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RESUMO

Joinville, a maior cidade do estado de Santa Catarina, possui mais de 200 industrias
altamente poluidoras. Estudos prévios realizados nesta regidao pela Fundagdo do
Meio Ambiente (FATMA) observaram que em alguns rios, particularmente o "Rio do
Brago" apresentaram alta toxicidade para Daphnia magna e Danio. O objetivo deste
estudo foi analisar alguns biomarcadores de contaminag&o em tilapias (Oreochromis
niloticus) engaioladas e colocadas em dois pontos do "Rio do Brago" (RB1 - perto de
efluentes industriais; RB2 - aproximadamente um Km distante do local de despejo), e
um local de referéncia (REF1 - "Fundagao Municipal 25 de Julho"). Apos sete dias,
os animais foram mortos para a obtengado de sangue, cérebro e figado. No figado
foram analisadas a expressao da isoforma CYP1A e da glicoproteina-P (PgP), as
atividades das enzimas colinesterase (ChE), glutationa-S-transferase (GST) e
catalase (CAT). No sangue foi analisada a concentragao de hemoglobina. No plasma
foram analisadas as atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e a capacidade antioxidante. Nos eritrocitos foi
analisada a atividade da &d-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D), e no cérebro foi
analisada a atividade da colinesterase (ChE). Todos os peixes colocados em RB1
morreram antes de 8 horas de exposicdo, provavelmente devido as condi¢gdes
anoxicas observadas neste local. Os animais mantidos em RB2 apresentaram niveis
significativamente maiores da atividade da CAT (129%), GST (26,7%) e CYP1A
(448%) hepaticas e AST (23%) e ALT (67%) plasmaticas do que nos animais da
regidao referéncia. Nenhuma diferenga foi observada nos niveis de PgP, na atividade
da ChE na fragao S9 hepatica e cerebral entre os peixes mantidos no Rio do Brago e
os animais referéncia. Porém, a ChE da fragdo Triton soluvel (TSF) foi maior
(136,2%) no figado dos peixes mantidos em RB2. Nenhuma diferenca estatistica foi
observada na atividade enzimatica da &ALAD, na concentragdo de hemoglobina e
na capacidade antioxidante do plasma dos peixes mantidos nos locais REF1 e RB2.
Com base nestes resultados podemos concluir que os organismos mantidos no "Rio
do Bracgo" foram expostos a uma condicdo de estresse quimico, evidenciado pelos
elevados niveis hepaticos de CYP1A, CAT e GST (biomarcadores de exposi¢ao a
compostos organicos no ambiente) e plasmaticos das AST e ALT (indicadores de
les&o tecidual).
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ABSTRACT

Joinville, the largest city of Santa Catarina state has more than 200 industries with
high pollutant load. Previous studies carried out at this region by “Fundag¢ao do Meio
Ambiente (FATMA)” shown that some rivers, particularly “Rio do Brago” was highly
toxic to Daphnia magna and Danio rerio. The aim of this study was to analyze some
biomarkers of contamination in caged tilapia (Oreochromis niloticus) kept at two sites
of "Rio do Brago" (RB1 — close to industrial effluents input; RB2 — about 1 Km far
from the dumping site, and at a reference site (REF1 - "Fundagdo Municipal 25 de
Julho"). After 7 days, the fish were killed for sampling the blood, brain and liver. In
liver, cytochrome P450 1A isoform (CYP1A) and p-glicoprotein (PgP) expression
were analyzed, as well as, the activity of cholinesterase (ChE), glutathione-S-
transferase (GST) and catalase (CAT). Hemoglobin content was measured in the
blood. The activity of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST) and total antioxidant capacity were analyzed in plasma. daminolevulinate
dehydratase (0-ALA-D) activity was measured in erythrocytes, and cholinesterase
(ChE) activity was quantified in the brain. All fish kept at RB1 died before 8 hours of
exposure, probably due to the anoxic conditions observed in this site. Fish kept at
RB2 showed significant higher levels of hepatic CAT (129%), GST (26.7%) and
CYP1A (448%) and plasma AST (23%) and ALT (67%) than the reference fish. No
changes were observed in the PgP levels, ChE activity in the hepatic and cerebral S9
fraction comparing to the fish from REF1 and RB2. However, higher (136.2%) triton
soluble cholinesterase (ChE-TSF) was observed in the liver of fish kept at RB2. No
changes were observed in the &ALAD activity, hemoglobin concentration and
plasma antioxidant capacity, comparing the fish kept at REF1 and RB2. Based on
these results, we can conclude that the fish kept at “Rio do Brago” were exposed to a
chemical stress condition, evidenced by the elevated levels of hepatic CYP1A, CAT
and GST (biomarkers of exposure to organic compounds) and plasma AST and ALT

