C
O peso do intestino (seta branca) e da gdnada (seta amarela) contribui para que o figado

bilobado seja achatado e menos volumoso (hachurado de branco).

Figura D
O figado € achatado e menos volumoso (hachurado de branco), perto da gonada feminina (seta

amarela).






Intestino

O intestino € subdividido em seguimentos proximal, médio e distal. A regido do
segmento médio do intestino € bastante pregueada. Esta regido é responsavel pela absorcao de
macromoléculas de proteinas.

Possui uma camada mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figura 27.1). A camada
mucosa € revestida por um epitélio simples formado por células cilindricas altas com planuras
estriadas e células caliciformes (Figura 27.6; 27.7). Nao foram observadas glandulas
intestinais em nenhum segmento do intestino. A submucosa constituida por tecido conjuntivo
acompanha as vilosidades, onde se observam as fibras musculares da muscular da mucosa
(Figura 27.8).

A camada muscular possui duas camadas: a interna, de fibras circulares, € duas a trés
vezes mais espessa que a externa, cujos elementos dispdem-se longitudinalmente. Por fora na

serosa € observado as células mesoepiteliais, constituindo lamina muito fina (Figura 27.8).

Glandulas Anexas

1. Figado

No parénquima hepdtico de H. auroguttatus ndao ha capsula de revestimento (Figura
28.1). As células ficam justapostas, formando uma margem, sem haver um tecido definido
delimitando-o. Com a técnica de coloracdo pela hematoxilina-eosina o parénquima se
apresenta homogéneo e basoéfilo, porque nao se consegue distinguir I6bulos; os nicleos das
células que compdem o tecido ficam fracamente roxos. Estas células, os hepatdcitos, formam
placas celulares que constituem o figado. A placa vascular é formada pelos sinuséides
anastomosados (Figura 28.2). Consegue-se distinguir a artéria hepdtica da veia hepatica, pelo
limen da primeira que € destituida de células sanguineas. O ducto biliar é formado pelas
células epiteliais ctbicas (Figura 28.4).

As células hepdticas do sistema reticulo-endotelial, como a de Kupffer, ndo foram
identificadas pelas técnicas de coloracdo. Por outro lado, uma categoria especial de
macréfagos, os melano-macrofiagicos (CMMs) foram comuns. Com tamanho e nimero
variados, estes macréfagos concentraram-se formando centros na periferia e na por¢ao portal.
Sa@o logo reconhecidos pelos seus granulos citoplasmaticos, no caso, granulos de melanina,

que se apresentam de cor amarelo ocre e amarronzados (Figura 28.3; 28.4).



2. Pancreas: compacto

A estrutura bésica do pancreas é compacto em H. auroguttatus e fica préximo do baco
(Figura 28.5). Nas por¢Oes exdcrinas, caracterizadas pela forte basofilia, ha duas células
tipicas: as células acinosas que se agrupam e formam Ildbulos acinosos e, as células
centroacinosas, ligando a sua parte basal a um ducto pancredtico. A parte enddcrina é formada
pelas ilhotas de Langerhans (Figura 28.6). Delimitando a parte exdcrina do pancreas encontra-
se uma cdpsula de tecido conjuntivo extremamente delicado, que envia septos para o seu
interior dividindo a glandula em l6bulos onde inserem os adendmeros. Ndo se conseguiu

observar pancreas difuso em H. auroguttatus.



Figura 27. Fotomicrografia do es6fago, estomago e intestino

Hypostomus auroguttatus Kner, 1854.
ESOFAGO - Escala = 50 um
1 . Observar a formacdo de pregas composta por epitélio estratificado (ep), lamina prépria (Ip),
camada submucosa e camada muscular (cm) - ( HE);
2 . Células superficiais de revestimento (cr) e as células mucosas (mu) - ( HE);

3 . Células superficiais de revestimento (cr) e as células mucosas (setas) - (AB).

ESTOMAGO - Escala = 50 um

4 . Regido fundica: ocorre o aumento da camada mucosa, o epitélio (ep) € formada por criptas
gdstricas como ocorre no detalhe - ( HE);

5 . Regido cardia: uma delgada camada mucosa (cm) e uma 4rea respiratéria bem desenvolvida.

Camada submucosa com inimeros vasos sanguineos, no detalhe, um vaso com heméceas nucleadas.

- (HE);

INTESTINO - Escala = 50 pm;

6 . Intestino com vilosidade revestida com células caliciformes (cc). (AB).

7 . Camada mucosa com epitélio intestinal com células caliciformes (cc), no limem (Im). (TG).

8. Prega Intestinal com serosa (s), camada muscular (cm). As células claviformes (cv) que
circundam a lamina prépria (Ip) e planura estriada (circulo hachurado); os restos alimentares (ra)

encontram-se no limem. (HE)

LEGENDA
EP . epitélio estratificado;
LP . lamina prépria
SM . camada submucosa
CM . camada muscular
CC . célula caliciforme
CR . camadas superficiais de revestimento
MU . células mucosa
CC . células caliciformes
Lm . ldmen
AR . regido aérea

VS . vasos sanguineos
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Figura 28
Fotomicrografia do figado e pancreas de Hypostomus auroguttatus Kner, 1854

FIGADO - Escala = 50 um. HE

1. Porc¢do limitrofe do parénquima hepatico sem membrana fibro conectiva (ndo
evidencia revestimento na borda);

2. Corte transversal mostrando por¢ao parcial do parénquima hepatico com veia e
hepatdcitos;

3. Area vascular no parénquima hepdtico — artéria (a)/veia (v) hepatica;
notadamente com centros melanomacrofédgicos de coloracdo amarelo ocre (setas
amarelas) ficam na porcao portal;

4. No detalhe, os centros melanomacrofigicos de coloragdo marron (seta amarela),

que estdo juntos a artéria hepatica (a) associada ao ducto biliar (db) e a veia
hepdtica (v) lembram uma triade portal;

PANCREAS - Escala = 50 um. HE

5. Parénquima esplénico contendo os centros melanomacroféagicos (seta amarela),
sendo margeado no campo superior direito pelo pancreas compacto;

6. Parénquima pancredtico mostrando a por¢ao exdcrina (ex) e enddcrino (en),
com ilhotas de Langerhans (seta vermelha).

LEGENDA
pH . parénquima hepatico;
a . artéria hepatica
v . veia hepdtica
db . ducto biliar
Seta preta hachurada . hepatdcito
Circulo preto hachurado . pancreas
EN . por¢do enddcrina do pancreas
EX . por¢ao exdcrina do pancreas
Setas amarelas . CMMs

Seta vermelha . ilhota de Langerhans
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4.2. Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803
4.2.1. Sistema digestorio

Internamente o sistema digestério de P. maculatus (Figura 39A) apresenta o estdmago
como um 6rgao espesso que aumenta muito o tamanho quando esta cheio. O intestino € curto.
A plasticidade do estdmago e o tamanho do intestino sdo indica¢des do hébito alimentar
onivoro de P. maculatus com tendéncia a carnivoria; a figura mostra comportamento
ictiofdgico (Figura 29B).

O figado é bilobado e de facil localizagdo e toda a massa do 6rgdo prende-se a um
septo transverso e deste ponto dirige-se para trds. Normalmente € vinho viscoso e volumoso,
isto faz com que sobressaia sobre o arranjo interno as outras visceras; podendo variar a
coloracdo (Figura 29B; Figura 29C), durante todo o ciclo de vida do animal.

O pancreas de P. maculatus foi observado na sua forma compacta e difusa. A forma
compacta localiza-se na juncdo entre o estbmago e na porcdo cranial do intestino médio,
aderido a parede do tubo (Figura 29B); a difusa foi encontrada no figado (intra-hepético) e no
baco (intra-esplénico) e no do mesentério por uma extensao longitudinal.

A vesicula biliar também foi descrita através da histologia, pela presenca de ductos

biliares no figado.

2.2.2. Histologia do sistema digestorio.

Esodfago.

Na musculatura, é notadamente observada, a transicdo do es6fago para estdmago
através da abrupta mudanca do epitélio estratificado pavimentoso para o epitélio simples
cilindrico (Figura 30.1). A regido cranial do esofago, a estratificacdo do epitélio € mais
notada, com maior nimero de pregas longitudinais e células claviformes (Figura 30.2) quando
comparado com a regido caudal. Na tinica mucosa do esd6fago, similarmente a da cavidade
bucofaringea nas pregas longitudinais, o elemento com predominancia neste epitélio foram as
células mucosecretoras, as quais se dispuseram de forma homogénea aumentando ao longo de
todo o epitélio (Figura 30.2; Figura 30.3). A serosa € fina, composta por epitélio simples

pavimentoso.



Figura 29. Anatomia do sistema digestorio Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803

A. Vista parcial da cavidade visceral com o sistema digestério: a) figado (-);
b) estdbmago e intestino médio anterior ( ); mesentério (M) c) intestino posterior. ).

B. Vista parcial da cavidade abdominal do pancreas — massa esbranqui¢ada (linha
hachurada azul).

C. O figado bilobado, porém levemente assimétrico e volumoso, com cor vinho
Viscoso.

D. Detalhe mostrando conteido do estdmago (circulo hachurado branco), com
tendéncia a carnivoria observada através das vértebras de peixe encontrada no estdbmago
de P. maculatus.






Os testes histoquimicos revelaram uma intensa reag¢do das células mucosecretoras ao

PAS (Figura 30.3) .

Estdmago.

E dividido em regides cardica, findica e pilérica. A Fig. 30.4, a transi¢do entre a
lamina prépria e a tinica submucosa é demarcada pela presenga de uma muscular da mucosa.
A tunica muscular na regido pilérica contém duas camadas de musculo liso: uma circular
interna e outra longitudinal externa. Na regido pildérica observaram-se trés camadas, sendo
uma obliqua mais internamente. Externamente, o estdmago € recoberto por uma serosa A
lamina prépria possui glandulas tubulares gastricas (Figura. 30.5) constituidas por células
chamadas de oxinticopépticas, as quais se abrem nas criptas das pregas da mucosa, sendo
predominantes na porcao flindica, e tornando-se escassas na regido pilorica. Os testes
histoquimicos revelaram uma forte reagdo positiva ao AB e PAS apenas na superficie apical

das células epiteliais (Figura 30.6).

Intestino

No duodeno, abre-se o canal do colédoco cuja mucosa € revestida por um epitélio
simples cilindrico sem células caliciformes, seguidos por uma ldmina prépria e uma camada
muscular bem definida (Figura 30.7). A mucosa apresenta vilosidades. O epitélio € simples
cilindrico com planura estriada e células caliciformes (Figura 30.8) mais numerosas no
duodeno. Estas células se apresentam fortemente coradas tanto pelo método do PAS quanto

AB (Figura 30.9).



Figura 30.

Fotomicrografia do esofago, estomago e intestino de Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803

ESOFAGO - Escala = 50 ym.

1. Abrupta transicdo do epitélio estratificado (ce) esofdgico para cilindrico simples (cs) do
estomago. Lumen (Im). (HE);

2. Epitélio esofdgico com célula mucosecretora (cm) e células claviformes (cv) sob as pregas (p)
apoiada na lamina prépria (coloracao verde) (TG);

3. Reag¢do moderada das células mucosecretoras (cm) e claviforme (cv) (AB);

ESTOMAGO - Escala = 50 pm.

4. Observagdo parcial do estdmago mostrando a tinica mucosa, submucosa , muscular da mucosa
e serosa; (TG);

5. Lamina prépria da regiao findica com glandulas tubulares ramificadas — oxinticopéticas; (HE)

6. Fossetas bem pronunciadas daregiao (PAS).

INTESTINO - Escala = 50 um.

7. Tanica submucosa apresentando o canal do colédoco (cd) com epitélio pseudoestratificado sem
células caliciformes e camada muscular (circulo hachurado); (HE)

8. A reacdo intensa das células caliciformes (cc) demonstra a sua dominincia ao epitélio
intestinal; também € notada a forma de célice ou gota;(TG)

9. A reacgdo intensa das células caliciformes (cc) também é demonstrada a sua dominancia no

epitélio intestinal (PAS).

LEGENDA CD. colédoco
CS. epitélio cilindrico simples Circulo hachurado preto. Intestino
CE . epitélio cilindrico estratificado CC . células caliciformes
GT . glandulas tubulares ramificadas. AD . adenémero
TM . tunica mucosa CM. células mucosecretoras
SM . tinica submucosa CV. células claviformes
TM . tdnica muscular Lp .lamina prépria

S. serosa P .pregas
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Glandulas Anexas
1. Figado

No parénquima hepético de P. maculatus had uma cdpsula de revestimento, formado
por um tecido fibroconectivo (Figura 31.1). A por¢ao portal encontra-se artéria hepatica
(Figura 31.2), veia hepatica (Figura 31.3) e tubos biliferos isolados em todo o parénquima
hepético que é homogéneo e baséfilo. A parte de absorcdo (vascular) e excre¢io (bilifera) é
composta por numerosos hepatdcitos que formam corddes, que se ramificam anastomosando-
se; os sinusodides estdo radialmente dispostos. Os CMMs de P. maculatus provavelmente,
constituidos de lipofuccinas, de coloracdo amarelo ocre também apresentaram tamanho e
nimero variados na porcao portal e periferia de parénquima hepético (Figura 31.3; Figura
31.4). A regido vascular invadida por parasitos oportunistas, ¢ também um local propicio para

os CMMs (Figura 31.5).

2. Pancreas

Compacto

O parénquima da forma compacta do pancreas de P. maculatus € constituido de
adenomeros, dispostos sobre a membrana basal. Os adendmeros circunvizinham o ducto
colédoco formado por fibras musculares lisas (Figura 32.1). O citoplasma das células mostra
forte basofilia na por¢do basal e nitida acidofilia na apical, € visivel uma clara distin¢cdo de
cores rosa-arroxeado. Os ductos pancredticos compdem o seio destas estruturas enddcrinas.

Sao vistas células acinosas na por¢ao exdcrina do pancreas compacto. (Figura 32.2).

Difuso: intra-hepatico

O pancreas difuso foi encontrado no figado. Nao havendo uma triade portal verdadeira
no parénquima hepatico de P. maculatus, freqlientemente o tecido exdcrino € encontrado
circulando a artéria hepatica. O tecido pancredtico pode ser facilmente diferenciado do tecido
hepatico pela organizacdo dos &4cinos e pela mancha caracteristica com a técnica de

hematoxilina e eosina. Uma fina dobra de camada de



Figura 31. Fotomicrografia do figado de Pimelodus maculatus La Cepéde, 1803

1. Parénquima hepatico (pH) sendo delimitado pelo revestimento fibroconectivo (fc); os
hepatdcitos (h) que compdem o tecido hepético, possuem o nucleo basoéfilo. Escala = 50
pm. HE

2. Visao parcial do parénquima hepatico (pH) onde é notadamente observado os corddes
hepatdcitos (h) anastomosados que irradiam da artéria hepatica (a). Escala = 50 um. HE

3. Veia hepatica (v) contendo hemdcias nucleadas no parénquima hepética (pH), onde os
hepatdcitos (h) sdo visivelmente observados. Escala =50 um. (HE)

4. Visdo geral dos centros melanomacrofigicos (setas amarelas) na por¢do portal e
periférica do parénquima hepatico. Escala = 50 um.(HE).

5. Visdo geral dos centros melanomacrofédgicos (setas amarelas) entre veias (v) e artérias
(a), no detalhe um parasita (p) no parénquima hepatico. Escala = 50 um. (HE).

LEGENDA

pH. parénquima hepético;

p. parasito

A . artéria hepatica

V. veia hepatica

FC . Revestimento fibroconectivo
DB . ducto biliar

Seta amarela . CMMs
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tecido conjuntivo separa as células pancredticas exdcrinas. Os 16bulos acinosos sao
observados no parénquima (Figura 32.3). A célula centroacinosa e os tubos intercalados
formam um sistema de liberacdo primdrio para as enzimas pancredticas. Estes ductos

primérios combinam-se para formar ductos pancredticos interlobulares maiores (Figura 32.4).

Difuso: intra - hepatico

Pancreas difuso: mesentério

Estes ductos pancredticos maiores também tém uma serosa mesotelial quando ocorrem
extrapancreaticamente, como ocorre no mesentério de P. maculatus. Pela forte basofilia dos
adenomeros, fica facil observar a disposi¢do do pancreas exdcrino entremeado no mesentério
(castanho claro). Proxima a por¢do enddcrina, hd ductos pancreaticos que aparecem proximo
(ou circundando) aos vasos sanguineos ou condutos biliares (Figura 32.5). Apresentam as

mesmas caracteristicas descritas anteriormente, ndo tendo sido observados ductos excretores.

Pancreas difuso: intra-esplénico

No parénquima esplénico, a cdpsula de tecido conjuntivo denso, a qual emite
trabéculas que se dividlem em compartimentos incompletos, o pancreas intra-esplénico foi
localizado nesta regido cercado pelos CMMs, apresentando uma regido exdcrina e ducto
pancredtico (Figura 32.6).

Os CMMs foram observados no pancreas difuso no parénquima hepatico, mesentelial,

esplénico de pequeno tamanho e coloragdo amarelada.



Figura 32. Fotomicrografia do pancreas compacto de Pimelodus maculatus La Cepéde, 1803

Pancreas compacto
1) Na regido do intestino, circulando o colédoco, fica localizado o pancreas compacto (drea
retangular hachurada preta);
2) Circulando a regido do parénquima hepatico fica localizado pancreas compacto, no detalhe a
sua por¢ao exdcrina (ex);
3) Na porcdo exdOcrina (ex) observa aglomeragdes de adenomeros (hachurado branco)
circulando ducto pancreatico(dp) e biliar (db).
Pancreas intra-hepatico
4) Tecido exdcrino (ex) circulando regidao portal no parénquima hepatico (pH). O CMMs de
coloragdo amarelo ocre (seta branca);
Pancreas difuso
5) Regido do mesentério com uma por¢do exdcrina (ex) e enddcrina (en) do pancreas difuso.
Entre o ducto biliar (db) e ducto pancreético (dp) ha também CMMs (seta amarela) e tecido
conjuntivo (tc).
Pancreas esplénico
6) O pancreas é observado entre a polpa vermelha circulado pelos CMMs; no detalhe a por¢cdo

exocrina.
LEGENDA

Quadrado hachurado azul. Pancreas EX. por¢@o exdcrina

compacto no bago EN. por¢io endécrina
Quadrado hachurado preto. Pancreas . .

) pH. parénquima hepético
compacto no estdmago.

Cd. colédoco TC. tecido conjuntivo

[ . intestino V . veia hepatica

E . estbmago
Seta amarela. CMMs
Ad . aden6meros

A . artéria hepética Hachurado branco. Adendmeros

DP. ducto pancredtico

DB. ducto biliar
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5. DISCUSSAO

Na anatomia do sistema digestério de P. maculatus a regido mecanica € destituida de
dentes no palato; os trés barbilhdes maxilares possuem tamanhos distintos, sendo que os mais
longos, alcangam a regiao de pedinculo caudal, GODINHO, 1967; BARCELOS, et al.1968;
GODINHO, et al. 1970; MEDEIROS, 1970; GREMSKI, 1975; FERRI, S. & STIPP, 1984;
FERRI et al. 1986; BASILE-MARTINS et al. 1986a; BASILE-MARTINS, et al. 1986b;
MENIN & MIMURA, 1992; LOLIS & ANDRIAN, 1996; LOBON-CERVIA, &
BENNEMANN, 2000; CALLISTO et al. 2002.

A anatomia do trato digestério das duas espécies de peixes estudadas no reservatorio
da UHE Funil é marcadamente diferenciada, o que estd associado ao diferente hdbito
alimentar e respiracdo. H. auroguttatus apresentou estdmago com funcdes respiratdrias e
digestivas, e longo intestino associados a iliofagia, enquanto em P. maculatus as fungdes
digestivas do estdmago e o intestino curto estd associado a onivoria.

No reservatério da UHE de Segredo, AGOSTINHO & GOMES (1997), constataram
que as espécies do género Hypostomus t€ém hébitos alimentares noturnos e matutinos,
sugerindo que o ritmo alimentar destes peixes, que selecionam também organismos do fundo
pode estar relacionada ao horario de maior atividade de suas presas. P. maculatus € um peixe
de couro que habita o fundo dos ambientes aquaticos e tem ampla distribuicao geogréfica nas
bacias hidrograficas da América do Sul (FOWLER, 1954; BASILE- MARTINS et al., 1986a;
ALMEIDA et al., 2003). Por ser uma espécie eminentemente onivora (HAHN et al., 1998;
BASILE-MARTINS et al., 1986b; CALLISTO et al., 2002), possui dieta variada, constituida
de larvas de insetos, algas, moluscos, peixes e fragmentos de vegetais (BASILE-MARTINS et
al., 1986b; LOLIS & ANDRIAN, 1996; LOBON-CERVIA & BENNEMANN; CALLISTO
et al., 2002), fazendo uso dos mais diferentes recursos alimentares disponiveis no ambiente
aquatico (BASILE-MARTINS et al., 1986ab; HAHN et al., 1998). A deteccao do alimento
por esta espécie € auxiliada pela presenca de dois pares de barbilhdes maxilares (ALVES &
POMPEU, 2001), uma estrutura de tato ao substrato e de auxilio aos habitos noturnos.

O estdmago de P. maculatus é dividido em trés regides e apresenta grande elasticidade
(GODINHO, 1972) enquanto o intestino apresenta tamanho intermedidrio (MENIM &
MIMURA, 1992). H. auroguttatus apresenta na parte anterior do estdmago (cardica) criptas

raras e rasas, com predominancia de capilares, associada as func¢des respiratdrias, enquanto na



regido posterior (fundica) estas criptas sdo maiores € mais numerosa. Ja P. maculatus
apresenta criptas mais numerosas na regido fundica, com células oxinticopéticas da glandula
tubular na lamina propria, responsaveis pela eliminacdo do 4cido cloridrico; tais células sao
escassas na regiao pilorica.

O estdomago de P. maculatus é o 6rgio do sistema digestorio que mais chama atencao
quando estd repleto, ocupando mais da metade da cavidade abdominal, denotando a ampla
elasticidade deste 6rgdo. O mesmo comportamento foi observado por MENIN & MIMURA
(1992); LOLIS & ANDRIAN (1996); LOBON-CERVIA & BENNEMANN (2000). Em
Pimelodus sp o estdbmago possui a regido pildrica pouco desenvolvida, situada ventralmente a
regido cardica, e dispondo-se linearmente a regido findica, ao longo do plano sagital
mediano. As regides cdrdica e flindica possuem pregas espessas que tém a funcdo de
armazenar grande volume de alimento digerido (MENIN & MIMURA 1992). No presente
estudo também foi confirmado a existéncia destas regides assim como uma tunica muscular
bastante desenvolvida na regido pildrica, caracterizada por trés camadas musculares, o que
facilita o esvaziamento géstrico e a expulsdao do alimento para o intestino anterior. Para
STROBAND & VAN DER VEEN (1981), as principais fungdes do estdbmago sdo o
armazenamento de alimentos e a defesa contra microorganismos pela producdo de &acido
cloridrico; a digestdo protéica em ambiente de baixo pH seria de importancia secunddéria. Esta
auséncia da funcdo digestdria foi associada aos teledsteos sem estdmago, que absorvem por
pinocitose e digerem intracelularmente, proteinas no intestino, num processo similar ao
descrito em mamiferos recém-nascidos.

