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RESUMO

A medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnolégica de intervir na
natureza, surgem os conflitos quanto ao uso do espaco, dos recursos e da
disposicdo dos residuos no ambiente. Metais no meio aquatico podem ser
bioacumulados por organismos ou passivamente a partir da agua, por absorcao
facilitada. Bioindicadores sédo definidos como qualquer resposta a um contaminante
ambiental ao nivel individual, medidos no organismo ou matriz biolégica, indicando
um desvio do status normal que ndo pode ser detectado no organismo intacto. O
Geophagus brasiliensis € uma espécies nativa de peixe do Brasil, e vem sendo
utilizado para avaliar niveis de contaminagdo dos recursos hidricos. Parametros
bioquimicos como avaliacdo da acetilcolinesterase, carbonilacdo de proteinas e
espécies reativas ao acido tiobarbiturico tem sido relatado como indicadores de
ambientes contaminados por metais pesados. Parametros hematol6gicos também
vém sendo utilizado para avaliacdo de alteracées na biota aquatica. O objetivo de
nosso estudo € avaliar o Geophagos brasiliensis como biomarcador aquatico
ambiental em areas contaminadas por mineragdo. O sangue dos animais foi
coletado via puncao cardiaca enquanto os animais estavam vivos; essas amostras
foram homogeneizadas junto ao anticoagulante EDTA. Para avaliagdo da atividade
da contaminacdo dos recursos hidricos,foram utilizados o figado do G.brasiliensis,
onde foi avaliado a atividade da acetilcolinesterase, carbonilacdo de proteinas,
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. O estudo apresentou que a presenca de
metais pesados intere de forma significativa na producdo de eritrocitos totais e
formacao da proteina carbonil do bioindicador. A variacao da producao de TBARs e
acetilcolinesterase nao sofreram influencia com relagdo a presenca dos metais no
meio. Esses dados nos sugerem que alguns metais sdo capazes de influenciar de
modo significativo na presenca, distribuicdo e bioacumulacdo dos mesmos nos
o6rgaos de bioindicadores de qualidade ambiental. Novos estudo ainda séo
necessarios para compreender o mecanismo desses metais e seus eventuais riscos

a saude da biota.

Palavras-chave: Carbonilacao de proteinas; Hematologia; Geophagus brasiliensis;
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1 INTRODUCAO

1.1 MEIO AMBIENTE E AMBIENTES AQUATICOS

A medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnoldgica de
intervir na natureza surgem os conflitos quanto ao uso do espaco, dos recursos e da
disposicdo dos residuos no ambiente. Como consequéncia da industrializagéo,
houve a disponibilizagdo de uma grande diversidade de produtos quimicos
potencialmente téxicos e a geracao de residuos em quantidade significativamente
prejudicial ao ambiente (ZAGATTO, 2006).

O aumento da atividade antrépica no planeta esta intimamente associado
ao crescimento da demanda energética. Esta crescente necessidade de energia faz
com que maiores quantidades de combustiveis fosseis sejam explotadas e
consumidas. O carvao mineral por meio da termeletricidade e pelo uso em caldeiras
industriais mostra-se como uma forma de suprimento desta caréncia energética
(ZANCAN-FILHO, 2002). O uso do carvdao como fonte energética em usinas
apresenta alto potencial poluidor que se manifesta desde a mineracdo, o
beneficiamento e, principalmente, na sua combustao (CERUTTI, 2002).

A intensificacdo produtiva dos ultimos anos pela expansao da economia
nacional, a atividade mineradora e seus processos proporcionaram um complexo
dinamismo econdmico, e que nestes desenvolvimentos antrépicos demonstraram
uma ameaca a manutencao dos ecossistemas regionais, bem como na qualidade de
vida e qualidade ambiental na regidao sul se Santa Catarina (MILIOLI, 1999). Dentre
0s impactos ambientais relacionados a mineragao de carvao, o mais agravante deles
certamente € a poluicdo dos mananciais hidricos das regides proximas as jazidas,
onde o mineral é explorado (ORTIZ, 2002).

Os corpos d’agua constituem o meio receptor final dos impactos sofridos
no ambiente. Esses impactos sao detectados em varios niveis que vao desde
alteracdes hidrolégicas até mudancas profundas na qualidade quimica com reflexos
na biota. Além da parte quimica, os sedimentos de fundo recebem, por precipitacao,
grande parte de carga poluente com modificagées tanto na natureza fisica como de
composicao quimica (ALMADA, 2002).
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Ambientes aquaticos sao complexos e diversos, incluindo varios tipos de
ecossistemas, tais como rios, riachos de agua doce, lagos, estudrios, aguas
costeiras e oceanicas, cada qual apresentando caracteristicas bibticas e abioticas
distintas (BUFFLE; DE VITRE, 1994).

A contaminacado dos ecossistemas aquaticos vem sendo causada por um
namero crescente de poluentes que, uma vez despejados no ambiente, se
distribuem e interagem de acordo com suas caracteristicas e com as condicées do
meio receptor, sendo sujeitos a transformacdes quimicas (hidrolises), fisicas
(fotdlises) e biolégicas (decomposicao), podendo atingir niveis mais altos da cadeia
tréfica por meio da bioacumulacdo (BERGMAN; PUGH, 1994).