(indicators of tissue damage).



. INTRODUCAO GERAL

A Biotecnologia vem sendo praticada desde os tempos que remontam a
origem da nossa civilizagdo, quando o homem comecou a utilizar a atividade
microbiana para produzir alimentos fermentados. Mais recentemente, o termo
Biotecnologia tem sido utilizado para designar atividades que empregam técnicas de
biologia molecular e engenharia genética, sendo denominada de forma restrita como
“biotecnologia moderna”. A Biotecnologia compreende um vasto conjunto de
técnicas que usam seres vivos, ou parte deles, para produzir ou modificar produtos,
aumentar o crescimento de plantas ou animais ou, ainda, produzir microrganismos
para usos especificos. O conjunto de técnicas usadas pode contribuir de forma
decisiva para o progresso de &areas importantes como a agroflorestal, saude,
alimentos e meio ambiente. Em diversos paises, processos de manipulacéo genética
e sistemas avancados de producdo de plantas tém possibilitado progressos
especificos nas areas de melhoramento genético, propagacao clonal e conservacao
de germoplasma, além de propiciarem aumentos de producdo agricola e florestal
através do uso de inoculantes microbianos. Além disso, a Biotecnologia tem
contribuido para a producéo de compostos de interesse farmacolégico e alimentar
com resultados expressivos (UFSC, 1999), na producdo de métodos e
procedimentos de prevencdo de poluicdo, que tém sido aplicados em processos
industriais e estudos de casos para minimizacdo de residuos industriais, bem como
avaliacbes ambientais. As opc¢des que visam minimizar residuos e suas
implementacdes podem diminuir a producdo dos mesmos da agua em 21%,
consumo de corantes em 24%, auxiliares téxteis e substancias quimicas em 14% e
uso de energia em 25%. Também podem ser reduzidos os gases causadores do
efeito estufa (PETEK & GLAVIC, 1996).

Nas ultimas décadas deste século, a humanidade vem se defrontando com
uma série de problemas globais — ambientais, financeiros, econdémicos, sociais e de
mercado. Neste quadro, as preocupacdes com o ambiente, em geral, e com a agua,

em particular, adquirem especial importancia, pois as demandas estdo se tornando



cada vez maiores, sob o impacto do crescimento acelerado da populacdo e do maior
uso da agua, imposto pelos padrdes de conforto e bem-estar da vida moderna.
Entretanto, a qualidade das aguas da Terra — rios, lagos naturais e represas, em
particular — dos ecossistemas e da vida, em geral, vem sendo degradada de uma
maneira alarmante, e esse processo pode logo tornar-se irreversivel, sobretudo, nas
areas mais densamente povoadas dos paises emergentes, como o Brasil
(REBOUCAS, BRAGA, TUNDISI, 1999).

Escassez e mau uso da agua doce representam Sérios e crescentes
problemas que ameacam o desenvolvimento sustentavel e a protecdo do ambiente.
Saude humana e bem-estar, producédo segura de comida, desenvolvimento industrial
e ecossistemas dos quais estes dependem, estdo todos ameacados, a menos que
0s recursos de agua doce e solo sejam utilizados de forma eficiente nas proximas

décadas e muito mais do que tém sido até agora (REBOUCAS et al., 1999).