A mucosa do estobmago de P. maculatus apresentou-se revestida por epitélio cilindrico
simples composto de células com nicleo basal e glandulas géastricas tubulares na lamina
propria. De acordo GREMSKI (1975), as células cilindricas deste epitélio apresentam
microvilos, visiveis em microscopia eletronica. As glandulas géstricas sdo compostas por
células oxinticopépticas que, assim como as células principais e parietais em mamiferos,
relacionam-se com a sintese de &4cido cloridrico e pepsinogénio. Tais glandulas foram
relacionadas ao habito alimentar (MOHSIN,1962), e atividade enzimatica (MEDEIROS,
1970; GREMSKI, 1975) de outras espécies de teledsteos, tendo inclusive sido usados para
classificacdo taxonomica (KONFAN, 1966); Os testes revelaram a presenca de GPs neutras e
acidas no terco superior das células cilindricas superficiais. Estas GPs, produzidas pelas
células epiteliais, podem proteger a mucosa do dcido contido no estomago (SCOCCO et al.,

1996; MORRISON & WRIGHT, 1999).



O esdfago de H. auroguttatus ndo apresenta células claviformes (secretoras de muco),
ao contrario de P. maculatus, uma indicacdo do diferenciado hédbito alimentar entre as duas
espécies. Pode ser inferido que a grande concentragdo de células mucosas no eséfago destas
duas espécies de Siluriformes esteja relacionada com o aumento da protecao da mucosa contra
abrasdo e lubrificacdo desta érea.

O epitélio que compde o estobmago de H. auroguttatus é constituido por uma tnica
camada de células colunares, sendo do tipo colunar simples secretor, ndo existindo outros
tipos celulares, como células mucosas ou células claviformes. As células que revestem as
laterais dos dobramentos epiteliais e que se dirigem para as criptas gdstricas sdo
uniformementes colunares. Ao estobmago de H. auroguttatus ndo pode ser atribuida a fungdo
de contencdo da distensibilidade excessiva desse o6rgdo, quando da ingestdo, por estas
espécies, de presas inteiras e de grande porte, pela limitagao da extensibilidade dessas fibras.

De acordo com PODKOWA ¢ GONIAKOWSKA-WITALINSKA (2003) estudando a
capacidade de digestibilidade do estdmago Hypostomus plecostomus concluiram que as
células enddcrinas, ndo enervadas estdo envolvidas com a regulagdo da digestdo e
provavelmente com trocas de gases locais. CRUZ et al., (2005) afirmam que os corpos
celulares das células epiteliais da camada mucosa, estdo diretamente em contato com 0s
capilares. As glandulas géstricas localizadas na camada mucosa do loricarideo - Liposarcus
anistsi submucosa abrem-se na superficie interna do estdbmago, inferindo portanto, que ha
duas fungdes evidentes: digestiva e respiratoria.

O intestino de ambas as espécies apresenta mucosa com células caliciformes. Sua
submucosa constituida por tecido conjuntivo acompanhando as vilosidades onde se observam
as fibras musculares da muscular da mucosa. Diferentemente de P. maculatus, ndo foram
observadas glandulas intestinais em nenhum segmento do intestino de H. auroguttatus, uma
indicacdo da necessidade da microbiota para ajudar na digestdo do alimento.

O intestino de P. maculatus € curto, tipico dos de peixes carnivoros, com o epitélio
intestinal sendo do tipo cilindrico simples com planura estriada e células caliciformes. Este
padrao diferenciou-se do reportado por GODINHO et al.,(1970) para P. maculatus, que foi
do tipo prismético estratificado. As células caliciformes produzem intensa lubrifica¢io, o que
pode estar associado ao pequeno tamanho do intestino e tendéncias a ictiofagia da espécie,
uma caracteristica observada por MENIN & MIMURA (1992) em Pimelodus sp. As células
em forma arqueadas (rodlet cells) caracterizam-se por apresentar forma de capsula e ja foram
observadas no epitélio intestinal de Oncorhynchus mykiss e Salmo truta (BIELEK, 2002),
Leporinus friderici (ALBRECHT, 2001) e Gambusia affinis (BULLOCK, 1967), cuja funcao



esta associada a mecanismos de defesa. Tais células, entretanto, ndo foram observadas no
epitélio intestinal de P. maculatus no reservatério da UHE Funil e isto pode ser uma indicagdo
da auséncia de alteracdes no epitélio intestinal. De acordo com LEINO (1996) apud DIAZ et

3

al., (2005), a proliferacao de “rodlet cells” no epitélio de peixes € associada a funcdo de
protecdo e parece ser induzida por produgdo de substincias como resultado de injurias
teciduais e fatores associados. Na camada submucosa do duodeno foi observada a abertura do
colédoco, sendo seu epitélio do tipo cilindrico simples sem células caliciformes, positivo tanto
ao PAS quanto ao AB o que indica a presenca de uma secrecao local. Externamente pode ser
observada uma disposi¢@o de fibras musculares constituindo um esfincter.

Os Centros Melano Macrofdgicos (CMMs), encontrados na porcdo portal e periferia
do figado, caracterizados por serem grandes e pouco numerosos. Ocorreram em H.
auroguttatus, apresentando cor marrom (melanina) em P. maculatus estes centros
apresentaram cor amarela (hemosiderina). Estudos mais detalhados de eventuais poluentes na
formagcdo de CMMs nos Siluriformes visando determinar eventuais associagdes, de tamanho,
coloracdo e quantidade. E evidente que o aumento do CMMs correspondem a respostas
humoral e inflamatdrias, armazenagem, destrui¢do e desintoxica¢do de substincias exdgenas
e enddgenas, e reciclagem de ferro em teledsteos (MIZUNO et al., 2002; GARCIA-ABIADO,
2004; RABITTO, et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005). Foram observado histologicamente,
que o efeito da inani¢do na deposi¢cdo do CMMs em Oncorhynchus masou - trutas silvestres e
hibridizadas (MIZUNO et al., 2002). Estes macréfagos concentram substancias heterogéneas
tais como lipofuccina (coloragdo natural amarelo uiscado), melanina (coloragdo natural
marrom ou preto), ceréide (PAS-positive) ou hemosiderina (Perls — positivo). Tais produtos
podem desempenhar o papel em neutralizar potencialmente os radicais livres toxicos e formar
cations produzidos durante perioxidacdo de lipidios insaturados (BRUSLE & ANDON,
1996).

Segundo JUNQUEIRA & CARNEIRO (2004), alguns ramos das artérias interlobulares
se capilarizam e vao irrigar as estruturas da porcdo portal, ao passo que outros ramos
terminam diretamente nos sinuséides, produzindo um mistura de sangue arterial e venoso. Em
resumo, o sangue flui da periferia para a artéria hepdtica (centrolobular), o que significa que
as células da periferia do parénquima hepatico, recebem primeiro, ndo sé alimentos, como
também as substancias toxicas que vém pelo sangue. Tal particularidade € bem evidente em
patologia, onde freqiientemente as altera¢des do figado ocorrem, de preferéncia, ora na regido

central, ora na periferia do 16bulo.



Tanto em H. auroguttatus e como P. maculatus os CMMs foram evidentes além do
figado, bagco, mesentério nas regides vasculares e periféricas dos parénquimas afins. Mesmo
em estudos mais antigos, como os de TOKUMARU & GODINHO (1968) descreveram
CMMs em P. maculatus, porém colocaram outra denominagdo - “pigmento”; estes foram
encontrados de modo ocasional em outros tecidos, além do bago, rim e no tecido pancreatico.
Os autores citaram que a primeira descricdo foi feita para estes “pigmentos” em 1910,
analisados em rim de teledsteos sem, contudo classificad-los. Nas espécies, a coloragdo €
amarelo-acastanhada, onde a tonalidade pode apresentar grande variacdo. Quanto a
consisténcia dos “pigmentos”, eram granulos grosseiros de forma arredondada. Encontravam-
se dispersos no citoplasma de células parenquimatosas, ou ainda, no interior de macréfagos;
livres e isolados e, ou entre as células pancredticas ou hepdticas, bem como no seio do tecido
conjuntivo do espago perivascular e entre os ductos biliares. Nas células de Kupffer em
nenhum dos 6rgdos apresentaram-se com ‘“‘pigmentos”. A presenca destes, nesses Orgaos e
tecidos, em maior ou menor quantidade, de modo sistemdtico, ocorreu em animais que
aparentemente ndo portavam infeccdo. Porém, citacdes de 1953, neste trabalho, ja
confirmavam a relagdo dos “pigmentos” com patologia. Iniciando-se assim uma longa
indagacdo a funcionalidade dos CMMs.

A coloracdo vinho-fosca do figado de H. auroguttatus esta associada a auséncia de
uma membrana de revestimento fibroconectivo como ocorre em P. maculatus, que se
apresenta mais definido e com colocacdo vinho-brilhante. O volume do figado de H.
auroguttatus € relativamente menor por sofrer pressao visceral do intestino muito alongado e
das gonadas quando maduras. O figado do peixe € geralmente vinho devido a sua rica
vascularizacao (BRUSLE & ANDON, 1996), tendendo a se tornar amarelo quando houver
acumulo de lipideo como encontrado para Anguilla anguilla, Dicentrarchus labrax e Sparaus
aurata (BAC et al., 1983). A flutuacdo do indice hepatossomatico, ou seja, forma, volume e
coloracdo podem ser alterados em funcdo de tais fatores: sazonalidade e fotoperiodo -
Oncorhynchus mykiss (BOUJARD & LEATHERLAND, 1992), estresse ambiental Abramis
abrama (SLOQOF et al., 1983), maturacdo sexual Carassius auratus (HORI et al., 1979).

Uma associacdo semelhante a triade portal foi observada em ambas as espécies, com a
artéria hepatica associada ao ducto biliar e a veia hepética um pouco afastada. No figado de
Parophrys vetulus (MYERS et al., 1993), os ductos biliares e elementos vasculares sdo
difundidos irregularmente ao longo do parénquima em lugar de se organizarem em triades. A
auséncia das triades também foi relatada em Serranus cabrilla (GONZALES et al., 1993),

porém, foram verificadas, ocasionalmente, associacOes dois-por-dois entre veias sanguineas e



ductos biliares. Por meio da histologia do H.auroguttatus € de P.maculatus pode-se inferir
que estes ductos, tém a capacidade de conduzir secrecdes biliares, envolvidas com a
emulsificacdo de gorduras, que sdo liberadas no intestino. GROMAN (1982) descreve que o
canaliculo biliar estd posicionado entre os hepatdcitos adjacentes e estdo conectados a amplos
ductos biliares. Estes ductos biliares podem ocorrer dentro do parénquima ou em associacdo
com o pancreas do figado. Eles estdo alinhados por um estreito epitélio cuboidal e envolvidos
por uma fina camada de tecido conectivo fibroso.

Em ambas as espécies o pancreas compacto foi encontrado, ja o difuso (intra-hepatico,
intra-esplénico e mesentelial) foi descrito somente para P. maculatus. A morfologia estrutural
e ultraestrutural do pancreas e as células acinosas, respectivamente, de P. maculatus t€ém sido
bem documentadas. BARCELOS et al., (1968) estudaram a anatomia e a morfologia
microscopica do pancreas de mandi; o 6rgao apresenta-se sob forma de massa compacta na
juncdo gastro-duodenal e de maneira difusa no interior do figado, baco, ao redor da vesicula
biliar e no seio da gordura mesentelial.

No pancreas de P. maculatus, os adendmeros circunvizinham o colédoco que sio
delimitadas fibras musculaturas lisas O citoplasma das células mostra forte basofilia na
porcao basal e nitida acidofilia na apical, sendo visivel uma clara distingdo de cores rosa-
arroxeado. O mesmo padrao é observado no pancreas compacto de H. auroguttaus. As células
piramidais contém uma grande quantia de reticulo endoplasmdtico rugoso e na forma
vesicular (complexo de Golgi, mitocondria, granulos de zimogénio e lisossomos) inserido ha
inclusdes (corpos filamentosos,rod-shape, club-shaped) pancreas exdcrino, provavelmente
estdo relacionados com fungdes secretoras nas células acinosas (STIPP & FERRI, 1984).
Segundo FERRI & STIPP (1984), a estrutura de vdrios nervos foi observada nas ilhotas
pancredticas de P. maculatus em nivel ultraestrutural; apresentam-se em grupos ou isoladas
em justaposicdo as células enddcrinas e estdo relacionados com os terminais simpaticos e
parassimpaticos. FERRI et al., (1986) constataram que as células mesoteliais e acinosas de P.
maculatus somente aparecem em justaposicdo ou separadas de uma matrix extracelular que
contém muitas fibrilas coldgenas. Estas diferencas ambientais certamente causam uma
variedade de estimulo em ambas células tipo, particularmente no que diz respeito a presenca
de desmossomos, cuja funcdo esté ligada a aderéncia em células adjacentes e via de transporte
10nico.

A producdo de enzimas ndo estd restrita a se¢des especificas do trato digestivo em
teledsteos, CHACKRABARTI ef al. (1995). Em geral a digestdo envolve muitas enzimas

derivadas do estdbmago, pancreas e intestino os quais trabalham juntos para completar a



hidrolise de ingestdo de nutrientes JUN-SHENG et al., (2006). Nos peixes o pancreas
exocrino secretam substincias alcalinas e também enzimas digestivas (proteases, lipases e
amilases). No pancreas enddcrino, as células secretoras se agrupam em ilhotas pancreédticas.
Estas ilhotas s@o enervadas por nervos autdbnomos e sao responsaveis pelo controle de suas
secrecoes. O pancreas de teledsteos secreta os seguintes hormonios polipeptideos: célula
glucagon, insulina, somatostatina. Dentre estes polipeptideos sdo reguladores da homeostase
nutricional. A taxa que a glicose, aminodcido, dcido graxo entra e sai do espago extracelular é
influenciada por esses horménios FIALHO et al., (2001).

Esta complexidade de posicdo e forma varidvel descrita para o pancreas exocrino e
enddcrino em H. auroguttatus e P. maculatus, sem uma secdo especifica no trato digestivo
para a produgdo de enzima, certamente estd relacionada a uma condicdo evolutiva. YOUSON
(2006) fazendo uma revisdao recente do desenvolvimento ontogenético e filogenético do
pancreas em peixes (sistema gastroenteropancredtico — GEP), conceituaram que a ontogenia
se refere a desenvolvimento do tecido pancreidtico endécrino de um tnico individuo e a
filogenia € a tendéncia evolutiva no tecido pancredtico de um grupo de espécies, no caso, 0s
peixes. Esta extensiva revisdo, aplica as complicacdes da terminologia envolvendo o
homdlogo pancreas enddcrino em peixes. Os termos usados no passado para este homdlogo
foram: pancreas enddcrino, tecido ilha, tecido insular, 6rgdo ilha ou 6rgao insular, ilhotas de
Langerhans, corpos de Brockman e ilhotas principal. Muitos destes termos foram surgindo
porque o homdlogo pancreas enddcrino em peixe € apresentado em uma variedade de formas;
ambos em tamanhos e em extensas distribui¢des e associado com tecido pancredtico exdcrino.
Por esta razdo “6rgdo ilha” seria usado como o homdlogo pancreas enddcrino de uma espécie
de peixe, independente da distribuicdo ou da forma. Diferentemente a “ilhota principal” € um
termo que se refere a uma vasta acumulacdo de tecido endécrino envolvendo uma fina borda
do tecido exdcrino. “Corpos de Brockman” sdo grandes concentragdes de ilhotas pancreéticas,
algumas das quais podem ser ilhotas principais entre as visceras do peixe, entdo o termo
poderia ser usado como sinonimia. No presente trabalho ndo foi citado corpos de brockman
em funcdo desta conceituacdo (que ainda ndo estd clara), certamente os pancreas ilustrados
apresentaram esta estrutura, que pode ser vista pela simples técnica de coloragao hematoxilina

€ eosina.

6. CONCLUSOES

1. A anatomia do trato digestério das duas espécies de peixes € marcadamente

diferenciada, o que estd associado ao diferente hdbito alimentar, com H. auroguttatus



apresentando estdmago com fungdes respiratorias e digestivas, € longo intestino
associados a iliofagia. Por outro lado, P. maculatus apresentou estomago pléstico, com

funcdes digestivas, intestino curto, associado a onivoria com tendéncia a carnivoria.

H. auroguttatus apresenta na parte anterior do estdmago (cérdica) criptas raras e rasas,
com predominancia de capilares, associada a fun¢des respiratdrias, enquanto na regiao
posterior (fundica) estas criptas sdo maiores € mais numerosas, indicando alguma
funcdo digestiva. J4 P. maculatus apresenta criptas mais numerosas na regiao findica,
com células oxinticopépticas da glandula tubular na lamina propria, responsaveis pela

eliminacdo do 4cido cloridrico; tais células s@o escassas na regido pildrica.

O esdfago de H. auroguttatus ndo apresenta células claviformes (secretoras de muco),
ao contrdrio do P. maculatus, uma indicagcdo do diferenciado habito alimentar entre as

duas espécies.

O intestino de ambas as espécies apresenta mucosa com células caliciformes no
epitélio e submucosa constituida por tecido conjuntivo acompanhando as vilosidades
onde se observam as fibras musculares da muscular da mucosa. Diferentemente de P.
maculatus, ndo foram observadas glandulas intestinais em nenhum segmento do
intestino, uma indica¢do da necessidade da microbiota para ajudar na digestdo do

alimento.

A colorac@o vinho-fosca do figado de H. auroguttatus esta associada a auséncia de
revestimento fibroconjuntivo como ocorre em P. maculatus, que se apresenta mais
definido e com colocagdo vinho-brilhante. O volume do figado de H. auroguttatus é
relativamente menor por sofrer pressdao visceral do intestino muito alongado e das

gbnadas quando maduras.

Pancreas compacto foi observado em ambas as espécies, porém pancreas difuso
(intrahepdtico, intraesplénico e intramesentérico) foi observado apenas em P.

maculatus.

Os Centros Melano-Macrofagicos-CMMs, grandes € pouco numerosos, ocorreram em

H. auroguttatus (melanina — cor marrom) independente da exposi¢do a metais pesados



(Cu, Cd e Zn), enquanto em P. maculatus (hemosiderina — cor amarela) coincidiram

com maiores exposi¢ao e estes metais, principalmente o Zn.

8. Uma associag¢do semelhante a triade portal foi observada em ambas as espécies, com a

artéria hepdtica associada ao ducto biliar e a veia hepdtica um pouco afastada.
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CAPITULO III

ATIVIDADE ENZIMATICA EM DUAS
ESPECIES DE PEIXES SILURIFORMES
NO RESERVATORIO DA UHE DO FUNIL-RJ



RESUMO

DUARTE, Silvana. Atividade enzimatica do sistema digestério de duas espécies de peixes
Siluriformes (Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus) no reservatorio da UHE de Funil,
RJ. 2007, f 220. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A atividade enzimética para digestdo de carboidratos (glicosidases) e proteinas (proteases) foi testada
em trés 6rgdos envolvidos no trato digestério (estdmago, intestino e figado) de duas espécies de
Siluriformes (Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus) no sistema rio Paraiba - reservatério
da UHE do Funil. Foram analisadas variacdes interespecificas, entre dois sistemas diferenciados
(ambiente represado versus ambiente de rio a jusante do represamento), entre estacdes do ano e entre
reservatdrios com diferentes niveis de alteracdo (reservatério da UHE do Funil — eutréfico versus
reservatorio da UHE de Santa Branca — oligotrdfico) visando testar as hipdteses de que tais fatores
poderiam ser refletidos em variacdes na atividade enzimadtica. H. auroguttatus apresentou maiores
valores das atividades enzimadticas no intestino quando comparado com P. maculatus. O intestino foi o
6rgdo onde se observou maior atividade enzimdtica para H. auroguttatus, sem ter sido observada
variagdo entre os 6rgdos para P. maculatus. O verdo, estacdo chuvosa, quando maiores contribui¢des
da area de drenagem sdo carreadas para o sistema aqudtico, foi o periodo de maior atividade
enzimatica para P. maculatus, enquanto o inverno foi para H. auroguttatus. Apenas P. maculatus
apresentou tendéncia de apresentar maiores atividades enzimdticas no reservatdrio, onde se espera
encontrar a maioria dos poluentes decantados, do que no ambiente de rio a jusante do reservatdrio.
Esta tdltima espécie, cuja atividade enzimadtica foi testada entre reservatério de diferentes niveis de
alteracdo ndo apresentou tendéncia que pudesse indicar a atividade enzimdtica como uma ferramenta
associada ao nivel de alteracdo ambiental.

Palavras chaves: atividade enzimatica, Siluriformes, reservatério, sazonalidade

ABSTRACT

DUARTE, Silvana. 220 f. Enzymatic activity digestive trate of two Siluriformes in UHE of the
Funil reservoir and Paraiba do Sul river (jusant reservoir). Thesis (Doctorate in Animal Biology,
Biological Sciences) - Institute of Biology, UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2007.

Enzymatic activies for digestion of carbohydrates (glycosidases) and for proteins (proteases) were
tested in three organs linked to digestive tract (stomach, intestine and liver) of two species of
Siluriformes (Hypostomus auroguttatus and P. maculatus) in Paraiba do Sul — UHE Funil reservoir
system. Comparisons were performed between the two species, two aquatic systems (reservoir versus
river flow downward the dam), seasons and reservoir with different alteration levels (UHE Funil
reservoir — eutrophic versus UHE Santa Branca reservoir — oligotrophic) aiming to test the hypothesis
that such factor could be reflected in changes in enzymatic activity levels. H. auroguttatus showed
higher enzymatic activities in stomach and intestine when compared with P. maculatus. The intestine
showed the highest enzymatic activity for H. auroguttatus, but no variation betweem organs was
found for P. maculatus. Summer, the rainy season, when more loads from watershed are carried into
the aquatic system, was the period of higher enzymatic activity for P. maculatus, while the winter was
the one for H. auroguttatus. Only P. maculatus showed a trend to show higher enzymatic activity in
reservoir, where most pollutants are expected to be decanted, compared with the river stretches below
the dam. This latter species, which was tested for enzymatic activities between reservoirs in different
levels of alteration, did not show a clear tendency that could suggest that enzymatic activity may be
indicated as a tool associate to level of environmental alteration.