Nas ultimas décadas, o aumento populacional e o consequente aumento
das atividades industriais vém contribuindo para o agravamento dos problemas
ambientais, principalmente com respeito a preservacdo das aguas superficiais e
subterraneas (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004). O significativo
impacto global na saude humana, gerada pela poluicdo por metais pesados sao de
grande interesse publico (BASHA et al, 2008) uma vez que a mineracdo de metais
pesados e fundicdo produz a contaminagdo do ar, agua e solo, que pode ser
transferido para biota através da cadeia alimentar (CHANEY, 1989).

1.2 EXTRACAO DE CARVAO

O carvao mineral € uma rocha sedimentar combustivel, formada a partir de
determinados vegetais que sofreram soterramento em bacias originalmente pouco
profundas. Fatores como a pressdo, a temperatura, a tecténica e o seu tempo de
atuacao, determinaram a carbonificacdo gradativa da matéria vegetal original, que
sofreu modificagdes significativas com a perda de O, e H>O e enriquecimento em
carbono (BRASIL, 1987).

No Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, a
combustdo do carvao € uma importante fonte emissora de material particulado, e a
concentracdo dos elementos gerados durante a queima depende da composicao
quimica do carvao original (SANCHES, 1987). A mineracdo de carvao a céu aberto é
uma das principais formas de degradacdo ambiental na regido sul de Santa
Catarina, que sao provenientes das lavras de minas e dos rejeitos de carvao
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(LUNARDI NETO, 2008) que, consequentemente, podem gerar efluentes aos cursos
d’agua, através das descargas de drenagem &cida, onde geralmente, os valores de
pH, podem variar na faixa entre 1,5 e 4,0 e, com elevada concentracao de ferro, e
além de niveis significativos de outros metais pesados (LAUS et al, 2006).

LUNARDI NETO (2008) destaca a mineracao de carvao a céu aberto como
uma das principais formas de degradacdo ambiental na regido sul de Santa
Catarina. Os altos niveis de acidificagcao resultantes da oxidagdo da pirita podem
provocar dissolucdo de minerais aluminossilicatados, elevar a concentracdo de
metais, como aluminio, ferro, manganés, cobre niquel e zinco, a niveis téxicos, e
acelerar as perdas de calcio e magnésio (CAMPOS; ALMEIDA; SOUZA, 2003).

Em geral, a mineracdo provoca um conjunto de efeitos ndo desejados que
podem ser denominados de externalidades. Algumas dessas externalidades séo:
alteracbes ambientais, conflitos de uso do solo, depreciagdo de imoveis
circunvizinhos, geracdo de areas degradadas e transtornos ao trafego urbano
(BITAR, 1997).

1.3 METAIS PESADOS E BIOINDICADORES

Metais no meio aquatico podem ser bioacumulados por organismos ou
passivamente a partir de agua, ou por absorcdo facilitada (Figura 1). Metais
essenciais sdo mantidos por ligacdo a moléculas organicas com uma variedade de
sitios bioquimicos onde funcionam principalmente como catalisadores para induzir

ou aumentar a atividade enzimatica (REGAN, 1993).
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Figura 1 - Diagrama esquematico das possiveis dire¢des de movimentos e destino dos
metais depois de absorvidos no sangue dos peixes (modificado de Heath, 1995).
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Excrecio

Bioindicadores sao definidos como qualquer resposta a um contaminante
ambiental ao nivel individual, medidos no organismo ou matriz biolégica, indicando
um desvio do status normal que nao pode ser detectado no organismo intacto. Ou
seja, sao medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas sobre
0 organismo completo, que indicam, em termos bioquimicos, celulares, fisioldgicos,
compartimentais ou energéticos, a presenca de substancias contaminantes ou a
magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS, 2002).

O estudo dos componentes biolégicos em peixes tem sido utilizado como
bioindicador de qualidade ambiental. Substancias téxicas lancadas no ambiente por
acOes antrdpica fazem com que estes interajam com o organismo vivo, provocando
alteracoes que podem gerar graves desequilibrios ecoldgicos (ARIAIS et al, 2007).

Relatos de diversos estudos de campo sobre bioacumulacdo de metais
em peixes que vivem em aguas poluidas mostraram que quantidades consideraveis
podem ser depositadas nos tecidos dos peixes sem causar mortalidade (JEZIERKA,
2006).

Embora muitos metais sejam essenciais para a manutencdo da vida,
todos os metais sdo toxicos em concentracoes elevadas, porque causam estresse
oxidativo pela formagdo de radicais livres (KHAYATZADEH, 2010). JOSEPH E
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SRIVASTAVA (1993) realizaram um trabalho sobre concentracées de mercurio na
agua, sedimentos e peixes do Ennore estuario durante o periodo de 1982-1983. O
estudo mostrou que a absorcdo de mercurio por peixe era de cerca de 400 vezes
maior do que a prépria agua.