As caracteristicas de qualidade das aguas derivam dos ambientes naturais e
antrépicos onde se originam, circulam, percolam ou ficam estocadas. Na avaliacao
da qualidade de uma &agua, considera-se a composi¢cdo de uma amostra, cujos
constituintes séo referidos em termos de caracteristicas fisicas, microbioldgicas e
quimicas, a depender do objetivo a ser alcancado. A qualidade total pode atingir

elevados graus de complexidade (Figura.l).
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Figura 1. — A arvore da qualidade total da agua (REBOUCAS et al., 1999).



A contaminacdo do solo ou da agua ocorre quando ali se encontram um ou
mais elementos quimicos que ndo existiam originalmente, ou um ou mais elementos
em concentracdes acima das que ocorriam naturalmente. Alguns desses elementos,
em quantidades apropriadas, sdo essenciais para o desenvolvimento de animais e
vegetais, porém em quantidades maiores podem ser toxicos (TRN, 1999). Portanto,
o desenvolvimento de técnicas para o controle de poluicdo das &guas deve ser

tratado como prioridade entre as diferentes areas da ciéncia.

Uma das principais causas de contaminacdo dos ecossistemas aquéaticos e,
particularmente no Estado de Santa Catarina, esta associada com a contaminagao
das atividades relacionadas com os diferentes tipos de industria. Algumas aguas
podem conter acidos cloridrico e sulfarico, provenientes de residuos industriais,
drenagem de minas, etc. Avalia-se que a industria téxtil consome 15% de toda agua
industrial do mundo, perfazendo um total de 30 milhdes de m® por ano (SILVA &
SIMOES, 1999). Esta é utilizada em todas as etapas de producédo de tecidos,
principalmente nas fases de tinturaria (onde € consumida metade de toda a agua
deste setor), no pré-tratamento (41%), limpeza e acabamento. As fases de maior
carga contaminante, expressa em DQO, sdo o pré-tratamento dos tecidos —
desengomagem (50%), tinturaria (37%), estamparia (7%) e tingimento (6%). As
impurezas dissolvidas ao longo dos processos sdo constituidas pelas substancias
contidas na matéria-prima, produtos quimicos adicionados para facilitar a fiagdo e
tecelagem, corantes. Os contaminantes mais perigosos sao os halégenos, organicos
absorviveis (AOX — fendis clorados, bifenilas policlorados), os metais pesados
contidos nas moléculas dos corantes (Cu, Cr, Co, Ni, Zn, Pb e o TiO), o alquifenol
etoxilado (APEO — toxicos para os peixes) e os hidrocarbonetos volateis (VHC —
especialmente os aromaticos, usados nos espessantes, por serem carcinogénicos)
(SILVA & SIMOES, 1999). Industrias de galvanoplastia também podem contribuir
significativamente com a contaminagcdo aquatica. Durante o processo de
revestimento de metais com outras superficies metalicas, a agua participa
inicialmente como solvente das solu¢des acidas (acidos sulfurico e cloridrico) ou
alcalinas (carbonatos, fosfatos, silicatos e boratos), bem como de surfactantes, para
limpeza e desoxidacdo das pecas a serem revestidas. Em seguida, € usada como
solvente das solucdes para o banho acido, alcalino ou neutro das pecas. Estas

solugcdes dao origem, por extravazamento, descarga ou vazamentos, aos efluentes



aguosos. Nestes residuos é comum serem detectados niveis de cianeto e cianato
(ambos toxicos), gas carbénico e nitrogénio (SILVA & SIMOES, 1999).

Em funcdo da diversidade de contaminantes produzidos, € muito dificil
garantir a confiabilidade dos processos convencionais de tratamento de agua de
mananciais que recebem esgotos de centros urbanos, efluentes industriais, aguas
residuais da mineracao ou, simplesmente, o escoamento superficial difuso de bacias
hidrograficas onde se pratica uma agricultura com uso intensivo de insumos
quimicos. Em funcéo disto, existe uma grande variedade de elementos menores ou
tracos — neurotoxicos, carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, entre outros —

que podem estar presentes nas aguas de consumo (REBOUCAS et al., 1999).