Key word: enzymatic activity, Siluriformes, reservoir, sazonality



1. INTRODUCAO

A atividade enzimética é parte importante do processo digestivo € concentra-se no
estdmago e intestino dos peixes. Determinadas espécies tém Orgaos especiais para a produgdo
de enzimas digestivas, os cecos piléricos (BUDDINGTON & DIAMOND, 1986;
KLOMKLAO et al., 2007) e em outras espécies as enzimas sdao produzidas pelo
hepatopancreas (MICALE et al., 2006). Dentre as enzimas digestivas mais importantes, estao
as proteases (CHAKRABART]I, et al., 1995; JUN-CHENG et al., 2006; CASTILLO-YANEZ
et al., 2005, 2006), as lipases (NATALIA et al., 2004; JUN-CHENG et al., 2006) e as
enzimas que digerem carboidratos: amilases, maltases e glicosidases (KUZ’MINA et al.,
1996; PAPOUTSOGLOU & LYNDON, 2006). Um aspecto importante € que a distribuicdo
das enzimas no trato gastro-intestinal pode ser varidvel. CORREA et al., (2007) encontraram
atividade de quimotripsina e de tripsina no intestino e nos cecos piléricos de tambaqui
(Colossoma macropomum), mas esta atividade estava ausente no estdmago, que por sua vez
apresentava atividade de uma protease dcida. O estudo da atividade enzimadtica em peixes €
predominantemente voltado para esclarecer aspectos da sua fisiologia nutricional (COHEN et
al.,1981; JONAS et al., 1983; BEZERRA et al., 2000) e habito alimentar (HSEU & TING,
1997; CHAN & HORN, 1999; KUS'MINA et al., 1999) e, conseqiientemente procuram sanar
alguns problemas nutricionais na alimentacdo de peixes para aqiiicultura (HIDALGO et al.,
1999; KAWALI & IKEDA, 1972; DABROWSKI & GLOCOWSKI, 1977 ).

A atividade pode nao variar significativamente com o tipo de dieta, como ocorre para
alguns peixes carnivoros. Entretanto, existem outros estudos mostrando que a atividade das
enzimas digestivas pode variar em fungcdo da dieta ou hdbito alimentar do individuo
(KOFUKI et al., 2006; CORREA et al., 2006). O cascudo (H. auroguttatus) é um peixe
bentdnico detritivoro, diretamente associado ao fundo; com sua boca ventral, adere ao fundo
rochoso, alimentando-se do “alga film”, de matéria organica, principalmente de origem
vegetal, e de microalgas associadas ao fundo. Estas caracteristicas fazem que o mesmo tenha
um dos mais longos intestinos de toda a fauna de peixes, em algumas espécies chegando a
medir cerca de 15 vezes o comprimento total do individuo e apresentando forma enovelada,
indicando um longo processo digestivo do material vegetal predominante na dieta. Portanto,
este processo digestivo dependerd bastante da presenca de enzimas capazes de digerir
carboidratos, como as glicosidases). O mandi (P. maculatus) também € um peixe bentdnico,
porém com menor dependéncia do fundo, apresentando inclusive capacidade de realizar

deslocamentos sazonais no periodo reprodutivo. Seu habito alimentar é tipicamente onivoro,



com tendéncia a carnivoria, apresentando estratégia oportunistica de predacdo das presas
disponiveis no ambiente. O tamanho do intestino é cerca de 1,5 vezes o comprimento total, e a
atividade enzimdtica no intestino deve estar direcionada para digestdo de material de
diferentes naturezas, principalmente de origem animal, sendo portanto bastante dependentes
da presenca de proteases.

LUNDSTEDT et al., (2004) estudando um Siluriformes de grande porte
(Pseudoplatystoma corruscans) encontraram que um balango entre proteinas € compostos
energéticos, tais como lipidios e carboidratos na dieta, otimizam o crescimento do peixe.
NELSON et al., (1999) encontraram que conteudos frescos de estdbmagos do Loricarideo
comedor de madeira Panaque tem atividade enzimdtica diretamente contra celulose e
hemicelulose. O intestino de alguns loricarideos sdo capazes de digerir fibras de carboidrato
(NELSON et al., 1999). Isto sugere que a digestdao destes peixes deve ser dependente de uma
microbiota com capacidade celulolitica.

Outro aspecto importante € avaliar se a atividade de enzimas digestivas em peixes
pode variar de acordo com diferengas ecoldgicas. Variagcdes ambientais devem refletir-se em
modificagdes de parametros bioquimicos e fisiolégicos, os quais podem funcionar como
indicadores ALLAN et al., 2006). VAN DER OOST et al., (2003) definem um biomarcador
como uma variacdo em uma resposta bioldgica, que pode ser bioquimica ou fisioldgica, a uma
alteracdo ambiental ou a exposicdo do individuo a substincia téxica ou poluente. Os
biomarcadores podem ser divididos em trés grupos. Os biomarcadores de exposi¢ao referem-
se a presenca de substincias exdgenas ao animal, como por exemplo o acimulo de
microcistinas produzidas por cianobactértias em tecidos de peixes (MAGALHAES, 2001), .
Os biomarcadores de efeito incluem as modificagdes bioquimicas e fisiolégicas, como as
variacdes de atividade enzimatica. Dentre as enzimas que funcionam como bons
biomarcadores de variagdes ambientais estdo aquelas que participam do metabolismo de
compostos xenobidticos, como a citocromo P450 e outras oxidases (FENT, 2004). Os
biomarcadores de susceptibilidade referem-se as alteracdes genéticas que ocorrem devido a
exposicao dos peixes a xenobioticos VAN DER OOST et al., (2003).

Atividades de enzimas digestivas podem também refletir variacdes sazonais. Para
peixes de regides de clima frio, atividades de enzimas como amilases e sacarases sao
significativamente maiores no verdo, onde a temperatura atinge 20 °C que em outras estagoes
em que a temperatura ndo supera 10 °C (KUZ'MINA et al., 1996). Efeitos de temperatura

sobre a acdo de enzimas amiloliticas do trato gastro-intestinal de peixes da Russia também



foram investigados (KUZ'MINA et al., 2003). Entretanto, ndo existem estudos semelhantes
para peixes de clima tropical ou sub-tropical.

Dois periodos bem distintos caracterizam os ambientes de rio e de reservatério da
regido estudada. Um periodo de cheias de verdo, onde uma maior quantidade de material é
carreada da bacia de contribuicdo da drea de drenagem do entorno para o sistema aquatico em
oposi¢do ao periodo de menor pluviosidade de inverno, onde as temperaturas mais baixas
podem causar a desestratificacdo dos reservatorios, causando a mistura de dgua de menor
qualidade da zona profunda com as dguas superficiais (BRANCO et al., 2002). Desta forma,
marcadores bioquimicos que sejam sensiveis a variacdes sazonais podem ser valiosos para
detectar alteracdes climéticas. Estudos da literatura mostram que a atividade de enzimas
digestivas de peixes sdo sensiveis a varia¢des sazonais de temperatura (KUZ’MINA et al.,

1996).

Procurar-se-4, neste trabalho, examinar e comparar a atividade enzimdtica de uma das
espécies (mandi) entre dois ambientes represados de diferentes niveis de alteragdo. O
reservatorio da UHE do Funil, onde a influéncia da baixa qualidade do trecho médio superior
€ marcante, foi comparado com outro reservatério (o reservatério de Santa Branca), que
represa 0 mesmo rio Paraiba do Sul em seu trecho superior, onde poucas influéncias
antrépicas existem devido a inexisténcia de grandes cidades ou parques industriais instalados
a montante. A qualidade ambiental do reservatdério Santa Branca foi analisada pela CETESB
em varios anos e apresentou poucas oscilacdes ao longo dos anos, permanecendo o ambiente

predominantemente oligotréfico (CETESB, 2004).

Também existem mudangas de acordo com o ambiente ocupado por estas espécies;
ambientes 1€nticos (represados) sdo mais varidveis em suas caracteristicas ambientais, e isto
exerce grande influéncia para peixes que vivem no fundo (bentdnicos). Por outro lado, os
ambientes I6ticos, devido ao movimento continuo e unidirecional do fluxo da 4gua,
apresentam maior estabilidade das caracteristicas ambientais e melhor qualidade em geral,
ditada pela continua renovacdo da agua. Por estes peixes, P. maculatus e H. auroguttatus
serem bastante resistentes as variacdes ambientais, procurar-se-4 entender se existem
variagOes nas atividades enzimadticas por meio da andlise de quatro fatores importantes: 1)
variacdo interespecifica, considerando-se que os habitos alimentares das duas espécies sdao
diferentes, 2) dois sistemas diferenciados (um ambiente represado e um ambiente de rio a
jusante do represamento) e 3) dois ambientes de reservatorios de diferentes niveis de alteragao

e 4) as variacdes sazonais



Testar-se-4 a hipdtese se as atividades de enzimas digestivas para carboidratos
(glicosidases) e para proteinas (proteases) podem ser utilizadas como indicadoras do tipo de
ambientes (I€ntico/l6tico) e de eventuais impactos ambientais.

Os resultados das atividades enzimaticas (proteolitica e glicosiddsica) de segmentos do
tubo digestivo de H. auroguttatus e P. maculatus foram conduzidos, com o objetivo de gerar
conhecimento sobre o local de atuagdo das enzimas digestivas, j4 que os Siluriformes sdao
desprovidos de cecos pildricos, e as respostas destas, em fungdo espacial e sazonal, utilizando

um segundo ambiente como controle.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificacdo e quantificagdo das atividades enzimadticas no trato digestivo de H.
auroguttatus e de P. maculatus e determinacdo de eventuais mudangas nas atividades
enzimaticas associadas as alteracdes ambientais, com o regime do fluxo (ambiente 1€ntico

vs.ambiente 16tico) ou em relagdo as mudancas sazonais.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar e quantificar as atividades enzimdticas de proteases (com especificidade de
tripsina e de quimotripsina) e de [-glicosidases no trato gastro-intestinal (estdmago e
intestino) e no figado;

2. Determinar as diferencas de atividade enzimadtica entre as duas espécies de peixes,
comparando-se os 6rgaos estudados;

3. Verificar se as atividades cataliticas das enzimas podem atuar como biomarcadores de
alterac@o ambiental e de variacdes sazonais;

4. Constatar as possiveis variacdes das atividades enzimadticas de proteases e glicosidases
entre os 6rgaos em um periodo de dois anos, de 2004 a 2006, no reservatério da UHE do
Funil;

5. Constatar as possiveis variabilidades das atividades enzimaticas entre os 6rgaos do sistema
digestorio de P. maculatus em dois reservatdrios: alterado (eutrofizado e com elevada taxa de
sedimentacdo) (reservatério da UHE do Funil-RJ) e ndo alterado (reservatério da UHE de
Santa Branca-SP, oligotréfico e com baixa taxa de sedimentagcdo), durante a estacdo de

inverno de 2006.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material utilizado

As duas espécies de peixes Siluriformes (P. maculatus e H. auroguttatus) foram
coletadas trimestralmente no reservatério da UHE do Funil e no rio Paraiba do Sul, a jusante
deste reservatério entre julho de 2003 e outubro de 2004. Um total de 44 espécimens de H.
auroguttatus e de 41 individuos de P. maculatus foi usado nesta parte do trabalho.
Adicionalmente, no inverno de 2006, para uma das espécies de peixes (P. maculatus) foram
feitas coletas no reservatorio de UHE do Funil (drea de interesse) — 12 individuos e em um
ambiente relativamente bem preservado (reservatério de Santa Branca-SP) — 12 individuos
para testar se o nivel de variacdo ambiental entre os dois sistemas que barram o rio Paraiba do
Sul apresenta diferencas nas atividades enziméticas de proteases e de glicosidases. Em cada
local, foram coletados somente exemplares adultos vivos. Os exemplares foram sacrificados
por imers@ao em dgua a 4 °C. Apds ter medido o comprimento e a massa corpérea, 0s
individuos foram introduzidos em uma camara de fluxo laminar (Vecco, Campinas, SP), onde
sofreram incisdo longitudinal ventral para retirada de uma porcao do intestino. Para retirada
do conteddo intestinal, a regido posterior retal do intestino foi escolhida, sendo a dissecagdo
dessa por¢ao padronizada em 26,0 cm para H. auroguttatus e 2,5 cm para P. maculatus como
ilustra a Tabela 1 (Introducdo Geral)

Portanto este desenho amostral foi feito para testar variacdes da atividade enzimética
entre os ambientes léntico e 16tico, bem como mudangas decorrentes das variagdes sazonais

(estacdes do ano).

3.2. Preparacao das aliquotas

Retirou-se o conteido interno do segmento intestinal e estomacal, lavando-o com
solucdo salina a 9%, em seguida o tecido (estomacal, intestinal ou hepético) foi pesado e ao
mesmo foi adicionada a solucdo salina, macerando-o (Figuras 33a; 33b; 33c). O volume foi
escolhido de maneira que cada extrato tivesse a mesma relacdo entre massas de tecido e
volume de soluc¢do salina a 9 %, ou seja, de cada 1 mL de extrato foi proveniente de 5g de
tecido (Figuras 40d; 40e). Posteriormente o material é centrifugado (14.000 rpm, 60 min, 4
°C) e o sobrenadante é separado em quatro aliquotas menores, que sdo acondicionadas em
“freezer” a — 80 °C. Cada aliquota correspondeu a uma andlise enzimatica a ser feita: tripsina,
quimotripsina, glicosidase e a quarta aliquota foi reservada para a dosagem de proteinas

totais.



A preparacdo das aliquotas da atividade com especificidade tripsinica, quimotripsina,

glicosidase estdo registradas no protocolo do ANEXO 2

3.3. Analise Quantitativa

Os dados de velocidade inicial para as atividades tripsinica, quimotripsinica e de 3-
glicosidase foram obtidos a partir das inclina¢des dos graficos de incremento de absorbancia
em funcdo do tempo (dAbs/dt), tendo sido utilizadas as regides lineares de tais graficos. Os
grificos e cédlculos de parametros cinéticos foram preparados com o auxilio do programa
computacional Microcal Origin. Estes valores foram entdo divididos pelos respectivos valores
de absortividade molar dos produtos formados (x para 4-nitroanilina e y para 4-nitrofenol)
para fornecer a velocidade (mols min™' L), em espectofotdmetro modelo Shimadzu UV 160
A, contendo compartimento com controle de temperatura. Finalmente as atividades
especificas foram obtidas apds a divisdo dos valores de velocidade pela concentracao total de

proteina correspondente a massa de tecido utilizada para o ensaio.

4. RESULTADOS

4.1. Atividade enzimatica em Hypostomus auroguttatus Kner 1854

4.1.1. Atividade com especificidade tripsinica: Foi a mais elevada quando comparada com a
atividade quimotripsinica, em H. auroguttatus (Figura 33A). O intestino apresentou
significativamente valores maiores, seguido do estdbmago, enquanto o figado apresentou os
menores valores de atividade tripsinica. Maiores atividades de tripsina foram observadas na
primavera no estdbmago e as atividades foram igualmente elevadas no inverno e na primavera
no intestino. Em relag@o as atividades tripsinicas hepdticas, as variagcdes sazonais nao foram
significativas, a despeito de terem sido observadas atividades elevadas para peixes do rio no
inverno, embora com desvio padrdo elevado. De uma maneira geral, durante o verdo foram
apresentadas as menores atividades de tripsina nos trés 6rgdos. Nao foram observadas
diferencas significativas entre o ambiente de rio e o ambiente de reservatério, embora tenha
sido detectada uma maior tendéncia para elevacdo de atividade no ambiente de rio para esta

atividade no intestino (Figura 34 A; Tabela 8).



Figura 33. Preparacdo das aliquotas de conteido organico referente a
estdbmago, intestino e figado de Hypostomus auroguttatus e Pimelodus
maculatus do reservatério da UHE de Funil 2004

A) Exemplar de P. maculatus acondicionado a — 4° C (gelo), ap6s a incisdo

ventral ( = ); no detalhe estdmago (E) e figado (F);

B) Pesagem em balanca de precisdo dos segmentos do sistema digestorio;

C) Fragmentos dos segmentos do sistema digestério originado de cortes com

tesoura, para facilitar a maceracgao;

D) Maceracdo para obten¢do de massa de proteina por massa de tecido, de

cada segmento do trato digestivo;

E) Volume do extrato organico obtido apds a maceracdo calculado

considerando-se que cada 1 mL de extrato, foi proveniente de 5 g de tecido



gelo



4.1.2. Atividade com especificidade quimotripsinica: As atividades estomacais de enzimas
com especificidade de quimotripsina foram de modo geral mais baixas que as atividades
intestinais € ndo revelaram variacdes sazonais significativas. Assim como o observado para a
atividade tripsinica, a atividade intestinal com especificidade quimotripsinica apresentou
tendéncia de elevacdo no inverno e na primavera, tendo sido significativamente mais baixa
nos meses de verdo. Apresentou o mesmo padrdo de variacdo da tripsina para intestino,
também com uma tendéncia de maiores valores para o ambiente de rio. Esta atividade foi
maior na primavera para o estdbmago e figado e no inverno para o intestino. As atividades
hepaticas do tipo quimotripsina apresentaram um tendéncia de reducdo na estacdo mais
quente, mas outras diferencas significativas nao foram observadas. Diferencas para as
atividades quimotripsinicas entre os ambientes 1€ntico e 16tico ndo foram significativas para

nenhum dos 6rgdos estudados. (Figura 34B ; Tabela 8).

4.1.3. Atividade de beta-glicosidase: A exemplo da tripsina e da quimotripsina, a 3-
glicosidase apresentou o mesmo padrio entre os Orgdos, sendo significativamente mais
elevada no intestino. No inverno, verificou-se a maior atividade em todos os trés 6rgaos
estudados e no verdao os menores valores. Para a atividade intestinal da enzima, atividades
elevadas foram também observadas para as amostras de peixes de primavera. Nenhuma
diferenca foi encontrada entre os ambientes do rio e do reservatério para nenhum dos trés

orgaos (Figura 34 C; Tabela 8).

4.2. Atividade enzimatica em Pimelodus maculatus Lacépede, 1803

4.2.1. Atividade com especificidade tripsinica: Nao se observaram diferencas significativas
entre as atividades tripsinicas no estdmago e no intestino, uma vez que as variagoes
individuais de atividades foram mais elevadas que possiveis diferencas entre os dois 6rgaos.
As diferengas entre espécimes foram menores para as amostras hepdticas possivelmente
porque as enzimas do trato gastro-intestinal refletiram mais o estado nutricional do individuo.
Em geral, a atividade tripsinica hepdatica parece menor que as atividades estomacal e
intestinal, embora as diferencas nao sejam significativas. Variagdes sazonais significativas
ndo foram observadas, mas a atividade tripsinica intestinal parece ter sofrido uma reducao

durante os meses de outono (Figura 35A; Tabela 9).
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Figura 34. Atividade enzimatica de tripsina (A), quimotripsina (B) e glicosidase (C) no sistema digestério (estobmago, intestino e figado ) de
Hypostomus auroguttatus no reservatorio de Funil durante as estacdes do ano de 2004.



Tabela 8. Diferencas significativas entre trés atividades enzimadticas — tripsina, quimotripsina e
glicosidase — do sistema digestério de Hypostomus auroguttatus em relacio as zonas e estagoes

do ano em 2004 no reservatorio da UHE do Funil, RJ.

Atividade Enzimatica - F (p) Diferencas Significativas
variaveis
Estdomago 61,99 (0,00) Prim > Out > Ver — Inv
Intestino 24,80 (0.00) Prim > Inv > Out > Ver
Tripsina o
Figado -
Intestino > Estomago > Figado
()rgﬁos do sistema 31,95 (0,0)
digestério
Prim > Ver > Inv > Out
Estdmago 4,90 (0,05)
Inv > Prim > Qut >Ver
Intestino 29,68 (0,00)
Quimotripsina ——————
Figado -
4,2 (0,04) Rio > reservatério
) Intestino > Estomago - Figado
Orgdos do sistema 48,02 (0,0)
digestério
Inv > Prim > OQut >Ver
Estomago 15,88 (0,00)
Glicosidase
Inv > Prim > Qut >Ver
Intestino 51,78 (0,00)
Figado 4,46 (0,00) Inv > Prim > Out >Ver
Orgios do 24,11 (0,0) Intestino > Estomago — Figado
sistema

digestorio




4.2.2. Atividade com especificidade quimotripsinica: As atividades intestinal e estomacal do
tipo quimotripsina foram aparentemente menores que as atividades tripsinicas nos Orgaos
correspondentes. Nao se observaram diferencas significativas entre as atividades gastro-intestinal
e hepatica. Variagdes sazonais também nao foram relevantes a despeito de uma reducdo dréstica
da atividade quimotripsinica hepdtica em peixes coletados no outono e de uma tendéncia de

aumento na atividade estomacal na mesma estacao (Figura 35B; Tabela 9).

4.2.3. Atividade de beta-glicosidase: De modo geral as atividades de beta-glicosidase no trato
gastro-intestinal foram significativamente menores em Pimelodus maculatus que em Hypostomus
auroguttatus. Atividades estomacais de beta-glicosidase foram elevadas somente em peixes
coletados no verao, tendo sido significativamente maiores em peixes do rio que do reservatorio.
As atividades intestinais também foram baixas, sem varia¢des sazonais relevantes a despeito de
atividades mais elevadas observadas para peixes do reservatorio coletados durante o verdo. As
atividades hepaticas foram moderadamente baixas sem variacOes sazonais importantes (Figura

35C; Tabela 9).

4.3. Comparacao de atividade enziméatica entre as duas espécies de Siluriformes

H. auroguttatus apresentou maior atividade enzimatica de proteases com especificidade
de tripsina e de quimotripsina no intestino do que P. maculatus. A atividade de enzimas do tipo
tripsina no estdmago também foi maior em H. auroguttatus do que em P. maculatus. No figado
nenhuma destas enzimas apresentaram diferencas significativas entre as duas espécies. Conforme
j4 mencionado, de modo geral as atividades de beta-glicosidase no trato gastro-intestinal foram

menores em P. maculatus que em H. auroguttatus (Figura 44; Tabela 9).

4.4. Comparacao da atividade enzimatica em Pimelodus maculatus entre o sistema lético e

1éntico do reservatorio da UHE do Funil no Inverno/06

Devido a grande variabilidade da atividade enzimética entre individuos no ano de 2004,
foram feitas novas andlises no inverno de 2006, visando a comparar novamente os trechos
Iénticos e 16ticos. Em 2006 obteve-se em geral uma maior atividade de tripsina e de

quimotripsina, quando comparada com o periodo correspondente de 2004.
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Figura 35. Atividade enzimadtica de tripsina (A) quimotripsina (B) e glicosidase (C) no sistema digestério (estdbmago, intestino e figado) de Pimelodus
maculatus no reservatério de Funil durante as estacdes do ano de 2004.



Tabela 9. Diferencas significativas entre trés

atividades enzimdticas — tripsina,

quimotripsina e glicosidase — do sistema digestério de Pimelodus maculatus em relacdo as
zonas e estacoes do ano em 2004 no reservatério da UHE do Funil — RJ.