Metais essenciais em elevadas concentracdes pode ter efeitos subletais
de toxicidade para alguns organismos ou consequéncias letais para os outros. Além
disso, os metais em concentracdes deficientes podem ter efeitos adversos a saude
assim, os metais podem ter um duplo limite toxico ao organismo (RAINBOW, 2007)
A inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) tem sido amplamente utilizado em animais
aquaticos para diagnosticar a exposicdo a compostos inibidores da colinesterase
(PEAKALL, 1992)A inibicdo da acetilcolinesterase esta documentada como um alvo
de bioindicador especifico para avaliagdo de exposicdo de organismos aquaticos
(WESS, 1958). A inibicdo provoca uma acumulacdo de acetilcolina nas sinapses,
gerando disfungcédo neuronal, que pode resultar na morte do organismo (PEAKALL,
1992). A inibicao da AChE esta diretamente ligada a mecanismos de agao toxica de
pesticidas organofosforados e carbanatos (DE LA TORRE et al, 2002, STEFANO et
al, 2008). No entanto, um crescente numero de estudos tem evidenciado que a
atividade da AChE pode ser afetada por outras classes de pesticidas, metais
pesados e outras misturas de contaminantes (LIONETTO et al, 2003; MORAES et al,
2007; FONSECA et al, 2008).

A avaliagdo da atividade enzimatica, em bioindicadores, além de
demonstrar que a exposigdo excessiva possui significado clinico ou toxicoldgico
préprio, pode estar associado a um efeito ou uma disfuncado do sistema biolégico
avaliado (AZEVEDO; CHASIN, 2003). Peixes tém demonstrado serem sensiveis a
pequenos niveis de contaminantes no meio aquatico (POWERS, 1989; WALKER,
1985). Recentemente, o estresse oxidativo e alguns parametros das defesas
antioxidantes de peixes e enzimas de biotransformacao de peixes € moluscos tém
sido utilizados como biomarcadores de poluicdo da agua (ADANS, et al,1991).

Todos os organismos aerébicos dependem do oxigénio no ambiente para
producédo de energia e desta forma manutencado da vida. No processo de formacao
de adenosina trifosfato (ATP), as moléculas de oxigénio sdo reduzidas a agua pelos
complexos que compdem a cadeia respiratéria, podendo formar varios produtos do
metabolismo do oxigénio chamados espécies reativas do oxigénio (EROs)
(MASELLA et al, 2005; LUSCHAK, BAGNYUKOVA, 2006).
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Quando os organismos sao expostos a contaminantes, a producdo EROs
pode aumentar, prevalecer sobre sua degradagado e levar a situagdo de estresse
oxidativo (LUSCHAK, BAGNYUKOVA, 2006). LIVINGSTONE (2001) revela que
muitos contaminantes aquaticos como benzeno e bromobenzeno e metais como
aluminio, mercurio, cadmio e cromo poder estimular a producéo de EROs e resultar
em danos oxidativos aos organismos aquaticos.

Duas perturbagdes bioquimicas resultantes do estresse oxidativo sao a
peroxidacéo lipidica e a formacao de proteina carbonil (ALMROTH et al, 2005). No
processo de peroxidacado lipidica, sdo formados varios produtos de degradacao
lipidica como malondiadeido (MDA) e outros aldeidos. O MDA é bem caracterizado
por ser um produto da oxidagdo de acidos graxos polinsaturados podendo agir com
0 acido tiobarbiturico (TBA) produzindo um intermediario colorido (TABARS) que é
usado para quantificar a peroxidagao lipidica (ROMEO et al, 2000; ALMROTH et al,
2005).

O processo de peroxidacao lipidica influencia a fluidez das membranas e
também a integridade de biomoléculas associadas a membrana como proteinas e
colesterol (ALMROTH et al, 2005), os lipidios de membrana altamente oxidados,
podem atuar sobre proteinas proximas causando a formacdo de um excesso de
proteinas carboniladas (DALLE-DONNE et al, 2003). A formacdo de proteinas
carboniladas € um processo irreversivel que causa mudancgas conformacionais,
decréscimo na atividade catalitica em enzimas e pode resultar na quebra de
proteinas devido ao fato de estas moléculas estarem mais susceptiveis a acao de
proteases (ALMROTH et al, 2005).

A investigacdo do conteudo de proteina carbonil nas células &€ um
biomarcados de estresse oxidativo muito utilizado em humanos (PARVEZ,
RAISUDDIN, 2005).

O desenvolvimento de biomarcadores a partir do estudo de respostas
biol6gicas de organismos aos poluentes tem fornecido ferramentas bioquimicas
essenciais para a implementagao de programas de monitoramento de contaminante
exposicao e/ou efeitos (MONTEIRO et al, 2005).

Orgdo como gdnadas, 0ssos e cérebro podem concentrar altos niveis de
metais enquanto os musculos, em comparagdo com outros tecidos, apresentam
niveis geralmente baixos (JEZIERSKA; WITESKA, 2006).
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Os estudos sobre hematologia de peixes de clima temperado tiveram
inicio no século passado com as observacbes de GULLIVER em 1845 sobre
eritrécitos (ORIA, 1932). Os primeiros relatos sobre leucécitos foram mais tardios,
somente nos primérdios do século passado, com as informacdes de Drzerwina em
1905, 1909, 1911 e de Jordan em 1926 (ELIS, 1977).

No Brasil, o estudo de variaveis hematoldgicas de teledsteos teve inicio
com as observacdes de ORIA (1932), que descreveu caracteristicas morfoméricas
de eritrocitos em 24 espécies de cinco familias de teledsteos fluviais brasileiros. A
partir da década de 60 tais estudos foram retornados com algumas observacées em
peixes marinhos (PITOMBEIRA et al, 1968; PITOMBEIRA; MARTINS, 1970).

A andlise dos padrées sanguineos fornece subsidios importantes para o
auxilio do diagnéstico e progndstico de condicbes de morbidade em populacdes de
peixes (HINES; YASOUV, 1970; BLAXHALL; DAISLEY, 1973; MOISEENKO, 1998).
Apesar da grande importancia da hematologia ainda é escassa a informacao literaria
sobre tele6steos. HOUSTON (1997) estima que de 50 a 100 novas contribuicdes sao
publicadas anualmente. Porém, essas contribuicbes tem origem em diferentes
paises e torna-se infinita quando se considera a diversidade biologica existente na
zona intertropical onde se situa o Brasil (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

Os peixes sao desprovidos de medula 6ssea e de linfonodos; assim os
tecidos mieloides e linfoides estao, geralmente, associados no mesmo érgao, sendo
o tecido linfoide de maior ou menor complexidade de acordo com a posigao do peixe
na escala filogenética (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). A hematopoiese sofre
influencia de diversos fatores bioldégicos e ambientais (ALVAREZ-PELLITERO,
PINTO, 1987). Alteragdes no meio ambiente sdo capazes de produzir estresse
interferem na atividade hematopoiética. A agua com pH alcalino induz reducéao do
namero de eritrécitos e de neutréfilos maduros no rim e no bacgo, enquanto
hemoblastos linféides e os reticulécitos aumentam com o grau de acidez e com o
tempo de exposicao (DHEER et al, 1987).

O sangue do peixes teledsteos é formado por eritrocitos, leucdcitos e
trombdcitos, podendo ser essa a ordem de producdo ou nao. FIJAN (2002) estima
que em um peixe de 120 g a producao diaria de células sanguineas € da ordem de
10",

Os eritr6citos maduros sdo as células mais numerosas no sangue. A

funcdo dessas células consiste no transporte do oxigénio e do gas carbdnico,
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desempenhado pelo seu papel principal, a hemoglobina (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004). O hematécrito também acompanha o aspecto evolutivo do peixe.
Menores valores ocorrem em peixes mais primitivos da escala evolutiva, nos de
ambiente [éntico, nos sedentério e nos bentbnicos. J& os maiores valores ocorrem
em espécies marinhas pelagicas (LARSON et al, 1976) e ativas (RAMBHASKAR,;
SRINISA-RAO, 1987).

Figura 2: sumario esquematico das diversas fases de Maturagdo da linhagem
eritrocitaria em peixes teleésteos. Adaptado de MAHAJAN, BEER (1980), MAITI et al (2000)
e TAVARES-DIAS; MORAES (2004).

Os estudos hematoldgicos das diferentes espécies de peixes sdo de
interesse ecoldgico e fisioldgico. Esses estudos auxiliam na compreensao da relagao
entre as caracteristicas sanguineas, a filogenia, a atividade fisica, o habitat e a
adaptabilidade dos peixes ao ambiente (LARSON et al,1976; RAMBHASKAR,;
SRINISA-RAO, 1987). Variagbes intra e interespecificas ocorrem nas variaveis
eritrocitarias de tele6steos marinhos de zona temperada (LARSON et al,1976), da
zona glacial (WELL et al ,1980) e entre teledsteos dulciaquicolas de valor econémico
de zona temperada e tropical.



18

O Geophagus brasiliensis € uma espécies nativa de peixe do Brasil com
escamas, da familia dos Cichlidae e ordem dos Perciformes Segundo NOMURA
(1984) é uma espécie omnivora que se adapta muito bem nas regides de aguas
quentes e frias, sendo encontrada em quase todos os rios e lagos do Brasil.

Estudos na regido de criciima vém demonstrando o G. brasiliensis como
bioindicador de ambientes desestabilizados pela atividade de mineracao e descarga
de residuos. No estudo realizado por SILVEIRA (2009), os dados obtidos mostraram
que, mesmo esses animais sendo expostos experimentalmente a drenagem acida
de mina, ndo houve toxicidade aguda, contudo, observaram efeitos genotoxicos nas
amostram, causados possivelmente pelos contaminantes quimicos da area.

Também utilizando G. brasiliensis, o estudo de BRUCHCHEN (2008)
mostrou indices significativos de fragmentacdo de DNA em células sanguineas,
tendo tido observado também os danos ao figado do animal. CONSTANTINO (2007)
mostrou, ao estudar a peroxidacao lipidica e carbonilagdo de proteina em G.
brasiliensis, que quando expostos a acdo de agrotoxicos esses animais obtiveram
um aumento significativo.

Em um estudo mais recente, realizado em 2011, foram encontrados niveis
elevados de aluminio, ferro, manganés e zinco em musculo de G. brasiliensis e em
analises de sedimentos dos acgudes préximos ao Rio Sangdo, no municipio de
Forquilhinha, Santa Catarina (DA SILVA, 2011).