Atividade Enzimatica - F (p) Diferencas Significativas
variaveis
Estomago - e
Intestino - e
Tripsina Figado 4,23(0,01) Ver > Out > Inv > Prim
4,33(0,04) Reservatério > Rio
Orgaos do sistema
digestorio 11,69 (0,00) Intestino > Estdmago — Figado
Estomago - e
Ver > Out > Prim > Inv
Intestino 6,73 (0,00)
Quimotripsina Reservatorio > rio
4,34 (0,04)
Ver > Prim > Inv > Out
Figado 17,25 (0,00)
Orgaos do sistema 0,96 (0,38) e
digestorio
Estdmago Ver > Out - Inv — Prim
12,18 (0,00)
Rio > reservatorio
4,13 (0,03)
Intestino Ver > Prim > Out > Inv
8,47 (0,00)
Glicosidase
Figado - e

Orgios do sistema
digestorio




Tabela 10. Diferencas significativas das trés atividades enzimadticas - tripsina,
quimotripsina e glicosidase — entre espécies e segmentos do sistema digestério dos dois
Siluriformes em 2004 no reservatério da UHE do Funil — RJ

Atividade Enzimdtica — varidveis F(p) Diferencas Significativas

Tripsina 9,03 (0,000 H. auroguttatus > P. maculatus

Estomago Quimotripsina e
Glicosidase 4,29 (0,04) H. auroguttatus > P. maculatus
Tripsina 68,64 (0,00) H. auroguttatus > P. maculatus
Intestino Quimotripsina 91,34 (0,00) H. auroguttatus > P. maculatus
Glicosidase 26,94 (0,00) H. auroguttatus > P. maculatus

Tripsina I

Figado -

Quimotripsina
Glicosidase S

Coincidentemente com 2004 (Figuras 33 - 44), foram obtidos em 2006 (Figura 35)
maiores valores de atividade de quimotripsina no intestino de peixes do reservatério que de
peixes provenientes do rio. Para as atividades de glicosidase, diferengas entre os ambientes
nao foram significativas, mas observa-se uma tendéncia de maior atividade enzimética para
peixes do rio que para peixes do reservatorio no estomago e no figado. Da mesma forma, as
atividades de quimotripsina no estdmago e no figado ndo foram significantemente
diferentes nos ambientes 16ticos e 1€nticos.

Diferentemente do ano de 2004, em 2006 a atividade tripsinica intestinal apresentou
uma maior atividade no reservatério que no rio. De modo geral, os dados mostram que a
atividade das enzimas digestivas estudadas ndo foi um bom biomarcador de efeito, pois as
diferengcas de atividade entre os ambientes léntico e 16tico ndo sdo consistentes e
usualmente ndo sdao significativas, sendo normalmente menores que as diferencas entre

individuos.
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Figura 36. Atividade enzimética no sistema digestorio (estdmago, intestino e
figado) em Pimelodus maculatus no reservatério da UHE Funil no Inverno 2006
(iulho).

4.5 Atividade enzimatica em Pimelodus maculatus em dois reservatérios com
diferentes niveis de alteracao

A Figura 36 e a Tabela 11 apresentam a andlise das trés atividades enzimadticas
(proteases dos tipos tripsina e quimotripsina e beta-glicosidase) no sistema digestivo de P.
maculatus no reservatério alterado (reservatério da UHE de Funil - RJ) e no nao alterado
(reservatorio da UHE Santa Branca — SP ) durante o inverno de 2006.

No ambiente nao alterado (Santa Branca), o figado apresentou maior atividade de
glicosidase, mas as atividades glicosiddsicas estomacis e intestinais ndo variaram
significativamente entre os dois 6érgdos. A tripsina, por sua vez, apresentou maior atividade
no intestino, seguida do estdbmago e menor atividade no figado. A atividade tripsinica
estomacal parece ter sofrido uma diminui¢do significativa em peixes do reservatorio

poluido, quando comparada com a atividade enzimdtica de peixes do reservatorio



oligotréfico de Santa Branca. Em relagdo a atividade quimotripsinica, parece existir um
aumento significativo da atuacdo intestinal da enzima em peixes do ambiente poluido em
relacdo aos espécimes coletados no ambiente oligotréfico. Temos, portanto, indicios
preliminares de trés possiveis biomarcadores de polui¢do: atividade tripsinica estomacal,
atividade quimotripsinica intestinal e atividade glicosidasica hepatica. Todavia, estudos

adicionais s@o necessarios para confirmar a relevancia e a consisténcia desses resultados.
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Figura 37. Atividade enzimdtica no sistema digestério (estdbmago, intestino e figado) de

Pimelodus maculatus nos reservatorios da UHE de Santa Branca (ndo alterado) e do Funil
| (alterado) no Inverno 2006.



Tabela 11: Atividades enzimadticas (tripsina, quimotripsina e glicosidase) no sistema
digestorio de P. maculatus no reservatério alterado (reservatorio da UHE do Funil - RJ) e nao
alterado ( reservatério da UHE de Santa Branca — SP) durante a estacdo de inverno de 2006.

Atividade Enzimatica - F (p)
variaveis

Diferencas Significativas

Inverno 2006 — Santa Branca (ndo alterado)

Tripsina 4,79 (0,01)
Orgdos do Sistema
digestdrio

Quimotripsina 9,06 (0,00)

Glicosidase 18,40 (0,00)

Intestino > Estomago > Figado
Figado > Intestino > Estdmago

Figado > Intestino > Estdmago

Inverno 2006 - Funil (alterado)

Tripsina -

Orgios do Sistema

Quimotripsina 4,88 (0,01)

digestdrio
Glicosidase -
Inverno 2006:
Ambiente Alterado vs. Nao Alterado
TRIPSINA
Estbmago e
Intestino e —
Figado e
QUIMOTRIPSINA
Estdbmago e e
Intestino 5,18 (0,03) Nao Alterado > Alterado
Figado e s
GLICOSIDASE
Estbomago -
Intestno e

Figado 44,32 (0,00)

Alterado > Nao Alterado




5 - DISCUSSAO

O reservatério de UHE do Funil, que € formado pelo barramento do rio Paraiba do
Sul apés seu trecho médio superior, onde a influéncia da baixa qualidade da 4gua é
marcante (KLAPPER, 1998) foi comparado com outro reservatdrio (reservatorio de UHE
Santa Branca), que represa o mesmo rio Paraiba do Sul em seu trecho superior, onde
poucas influéncias antropicas existem devido a inexisténcia de grandes cidades ou de
parques industriais instalados a montante. Existe ainda pouca informacgdo disponivel sobre
atividade enzimdtica em peixes, € muito menos ainda sobre o uso deste tipo de atividade
como marcador de poluigdo.

No presente estudo, comparagcdes da atividade enzimadtica de um dos peixes (P.
maculatus) entre os dois reservatorios com diferentes estados de alteracio (reservatério de
UHE Funil versus reservatério da UHE Santa Branca) ndo apresentou tendéncias que
pudessem indicar que as diferencas do estado tréfico dos reservatorio se refletisse na
atividade enzimatica. Todavia, trés observacdes preliminares podem ser apontadas como
possivelmente relevantes: uma menor atividade estomacal de tripsina em peixes do
ambiente poluido, uma elevagcdo de atividade quimotripsinica intestinal em peixes do
ambiente poluido e uma diminui¢do da atividade de B-glicosidase hepdtica em espécimens
no reservatério da UHE do Funil, quando comparado a individuos do reservatorio
oligotréfico. Esta dltima observacgao talvez seja a mais interessante sob o aspecto de busca
de um biomarcador enzimatico de polui¢do, por dois motivos: primeiramente, a diferenca
de atividade entre os dois ambientes foi significativa. O segundo aspecto importante é que
muitos biomarcadores enzimdticos sdo enzimas hepaticas (VAN DER OOST et al.,2003).
Deste modo, a atividade de B-glicosidase pode refletir alteragdes fisioldgicas e histolégicas
do figado de animais de ambiente eutrofizado. Considerando-se que os ensaios de medida
de atividade glicosidasica sdo de relativa simplicidade, investigacdes adicionais devem ser
conduzidas para verificar se tal atividade pode de fato ser um novo bioindicador de
poluigdo.

As causas destas diferencas nao sao explicadas e requerem o aprofundamento dos
estudos visando a encontrar padrées, o que ainda € muito controverso na literatura

disponivel. CHONG et al., (2002) mostraram que as atividades quimotripsinica e tripsinica



em Symphysodon aequifasciata eram claramente mais elevadas no intestino do que no
estbmago. LUNDSTEDT et al, (2004) mostraram que Pseudoplatystoma corruscans
(pintado) apresentava atividade proteolitica dos tipos tripsinica e quimotripsinica, que era
especialmente elevada no estdbmago. Entretanto, estes estudos nao relacionam as atividades
enzimadticas a variacOes ambientais. Portanto, conclui-se que ndo existem informacgdes
suficientes para deduzir que a atividade enzimatica no 6rgio do trato digestério depende de
condicionantes ambientais.

As enzimas digestivas nos peixes tém sido associadas ao hébito alimentar, com
diferencas entre os 6rgaos. Quando considerado apenas o reservatério da UHE do Funil, o
intestino foi o 6rgdo que apresentou maior atividade enzimdtica em ambas as espécies.
CHAKRABARTI et al. (1995) estudando atividade em 11 teleésteos de dgua doce
encontrou que as vdrias enzimas estudadas (alfa-amilase, celulase, invertase, esterase,
protease acida e alcalina) foram mais elevadas no intestino quando comparadas com o
estdbmago e figado das diferentes espécies de peixes com habito alimentar diferenciado.
Pode ser concluido, portanto, que a atividade enzimdtica € mais pronunciada no intestino,
independentemente do habito alimentar. Estes estudos também mostram a dificuldade de
obter uma associacdo entre niveis de atividades de enzimas digestivas e o hdbito alimentar
de peixes, o qual por sua vez pode variar de um ambiente oligotr6fico para um ambiente
eutrofizado.

As trés atividades enzimdticas testadas no estdmago e no intestino foram
consistentemente maiores em H. auroguttatus quando comparadas com P. maculatus,
enquanto que no figado ndo se observou diferenca interespecifica. Elevada atividades
enzimaticas no trato digestério de peixes iliéfagos provavelmente sdo maiores do que em
peixes onivoros, devido ao maior conteido vegetal cuja digestdio é mais dificil.
Especialmente em relagdo a digestdo de carboidratos, alguns autores sugerem que peixes
possam expressar enzimas celuloliticas, mas o mais provavel é que tais enzimas sejam
produzidas por espécies da microbiota do trato gastro-intestinal. BAIRAGI et al. (2002)
sugerem ainda que a presenga de microorganismos com enzimas celuloliticas esta
relacionada ao habito alimentar do peixe, sendo comumente encontrada em animais
herbivoros e raramente encontrada em peixes carnivoros. Possivelmente por esta razdo, as

atividades de glicosidases no trato gastrointestinal foram comumente maiores em H.



auguttatus que em P. maculatus. Considerando-se que existe uma microbiota associada ao
trato-gastrointestinal de vertebrados, uma questdo interessante € saber se as enzimas
digestivas dos peixes sdo produzidas pelo préprio animal ou se sdo de origem microbiana.
[ZVEKOVA (2005) avaliou a contribui¢io de proteases e amilases secretadas por bactérias
firmemente aderidas ao intestino de peixes. A ocorréncia de atividade enzimdtica em peixes
herbivoros tem sido muito controvertida, com alguns autores (PREJS & BLASZEZZYK,
1974; LOBEL, 1981) argiiindo que a atividade enzimdtica ndo tem origem no proprio peixe
e sim na microbiota do trato gastrointestinal, enquanto que outros (PREJS &
BLASZEZZYK, 1977) registraram atividade enzimadtica nas proprias espécies de peixes.
NELSON (1999) estudando um cascudo comedor de madeira do género Panaque
encontrou que esta espécie teve atividade enzimética dirigida contra celulose cuja origem
foi atribuida a microbiota. SHEHERBINA & KAZLAWLENE (1971) in BAIRAGI et al.,
(2002) sugerem que uma celulase enddgena é secretada na por¢cdo anterior do trato
digestivo da carpa, enquanto a absor¢ao da celulose ocorre na porcdo posterior do trato
digestivo, indicando a presenca de celulase microbiana nesta regido. BAIRARD et al.
(2002) concluiu existem enzimas digestivas produzidas por microbiota, além daquelas
produzidas no trato gastrointestinal, e que peixes herbivoros podem benefeciar-se da
celulase microbiana, ja que mais energia da dieta seria disponivel para estes peixes.

Além das variacdes devidas a exposicdo a agentes xenobidticos especificos, também
existem mudancas que dependem mais amplamente do ambiente ocupado por estas
espécies. Os chamados ambientes l€nticos (represados) sdao mais varidveis em suas
caracteristicas ambientais e isto tem grande influéncia para peixes que vivem no fundo
(bentdnicos) e tém que adaptar-se para suportar a este tipo de variagdo (AGOSTINHO et
al., 2004). Por outro lado, os ambiente l6ticos, devido ao movimento continuo e
unidirecional do fluxo da 4gua, apresentam maior estabilidade das caracteristicas
ambientais e melhor qualidade ecolégica em geral, ditada pela continua renovagao da dgua.
Deste modo, é importante encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos de
ambientes 1€nticos daqueles de ambientes 16ticos. Considerando-se que a disponibilidade de
alimentos € diferente nos dois ambientes, a hipétese € que as atividades de enzimas
digestivas como proteases e glicosidases sejam sensiveis ao tipo de ambiente, podendo

entdo atuar com biomarcadores. Todavia, no presente trabalho ndo foram encontradas



diferencas significativas nas atividades enzimaticas investigadas de H. auroguttatus entre
os dois tipos de ambientes, enquanto para P. maculatus observou-se uma tendéncia de
maiores atividades enzimadticas no ambiente l€ntico que no ambiente IStico, mas as
diferencgas nao foram estatisticamente significativas. .

A sazonalidade na atividade enzimdtica também foi observada no presente trabalho,
que indicou maior tendéncia de valores das atividades enzimadticas no inverno e na
primavera para H. auguttatus, embora nem sempre com diferencas significativas em
relacdo as outras estagdes. No caso de P. maculatus, as variagdes sazonais ndo sao
evidentes. H. auroguttatus € uma espécie residente e territorialista, com pequena
capacidade de deslocamento; os peixes algivoros no inverno tém melhores condic¢des
ambientais no reservatério da UHE do Funil, quando menor contribui¢do aléctone ¢é
introduzida no sistema aquético e a represa se encontra em cota relativamente elevada,
talvez justificando a maior atividade enzimdtica relacionada a uma alimentacdo mais
intensa. Ja P. maculatus é uma espécie com capacidade de realizar pequenas migragcdes no
verdao quando ocorre a maior parte de suas desovas, e esta maior atividade de verdo podera

resultar em maior atividade enzimatica.

6. CONCLUSOES

1. As trés atividades enzimdticas foram mais elevadas no intestino e estomago de H.
auguttatus quando comparado com P. maculatus.

2. As atividades enzimdticas foram maiores no inverno € na primavera para H.
auroguttatus. Para P. maculatus, as variagdes sazonais ndo foram significativas.

3. P.maculatus apresentou maior atividade enzimdtica no figado do reservatério nao
alterado quando comparado com o reservatorio alterado.

4. H. auroguttatus tendeu a apresentar maiores atividades enzimaticas no ambiente de rio
quando comparado com o reservatorio, enquanto P. maculatus apresentou maior atividade
no reservatorio que no rio.

5. A atividade hepdtica de B-glicosidase de P. maculatus pode vir a ser um biomarcador de
poluicdo, caso as diferencas observadas entre os ambientes eutréfico e oligotréfico sejam
confirmadas em estudos mais abrangentes.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DO AMBIENTE E DO REGIME
ALIMENTAR NA MICROBIOTA INDIGENA
INTESTINAL DE DUAS ESPECIES DE PEIXES
SILURIFORMES NO RESERVATORIO

DA UHE DO FUNIL - RJ



RESUMO

DUARTE, Silvana. Influéncia do ambiente e do regime alimentar na microbiota
indigena intestinal de duas espécies de peixes Siluriformes (Hypostomus auroguttatus e
Pimelodus maculatus) no reservatorio da UHE de Funil, RJ. 2007, f 220. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ.

Entre 2003 e 2004, foi examinada a microbiota no intestino de duas espécies de peixes
Siluriformes de diferentes habitos alimentares (H. auroguttatus — ili6fago; e P. maculatus —
onivoro) no reservatério da UHE do Funil. Adicionalmente utilizou-se uma das espécies (P.
maculatus) no inverno de 2006 para comparar a microbiota entre um reservatério eutréfico
e de forte alteracdo ambiental (reservatério da UHE do Funil) com outro reservatério
oligotréfico (reservatério da UHE Santa Branca) com menor grau de alterac@o. A hipdtese a
ser testada € de que a qualidade do ambiente poderia ser uma condicionante com impacto
importante sobre o micro-ecossistema digestivo e de que existem variacdes nos niveis
populacionais e espécies bacterianas do intestino de duas espécies de peixes em funcdo de
quatro parametros: 1) hédbito alimentar; 2) tipo de sistema (um ambiente represado € um
ambiente de rio a jusante do represamento); 3) nivel de alteracdo ambiental; e 4) estacdo do
ano. Em relagdo aos meios de cultura seletivos, P. maculatus apresentou niveis
populacionais em torno de dez a cem vezes mais elevados do que H. auroguttatus. Os
niveis populacionais de microorganismos tanto para H. auroguttatus como P. maculatus
apresentaram o mesmo padrdo quando foram comparados os resultados obtidos no rio com
o reservatério. Nao foi observado efeito constante de alguma das quatro estacdes do ano
sobre os valores de nimero de morfotipos e niveis populacionais intestinais para os dois
peixes. Tanto para o nimero de morfotipos como para os niveis populacionais bacterianos
para as duas espécies, valores mais elevados foram encontrados com mais freqiiéncia no rio
em relacdo ao reservatério. Ao contrario dos resultados obtidos em 2003-2004, os niveis
populacionais das bactérias anaerdObias estritas totais foram mais baixos quando
comparados com os anaerdbios facultativos no intestino de P. maculatus, nos dois
reservatorios em 2006. Para esses dois niveis, foi observada uma tendéncia em valores mais
elevados no ambiente menos alterado em relacdo ao ambiente alterado, em particular para
bactérias totais, enterococos, vibrides e bactérias do acido latico. Nos dois reservatorios,
enterobactérias, Bacteroides e bactérias do &cido ldatico foram entre as populacdes
dominantes. As formas bacterianas predominantes nas duas espécies de peixes foram de
bastonetes Gram negativos anaerdbios facultativos e anaerébios estritos, enquanto cocos,
bastonetes Gram positivos anaerdbios facultativos foram encontrados em menor ndmero.
As leveduras também foram encontradas em menor nimero populacional. As bactérias
Aeromonas. hydrophila e Pleisiomonas shigelloidis e as bactérias aerdbias estritas — Fuso
bacterium mortiferum foram as mais frequentemente identificadas em ambas as espécies.
Os niveis populacionais € morfotipos microbianos sdo mais elevados nas amostras
intestinais quando os peixes se encontram em ambiente menos alterado quando comparado
com ambiente alterado.

Palavras chaves: bactérias aerdbias e anaerdbias, Siluriformes, reservatorio, sazonalidade



ABSTRACT

DUARTE, Silvana. Fluence of environmental and feeding in of the intestinal
microbiota of two Siluriformes in UHE of the Funil reservoir and Paraiba do Sul river
Thesis (Doctorate in Animal Biology, Biological Sciences) - Institute of Biology, UFRRJ,
Seropédica, RJ, 2007.

In 2003 and 2004, the microbiota in of the intestine of two Siluriforms fish species of
different feeding habits (H. auroguttatus — iliophgue; and P. maculatus — onivore) in UHE
of Funil of reservoir was examined. Additionally, one of the two species (P. maculatus)
was examined in theWinter 2006 to compare microbiota between an eutrophic and heavily
alterated (UHE of Funil reservoir) and a well preserved oligotrophic system (UHE of Santa
Branca reservoir). The tested hypothesis is that the environment quality could be have an
important impact in the digestive micro-ecosystem and that changes in populational levels
and bacterial species in the intestine of the two species occur and depend four factors: 1)
feeding habits; 2) types of systems (an impounded- lentic and a running waters — lotic
downstream the dam); 3) environmental degradation; and 4) seasons. In relation to selective
microbial culture, P. maculatus showed higher populational levels about 10 to 100 times
higher than H. auroguttatus. Microbial populational levels for both H. auroguttatus and P.
maculatus showed similar pattern in river and reservoir. It was not recorded a consistent
effect of the seasons on the number of morphotypes and populational levels for the two
species. For both number of morphotypes and populational levels in the two species, higher
values was found more frequently in the river when compared with the reservoir. Contrarly
to 2003-2004, in winter 2006 the populational levels of total obligate anaerobic bacteria
were lower when compared with facultative anaerobic in intestine of P. maculatus, in both
reservoirs. For the two parameters, a trend for higher values in less alterated system when
compared with the alterated system, particularly for total bacteria, enterococos, vibrio and
lactic acid bacteria. In both reservoirs, enterobactérias, Bacteroides and lactic acid bacteria
ranked among the dominant populations. The bacterial forms predominant in both fish
species were Gram-negative rods, facultative anaerobe and obligate anaerobe, while cocci,
Gram-positive rods, facultative anaerobie and yeasts were found in lower number. The
bacteria, Aeromonas. hydrophila and Pleisiomonas shigelloidis and the bacteria obligate
anaerobe — Fuso bacterium mortiferum were the most frequently identified species. The
populational levels and microbian morphotypes (isolates) were higher in intestine samples
when the two species occur in the less alterated system when compared with the alterated
system.

Key Word: obligate anaerobie e anaerobie bacteria, Siluriformes, reservoir, sazonality



1. INTRODUCAO
1.1. Microbiota digestiva de peixes

Como todo animal, os peixes abrigam elevadas populagdes microbianas nas suas
superficies e mucosas como pele, branquias e trato digestivo (AUSTIN, 2002). Essas
populacdes, chamadas globalmente de microbiota indigena, crescem usando o alimento

absorvido, secrecdes digestivas e fragmentos da mucosa do epitélio (LESEL, 1991).

A microbiota digestiva de peixes é constituida de niveis populacionais similares de
aerébios, anaerdbios facultativos e anaerdbios estritos que, de maneira similar a outras
espécies animais, apresenta trés grandes funcdes: a resisténcia a colonizagdo por patégenos,
a modulacdo do sistema imune e a contribui¢do nutricional. A composi¢do da microbiota
como as suas fungcdes mudam ou podem ser influenciadas por fatores como regime

alimentar e condi¢des ambientais (RINGO & OLSEN, 1999; RINGO et al., 2001).