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial do G. brasiliensis como bioindicador aquatico ambiental

em areas que sofreram derrames de aguas contaminadas por metais pesados.

1.1.2 Objetivos especificos

v' Avaliar os niveis de acetilcolinesterase no figado de G. brasiliensis como
bioindicador aquatico ambiental em areas que sofreram derrames de aguas
contaminadas por metais pesados;
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v' Quantificar os niveis de hemacias no sangue de G. brasiliensis como
bioindicador aquatico ambiental em areas que sofreram derrames de aguas
contaminadas por metais pesados;

v" Avaliar os niveis de carbonilacdo de proteinas no figado de G. brasiliensis
como bioindicador aquatico ambiental em areas que sofreram derrames de
aguas contaminadas por metais pesados;

v Avaliar os niveis de TBARS no figado de G. brasiliensis como bioindicador
aquatico ambiental em areas que sofreram derrames de aguas contaminadas

por metais pesados.
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2 MATERIAS E METODOS

2.1 LOCALIZAGCAO DA AREA DE ESTUDO

A area destinada ao estudo baseia-se em dois corpos d'agua, nas
proximidades da bacia do rio Sangdo, onde um dos agudes €& banhado
constantemente com as aguas do rio Sangao (acude 1), enquanto que o outro nao
(acude 2). Coordenadas UTM 22 J (SAD 69) 652707 E e 6817020 N.

O rio Sangao situa-se ao sul da rodovia Gabriel Arns, préximo ao limite
intermunicipal com Criciima, na divisa com o municipio Forquilhinha, na regido da
AMREC, extremo sul de Santa Catarina (Fig. 3). Os acgudes de onde foram
realizados a coleta das amostras estao dispostos a margem direita do rio Sangao,
nas terras de propriedade particular do senhor Martins Picolo, morador do bairro Sdo
José, rua Sao Jose.

Figura 3: Localizagdo espacial do municipio de Forquilhinha e Criciuma em Santa Catarina,
bem como da regido onde se encontram os dois agudes. Com base no mapa de localizagao
do municipio de Criciima. Fonte:

if
if

Criciima

Forquilhunha

Localizagao de Criclumae Forquithinha em Santa Catarkina,

(';-: -4: _'n-fl-}-l ” LY Localizagho do Municipio de Criciima ¢ Forquilhinhg
Km0 50 0 Kim, A
. Escala Geafica ¢ .

Fonte: CEGEO e IPAT (2007).
A Figura 4 demonstra a foto aérea da propriedade do senhor Martins e os dois
acudes onde o estudo foi realizado.
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Figura 4: Corpos d’agua presentes na propriedade do Sr. Picolo, em imagem de satélite
referente ao ano de 2009. Fonte: Google

ACUDE 02

Fonte: Google maps, 2012.

2.2 MODELO ANIMAL

Foram utilizados 10 animais da espécie G. brasiliensis (Quoy & Gaimard,
1824), organizados em dois grupos, 0s provenientes do acude 1, tratado como grupo
experimental, e os do acude 2, tratados como grupo controle , que foram coletados

no més de abril de 2012, com n= 5 animais para cada grupo.

Figura 5: exemplar de G. brasiliensis
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As capturas foram realizadas com covas, utilizando como iscas engodo, até
alcancar o numero 10 individuos. Os animais capturados, passaram por identificacao
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de espécie com o auxilio do Prof. M.Sc. Claudio Ricken e conforme as orientagdes
de BRITSKY et al (1999), apenas os animais pertencentes a espécie G. brasiliensis
permaneceram no estudo, sendo repostos a natureza animais de outras espécies.
Todos os animais foram eutanasiados por gilhotinamento ap6s a identificagao
e pesagem; o figado foi imediatamente retirado e mantido em gelo a -80° C para

avaliagbes bioquimicas.

2.3 TESTES BIOQUIMICOS

2.3.1 Atividade da acetilcolinesterase

Para a determinacdo da atividade da acetilcolinesterase foram utilizado os
figados dos animais, e sua determinagdo se deu pelo método de ELLMAN et al.
(1961) com modificacoes realizadas por OLIVEIRA-SILVA e colaboradores (2000),
que possibilita as amostras a ficarem congeladas e manter a estabilidade enzimatica
por até 7 dias. A taxa de hidrélise é medida em acetilcolina na concentracao de 0,8
mM em 1 mM de tampéao fosfato (pH 7,5) e 10 mM de DTNB (&cidoditinitrogenico).
Cinquenta microlitros do homogeneizado foram adicionada a reacao e incubada por
3 minutos. A hidrélise foi monitorada pela formacao do dianion de DTNB a 412 nm
de 2-3 minutos (intervalo de 30 segundos) a 25° C.

2.3.2 Avaliacao da formacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

Como indicio de peroxidagao lipidica a quantidade de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico foi avaliada durante uma reagcdo acida aquecida, como
previamente descrita (WILLS, 1965). Brevemente, as amostras obtidas foram
misturadas com 1ml de &acido tricloroacético 10% e 1ml de acido tiobarbitarico,
fervidas por 15 minutos e apdés a quantidade de TBARS foi determinada pela

absorbancia em 532 nm.
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2.3.3 Avaliacao das medidas do dano oxidativo em proteinas

A oxidacao mediada pelas espécies reativas de oxigénio de alguns residuos
de aminoé&cidos como a lisina, arginina e prolina, leva a formagao de grupos carbonil
(AMICI, et al.,1989). Grupos carbonil também podem ser formados como
consequéncia de reagdes secundarias de cadeias laterais de alguns aminoacidos
com produtos de oxidacao lipidica, ou acucares reduzidos ou seus produtos de
oxidacao; (BAYES; THORPE, 1999; KRISTAL;YU, 1992).

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de grupos
carbonil conforme previamente descrito (LEVINE, et al, 1990). Brevemente, as
amostras obtidas foram precipitadas e as proteinas dissolvidas com
dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram mensurados pela absorbancia
em 370 nm.

2.4 QUANTIFICACAO DE ERITROCITOS

As amostras foram coletas via pulcao cardiaca com agulhas calibre 40x12-
1.25 mm x 38 mm e armazenados em tubos do tipo Eppendorf, que continham de
1.0 a 2.5mg de EDTA para cada milimetro de sangue, segundo descrito por SIL e
HASHIMOTO (2003). As amostras foram homogenizadas, diluidas em liquido
hemolisante e posteriormente foram contadas em camara de Neubauer espelhada
do tipo improv. Como diluente foram utilizados acido acético glacial 2% e/ou acido
cloridrico a 1%, os quais podem ser tingidos com violeta genciana ou azul de
metileno. O sangue foi diluido 1:20 (0,4 mL de liquido diluente para 20 mL de
sangue), homogenizados para que houvesse a hemolise dos eritrécitos. As tecnicas
de coloracao seguiram as orientacées de MARSHAL (1979).

Todos os pocedimentos experimentais, analises bioquimicas e descarte dos
animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade,
sob o protocolo 33/2012. Ao termino do experiemnto, os animais foram depositados
em saco branco leitoso com identificacdo de contaminado e encaminhados ao
biotério e armazenados em freezer até que a empresa terceirizada fisesse o

descarte adequando, nesse caso, a cremacao das amostras.



2.5 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis foram mostradas por média = S.D. de cinco animais em cada
grupo. As diferengas entre os grupos foram avaliados utilizando a analise de T
sdudent ndo pareado. Valores de p<0,05 serdo considerados estatisticamente

significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE

A figura 6 representa os dados obtidos na a avaliacao da atividade da enzima
acetilcolinesterase. As analises estatisticas determinadas por T Student. Nao

obtivemos diferenga significativa entre os grupos.

Figura 6: avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase. As barras
representam as médias e as linhas o desvio padrao. p< 0,05.* desvio significativo em
comparagao o grupo controle.
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3.2 AVALIAGCAO DA FORMAGAO DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

A figura 7 representa o resultados obtidos na avaliacdo do TBARS. . As
andlises estatisticas determinadas por T Student. Nao obtivemos diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 7: avaliacdo da da formagédo de espécies substancias reativas ao acido
tiobarbiturico. As barras representam as médias e as linhas o desvio padrdo. p< 0,05.”
desvio significativo em comparagéo o grupo controle.
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3.4 2.3.3 AVALIAGCAO DAS MEDIDAS DO DANO OXIDATIVO EM PROTEINAS

A figura 8 representa dados obtidos através da carbonilacdo de
proteinas. As andlises estatisticas determinadas por T Student. Foi obtido um desvio

padrao maior que p>0,05.

Figura 8: avaliagdo da carbonilagdo de proteinas. As barras representam as médias e as
linhas o desvio padrédo. p< 0,05.* .encontramos um desvio significativo em comparacao o
grupo controle.
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3.4 QUANTIFICACAO DE ERITROCITOS

A figura 9 representa valores médio obtidos na contagem de eritrécitos totais
de G. Brasiliensis,. Tendo como base o grupo controle, podemos observar que a
variacao de eritrocitos totais teve uma diminuicao de quase 37% em comparacao ao

grupo controle.

Figura 9: avaliagdo variagao dos eritrocitos totais. As barras representam as médias e as
linhas o desvio padrao. p< 0,05.* desvio significativo em comparagao o grupo controle.
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4. DISCUSAO

Lagos sao corpos cujas condicdes se deterioram mais rapidamente pelas
atividades humanas em comparagdo com os rios. Uma das ameacas mais
importantes para lagos devido a atividades humanas é a poluicAo por metais
pesados e outras substancias toxicas (GURCU et al, 2010). Varios metais sao
depositados no corpo do peixe em diferentes quantidades. Essas diferencas
resultam da afinidade dos metais aos tecidos, da disposicdo, da absorcao e das
taxas de excrecao do peixe (JEZIERSKA; WITESKA, 2001). De acordo com KOCKE
(1996), os niveis de cadmio e chumbo em figado e rim de Salvelinus alpinus indicam
maiores taxas de absorcdo dos metais no verdo, quando a temperatura da agua foi
mais elevada.