1.1.1. Contribuicao nutricional

Em condi¢cdes normais, todos os seres vivos sdo associados com populacdes
microbianas extremamente elevadas e diversificadas. Pelo seu tamanho e pela sua atividade
metabodlica, essa biomassa microbiana é muitas vezes considerada como um 6rgdo ou
organismo desenvolvendo nas superficies e mucosas de um hospedeiro diversas funcdes
benéficas. A presenca dessa microbiota, por exemplo, protege os ecossistemas superficiais
contra invasao por microrganismos patogénicos (prote¢do ecoldgica), modula as defesas
internas dos hospedeiros (imunomodulagdo) e participa na nutricdo deste hospedeiro
(contribui¢do nutricional) ou na sua adaptacao ao ambiente. Neste sentido, uma otimizacao
das relacdoes do hospedeiro com a sua microbiota associada € fundamental para que as
funcdes citadas sejam preservadas e aproveitadas ao méaximo. Para isto, é necessario um
conhecimento profundo da identidade dos componentes dessa microbiota assim como dos
mecanismos usados por eles para desenvolver as suas fungdes. Atualmente, existem
bastante informacgdes a respeito dos ecossistemas associados a0 homem e alguns animais
domésticos (suinos e frangos) e de laboratério (ratos e camundongos), mas muito poucas

para outras espécies animais, em particular nos peixes. Para esses ultimos, ha também



poucas informacdes sobre os fatores (ambientais, nutricionais € de estresse) que podem
influenciar os equilibrios populacionais da microbiota normal e consequentemente as suas
funcdes. RINGO & BIRKBECK (1999) afirmaram os componentes da microbiota digestiva
podem auxiliar na digestdo ou serem degradados para servir de alimento para o hospedeiro.
Tem sido especulado, em particular, se os peixes poderiam obter nutrientes de bactérias ou
se beneficiar da ampla variedade de enzimas extracelulares produzidas por esses

microorganismos da microbiota do intestino.

A microbiota deve ser particularmente importante para peixes que se alimentam de
substratos de dificil digestdo e absor¢do, ou com necessidade em vitaminas que a
microbiota pode sintetizar. Em situagdes especificas, enzimas microbianas como proteases
devem ser particularmente importantes em peixes sem estomago ou em larvas de peixes
antes do desenvolvimento do estomago (RAMIREZ & DIXON, 2003).

Componentes da microbiota de peixes tém sido associados com a producdo de
numerosos compostos como polimeros, dcido eicosapentaendico, € vitaminas
(MACDONALD et al., 1986). Menadionas (vitamina K) sdo produzidas por uma grande
variedade de bactérias intestinais, incluindo Bacteroides, Eubacterium, Propionibacterium,
Fusobacterium, Bifidibacterium, Lactobacillus, Clostridium, Veillonella, Enterococcus,
Enterobacter e Streptococcus (HILL, 1997). SUGITA et al. (1991) relatam a habilidade de
producdo de vitamina B12 pela microbiota intestinal de peixes e resultados indicam que o
género Bacteroides deve ser o maior produtor dessa vitamina no intestino de peixes de dgua
doce.

A microbiota do trato gastrointestinal em geral apresenta um potencial enzimatico
extremamente ativo e diversificado. ABHINANDA et al. (2002) encontraram no trato
gastrointestinal de peixes vdrias cepas microbianas exibindo atividade amilolitica,
celulolitica, lipolitica e proteolitica. DAS & TRIPATHI (1991) comprovaram a importancia
dessa contribuicao enzimadtica ao relatar um declinio da atividade da celulase intestinal em
peixes alimentados com dietas suplementadas com tetraciclina, um antibidtico de amplo
espectro, o suposto responsavel por ter eliminado a microbiota intestinal. Diversos estudos
mostraram que a produ¢do por fermentagdo pela microbiota intestinal de dcidos graxos de
cadeia curta deve ter um papel no fornecimento de nutrientes para peixes como o “herring

cale” (Odax cyanomelas), a carpa (Cyprinus carpio), “shad” (Dorosoma cepedianum) e



“bass” (Micropterus salmoides) (SMITH et al. 1996). Vérias enzimas de origem bacteriana
foram também detectadas como amilase, carboximetilcelulase, galactosidases,
glucuronidases, glucosidases, fucosidases, poligalacturonase, tripsina, esterases e fosfatase
alcalina (MOUNTFORT et al., 1994 ; MOUNTFORT & ATKINSON, 1995; STELLWAG
et al., 1995; SUGITA et al., 1997, TENGJIAROENKUL et al., 2000; RAMIREZ &
DIXON, 2003).

A fosfatase alcalina estd associada com absorcao de lipideos, glicose, cdlcio e
fosfato inorganicos, e pode ajudar tornando os componentes nutricionais permedveis
através da membrana do plasma. A capacidade de producdo de enzimas varia nas espécies
de bactérias, mas no geral, nota-se que isolados do tipo Gram positivo (Clostridium)
produzem mais peptidases e proteases enquanto bactérias Gram negativo (Bacteroides,
Fusobacterium e Porphyromonas) produzem carboidrases. Fosfatases, esterases e lipases
sdao produzidas por ambas (KONEMAN et al, 2001). De maneira geral também, os
anaerdbios estritos desempenham um papel maior no fornecimento de um complemento

enzimatico para o hospedeiro quando comparados com as bactérias aerébicas.

1.1.2. Influéncia do regime alimentar na microbiota digestiva

O grau de contribuicio da microbiota indigena a fisiologia digestiva do seu
hospedeiro depende do regime alimentar e, em particular, da complexidade e dificuldade de
utilizacdo dos nutrientes absorvidos por este hospedeiro. Neste sentido, os peixes
herbivoros e detritivoros devem depender muito mais da sua microbiota do que os onivoros
e carnivoros. A necessidade dessa contribui¢do microbiana, acompanha-se da presenca de
um trato digestivo mais complexo e com compartimentos desenvolvidos em termos
evolutivos para abrigar essa microbiota (cAmara de fermentacdo) (SEETO er al., 1996).
Confirmando essa hipétese, o estudo de STICKNEY (1975) ndo encontrou microbiota
celulolitica em ‘“catfish” e “murrel” que sao carnivoros, enquanto uma alta atividade de

celulase microbiana foi detectada em peixes herbivoros e peixes onivoros.



1.1.3. Influéncia de fatores ambientais na microbiota digestiva.
Os componentes da microbiota digestiva podem ser classificados em dois grandes

grupos: biota autdctone e aléctone. A microbiota autdctone € composta por microrganismos
sempre presentes durante a evolucdo do hospedeiro e bem adaptados ao ambiente onde
vivem. Microrganismos aléctones podem ser encontrados no hospedeiro em algum dado
habitat somente num determinado instante. Tais Microrganismos transitérios geralmente
ndo se estabelecem, mas apenas passam por um local, tendo chegado a ele pela ingestdao do
alimento ou da dgua. No caso dos animais terrestres, a microbiota aléctone € esporddica e
sem grande impacto para o hospedeiro (exceto quando patog€nica). J4 nos peixes, 0S
microorganismos aloctones, provenientes da dgua que circunde o hospedeiro aquético t€ém
um acesso constante as superficies e mucosas. Portanto, o nimero e a composi¢ao
taxondmica das populacdes bacterianas no tubo digestivo dos peixes refletem em parte a
composi¢ao microbioldgica da 4gua em que vivem. Devido a este contato mais estreito com
o ambiente aqudtico quando comparado com espécies terrestres, a microbiota digestiva €
também mais influenciada pela qualidade fisico-quimica da dgua (temperatura, salinidade,

polui¢dao) (OLAFSEN, 2001).

Na literatura cientifica, existem varios estudos relativos a influéncia da temperatura
e da salinidade da dgua sobre a composicao da microbiota digestivo (SUGITA et al., 1989;
RINGO & STROEM, 1994). Ao contrério, ndo se encontra informagdo quanto aos efeitos
da polui¢do, estacao do ano ou tipo de ambiente (I€ntico ou 16tico). No caso de ambientes
alterados € de se esperar componentes microbianos alterados na &4gua circundante e,
portanto, com reflexo na microbiota digestiva. Na poluicdo com efluentes organicos que
podem servir de substratos para crescimento, € 16gico prever um aumento das populagdes
microbianas. Ja a poluicdo por metais, muitas vezes inibidores do crescimento microbiano,
o efeito deve ser inverso. De maneira similar, a estagao do ano deveria também influenciar
0s microorganismos presentes tanto no ambiente como na microbiota indigena de peixe, em
particular pelo efeito carreador de nutrientes das dguas de chuvas. Finalmente, as variacdes
fisico-quimicas e nutricionais entre ambientes ecoldgicos diferentes, deve logicamente
afetar o tipo de microorganismos presentes. Neste capitulo, procurou-se avaliar os efeitos,
caracterizando-os, na microbiota digestiva de duas espécies de peixes Siluriformes de

regime alimentar diferenciado e em condi¢Ges ambientais diferenciadas.



1.2. Os modelos de peixes

O cascudo (H. auroguttatus) € um peixe bentOnico detritivoro, com uma boca
ventral adaptada a uma fixacdo nos fundos, onde se alimenta de matéria organica vegetal e
de microalgas. Essa alimentacdo baseada em nutrientes de dificil e lenta absor¢ao faz com
que tenha um dos mais longos intestinos de toda a fauna de peixes, com alguns espécimes
apresentando um trato digestivo medindo até 15 vezes o comprimento total do corpo. Além
do longo comprimento, o trato intestinal apresenta forma enovelada que sugere uma
adaptacdo evolutiva para abrigar uma microbiota encarregada de auxiliar o processo
digestivo do material vegetal da dieta (ANGELESCU & GNERI, 1949; FUGI & HAHN,
1991). O mandi (P. maculatus) ¢ também um peixe bentOnico, porém com menor
dependéncia do fundo, apresentando inclusive capacidade de realizar deslocamentos
sazonais no periodo reprodutivo. O seu hébito alimentar € tipicamente onivoro, com
tendéncia a carnivoria, apresentando estratégia oportunistica de predacdo das presas
disponiveis no ambiente (GODINHO, 1967; MENIN & MIMURA, 1992; LOBON-
CERVIA & BENNEMANN, 2000). Como esperado pelo seu regime alimentar, o intestino
¢ simples e de tamanho menor (somente 1,5 vezes o comprimento do corpo), sugerindo
uma menor dependéncia em relagdo a microbiota intestinal, j4 que proteinas animais sao de

mais fécil digestdo.

1.3. Os modelos ambientais
O reservatério da UHE do Funil, caracterizado pela baixa qualidade do trecho

médio superior foi comparado com o reservatério de UHE de Santa Branca, que represa o
mesmo rio Paraiba do Sul em seu trecho superior, mds com pouca influéncia antrépica

resultante da inexisténcia de grandes cidades ou parques industriais instalados a montante.

Também existem variacdes de acordo com o ambiente ocupado pelas espécies de
peixes estudadas. Ambientes lénticos (represados) sdo mais varidveis em suas
caracteristicas ambientais, e isto tem grande influéncia para peixes que vivem no fundo

(bentdnicos). Por outro lado, os ambientes 16ticos, devido ao movimento continuo e



unidirecional do fluxo da 4gua, apresentam maior estabilidade das caracteristicas

ambientais e melhor qualidade em geral, ditada pela continua renovacao da dgua.

Dois periodos bem distintos caracterizam os ambientes de rios e reservatério da
regido estudada. Um periodo de cheias de verdo chuvoso, quando uma maior quantidade de
material € carreada para o sistema aqudtico da bacia de contribui¢ido da drea de drenagem
do entorno da bacia em oposi¢do ao periodo de menor pluviosidade de inverno, onde as
temperaturas mais baixas podem causar a desestratificacdo dos reservatérios, causando a

mistura de 4gua de menor qualidade da zona profunda com as dguas superficiais

1.4. Hipoétese

A hipétese a ser testada € que existem variagdes nos niveis populacionais e nas
espécies bacterianas do intestino de duas espécies de peixes Siluriformes em funcio de
quatro parametros: 1) hédbito alimentar; 2) tipo de sistema (um ambiente represado € um
ambiente de rio a jusante do represamento); 3) nivel de alteragdo ambiental; e 4) estacdo do

ano.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Avaliar a microbiota indigena do trato digestério de H. auroguttatus e P. maculatus,
e 0s possiveis variacdes associadas ao regime alimentar (detritivoro vs. onivoro), ao
periodo do ano (variagdo sazonal), ao tipo de ambiente (I€ntico e 16tico) e a alteragcdes

ambientais (alterado e ndo alterado).

2.2 . Objetivos Especificos

1. Comparar os componentes dominantes da microbiota indigena intestinal entre os dois
peixes Siluriformes (P. maculatus e H. auroguttatus) com regime alimentar diferente;

2. Comparar os componentes dominantes da microbiota indigena intestinal dos peixes
Siluriformes (P. maculatus e H. auroguttatus) coletados em estacdes do ano diferentes;

3. Comparar os componentes dominantes da microbiota indigena intestinal dos peixes
Siluriformes (P. maculatus e H. auroguttatus) coletados em ambientes ecoldgicos

diferentes.



4. Comparar os componentes dominantes da microbiota indigena intestinal de um dos
peixes Siluriformes (P. maculatus) coletados em ambientes com niveis de alteragdo
diferentes.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos peixes e processamento das amostras intestinais

Para os objetivos especificos 1, 2 e 3, as duas espécies de peixes Siluriformes (P.
maculatus e H. auroguttatus) foram coletadas trimestralmente no reservatério da UHE do
Funil e no rio Paraiba do Sul, a jusante deste reservatério, entre julho de 2003 e outubro
2004. Para o objetivo 4, no inverno de 2006, espécimes de P. maculatus foram coletados no
reservatorio de UHE do Funil e no reservatério de UHE Santa Branca. Em todos os locais,
foram coletados somente exemplares adultos vivos, visando eliminar eventuais fatores
interferentes decorrentes da idade do peixe. Os exemplares foram sacrificados por imersao
em agua a 4°C. Apéds ter medido o comprimento e o peso total do corpo, os individuos
foram introduzidos numa camara de fluxo laminar (Vecco, Campinas, SP) onde sofreram
incisdo longitudinal ventral para retirada de uma por¢do do intestino. Para retirada do
conteddo intestinal, a regido posterior retal do intestino foi escolhida, sendo a dissecagdao
dessa por¢do padronizada em * 26,0 cm para H. auroguttatus e 6,0 cm para P. maculatus.
O restante do intestino foi acondicionado em formol 4% para posterior biometria. Depois
de obtido, o contetido intestinal foi pesado e submetido a dilui¢des decimais sucessivas de
107 até 10 em salina esterilizada (Figura 37). Um volume de 0,1 ml de cada dilui¢do foi
plaqueado em placas de Petri contendo meios de cultura universais e seletivos como
apresentado na Tabela 12. A seguir as placas foram incubadas a temperatura ambiente
durante dois ou sete dias em aerobiose ou anaerobiose (ciAmara anaerdbica da Forma
Scientific Company, Marietta, USA, contendo uma atmosfera contendo N, 85%, H, 10% e
CO, 5%), respectivamente (Figura 37b), para contagem do niimero de col6nias e ndmero de
morfotipos em cada meio (Figura 37c) e isolamento dos microrganismos dominantes

(Figura 37d) do contetdo intestinal.



3.2. Contagem, isolamento e identificacio inicial dos microorganismos

Para a contagem, os dados foram apresentados em log;o de Unidades Formadores de
Colonias (UFC)/g de conteudo intestinal. Para isolamento, uma amostra de cada morfotipos
de colonia diferente foi repicada no mesmo meio de cultura e uma aliquota submetida a
observacgdes microscopicas a fresco e apds coloracdo de Gram. Cada isolado foi também
submetido a uma determinacdo do tipo respiratério (anaerdbio facultativo, microaerofilico
ou anaerdbio estrito) Tabela 12. A identificacao preliminar foi baseada no teste respiratorio,
no aspecto morfotintorial apds coloracdo de Gram e nos resultados obtidos com kits de
identificacio API (bioMérieux S.A., Marcy-1’Etoile, Franca) 20A para anaerébios, 20E
para enterobactérias e outras bactérias Gram negativa, 20 STREP para Enterococcus e
Streptococcus, SOCHL para metabolismo de carboidratos de bactérias lacticas e 20 AUX
para leveduras). A coloracdo de Gram permite determinar a forma e arranjo das células
bacterianas, assim como o tipo de parede celular, especificos de cada espécies. A bactéria

fica com a coloragao rosa para Gram negativo ou azul/roxo escuro para Gram positivo.

4. RESULTADOS

A andlise dos dados relativos a microbiota intestinal de H. auroguttatus e P.
maculatus foi feita sob dois aspectos: a) descricdo comparativa da microbiota indigena no
conteido intestinal de duas espécies de Siluriformes com regime alimentar diferente
(detritivoro e onivoro), nas quatro estacdes do ano (outono, inverno, primavera € verao) e
em dois ambientes diferentes (o reservatério € o rio que o alimenta) e b) descricdao
comparativa da microbiota indigena do contetido intestinal de uma mesma espécie em dois

reservatorios (oligotréfico e eutr6fico).



G

Figura 38. Etapas da andlise qualitativa e quantitativa da microbiota indigena: (a) plaqueamento

das diluicdes em meios de cultura universais e seletivos; (b) incubacdo em aerobiose e
anaerobiose; (c) enumeracao; (d) obtencao de coldnias isoladas e (e) isolamento (f) contagem de

colonias e (g) identificacdo inicial com kit API.



Tabela 12. Meios e condi¢cdes de cultura para a andlise qualitativa e quantitativa do

contetdo intestinal de Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus.

Atmosfera de incubacio e meios

Mecanismo seletivo e tipo de microorganismos
avaliados nos meios e atmosferas utilizados

de cultura Mecanismos Microorganismos
avaliados
Agar YM pH 4cido Leveduras
Agar Azida sodica Enterococcus
Enterococcus
TCBS Tioglicolato, citrato, Vibrio
Aerobiose bile e sacarose

Agar sangue

Meio rico nio seletivo

Aerdbios totais

Agar MacConkey  Sais biliares e corantes Enterobacteriaceae
Agar BBE Bile e esculina Bacteroides
Anaerobiose Agar MRS pH 4cido e Tween 80 Bactérias do 4cido latico

Agar sangue
suplementado

Meio rico nio seletivo
suplementado com
hemina e menadiona

Anaerobios totais




4.1. Comparacao da microbiota indigena dos dois Siluriformes no reservatério da

UHE do Funil e no rio a jusante deste reservatorio.

4.1.1. Comparacio entre as espécies de peixes

Nos dois peixes, analisando o nimero total de microorganismos (Agar Sangue), os
anaerdbios estritos t€m niveis populacionais estatisticamente mais elevados (P < 0,05,
Tabelas 14 e 15) do que os anaerdbios facultativos (H. auroguttatus - reservatorio: 6,14 /
5,32 erio 6,53 / 3,89; P. maculatus - reservatério: 7,67 / 5,69 e rio: 8,03 / 7,01). Em relagdao
aos meios de cultura seletivos, P. maculatus apresentou niveis populacionais em torno de
dez a cem vezes mais elevados do que H. auroguttatus em todos eles, exceto em YM no
reservatorio. Os niveis populacionais de microorganismos tanto para H. auroguttatus como
P. maculatus apresentaram o mesmo padrao quando foram comparados os resultados
obtidos no rio com o reservatério. Entre as familias e géneros bacterianos avaliados, as
enterobactérias e os Bacteroides estdo entre as bactérias dominantes, porém com certa
superioridade numérica das primeiras em H. auroguttatus (Tabela 13). Nao foi observada

diferenca em termos de nimero de morfotipos entre as duas espécies (Tabela 14).

4.1.2. Comparacao entre as estacoes do ano

Nao foi observado efeito constante de alguma das quatro estacdes do ano sobre 0s
valores de nimero de morfotipos e niveis populacionais intestinais para os dois peixes

(Tabelas 15 e 16), exceto para uma leve repeticao de valores maiores no outono.

4.1.3. Comparacao entre os tipos de ambiente (rio / reservatorio)

Para as duas espécies de peixes, e tanto para o nimero de morfotipos como para os
niveis populacionais bacterianos, valores mais elevados foram encontrados com mais
freqiiéncia no rio em relacao ao reservatério. Este efeito foi mais particularmente observado
para os niveis intestinais de alguns microorganismos em P. maculatus (levedura, vibrios e

Bacteroides) (Tabelas 14 e 15).



Tabela 13. Nivel populacional (Média = desvio padrao do logjo ufc/g ) dos microorganismos no
intestino de Hypostomus auroguttatus € Pimelodus maculatus no reservatério da UHE do Funil e a

sua jusante RJ.

Meios de cultura e atmosfera

Hypostomus auroguttatus

Pimelodus maculatus

de incubagio Reservatorio Rio Reservatorio Rio
YM 220£2,18  0,76+1,78 1,74 +2,65 4,11 £2,34
Enterococcus 2,47 + 2,89 2,83 +£3,19 3,54 +£2,74 5,07 +£1,91
Aerobiose TCBS 299+302 338+£284  4,18+3.29 6,43 + 1,54
Agar Sangue 5324272 389+370  5,69+3,60 7,01 £2,76
MacConkey 568+1,74  642+0,93  697+1,15 741 £2,11
BBE 472+£2,68 501087  692+146 7,73 £0,90
Anaerobiose MRS 2004249 4214226  474+259 6,30 + 2,45
Agar Sangue 6,14£1,61 653+0,70 7,67 +1,03 8,03 0,53

suplementado




Tabelal4.Numero de morfotipos (Média + desvio padrao) dos microorganismos no intestino de
Hypostomus auroguttatus € Pimelodus maculatus no reservatério da UHE do Funil e a sua jusante —
RJ.

Meios de cultura e atmosfera Hypostomus auroguttatus Pimelodus maculatus
de incubacio Reservatorio Rio Reservatorio Rio

YM 1,7+2,1 05+14 0,8 £1,9 2,8+27

Enterococcus 1,0+£1,5 0,7+0,8 1,9+19 2+1,3
. TCBS 14+£19 L1£19 2,7+19 22+1,0
Aerobiose

Agar Sangue 2,7+1,9 2,1+£23 2+1,6 22+1,3

MacConkey 35+£22 6,023 37+1,3 4,1+24

BBE 1.9+14 24+1,0 1,7+1,0 2,1+£0,5

Anaerobiose MRS 1,1+1,2 2,5+ 1,7 1,3+1,0 2,1+ 1,4

Agar Sangue 40+1,8 5¢19 3,8+2,1 39+14

Suplementado




Tabela 15. Andlise estatistica (ANOVA) dos valores de nimero de morfotipos e niveis
populacionais microbianos no intestino de Hypostomus auroguttatus.

MORFOTIPOS
Meios de Cultura F (p) Diferencas
Testes 4,09 (0,04) Bactérias anaerdbias estritas >Bactérias anaerdbias
Respiratérios facultativas
YM 35,27 (0,00) Outono > Verdo - Primavera - Inverno
Enterococcus - e
TCBS 4,14 (0,01) Verao > Outono — Inverno - Primavera
Agar Sangue - e
MacConkey 8,71 (0,01) rio > reservatorio
BBE R
MRS 6,24 (0,01) rio > reservatorio
Agar Sangue Primavera > Outono — Verao — Inverno
Suplementado 7,96 (0,00)
NIVEIS POPULACIONAIS
Meios de Cultura F (p) Diferencas
Testes 7,76 (0,00) Bactérias anaerdbias estritas > Bactérias anaerdbias facultativas
Respiratdrios
YM 5,49 (0,00) Outono > Primavera - Inverno - Verao
Enterococcus N
TCBS 4,0 (0,01) Verao > Outono — Inverno - Primavera
Agar Sangue 12,18 (0,00) Outono > Inverno> Primavera - Verao
MacConkey - e
BBE - e
MRS 4,69 (0,03) rio > reservatorio
Agar Sangue -

Suplementado




Tabela 16. Andlise estatistica (ANOVA) dos valores de nimero de morfotipos e niveis
populacionais microbianos no intestino de Pimelodus maculatus.

MORFOTIPOS

Meios de Cultura

F (p)

Diferencas

Testes
Respiratdrios

YM

Enterococcus
TCBS
Agar Sangue
MacConkey

13,41 (0,00)
6,55 (0,01)

Outono > Primavera - Inverno - Verao
rio > reservatorio

BBE
MRS
Agar Sangue
Suplementado

4,24 (0,01)

NIVEIS POPULACIONAIS

Meios de Cultura

F (p)

Diferencas

Testes
Respiratdrios

22,27 (0,0)

Bactérias anaerdbias estritas > Bactérias anaerdbias facultativas

YM
Enterococcus
TCBS
Agar Sangue
MacConkey
BBE
MRS
Agar Sangue
Suplementado

6,98 (0,01)

6,09 (0,01)

3,5 (0,07)

rio > reservatorio




4.2. Comparacao da microbiota intestinal de Pimelodus maculatus em dois

reservatorios com niveis diferentes de alteracio ambiental

Ao contrdrio dos resultados obtidos em 2003-2004, os niveis populacionais das
bactérias anaerdbias estritas totais, foram mais baixos quando comparados com o0s
anaerdbios facultativos no intestino de P. maculatus, nos dois reservatorios. Para esses dois
niveis, foi observada uma tendéncia em valores mais elevados no ambiente menos alterado
em relacdo ao ambiente alterado, em particular para bactérias totais, enterococos, vibrides
e bactérias do 4cido latico (MRS). Nos dois reservatdrios, enterobactérias, Bacteroides e
bactérias do 4cido latico foram entre as populacdes dominantes. O nimero de morfotipos
foi maior no ambiente nao alterado (SP) quando comparado com o alterado, para todos os
meios (Tabelas 17 e 18). A andlise estatistica dos valores confirmou essas diferencas

(Tabela 19).



Tabela 17. Nivel populacional (Média + desvio padrao do log;o ufc/g) dos microorganismos no
intestino de Pimelodus maculatus nos reservatérios da UHE do Funil - RJ e da UHE Santa
Branca - SP.

Pimelodus maculatus
Meios de cultura e atmosfera

de incubacao Reservatorio SP Reservatorio RJ
(nao alterado) (alterado)
YM 2,04 £ 1,61 2,21 +£343
Enterococcus 3,07 £ 1,80 0,98 +£2,39
TCBS 4,22 +0,84 2,49 £276
Aerobiose
Agar Sangue 8,21 +£0,37 7,02 +£1,35
MacConkey 7,76 £ 0,94 7,45 £1,00
BBE 7,43 £1,13 7,81 +£0,80
Anaerobiose MRS 7,36 +0,93 6,80 + 1,12
Agar Sangue 7,73 £1,02 4,00 +1,79




Tabela 18. Numero de morfotipos (Média + desvio padrdo) dos microorganismos no intestino
Pimelodus maculatus nos reservatérios da UHE do Funil — RJ e da UHE de Santa Branca - SP.

Pimelodus maculatus
Meios de cultura e atmosfera de

incubacao Reservatoério - SP

(ndo alterado) Reservatorio - RJ
(alterado)

YM 3,5+34 0,7+1,2

Enterococcus 1,2 +0,7 0,3+0,8

TCBS 22+1,0 0,5+0,5

Aerobiose

Agar Sangue 35+1,0 2,3+0,8

MacConkey 58+22 23+0,8

BBE 40+1,3 2,0£0,9

MRS 47+ 1,4 3,5+0,8

Anaerobiose

Agar Sangue 8,1+09 2,5+1,0

Suplementando




Tabela 19. Anilise estatistica (ANOVA) dos valores de nimero de morfotipos e niveis

populacionais microbianos no intestino de Pimelodus maculatus nos reservatérios da UHE
do Funil — RJ e da UHE de Santa Branca — SP.

MORFOTIPOS

Meios de Cultura

F (p) Diferencas

Testes
Respiratérios

4,39 (0,04) Bactérias anaerdbias facultativas > anaerdbias estritas

YM
Enterococcus
TCBS
Agar Sangue
MacConkey

303,66(0,08)
3,42 (0,07)

N3o alterado > Alterado
N3o alterado > Alterado

BBE
MRS
Agar Sangue
Suplementado

NIVEIS POPULACIONAIS

Meios de Cultura

F (p) Diferencas

Testes
Respiratérios

26,60 (0,02) Bactérias anaerdbias facultativas > anaerdbias estritas

YM
Enterococcus
TCBS
Agar Sangue
MacConkey
BBE
MRS
Agar Sangue
Suplementado

N3ao alterado > Alterado
Nao alterado > Alterado
N3ao alterado > Alterado

3,18 (0,02)
5,92 (0,00)
5,90 (0,02)

4,5 (0,04)




4.3 Espécies bacterianas

As formas bacterianas predominantes nas duas espécies de peixes foram de
bastonetes Gram negativos anaerébios facultativos (Figura 38; Figura 39) e anaerdbios
estritos, enquanto cocos, bastonetes Gram positivos anaerdbios facultativos e leveduras
foram encontrados em menor nimero. Uma lista parcial das espécies reconhecidas de
bactérias no intestino das duas espécies de Siluriformes, no reservatério da UHE do Funil e
no ambiente de rio a jusante do reservatério, € apresentada na Tabela 20. As espécies
bacterianas, anaerdbias facultativas, Pleisiomonas shigelloidis e Aeromonas hydrophila e,

as aerObias estritas, Fuso bacterium mortiferum foram as mais frequentemente encontradas,

independentemente das espécies.

5 mm

Figura 38. Fotomicrografia de coldnias (seta hachurada) de bactérias gram negativas do tipo bastonete
() de Pimelodus maculatus (detalhe)



5 mm

5 mm

5 mm

5 mm

Figura 40. Fotomicrografia de coldnias (seta hachurada) de bactérias gram negativas do tipo
bastonete (4) e bacilo (seta branca) de Hypostomus auroguttatus (detalhe acima).




Tabela 20. Lista parcial das espécies identificadas de bactérias aerdbias facultativas e
anaerdbias estritas no intestino de Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus
respectivamente.

) Hypostomus auroguttatus Pimelodus maculatus
ANAEROBIOS FACULTATIVOS Ambientes Ambientes
Reservatorio Rio Reservatorio Rio
1. Pantoea spp X
2. Photobacterium damsella X
3. Pseudomonas aeruginosa X
4. Edwardsiella tarda X X X
5. Pasteurella pneumoniae X X
6. Enterobacter sakazakii X
7. Edwarsiella tarda X
8. Serratia odorifera X X
9. Pseudomonas fluorescens X
10. Pleisiomonas shigelloidis X X X
11. Aeromonas hydrophila X X X X
12. Pseudomona aeruginosa X
13. Enterobacter cloacae X X
14. Vibrio fluviatis
15.Citrobacter freundii X
16. Morganella morganii X
17.Bordetella alcaligenes mor spp X
18. Nao fermentador spp X
) Hypostomus auroguttatus Pimelodus maculatus
AEROBIOS ESTRITOS Ambientes Ambientes
Reservatorio Rio Reservatorio Rio

1. Fuso bacterium mortifera X X X X




Comparando as espécies bacterianas nos dois ambientes da estacdo de inverno de
2006 — ndo alterado (reservatério da UHE de Santa Branca — SP) e alterado ( reservatodrio
da UHE do Funil — RJ) durante a estacdo de inverno de 2006 conclui-se que as espécies
bacterianas predominantes foram as anaerdbias facultativas - Pleisiomonas shigelloidis e

Aeromonas hydrophila e as aerdbias estritas - Fuso bacterium mortiferum (Tabela 21).

Tabela 21. Identificacdo das bactérias de Pimelodus maculatus dos dois ambientes, ndo
alterado (reservatério da UHE de Santa Branca — SP) e alterado (reservatério da UHE do Funil
— RJ) durante a estacdo de inverno de 2006.

Pimelodus maculatus Teste respiratorio Ambientes

Anaerobios Aerdbios

Espécie Bacteriana Facultativos Estritos Nao alterado Alterado

=
=

1. Pseudomonas fluorescences
2. Pseudomonas putita

3. Aeromonas hidrophilla*

>~

4. Pasteurella pneumonie

5. Pleisiomonas shigelloides *
6. Serratia sp

7. Serratia odorifera

8. Serratia liquefaciens

T T R S SIS

9.Kleisibiella ornithinolytica
11. Vibrio colerae

12. Vibrio mimicus

T T R I I ST o T T S

13. Vibrio vulcanis

14. Bacteroides distansonis X

XX X X

=
=

15. Fuso bacterium mortiferum*

16. Enterobacter sp X X

* bactérias mais abundantes




V - DISCUSSAO

Os bastonetes Gram-negativos e as bactérias anaerdbias estritas foram mais
abundantes que os bastonetes Gram positivos e anaerdbios facultativos em ambos
Siluriformes, no rio como no reservatdorio. Geralmente as formas bacterianas Gram
negativas estdo associadas com a producdo de carboidrases, enquanto as Gram positivas
produzem proteases (RAMIREZ & DIXON, 2003). Uma maior quantidade de bactérias
Gram negativas anaerdbias estritas foi encontrada por SILVA et al. (2005) em uma espécie
detritivora (Prochilodus argenteus), e os autores sugeriram que estas bactérias
desempenhariam um papel importante no processo de digestdo e absor¢dao dos nutrientes
pelos peixes, bem como na produgdo de vitaminas.

NELSON et al. (1999) ndao conseguiram isolar coldnias de bactérias anaerdbias
estritas nos loricarideos Panaque macus e Liposarcus sp em um meio de sais de extrato
basal de levedura com diversas fontes de carbono (glicose, celobiose, celulose cristalina,
manana, xilana), sendo que boa parte da atividade enzimdtica encontrada no intestino
desses peixes parece proveniente de bactérias aerObias e anaerdbias facultativas. A espécie
P. macus, detritivo — alimenta-se de madeira em decomposi¢do, necessitando portanto de
uma microbiota indigena que fornece enzima para a quebra de polimeros vegetais
recalcitrantes, levando assim a uma relagao simbidntica. Os resultados do presente trabalho
diferem marcadamente do descrito acima, o que poderia ser explicado pela maior
diversidade de meios de cultura utilizado aqui (8 diferentes meio de cultura, sendo 3
incubados em anaerobiose € 5 em aerobiose) quando comparado com o relato de NELSON
et al. (1999) (um tunico meio, com variacdo somente da fonte de carbono). Como
comentado por BARONI er al (2003), a eficiéncia de um estudo sobre a identidade e
funcdes dos componentes de microbiota associada a um hospedeiro depende do uso, na
metodologia, de um leque amplo de meios universais e seletivos permitindo isolar todos os
possiveis microorganismos presentes.

Os niveis populacionais maximos de bactérias observados no intestino de H.
auroguttatus foram de 6,14 log;o UFC/g no reservatério e 6,53 log;o UFC/g no rio. Esses
valores s@o similares aos encontrados em P. argenteus, uma espécie migradora e de habitos

reprodutivos marcadamente sazonais, com 6,81 log;p UFC/g no periodo reprodutivo sob



restricdo alimentar e 6,87 log;o UFC/g no periodo alimentar (SILVA et al., 2005). Essa
similaridade poderia ser explicada pelo mesmo tipo de regime alimentar apresentado pelos
dois peixes (detritivoros). Em P. maculatus, onivoro, os niveis populacionais intestinais
maximos foram mais altos com 7,67 log;o UFC/g no reservatoério e 8,03 log;o UFC/g no rio.
Contudo, essa diferenca observada de niveis populacionais entre peixes detritivoros e
onivoros foi inversa do esperado. A necessidade de uma contribuicdo simbidntica da
microbiota intestinal para a degradacdo de substratos recalcitrantes aliada ao tubo mais
comprido, no caso do primeiro regime alimentar deveriam ter conduzido a populacdes
bacterianas mais elevadas do que em P. maculatus. Com os resultados atualmente
disponiveis, ndo foi possivel explicar essa contradicao.

A variacdo do perfil em microrganismos no trato digestivo de peixes como
indicadores da condi¢cdo alimentar e de poluicdo foi avaliada por SYVOKIENE &
MICKENIENO (1999) que constataram que o nivel populacional variou entre as estacdes
do ano e entre as espécies, com a digestdo bacteriana sendo mais proeminente no periodo
alimentar intensivo (verao). Isto sugere uma producdo de enzimas digestivas pelos peixes
insuficientes para cobrir o fluxo aumentado de alimentos, sendo o déficit compensado pela
ampla capacidade enzimatica da microbiota.

Nos estudos feitos por ZANIBONI FILHO & SCHULZ (1999) sobre o ciclo de vida
dos peixes migratério do rio Uruguai constataram que as gonadas de individuos adultos de
P. maculatus, ocorrem entre setembro (primavera) e margo (outono) quando a temperatura
da dgua esta elevada, enquanto picos de desova ocorrem no inverno, provavelmente devido
as condicdes hidrolégicas, sendo que o periodo posterior a desova (julho-inverno)
corresponde a uma época de alimentacdo intensa. VAZ et al., (2000) afirmam que, nessa
ultima fase, P. maculatus alimentam-se de larvas bentdnicas de insetos, algas, moluscos,
peixes e fragmentos de vegetais, acumulando gordura, que depois serd utilizada na
maturagdo da gbénada, para a reproducdo no verdo. No presente estudo, correlacdes
consistentes ndao foram observadas entre essas fases reprodutivas e alimentares e a
microbiota intestinal.

SYVOKIENE & MICKENIENO (1999) afirmaram que se um peixe encontra-se em
condi¢des ambientais alteradas, a sua microbiota intestinal € a primeira a ser afetada. Tanto

em H. aurogutatus como em P. maculatus, diversas populacdes microbianas foram mais



elevadas quando os peixes vinham do rio em vez do reservatério. Como salientado na
Introdug@o, uma alteracdo ambiental com material organico (substratos para crescimento)
pode levar a um aumento das populacdes microbianas no intestino, tanto por elevacdo das
populacdes na dgua circundante como daquelas constituindo a microbiota indigena. J4 a
poluicdo por metais inibidores do crescimento poderia ter um efeito inverso sobre as
populacdes microbianas aldctones e autdctones. Portanto, a presenca de metais acumulados
no reservatério poderia ser a responsavel pelos niveis populacionais microbianos mais
baixos encontrados no intestino dos peixes provenientes deste ambiente. O rio Paraiba do
Sul € o principal formador do reservatério da UHE do Funil apos ter atravessado uma éarea
intensamente desenvolvida (grandes cidades e aglomeragdes urbano-industriais) onde
recebe altas cargas de sedimentos organicos e inorganicos AB’SABER & BERNARDES
(1958); ARAUJO (1996); TEIXEIRA et al (2005).

Ao que tudo indica espécies A. hydrophila e P. shigelloidis fazem parte da
microbiota indigena dos dois peixes. Essas espécies de bactérias Gram negativas,
anaerdbias facultativas foram também encontradas em P. argenteus (SILVA et al., 2005), e
de maneira geral em peixe de dgua doce (RINGO et al., 2003). Entre os géneros e espécies
bacterianos estudados em peixes, as enterobactérias sao consideradas como indigenas, mas
paradoxalmente, algumas sdao simultaneamente vistas como patégenas como P. shigelloidis,
Pantoea spp, E. sakazakii, S. odorifera e E. tarda. Segundo RUIZ (2001), todas as bactérias
infecciosas para peixes seriam aerobicas ou anaerdbias facultativas e raramente anaerdbias
estritas (Bacteroides).

Pimelodus maculatus no reservatério nao alterado (Santa Branca) apresentou
maiores niveis populacionais e morfotipos nas amostras intestinais quando comparados
com o ambiente alterado (reservatério da UHE do Funil). A razdo para este fato poderia ser
similar a aquela levantada acima para explicar as diferencas populacionais microbianas no
intestino das duas espécies de peixes coletados no rio e no reservatério. Alternativamente,
essa microbiota presente em menor quantidade em peixe vivendo em ambiente alterado,
pode qualitativamente apresentar vantagem para o hospedeiro. As amplas capacidades
cataliticas de enzimas produzidas por microorganismos podem aumentar a chance para o
peixe de adaptar-se a mudancas no substrato nutricional e assimilagdo de alimentos com

maior eficiéncia. SYVOKIENE & MICKENIENO (1999) reportaram que poluentes



oleosos ingeridos pelos peixes juntamente com seus alimentos podem ser degradados por
enzimas de microorganismos (bactérias que degradam hidrocarbonetos) presente no
intestino, e que peixes com microbiota apresentando essa adaptacdo tem maior

oportunidade e alta eficiéncia em tolerar poluicdo.

5. CONCLUSOES

1. Ambos os Siluriformes apresentaram maiores niveis populacionais de algumas
populacdes microbianas e seus nimeros de morfotipos nas amostras intestinais de peixes

provenientes da regido do rio quando comparadas com o reservatorio;

2. A espécie P. maculatus possui maiores niveis populacionais como de nimero de
morfotipos microbianos no seu conteddo intestinal quando comparado com H.
auroguttatus. Essas observacdes contraditérias em visto dos regimes alimentares das duas
espécies de peixes ndo tém explicacdes tomando em conta as informacdes disponiveis neste

ponto do estudo;

3. Nos dois tipos de peixes, as bactérias Gram negativas anaerdbias facultativas sao
dominantes no contetido intestinal, dado que concorda com o encontrado na literatura para
a maioria das espécies de peixes. Dentre deste tipo de bactérias, A. hydrophila e P.

shigelloidis foram as mais frequentemente identificadas.

4. Nos dois tipos de peixes, as bactérias Gram negativas anaerdbias estritas sao dominantes
no contetido intestinal. Dentre deste tipo de bactérias, Fuso bacterium mortifera foram as

mais freqiientemente identificadas.

5. Os niveis populacionais e morfotipos microbianos sdo mais elevados nas amostras
intestinais quando os peixes se encontram em ambiente menos alterado quando comparado

com ambiente alterado.
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CAPITULO V

ANA,LISE DE METAIS PESADOS EM DUAS
ESPECIES DE PEIXES SILURIFORMES DO
RESERVATORIO DA UHE DO FUNIL - RJ



RESUMO

DUARTE, Silvana. Analise de metais pesados em duas espécies de peixes Siluriformes
(Hypostomus auroguttatus e Pimelodus maculatus) no reservatorio da UHE de Funil,
RJ. 2007, f 220. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Biologia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

As concentragdes de Hg, Cd, Cu, Mn, Pb, Ni e Zn foram determinadas no tecido muscular e
no figado de duas espécies de peixes Siluriformes de diferentes habitos alimentares
(cascudo= Hypostomus auroguttatus, ili6fago; e mandi= Pimelodus maculatus, onivoro) no
reservatorio da UHE do Funil. Foram feitas comparagdes das concentragdes destes metais
entre as espécies, entre as estacdes do ano, e entre os ambientes do reservatorio e de rio
imediatamente a jusante. O objetivo foi testar a hipétese de que o reservatério funciona
como “filtro” decantando o material poluente que € introduzido pelo rio Paraiba do Sul. O
figado, apresentou maiores concentragdes de metais do que o musculo, uma indicacdo de
exposicdo recente dos dois peixes aos poluentes e de que este 6rgdo funciona como
seqiiestrador e removedor destes, através da corrente sanguinea. Diferencas significativas
das concentragdes no tecido muscular e hepatico entre as duas espécies estudadas foram
detectadas apenas para o Cd, com valores significativamente maiores para H. auroguttatus
e para o Cu, apresentou maiores valores para P. maculatus. As variagdes sazonais nas
concentracdes de metais no musculo foram pouco evidentes, embora uma tendéncia de
maiores valores na primavera tenham sido detectadas para Ni no musculo de ambas as
espécies, para Cu em H. auroguttatus e para Cd para o P. maculatus. O figado foi menos
eficiente do que o musculo para estabelecer comparagdes entre os ambientes e estacdes do
ano, uma vez que nenhuma diferenca significativa na concentracdo de metais entre os
ambientes foi encontrada através da andlise do figado. Por outro lado, as concentragdes de
metais no musculo diferiram para vérios tipos metais, tanto entre os dois sistemas (rio vs.
reservatorio) e entre as estacoes do ano. Nao foram observadas suficientes diferencas na
concentracdo de metais entre os ambientes do reservatorio e do rio (jusante do reservatorio)

que pudesse corroborar o possivel efeito de “filtro” pelo reservatorio.

Palavra chave: metais pesados, Siluriformes, reservatério, sazonalidade



ABSTRACT

DUARTE, Silvana. 220 f. Analisis Heavy metals in two Siluriformes in UHE of the
Funil reservoir and Paraiba do Sul river (jusant'reservoir). Thesis (Doctorate in
Animal Biology, Biological Sciences) - Institute of Biology, UFRRIJ, Seropédica, RJ,
2007.

Concentrations of heavy metals Hg. Cd, Cu, Mn, Pb, Ni and Zn were determined in
muscles and liver determined of two Siluriformes species of different feeding habits
(Hypostomus auroguttatus, iliophague; and Pimelodus maculatus, omnivore) in Funil of
UHE of reservoir. Comparisons of pollutants concentrations were performed between
species, seasons, and the systems reservoir and the river downstream the dam aiming to test
the hypothesis that the reservoir acts as a “filter” decanting the pollutant brought by the
river. The liver, as expected, showed higher concentration than muscles, and indications of
recent exposure of fishes to pollutants, and that it works as pollutant sequestering,
removing them from the blood stream. Significant differences in concentration in muscles
and liver tissues between the two species were detected for Cd, with higher significant
values for H. auroguttatus and for Cu, that showed higher values for P. maculatus.
Seasonal variation in metal concentration in muscles were not evident, although a tendency
for higher values in Spring were detected for Ni in muscles of both species, for Cu in H.
auroguttatus and for Cd in P. maculatus. The liver was less efficient than muscles to detect
comparisons among the two systems and seasons, since no difference in metal
concentration were found through liver analyses. On the other hand, metal concentration in
muscles differed in several metals types, between the systems (river vs. reservoir) and
among seasons. It was not found enough differences in metal concentration between the
systems reservoir and river (downstream reservoir) that could corroborate the role of

“filter” by the reservoir.

Key words: Heavy metals, Siluriformes, reservoir, sazonality



1. INTRODUCAO

O rio Paraiba do Sul é barrado formando o reservatério da UHE do Funil numa 4rea
proxima ao limite do trecho médio-superior e médio-inferior (sensu AB’SABER &
BERNARDES, 1958), ap6s receber efluentes de um trecho onde esse rio percorre
municipios com grandes adensamentos populacionais e parques industriais, como Sdo José

dos Campos e Taubaté, no vale paulista do rio Paraiba do Sul.