Interagdes entre varios metais podem estar relacionados com suas diferentes
afinidades para diferentes 6rgdos (JEZIERSKA; WITESKA, 2001). No estudo
realizado por SILVA (2011), os niveis de manganés, ferro, aluminio, zinco foram
considerados de maior interesse, contando que o somatorio de quociente de risco
por elemento, foi considerado alto para a area estudada. A comparagcao dos dados
sobre 0s niveis de metais em peixes de varios lagos indica que as concentracdes e
Cadmio, Chumbo e Zinco sdo mais elevados em peixes de lagos acidificados
(GRIEB, 1999; HAINI, 1994; WIENER, 1990; HOREL, 1995).

Dados apresentados por CANLI e ATLI (2003), mostram que as medias de
concentracdbes de metais essenciais € nao esséncias nas branquias, figado e
musculos de cada espécies de peixe apresentam grandes variagées, bem como de
peixes de diferentes areas estudas. Suportando a ideia de que as diferencas nos
resultados apresentadas por SILVA em 2011 e os apresentados nesse trabalho,
levam em consideragcdo as estacdes do ano de coleta, ao tempo de exposi¢cdo que
0s animais tiveram aos metais e a vida 0til e vias de excrecdo metabdlica de cada
animal, nossos resultados da atividade a acetilcolinesterase (Figura 6) indicam que
pode haver uma diferenga na atividade da acetilcolinesterase na comparacao dos
grupos, contudo, estatisticamente, essa diferenca, ndo foi apontada.

Varios estudos recentes tém indicado que a enzima acetilcolinesterase é
sensivel a outros tipos de contaminantes ambientais, tais como pesticidas,
detergentes e misturas de complexos de poluentes (GILL et al, 1990, PAYNE et al,
1996)
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Ao estudar a atividade da AChE em duas espécies de peixes, Cnesterodon
decemmaculatus e C. carpio, em dois sitios experimentais em um rio na Argentina,
DE LA TORRE et al (2002) verificaram alterag6es na atividade enzimatica. A inibigcao
da AChE nesse estudo foi atribuida a presenca de altas concentracbes de matais
pesados encontrados na agua.

Quaisquer alteracées na qualidade da agua sao rapidamente refletidas na
estrutura guelras e funcdo das branquias, umas vez que as branquias sao
continuamente expostas a agua do ambiente. Branquias sdo os sitios primarios de
troca gasosa. O epitélio branquial consiste principalmente em trés tipos de células:
as células de pavimento ou respiratoria, as células mucosas e células cloreto
(LAURENT, PERRY, 1995).

A primeira interacdo dos metais ocorre em membranas celulares, causando
possivelmente algumas perturbacées nos mecanismos de transporte. Em segundo
lugar, os metais causam danos a niveis subcelulares (WILSON, FREEBERG, 1980).
Além disso, os metais pesados toxicos podem resultar em lesdo para as células, as
quais podem morrer por necrose e/ou apoptose em resposta as condi¢cdes
moderadamente adversas, enquanto a exposicdo a condicées severas, ira resultar
em necrose (WYLLIE, KERR, 2003).

As concentracdes de metais pesados em tecidos de peixes de diferentes
regibes também apresentam grandes variacbes (CANLI; ATLI, 2003). KIDWILL e
colaboradores (1995) observaram que espécies de peixes predadores continham
mais mercurio, e que peixes benténicos continham mais cadmio e zinco. A maior
parte das cargas totais de metais acumuladas nos musculos esta associada a
afinidade do musculo ao metal (CANLI; ATLI, 2003). Tem sido sugerido que o
metabolismo dos peixes tem desempenhado um papel importante na acumulagéao de
matais pesados em animais marinhos (DOUBEN, 1989).

NEY e VAN HASSOL (1983) descobriram que as concentracées de chumbo e
zinco foram maiores em peixes benténicos. Os resultados da pesquisa de BAGUM
(2009) em dez espécies diferentes de peixes mostraram que maiores concentragdes
de matais pesados se encontram nos rins e figados. O figado acumula
concentracdes elevadas de metais, independente da rota de absorcao. O figado é
considerado um bom monitor de poluicdo da agua, as concentracbes de metais
encontrados nesse 0rgao geralmente sao proporcionais aos presentes no meio
(JEZIERSKA; WITESKA, 2006).
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Diversos estudos tém verificado alteragdes nos niveis de TBARS em peixes
expostos a contaminantes ambientais. GIODA et al (2007) encontraram aumento de
de TBARS em cérebro, figado e musculo de Leporinus obtusidens expostos
experimentalmente a zinco por 45 dias, contudo, quando expostos a cobre, 0s niveis
de TBARS cerebral e hepatico reduziram.

Nossos resultados (figura 7) , mostraram que G. brasiliensis, expostos a
aluminio, cadmio, zinco e manganés, nao tiveram aumento significativo na alteracao
dos niveis de TBARS. Os peixes podem excretar, até certo ponto, determinados
metais como o cadmio e o zinco. As diferentes rotas de excrecdo incluem as
branquias, pele, muco, figado, rim e fezes (HEATH, 1995).