O efeito “filtro” € esperado para reservatérios que recebem poluentes (material
particulado em suspensdo) dos rios tributdrios que os barram. Os poluentes associados a
esses solidos em suspensdo sdo transportados pelos rios até o reservatdrio, onde gragas a
diminui¢do da velocidade da 4gua tendem a se depositar e acumular no fundo destes
ambientes, muitas vezes ficando indisponiveis para os ciclos biolégicos, depositados no
sedimento, ndo sendo incorporados por outros componentes da biota. Nestes casos, a dgua
liberada a jusante do reservatdrio tende a ser de melhor qualidade do que a dgua do préprio

reservatorio.

Metais pesados, como o mercirio t€m sido registrados historicamente, desde o
episddio da Bafa de Minamata (SMITH & SMITH, 1973) como causador de grandes
influéncia no homem. De uma maneira geral a assimilacdo eficiente e acumulagdo de
metais via ingestdo alimentar dependem de fatores bioldgicos diversos que sdo especificos

de cada espécie e de cada tipo de metal (NI ez al., 2000).

No presente trabalho a hipdtese do reservatério da UHE do Funil atuar como
decantador natural de poluentes € testada através da avaliagdo dos niveis de metais de duas
espécies de peixes Siluriformes (o cascudo - H. auroguttatus e o mandi - P. maculatus) que
possuem ampla distribuicdo neste corpo hidrico e elevada tolerancia a baixas condi¢des
ambientais. Como poluentes, foram analisados alguns metais pesados que poderiam estar se
acumulados no figado ou no musculo dos peixes. Caso os peixes no reservatério acumulem
maior quantidade de metais do que aqueles a jusante da barragem, o efeito filtro do
reservatorio serd corroborado. Caso nio haja diferengas na concentracdo dos metais entre
os peixes do reservatério e do rio a jusante, este efeito nao serd corroborado. Caso os peixes

da jusante do reservatorio apresentaram maiores concentracoes do que os peixes do



reservatorio (resultado ndo esperado) levantar-se-4 a hipétese de que tais metais sejam
incorporados pelos peixes em locais de polui¢do a jusante mais distantes, tal como as
localidades de Barra Mansa e Volta Redonda, pdlos industriais localizados cerca de 20
km(s6?) a jusante da barragem do reservatério da UHE do Funil, ou que as fontes de
contamina¢do poderiam ser outras, como o sedimento transportado a jusante junto com as
operacdes de limpeza das turbinas, que sao descartados a jusante da barragem através do

canal de fuga.

Os peixes analisados neste estudo tém hdbitos alimentares diferentes, tendo o
cascudo uma alimentagdo diretamente associada ao fundo da coluna d“dgua, indicado pela
boca em forma de ventosa que adere as pedras e/ou ao substrato, sugando o mais material
vegetal em decomposicdo e algas epiliticas (perifiticas). Enquanto o mandi possui a boca
em posicdo frontral e se alimenta nas proximidades do fundo, porém menos diretamente
dependente do substrato e com hébitos onivoros com tendéncia a carnivoria, ingerindo uma
maior gama de alimento tanto de origem animal como de origem vegetal, com tendéncia a

carnivoria.

A tendéncia a carnivoria do mandi faz com que tenda a acumular metais transferidos
ao longo da cadeia alimentar enquanto o cascudo tem uma dieta mais dependente do
sedimento (onde os metais se acumulam) ingerindo os metais, presentes no material vegetal
e no sedimento junto com por¢des do sedimento ou matéria organica do fundo. Espera-se,
portanto, que o cascudo tenha acumulado mais metais se os mesmos estiverem mais
disponiveis nas camadas mais superiores do sedimento. Por outro lado, o mandi poderia
acumular mais outros metais pela sua posi¢do tréfica mais elevada e os metais que

estiverem sendo acumulados e transferidos ao longo da cadeia alimentar.

Estudo envolvendo concentracdoes de metais como o cddmio (Cd), cobre (Cu),
chumbo (Pb), manganés (Mn), mercudrio (Hg), niquel (Ni), zinco (Zn) em parte comestivel
de peixes visando para avaliar possiveis riscos a saide t€ém sido amplamente realizados. O
sedimento é o deposito principal de poluentes nos ambientes represados. CHANG et al.,
(1998) demonstraram claramente a relagdo entre contaminagdo de sedimento e diminui¢io

da satde de peixes bentdnicos e demersais



A entrada de poluentes nestes sistemas aqudticos tem vdrias origens; nao s6 dos
esgotos industriais e domésticos que s@o langados diretamente nos rios, mas também da
dgua de lixiviagdo dos solos e dos fertilizantes pesticidas e outros produtos quimicos
utilizados na agricultura. A entrada destes poluentes pode ser continua ou sazonal, com
tendéncia a ser maior no periodo de chuvas, quando uma maior quantidade de material
aloctone € introduzida no sistema. Neste caso, deveria haver uma tendéncia de maior
concentracdo de metais na biota durante o periodo do verdo, quando maiores cargas desses

poluentes seriam introduzidas no sistema.

Dois tecidos tém especial importancia quando se avalia eventuais exposi¢cdes dos
peixes a poluentes como os metais pesados: o figado e o musculo. O acimulo de metais no
figado indica uma exposicdo mais recente, uma vez que este 6rgdo estd associado com
processos metabolicos desses poluentes e outros varios processos fisiologicos. Os metais
que ndo sdo capturados pelo figado permanecem no sangue e sdo acumulados com varios
tecidos, incluindo o muscular que é um indicador de exposi¢cdo de médio a longo prazo de
acumulagdo e representa uma importante fonte de exposi¢ao de metais para as populagdes
humanas. Foram analisados os principais metais com maior probabilidade de estarem

incluidos nos principais poluentes desta regiao: Hg. Cd, Cu, Mn, Pb, Ni e Zn.

HIPOTESES E FATORES A SEREM TESTADOS: A hipétese a ser testada de que o
reservatorio funciona como “filtro de poluentes” serd examinada, através da avaliacdo da
avaliacdo da concentragdao de metais em peixes do reservatorio e em peixes do trecho de rio
a jusante do reservatorio. Adicionalmente, serdo avaliadas para cada espécies, variagcdes na
possivel acumulacdo de metais em funcao da sazonalidade, do hédbito alimentar (carnivoro-

proximo do fundo vs. iliéfago/algivoro- diretamente associado ao fundo).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral



Determinar os niveis de metais no tecido muscular e hepatico de H. auroguttatus e P.
maculatus e eventuais variacdes sazonais e espaciais (reservatério da UHE do Funil vs. rio

Paraiba do Sul a jusante do reservatdrio).

Objetivos Especificos

1. Determinar os niveis de metais cddmio, cobre, chumbo, manganés, mercurio, niquel e
zinco no tecido muscular e hepético;
2. Comparar a concentracao destes poluentes entre as espécies, os sistemas reservatorio/rio,

e entre as estacdes do ano.

3 - MATERIAL E METODOS

Os peixes foram coletados trimestralmente entre o inverno de 2003 e primavera de
2004, usando redes de espera. Duas espécies em dois diferentes niveis tréficos foram
examinados estudados: H. auroguttatus — iliéfago/algivoro e P. maculatus — onivoro com
tendéncia a carnivoria.

Dois tecidos foram examinados para avaliar a eventual concentragdo dos seguintes
metais: Cd, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb e Zn: 1) Musculo — tecido onde o metal se acumula e via
de acesso ao homem através da alimentacdo; e 2) Figado — para verificar exposi¢oes
recentes efeitos do ambiente e associacdes com processos metabolicos. Os tecidos foram
retirados dos peixes em campo, acondicionados em sacos plasticos zipado, transportados
em isopor com gelo para o laboratério, onde foram mantidos congelados até o momento da
andlise. A andlise de mercurio total e andlise das concentracdes totais de cddmio, cobre,

chumbo, manganés, mercurio, niquel e zinco estdo no protocolo do ANEXO 3.

3.1 Analises Estatisticas

As comparacdes das concentragdes de metais para cada espécie de peixe entre os
dois sistemas (reservatorio e rio) e estagdes do ano, foram feitas com Andlise de Variancia
mono fatorial. Utilizou-se o teste “a posteriori” de Tukey toda vez que foram encontradas

diferencas significativas.



4. RESULTADOS

4.1. Masculo

4.1.1. Peixes analisados

O ndmero total de amostras de misculo de peixes foi feito considerando o
somatério dos machos e fémeos de cada espécie em conjunto, tanto para o ambiente de
reservatorio como o ambiente de rio a jusante da barragem, embora o nimero de fémeas
tenha sido sempre bem superior ao nimero de machos (Tabela 1). Também o ndmero de
amostra variou de acordo com o tipo de metal analisado e com o ambiente, tendo sido
amostrado muito mais peixes do reservatério do que do rio. Um ndmero minimo de 9
individuos de H. auroguttatus foi analisado para o rio (Cu, Mn, Ni e Zn), e de 22 para o
reservatorio (Hg). Foram analisados um minimo de 11 individuos de P. maculatus para o

rio e 23 para o reservatdrio, ambos para andlise de Pb (Tabela 22).

Tabela 22. Nimero de amostras de tecido muscular examinados de H. auroguttatus e P.
maculatus analisadas quanto a presenca de metais pesados.

Hypostomus auroguttatus |

Reservatorio Rio
Metal Macho Fémea Total Macho Fémea Total
Cd 8 21 29 3 9 12
Cu 13 20 33 2 7 9
Pb 6 23 29 2 13 15
Mn 12 20 32 2 7 9
Hg 2 20 22 1 10 11
Ni 11 20 31 2 7 9
Zn 12 23 35 2 7 9
Pimelodus maculatus
Reservatorio Rio
Metal Macho Fémea Total Macho Fémea Total
Cd 5 22 27 3 12 15
Cu 4 22 26 3 10 13
Pb 3 20 23 2 9 11
Mn 3 25 28 3 17 20
Hg 2 30 32 1 12 13
Ni 2 22 24 2 13 15
Zn 5 28 33 4 15 19




4.1.2. Comparacoes entre as espécies

Quando comparou-se as concentracdes de metais do tecido muscular entre as duas
espécies de peixes analisadas, foram detectadas apenas para o Cd, com valores
significativamente maiores para H. auroguttatus e para o Cu, que apresentou maiores
valores para P. maculatus. Os demais metais ndo apresentaram diferencas significativas

entre as duas espécies (Tabela 23).

4.1.3. Comparacoes entre ambientes e estacoes do ano

A Figura 40 e tabela 24 apresentam as concentracdes médias dos metais analisados
(cddmio, chumbo, cobre, manganés, niquel e zinco) no misculo das duas espécies
estudadas e as comparagdes entre os sistemas (reservatério e rio) e entre as estacdes do ano.
Apesar de terem sido feitas amostragens trimestrais do inverno de 2003 a primavera de
2004, em algumas estacdes do ano ndo foram obtidas amostras para andlise, portanto as
comparagdes sazonais nem sempre incluiram todas as estagdes, tendo sido feitas

principalmente no ano de 2004.

Tabela 23 Comparagdo dos niveis de metais pesados no tecido muscular das espécies. Os

valores em negritos destacam as diferengas significativas (p<0,05)

Variaveis F (p)* Diferencas Significativas
Cadmio 5,0 (0,02) H. auroguttatus > P. maculatus
Cobre 4,29 (0,04) P. maculatus > H. auroguttatus
Chumbo -
Manganés - s
Merctirio - s
Niquel - e
Zinco - e
*p - denota estatisticamente diferenca significativa de cada metal (p<0,05)




Cadmio: Nenhuma das duas espécies apresentou di
ferencas significativas entre os dois sistemas (reservatério e rio). Sazonalmente, apenas o
mandi apresentou diferencgas significativas, com maiores concentracdes na primavera e

menores no outono.

Chumbo: Nenhuma diferenca foi detectada no tecido muscular entre os dois ambientes
nem entre as estacoes do ano, embora uma tendéncia de maiores valores tenham sido

detectados para o mandi no reservatdrio na primavera.

Cobre: Valores significativamente mais elevados foram encontrados apenas para o mandi
no reservatério. Para o cascudo, foram encontrados concentragdes de Cu em todos as
estacdes do ano, com maiores valores na primavera, sem diferencas significativas entre os

dois ambientes.

Manganés: P. maculatus apresentou diferencas entre os ambientes, com valores
significativamente mais elevados no rio, sem diferencas entre as estacdes do ano. Por outro
lado, H. auroguttatus ndo apresentou diferencas significativas entre os ambientes, porém

foram registrados maiores valores no verao.

Niquel: Valores significativamente maiores foram encontrados para o mandi no
reservatorio. Sazonalmente, ambas as espécies apresentaram maiores concentracdes na

primavera.

Zinco: Em ambas as espécies ndo foram registradas diferencas nem entre os dois

ambientes, nem entre as estacdes do ano.
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Tabela 24. Valores de F e significancia para comparagdes da concentracdo de metais
pesados no musculo entre ambientes e estacdes do ano para as duas espécies de peixes.
Valores em negritos — diferencas significativas (p<0,05)

Siluriformes Variaveis

F (p)

Diferencas Significativas

Miusculo entre Zonas

Cadmio
Cobre
Chumbo
Manganés
Mercurio
Niquel
Zinco

Hypostomus auroguttatus

Cadmio
Cobre
Chumbo
Manganés
Merctrio
Niquel
Zinco

Pimelodus maculatus

4,23 (0,04)
4,21 (0,04)

5,40 (0,02)

Miisculo entre Estacoes do Ano

Cadmio
Cobre
Chumbo
Manganés
Merctrio
Niquel
Zinco

1. Hypostomus auroguttatus

3,08 (0,03)
6,4 (0,00)

8,7 (0,00)

Cadmio
Cobre
Chumbo
Manganés
Mercurio
Niquel
Zinco

2. Pimelodus maculatus

4,4 (0,0)

8,4 (0.00)
7,8 (0,00)

Out > Ver > Prim >Inv
Prim > Ver > Inv = Out

A figura 41 e a tabela 24 apresentam, as concentragdes médias de mercurio analisado no

musculo das duas espécies e as comparagdes espacial e temporal. As diferencas

significativas foram encontradas apenas entre as estagdes do ano para o mandi, cujos

maiores valores foram registrados no outono.
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Figura 41. Anélise de merctrio em musculos de Hypostomus auroguttatus (A) e Pimelodus
maculatus (B) na regido 1éntica e 16tica do reservatério da UHE do Funil - RJ



4.2. Figado

4.2.1. Peixes analisados

O ndmero de amostras do figado dos peixes, a exemplo do musculo, foi obtido
considerando o somatério dos machos e fémeos de cada espécie em conjunto, tanto para o
ambiente de reservatorio como para o rio a jusante da barragem, embora que o nimero de
fémeas tenha sido sempre bem superior ao nimero de machos (Tabela 25). O ndmero de
amostra variou de acordo com o tipo de metal analisado e com o ambiente, tendo sido
amostrado um nimero maior de peixes do reservatério do que do rio. Um ndmero minimo
de 1 individuo de H. auroguttatus foi analisado para o rio (Pb), tendo esta amostra sido
desconsiderada nas comparagdes, € um nimero minimo de 8 para o reservatorio (Hg e Ni).
Foram analisados uns minimos de 6 individuos de P. maculatus para o rio (Cd, Pb e Hg) e

de 14 para o reservatorio (Pb) (Tabela 25).

Tabela 25. Nimero de amostras do tecido hepético examinadas em H. auroguttatus e P.

maculatus para andlise de metais pesados.

Figado de Hypostomus auroguttatus

Reservatorio Rio
Metal Macho Fémea Total Macho Fémea Total
Cd 3 7 10 1 1 2
Cu 3 9 12 1 1 2
Pb 3 7 10 - 1 1
Mn 4 8 12 --- --- -
Hg 8 8 1 4 5
Ni 4 4 8 -_— 2 2
Zn 5 9 14 1 1 2
Figado de Pimelodus maculatus
Reservatorio Rio
Metal Macho Fémea Total Macho Fémea Total
Cd 4 14 18 2 4 6
Cu 4 14 18 1 6 7
Pb 2 12 14 3 3 6
Mn 2 18 20 1 7 8
Hg 1 15 16 6 6
Ni 3 18 21 1 7 8
Zn 3 22 25 3 12 15




4.2.2. Comparacao entre as espécies

Diferencas significativas das concentracdes de metais no tecido hepdtico das duas
espécies estudadas foram detectadas apenas para o Cd, Cu e Hg, tendo o Cd apresentado
valores significativamente maiores para H. auroguttatus enquanto o Cu e o Hg, que
apresentaram maiores valores para P. maculatus. Os demais metais ndo apresentaram

diferencgas significativas entre as duas espécies (Tabela 26).

Tabela 26. Comparacio dos niveis de metais pesados no tecido hepético entre as espécies.
Valores em negritos — diferengas significativas (p<0,05)

Variaveis F (p) Diferencas Significativas
Cadmio 14,2 (0,00) H. auroguttatus > P. maculatus
Cobre 5,2 (0,02) P. maculatus > H.auroguttatus
Chumbo - e
Manganés S
Mercirio 4,6 (0,03) P. maculatus > H.auroguttatus
Niquel - e
Zinco - e

4.2.3. Comparacoes entre ambientes e estacoes do ano

A Figura 42 / Tabela 27 apresentam as concentragdes médias e as comparagdes
entre os sistemas (reservatorio e rio) e entre as estagdes do ano dos metais no musculo das
duas espécies estudadas. Apesar de terem sido feitas amostragens trimestrais do inverno de
2003 a primavera de 2004, em algumas estacdes do ano nao foram obtidas amostras para
andlise, portanto as comparagdes sazonais nem sempre incluiram todas as estacdes, tendo
sido feitas principalmente no ano de 2004.

A grande maioria das comparagdes entre os ambientes e as estagdes do ano nao
apresentaram diferencgas significativas nas concentracdes dos metais estudados. Nenhum
metal apresentou diferenca significativa entre os dois ambientes (reservatdrio e rio) para
ambas as espécies. Sazonalmente, apenas o cascudo apresentou diferencas significativas,
com maiores valores no verdo para Hg (Figura 43; Tabela 27), P. maculatus apresentou

maiores valores no inverno para Cu e Pb.
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Tabela 27. Valores de F e significancia para comparagdes da concentracdo de metais
pesados no figado entre os ambientes e as estagdes do ano para as duas espécies de peixes.
Valores em negritos — diferengas significativas (p<0,05)

Siluriformes Variaveis F (p) Diferencas Significativas

Figado entre Ambientes

Hypostomus auroguttatus Cadmio - e
Cobre -
Chumbo -
Manganés - s6 amostrado no reservatorio
Merctirio -
Niquel e —
Zinco e —

2. Pimelodus maculatus Cadmio e —
Cobre S

Chumbo -

Manganés e —

Mercurio -

Niquel - e

Zinco e

Figado entre as Estacées do Ano

1. Hypostomus auroguttatus Cadmio - e
Cobre -
Chumbo -
Manganés -
Merctirio 13,79 (0,00) Ver > Inv > Prim
Niquel -
Zinco e —

2. Pimelodus maculatus Cadmio -
Cobre 3,26 (0,05) Inv > Prim > Out
Chumbo 7,11 (0,00) Inv > Prim > Out
Manganés -
Mercurio P
Niquel - e
Zinco P




4.1. Comparacoes entre os tecidos

As concentragdes dos metais, como era de se esperar foram sempre maiores no
figado do que no musculo, para quase todos os metais analisados, indicando uma
exposicao recente a esses poluentes. Excecdo feita apenas para o Hg, em ambas as
espécies estudadas e do Pb para o cascudo que ndo apresentaram  diferencas

significativas nas concentragdes entre os dois tecidos analisados (Tabela 28).

Tabela 28. Valores de F e significdncia para comparacdes da concentracdo de metais
pesados entre o figado e o musculo das duas espécies de peixes. Valores em negritos —
diferencgas significativas (p<0,05)

Siluriformes Variaveis F (p) Diferencas Significativas
1. Entre Misculo e Figado de H. auroguttatus
Cadmio 44,7(0,00) figado > musculo
Cobre 8.4 (0,00) figado > musculo
Chumbo - e
Manganés 30,4 (0,00) figado > musculo
Mercirio S
Niquel 5,99 (0,01) figado > musculo
Zinco 96,44 (0,00) figado > musculo
2. Entre Musculo e Figado de P.maculatus
Cédmio figado > musculo
Cobre 12,52 (0,00) figado > musculo
Chumbo 7,12 (0,00) musculo > figado
Manganés 24,64 (0,00) figado > musculo
Mercirio S
Niquel 5,07 (0,02) figado > musculo

Zinco 158,50 (0,00) figado > musculo




5-DISCUSSAO

O figado, como era de se esperar, apresentou maiores concentragdes de metais
do que o miusculo, sendo uma indicacdo de exposicdo recente das duas de peixes a esses
poluentes. Embora poucas excecdes tenham sido registradas, como o caso do Hg
(ambas as espécies) e do Pb (cascudo) que ndo apresentaram diferencas nas
concentracoes entre os dois tecidos. Estes resultados estdao bem dentro das expectativas
e isto foi reportado por LAUREN & MCDONALD, 1987 in MAZON et al., (2002) que
afirmaram que a tendéncia de um musculo branco acumular metais s6 ocorre quando a
capacidade maxima de armazenamento no figado € alcancada; também foi reportado
que o figado é um 6rgdo no qual as metalotioninas estdo presentes, as quais sao
proteinas que se ligam aos metais, removendo-os da corrente sanguinea, o que pode
resultar em acimulo destes metais nas células dos tecidos desse 6rgdo. Adicionalmente,
WAGNER & BOMAN (2003) reportam que o figado é um 6rgdo cujas concentracdes
de metais sao elevadas, uma vez que age como agente seqiiestrador de varios metais.

No presente estudo, indica¢Oes de variacdo sazonal nas concentracdes de metais
no musculo foram pouco evidentes, embora uma tendéncia de maiores valores na
primavera tenham sido detectadas para niquel no musculo de ambas as espécies, para
cobre no H. auroguttatus e para cddmio para o P. maculatus. PHILIP (1980)
monitorando peixes em ambientes com altas concentragdes metais reportou o inverno e
inicio de primavera como pico das contaminacdes (periodo em que o crescimento
diminui) e baixas concentragdes no final do verdo (periodo em que o crescimento
aumenta). JOYEUX et al., (2004) encontrou em peixes da Baia de Vitdria, que as
maiores concentragdes de Cd e Pb ocorreram no verdo, quando as dguas sao mais
quentes e menos salgadas. De acordo com MANCE (1987) a entrada de metais ndo-
bioacumulante que nao se acumulam em organismos € geralmente positivamente
correlacionada com a temperatura, devido o aumento da taxa de metabolismo. Outras
varidveis importantes podem estar associadas a sazonalidade no reservatério da UHE do
Funil, como as maiores entradas de material al6ctone no verdo devido a maior
intensidade de chuvas. Aguas de lixiviacdo poderiam neste periodo carrear maior
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quantidade de poluentes para o sistema, quanto a temperatura é mais elevada. As



tendéncias encontradas de maiores concentracdes na primavera ndo corroboram esta
hipétese.

Tanto para o tecido muscular como para o tecido hepatico, as concentragdes de
Cd foram maiores para H. auroguttatus do que para P. maculatus, com o reverso desta
situacdo ocorrendo para o Cu. Outros metais ndo apresentaram diferengas nos tecidos
quando as duas espécies foram comparadas com excecdo de maiores concentragdes de
Hg no figado de P. maculatus. MAZON et al. (2002) reportou que concentracdes de Cu
no musculo de Prochilodus scrofa, uma espécie detritrivora tem sido relativamente
baixa, mesmo que outros Orgdos mais expostos como branquias e sangue tenham
apresentado elevada concentracdo. No presente trabalho as concentracdes de Cd foram
maiores no H. auguttatus, uma espécie iliéfaga e de posi¢do mais baixa na cadeia
alimentar, sugerindo que este metal estd sendo armazenado em algas epiliticas da zona
mais alta do reservatorio, onde esta espécie € mais abundante. E a principal fonte desse
metal para o peixe deve ser a ingestdo de sedimento. CROTEAU et al (2005) afirmaram
que maiores concentra¢des deste metal ocorre em niveis tréficos mais elevados, pois 0s
organismos comem presas ricas em Cd (CROTEAU, 2005).

O figado foi menos eficiente do que o musculo para estabelecer comparagdes
entre os ambientes e estacdes do ano, uma vez que nenhuma diferenca na concentragao
de metais entre os ambientes foi encontrada através da andlise do figado. Por outro lado,
as concentragdes no musculo diferiram em vérios metais, tanto entre os dois sistemas

(reservatorio e rio) e entre as estacdes do ano.

O Mn, que é um macroelemento apresentou concentracoes mais elevadas no
musculo de H. auroguttatus no verdao e no ambiente de rio a jusante do reservatorio em
P. maculatus podendo estar associado a fontes de poluentes naturais (sedimento rico em
Mn) e a¢des antrdpicas (agricultura e manutencao das turbinas das usinas). Estas fontes
de poluicio de Mn foram encontradas por OYEWALE & MUSA (2006), em

Oreochromis niloticus e Chrysicthys auratus em reservatorios africanos.

Nao foram observadas diferencas evidentes na concentracdo de metais entre os
ambientes do reservatdrio e do rio (jusante do reservatério) que pudesse corroborar o
possivel efeito de “filtro” pelo reservatério. Nenhuma diferenca foi encontrada entre o
ambiente de reservatério (maior expectativa de concentracdo) e o ambiente de rio a

jusante do reservatério (menor expectativa de concentra¢io) para metais no musculo ou



no figado de H. auroguttatus. Também ndo foram detectadas diferencas em quais dos
metais no figado de P. maculatus entre os dois ambientes. Apenas o Cu e Ni foram
maiores no musculo de P. maculatus no reservatério, e Mn foi maior no musculo de P.
maculatus no ambiente de rio. Esta falta de padrdes levam a sugerir que tanto o
reservatorio como o rio a jusante do reservatorio apresenta condi¢cdo ambiental

semelhante no que se refere a concentragao de metais nos tecidos dos peixes analisados.

6 — CONCLUSAO

1.0 figado em geral apresentou maiores concentracdes de metais do que o misculo,

uma indica¢@o de exposicao recente dos dois peixes aos poluentes;

2. Indicacdes de variacdo sazonal nas concentracdes de metais foram pouco evidentes
embora uma tendéncia a maiores na primavera (final da estacdo de seca) tenham sido
detectados para Niquel no musculo de ambas as espécies e Cu para o H. auroguttatus e

Cd para P. maculatus;

3. O miusculo e o figado do cascudo apresentaram maiores concentragdes de Cd,
enquanto o mandi apresentou maiores concentragdes de Cu e Hg, quando as duas

espécies foram comparadas;

4. O figado foi menos eficiente do que o musculo para estabelecer comparacdes entre 0s
ambientes e estacoes do ano; 4.Ndo foram observadas diferencas evidentes na
concentracdo de metais entre os ambientes do reservatério € do rio (jusante do

reservatorio) que pudesse corroborar o possivel efeito de “filtro” pelo reservatdrio.
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V II - CONSIDERACOES FINAIS

Os dois peixes selecionados para realizar avaliacdo da qualidade ambiental do
reservatorio Funil, no rio Paraiba do Sul, sdo espécies Siluriformes de ampla
distribuicdo na bacia, e com adaptagdes ao ambiente bentdnico, sendo diretamente
associado (H. auroguttatus) ou proximamente relacionado (P. maculatus) com o fundo,
além de apresentarem a capacidade de suportar ambientes varidveis e estressados. Estas
caracteristicas fazem dos mesmos espécies aptas para estudos desta natureza.

P. maculatus foi a espécie mais abundante de toda a ictiofauna, distribuindo-se
em todos as zonas do reservatorio (superior, intermedidrio e inferior) bem como no
trecho de rio a jusante do reservatdrio, onde apresentou as maiores abundancias
relativas. Também esta espécie, por sua ocorréncia no reservatorio de Santa Branca, um
ambiente oligotréfico relativamente bem conservado, quando comparado com o
eutréfico reservatério de Funil, serviu para estudos comparativos entre os dois
reservatorios. Apresenta hibito alimentar oligotréfico.

H. auroguttatus é uma espécie mais associada ao substrato rochoso, ao qual
adere através de sua boca em forma de ventosa e se alimenta de algas epliticas e
materialorganico, principalmente de origem vegetal. Foi mais abundante durante o
periodo em que o reservatorio apresenta melhores condicdes ambientais
(outono/inverno), se concentrando nas formagdes rochosas da zona alta, com pequena
representatividade na zona baixa (remanso). Apresenta estdmago com funcdo
respiratoria / digestiva e um dos mais longos intestino dentre todos os teledsteos.
Apresenta hébito alimentar iliéfago. Os Centros Melano-Macrofagicos-CMM, grandes e
pouco numerosos, ocorreram em H. auroguttatus (melanina — cor marrom)
independente da exposi¢do a metais pesados (Cu, Cd e Zn), enquanto em P. maculatus
(hemosiderina — cor amarela) coincidiram com maiores exposicdo e estes metais,
principalmente o Zn.

Maior atividade enzimdtica ocorreu no intestino de ambas as espécies, quando
comparado com estdmago e figado, sendo sempre maior em H. auguttatus, um reflexo
do intestino adaptado para digestdao de material vegetal, apesar do baixo metabolismo
desta espécie indicado por seu hdbito residente. A elevada abundancia do nivel

populacional e morfotipos de anaerdbios estritos possivelmente serve como barreira aos



patégenos (enterobactérias) permitindo uma boa adaptacdo desta espécie ao ambiente
alterado do reservatorio de Funil. Esta espécie apresentou maior atividade enzimatica
(glicosidase) no inverno, quando foram menores os niveis populacionais e morfotipos
da microbiota, periodo de melhores condi¢des ambientais no reservatorio.

P. maculatus tendeu a apresentar maior atividade enzimdtica no verao no
ambiente do reservatdério, enquanto no rio apresentou maiores niveis populacionais e
morfotipos, principalmente no outono. A glicosidase foi maior no figado no ambiente
alterado (reservatério de Funil) quando comparado com um ambiente oligotréfico
(Reservatorio de Santa Branca) enquanto a microbiota indigenas apresentou o padrdo
oposto, sendo maior no ambiente nao alterado, coincidindo com maiores abundancias de
bactérias anaerdbias estritas, o que pode estar indicando microbiota mais desenvolvida
nos ambientes menos alterados.

Estudos multidisciplinares como este, utilizando componentes da ictiofauna
visando detectar padrées ao longo de gradiente ambientais em sistemas aquaticos
represados, ainda sdo raros. Torna-se, portanto, necessdrio a continuidade de tais
trabalhos visando detectar relacdes mais consistentes de causa-efeito, o que pode
constituir importantes subsidios para os gerenciadores destes sistemas visando a

conservagao ambiental.



ANEXOS



ANEXO 1

Capitulo II — Anatomo-histologia do sistema digestorio de dois peixes Siluriformes

no reservatorio de Funil - R]J

Técnicas histologicas de rotina

Os orgaos do sistema digestério (esdfago, estdmago, intestino, figado e
pancreas) foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool (70, 80, 95%,
absoluto I e absoluto II); a regido cefélica e o tubo digestivo foram diafanizados em
xilol-dlcool (50%) e xilol (I e II). Em seguida, impregnados e incluidos em parafina.
Foram feitos cortes semi-seriados por meio de microtomo Spencer, modelo CUT 4055
11, com 5 um de espessura.

Os cortes foram submetidos as técnicas rotineiras de desparafinizacdo e
hidratacio (HUMASON,1972), tendo sido corados pelos seguintes métodos:

a) Técnica de coloracdo Hematoxilina-Eosina para estudos panoramicos de rotina;

b) Técnica de coloracio Acido periédico+Schiff — PAS, para descrever as células
mucosas e caliciformes

c) Técnica de coloracio Azul de Alcian ou Alcian Blue que atua tanto em
mucopolissacarideos como em glicoproteinas (mucinas)

d) Técnica de coloracdo Tricromico de Gomori para visualizar as fibras da musculatura ,

fibras coldgenas, tecido conjuntivo

Descricao das técnicas de coloracao
Ap6s a fixagdo em liquido de Bouin, inclusdo em parafina e a microtomia, foram

os cortes histolégicos submetidos as seguintes técnicas:

1. Técnica de coloracdao de Hematoxilina — Eosina (MALLORY, 1938)
1) Desparafinizacdo das laminas em trés banhos de xilol — 2 minutos em cada
2) Hidratagao em série decrescente de alcool (100%,95%,90%,80% e 50%) 2 minutos

em cada



3) Hidratacdo em dgua destilada — 2 minutos
4) Coloragao pela Hematoxilina de Delafield — 2 minutos
5) Lavagem em dgua corrente — 5 minutos
6) Lavagem rdpida em dgua destilada
7) Coloragdo pela eosina - 1 minuto
8) Lavagem rdpida em agua destilada.
9) Desidratacdo em série crescente de dlcool — 2 minutos em cada.
10) Diafanizacdo em dois banhos de xilol — 2 minutos em cada.
11) Montagem das laminas e laminulas com Entelan (Merck).
RESULTADO: Nucleos celulares sdao corados em azul escuro; citoplasma, fibras

coldgenas, fibras musculares e eritrécitos corados em réseo.

2. Técnica de coloracio pelo Acido periédico Schiff -PAS (McMANUS, 1948)
1) Desparafinizacao das 1aminas em trés banhos de xilol — 2 minutos em cada
2) Hidratagcao em série decrescente de dlcool (100% a 50%)- 2 minutos em cada
3) Hidratacdo em édgua destilada — 2 minutos
4) Acido periédico a 1% — 10 minutos
5) Lavagem em dgua corrente — 5 minutos
6) Lavagem rdpida em dgua destilada
7) Imersao em reativo de Schiff — 10 minutos
8)Lavagem em 4gua corrente — 5 minutos
9) Coloracdo pela Hematoxilina de Delafield — 1 minuto
10) Lavagem em 4gua corrente — 5 minutos
11) Lavagem rdpida em dgua destilada
12) Desidratacdo em série crescente de alcool (90%, 95%, absoluto I, I e III) — 2
minutos em cada
13) Diafanizacdo em dois banhos de xilol — 2 minutos em cada
14) Montagem das laminas e laminulas com Entelan (Merck)
RESULTADOS - Esta reacdo indica a presenca de hexoses, deoxioses e
hexosaminas, constituintes de glicosaminoglicanas neutras; as glicosaminoglicanas
acidas ndo sao revelados, embora possuam, em sua molécula, residuos de &cidos

urdnicos com grupamentos vic-glicéis.



3. Técnica de coloracao pelo Azul de alcian (LEV & SPICER, 1964)
1) Desparafinizacao das 1aminas em trés banhos de xilol — 2 minutos em cada
2) Hidratagcao em série decrescente de dlcool - 2 minutos em cada
3) Hidratacdo em dgua destilada — 2 minutos
4) Lavagem em solucao tampao fosfato pH 2,5 — 2 minutos
5) Coloracao pelo azul de alcian pH 2,5 — 2 horas
6) Lavagem em dois banhos de solucao tampao fosfato pH 2,5 — 2 minutos em cada
7) Lavagem em dgua corrente — 5 minutos
8) Lavagem rdpida em 4dgua destilada
9) Desidratagdo em série crescente de dlcool (90%, 95%, absoluto I, II e III) — 2 minutos
10) Diafanizacdo em dois banhos de xilol — 2 minutos em cada
11) Montagem das laminas e laminulas com Entelan (Merck)
RESULTADOS: O azul de alcian, que é uma ftalocianina cuprica, em pH=2,5
cora os grupamentos carboxilas e age como forte cationte, atraindo grupos anidnticos da

molécula dos glicosaminoglicanas acidas, através de forcas eletrostéticas.

4. Técnica de coloracao Tricromico de Gomori (GOMORI, 1952)
11) Desparafinizacao das laminas em trés banhos de xilol — 2 minutos em cada
2) Hidratagcao em série decrescente de alcool (100%,95%,90%,80% e 50%) 2 minutos
3) Hidratacdo em édgua destilada — 2 minutos
4) Coloragdo pela Hematoxilina de Delafield - 3 minutos
5) 10) Lavagem em 4gua corrente — 5 minutos
6) Lavagem rdapida em dgua destilada
7) Coloragdo pelo Tricromico de Gomori por 15 minutos
8) Diferenciacdo em dgua acidificada (4cido acético 0,2%)
9) Lavagem rdpida em dgua destilada
10) Desidratacdo em série crescente de dlcool (90%, 95%, absoluto I, II e III) — 2
minutos em cada
11) Diafanizacdo em dois banhos de xilol — 2 minutos em cada
12) Montagem das laminas e laminulas com Entelan (Merck)
RESULTADOS: Fibras coldgenas coradas em verde, nicleo em azul e fibras

musculares em vermelho, epitélio cinza violdceo.



ANEXO 2

Capitulo III - Atividade enzimatica em duas espécies de peixes Siluriformes no

reservatorio de Funil, R]J

1. Solucoes de atividade com especificidade de tripsina

As solugdes utilizadas para o teste de atividade amidésica (ensaio de especificidade para
enzimas semelhantes a tripsina) foram: a) Solucao de BApNA (N-benzoil-D,L-arginina-
4-nitroanilida, PM= 435) a 5 mmol/L em dioxano (Dissolver 21,8 mg de H,N

BApNA em 10,0 mL de DMSO); b) Tampao Tris-HCI1 a 0,1 mol/L, pH 8,0

+

NH

contendo CaCl, a 20 mmol/L; ¢) Solucao de acido acético a 60%

. BApNA Q
Ensaios : LN 0
H
Antes do ensaio propriamente, as amostras foram descongeladas e os NH

microtubos foram centrifugados durante 15 min a 14000 rpm para mais uma etapa

de eliminagdo de material particulado. O ensaio enzimético foi iniciado pela

adicao de 900 microlitros de tampao Tris-HCI a 0,1 mol/L, pH 8,0 contendo CaCl, a 20 No
mmol/L a um microtubo do tipo Ependorf. Em seguida, adicionou-se 50 microlitros da
solugdo de BapNA e procedeu-se a 37 °C durante 10 minutos. Foram entdo
acrescentados 50 microlitros do extrato de tubo digestivo de peixe e incubado
novamente a 37 °C durante 10 minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 250
microlitros de solu¢do de dcido acético a 60%; as amostras nos microtubos foram
centrifugadas durante 15 min a 14000 rpm e conduzidas a leitura no espectrofotometro
a410 nm.

2. Solucoes de atividade com especificidade de quimotripsina HO

As solucdes utilizadas para o teste de atividade amidésica (ensaio de

especificidade para enzimas semelhantes a quimotripsina foram: a)

Ir=z

Solucdo de BTpNA (N-benzoil-L-tirosina-4-nitroanilida, PM= 405) a NH



1,0 mmol/L em dimetilsulf6xido-DMSO (Dissolver 2,03 mg de BTpNA em 5,0 mL de
DMSO); b) Tampao Tris-HCI a 0,1 mol/L, pH 8,0 contendo CaCl, a 20 mmol/L; c)

Solugdo aquosa de dcido acético a 60%.

Ensaio
Antes do ensaio propriamente, as amostras foram descongeladas e os microtubos

foram centrifugados durante 15 min a 14000 rpm para mais uma etapa de eliminacao de

material particulado. O ensaio enzimético foi iniciado pela adi¢do de 900 microlitros de

tampao Tris-HCI a 0,1 mol/L, pH 8,0 contendo CaCl, a 20 mmol/LL HQ a um
microtubo do tipo Ependorf. Em seguida, adicionar 50 microlitros do extrato
de tubo digestivo de peixe e incubado novamente a 37°C durante 10
minutos (RETIRAR JD). Foram entdo acrescentados 50 0 N o
microlitros do extrato de tubo digestivo de peixe e incubar a H . 37
°C durante 10 minutos. A reacdo foi interrompida pela

BTpNA

adicao de 250 microlitros de solucdo de dcido acético a 60%; as amostras nos
microtubos foram centrifugadas durante 15 min e foi conduzida a leitura no NO,

espectrofotometro a 410 nm.

3. Solucoes de atividade com especificidade beta-glicosidasica
NO,
As solucdes utilizadas para o teste de atividade amiddsica (ensaio de

especificidade para enzimas semelhantes a glicosidase) foram: a) Solucao de
glicopiranosideo de 4-nitrofenila a 30 mmol/L em dioxano; b) QH
Tampao Citrato a 0,2 mol/L, pH 6,0; ¢) Tampao glicina a 0,5 9)
mol/L, pH 10,0. H OH 9) @)

OH
Ensaio GLICOPIRANOSIDEO
Antes do ensaio propriamente, as amostras foram descongeladas e os microtubos
durante 15 min a 14000 nm para mais uma etapa de eliminac¢do de material particulado.
O ensaio enzimdtico foi iniciado pela adicao de 900 microlitros de tampao Citrato a 0,2
mol/L, pH 6,0 a um microtubo do tipo Ependorf. Em seguida, adicionaram-se 50

microlitros da solucdo de glicopiranosideo de 4-nitrofenila e procedeu-se a 37 °C



durante 10 minutos. Foram entdo acrescentados 50 microlitros do extrato de tubo
digestivo de peixe e incubou-se a 37 °C durante 10 minutos. A reac¢do foi interrompida
pela adicao de 500 microlitros de solu¢do de tampao glicina a 0,5 mol/L, pH 10,0; 7)
foram centrifugar as amostras nos microtubos durante 15 min a 14000 rpm e foi

conduzida a leitura dos sobrenadantes no espectrofotometro a 400 nm (absortividade

molar de 1700 a pH6,0, 400 nm).

3.2.4 Dosagem de proteinas totais

As proteinas totais dos extratos estomacais, intestinais e hepdticos foram
medidas pelo método de Lowry (1953). Os valores de atividades enzimdticas foram
obtidos pelas respectivas concentragdes de proteina para a obteng¢do de resultados de

atividade especifica.

ANEXO 3

Capitulo V - Analise de metal pesado em duas espécies de peixes Siluriformes no

reservatorio de Funil, RJ.

Analise de Mercirio total

Para a andlise de merctrio total foram pesados 0,4 g de tecido fresco em balanca
analitica (Mettler Toledo — AB 204) em tubos de ensaio apropriados e etiquetados.
Paralelamente ao processo foram empregadas amostras com valores certificados (Dorm-
2).

Os tubos com as amostras foram colocados em estantes € em banho-maria a
60°C e, em seguida adicionou-se 1ml de per6xido de hidrogé€nio. Apds 15 minutos
adicionou-se 3 ml de solu¢do de sulfinitrica (dcido sulfirico e dcido nitrico 1:1) para a
mineralizacdo total das amostras. Esperou-se por cerca de 1 hora até a completa
digestdo resultando em uma solucdo clara e transparente. Apds a solugdo esfriar
adicionou-se 5 ml de permanganato de potdssio a (5%) e aqueceu-se novamente durante
15 minutos. Esta solucdo permaneceu em repouso por uma noite € no dia seguinte foi

adicionada essa solu¢do 1 ml de solucdo de cloridrato de hidroxilamina (12%) para se



iniciar o processo de reducdo dos reagentes oxidantes. Logo apds as amostras foram
colocadas em tubos de falcon de 15 ml , onde o volume final foi aferido para 10 ml com
agua Milli-Q.

A curva analitica foi construida a partir das seguintes concentracdes: 10; 20; 30
ppm de Hg. A quantificagdo do Hg foi feita com um sistema de fluxo de injecdo de
mercirio FIMS — 100 (Perkin Elmer). No espectrofotometro, o mercurio inorganico
Hg* ¢é reduzida a Hg % onde o agente redutor € uma solugdo de borohidreto de sédio

(0,3%) e hidroxido de sédio (0,5%), que circula pelo gerador de vapor frio.

Analise das concentracoes totais de cadmio, cobre, chumbo, manganés, mercirio,
niquel e zinco.

Uma quantidade de 2,5 - 3,0g de cada amostra, tomadas em duplicatas, foi
pesada em balanca analitica (Mettler Toledo — AB 204). Paralelamente a todo o
processo foram analisadas amostras de padrdo cerficado (Dorm -2). Em seguida foram
secas nas estufa (Fanem — Retilinea) a 100°C durante 24 horas e ao final deste processo
foram novamente pesadas para obten¢do da massa seca. A seguir, foram calcinadas em
forno mufla T. Milley — Termotécnica a 420° C até a calcinag@o total. Colocou-se vidro
de relégio para tampar os béqueres e evitar possiveis contaminagdes.

Ao término da calcinacdo, as amostras foram pesadas e levadas a placa quente a
100°C, dentro de uma capela, onde iniciou-se a digestdo dcida com adi¢do de 5 ml da
solucdo de dgua régia (dcido nitrico e 4cido cloridrico 3:1). Apds evaporacdo da solugdo
acida, ressuspendeu-se o analito com 5 ml de 4cido cloridrico fumegante concentrado
(PA). Apds a evaporagdo desta solugdo, ressuspendeu-se o analito com uma solucdo de
acido cloridrico 0,1 N em volume preciso (10 ml). As amostras foram armazenadas em
geladeira até o momento de analise.

A leitura foi realizada no espectrofotometro de absorcdo atdmica com chama
Varian — AA — 1475. Para determinagao de cada um dos metais foi realizada uma curva-
analitica (ug/ml): a) chumbo: 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0; b) cobre, cddmio, manganés e niquel:
1; 2; 3 e 4; ¢) zinco: 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6. Os padrdes para curva foram diluidos em HCl
IN a partir de uma solugao padrao estoque de 1000 (ug/L) da Merck.