Segundo SPRAGUE (1990), varios metais interferem diretamente na
toxicidade dos agentes poluentes, entre os quais destacam-se: 1) o pH,
principalmente para substancias que se ionizam; 2) a dureza da agua, que
determina mudancas no efeito poluente dos metais; 3) o material organico dissolvido
na agua, que pode se ligar aos elementos-traco e diminuir o efeito téxico dos
mesmos e 4) estagios nutricionais dos animais, que podem ser responsaveis por
inexplicaveis variagcdes na suscetibilidade a poluentes.

Peixes acumulam metais pesados em seus tecidos em concentracdes
maiores as encontradas no ambiente. As principais formas de captacdo de metais
sao via ingestao de alimento contaminado ou por absor¢ao branquial (ALQUEZAR et
al, 2006; SOARES et al, 2008).

Os metais acumulam-se em tecidos metabolicamente ativos como rim, figado,
branquias e trato digestivo (SOARES et al 2008). Em um experimento conduzido por
CINIER et al (1999), verificou-se o potencial de acumulacao e eliminacao de cadmio
em tecidos de C. carpio. A concetracdo de cadmio no figado e rim aumentou de
acordo com as concentracdes do metal na agua. De acordo com o mesmo autor, a
exposicao ao cadmio resulta em significante captacdo de metal pelos 6rgao. Figado
e rim parecem ser 0s 6rgao mais importante na captacao de cadmio

Em um estudo realizado por PARVEZ e RAIZUDDIN (2005) em peixes
expostos a pesticidas como Deltametrin, Endosulfan e Paraquat, houve um aumento
significativo da proteina carbonil nas branquias, rim e figado. E sugerido que a
carbonilacao de proteinas ocorreu em funcéo de estresse oxidativo provocado pela
exposicao dos peixes aos metais pesados (ALMROTH et al, 2008).
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Nossos resultados mostram que a exposicdo a metais pesados leva a um
aumento na carbonilacdo de proteinas, e que isso pode estar relacionado ainda a
presenca de cadmio, que é facilmente bioacumulado no figado de peixes. Desta
forma, a presenca de metais pesados no ecossistema aquatico pode afetar os
organismos, resultando em alteracdes fisiol6gicas e bioquimicas (PRETTO, 2008).

Os peixes constituem um dos produtos finais dos sistemas aquaticos
(BRANCO, 1983) e por tanto, sdo reconhecidos como organismos indicadores de
possivel poluicdo dos corpos de agua (BRANCO, 1983; LINDE et al, 1998).

Sob condi¢des de estresse, como no caso de esposicoes a metais, podem
ocorrer mudancgas na taxa de sintese de eritrécitos, o que pode ter um consideravel
efeito sobre o transporte de gas, mesmo quando o hematécrito permanece normal
(HEATH, 1995). Também, sado observados, frequentemente, aumentos nas
concentracdes de glicose e lactato no plasma de peixes expostos a ambientes
poluidos (SANTOS, PACHECO, 1996).

Nossos resultados com relacdo a hematologia dos teledsteos, mostraram que
no grupo experimental houve uma diminuicdo de quase 37% na producdo dos
eritrécitos totais em comparacdo aos animais que estavam no grupo controle. A
acumulacao de metais em varios 6rgaos dos peixes pode causar lesdes estruturais e
disturbios funcionais os mesmos (JEZIERSKA; WITESKA, 2006).

Disturbios no comportamento, na regulacdo ibnica, nos parametros
hematoldégicos e danos histopatolégicos entre outros sao frequentemente
observados em peixes expostos a metais pesados (HEATH, 1995).

A denominacédo de uma espécie bioindicadora de contaminacao requer muita
cautela, pois fatores como pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza, estado
nutricional dos individuos, entre outros (SPRAGUE, 1990) devem ser levados em
consideracao para avaliar a toxicidade de um metal e somente assim inferir se uma
determinada espécies é mais sensivel que outra (PRETTO, 2008).

A extensao de bioacumulacao de metais é dependente da quantidade total, a
biodisponibilidade de cada metal no meio ambiente e da via de absorgdo de
armazenamento, e 0s mecanismos de excrecdo. As exigéncias de organismos
diferentes para metais essenciais variar substancialmente, mas faixas de
concentragdo ideais sao estreitas e frequentemente sob controle homeostatico
cuidado (JEZIERSKA; WITESKA, 2006).
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Estudos laboratoriais de BRUCHCHEN (2008) bem como de campo de
SILVEIRA (2009) e CONSTANTINO (2007), mostraram que, a utilizacdo do G.
brasiliensis como bioindicador de ambientes modificados € de total confiabilidade.

Os resultados aqui expressos, embasados no estudo realizado previamente
por SILVA ( 2011), mostraram que, mesmo sobre fatores ambientais diversos, o G.
brasiliensis apresenta-se um bom indicador de qualidade da agua com relacao a
presenca de metais pesados e sua toxicidade, mostrando ainda que o uso de
apenas um parametro avaliativo torna-se falho para obtencédo de resultados mais
concretos. Novos estudos ainda sao necessarios para compreender a interacdo dos
metais em organismos aquaticos, mostrando sua distribuicdo, acumulagdo e

biotransformacao no meio biético e abiético da regiao em que se engloba.
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