Resta portanto, estabelecer metodologias que possam evidenciar situagoes
de risco ambiental. A determinacdo dos inumeros xenobidticos, por meio de
procedimentos analiticos pode tornar-se inviavel, se considerarmos a enorme
diversidade de substancias e microrganismos que podem atingir um manancial.
Assim, a analise sistematica de todos os contaminantes possiveis vem se tornando

cada vez mais dificil e onerosa.

Em funcéo disso, varios autores tem se dedicado ao desenvolvimento de
metodologias alternativas de analise ambiental, que prevéem uma avaliacdo dos
efeitos toxicos sub-letais causados pelos contaminantes sobre os organismos
expostos aos diferentes tipos de efluentes. Cabe ressaltar, entretanto, que a
toxicidade de uma agua, ou seja, a sua capacidade de provocar estados morbidos ,
nem sempre depende da presenca de uma espécie quimica, mas sim da interacao
de diferentes espécies e condi¢des fisicas e quimicas, da qual podem resultar
atenuacdes ou, ao contrario, sinergismos acentuando os efeitos téxicos individuais.
Assim, o verdadeiro potencial de toxicidade de uma agua so6 pode ser estimado, com
relativo grau de seguranca, através de ensaios sintéticos, ou empiricos, realizados
com seres vivos. Os bioensaios, também denominados testes bioldgicos de
toxicidade constituem, assim, a base do biomonitoramento da agua, definido como
“determinacao dos efeitos de poluentes toxicos lancados a um corpo d’agua sobre a
vida aquatica, inclusive com possibilidade de controle sobre a bioacumulacdo desses

poluentes nos tecidos dos organismos vivos” (PORTO,1991). O biomonitoramento é



feito selecionando-se organismos representativos de diversos niveis das cadeias
alimentares (BRANCO, 1999). Existem, na verdade, diversos tipos de testes
bioldgicos de toxicidade, e a sua adaptacdo as condi¢des brasileiras tem sido objeto
de constante pesquisa pela CETESB (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990). Além
desses testes mais genéricos, realizados com espécies representativas, de
preferéncia, da biota local, existem bioensaios especificos, realizados com espécies
de microrganismos de conhecida sensibilidade a determinados efeitos mérbidos
(BRANCO, 1999). O uso de peixes engaiolados em lagos, cursos de agua e aguas
costeiras tem sido incorporado com sucesso na avaliacdo de toxicidade na agua
(JAMES & EVISON, 1979).

O conceito de monitoramento da qualidade da agua € muito mais amplo do
gue o simples verificar se os padrées legais de qualidade da agua estdo sendo
obedecidos ou ndo. Deve atender a necessidade de se responder o que esta sendo
alterado e por que estas modificacbes estdo ocorrendo. O gerenciamento da
qualidade da agua precisa dessas respostas para que as acfes tomadas sejam
eficientes na reducdo dos danos ao meio ambiente, atuais e futuros (BRAGA,
PORTO, TUCCI, 1999).

Apesar da agresséao se verificar na agua, os principais objetos de estudo de
toxicidade sdo 0s peixes e 0S microrganismos, isso porque o acumulo de produtos
toxicos se da principalmente na cadeia alimentar, por onde chega até o homem. Nos
organismos vivos, 0s produtos toxicos acumulam-se principalmente nas visceras e
gorduras. O fato do acumulo dar-se nos peixes, torna-se importante indicador de
ocorréncia de contaminacdo da agua, quando ocorre um alto indice de mortalidade
destes seres. Coincidentemente, as ocorréncias de mortalidade de peixes se da no
periodo do verdo, quando as chuvas sdo mais freqlientes e o uso de pesticidas

também, por ser a época propicia para os plantios (TELLES, 1999).

Quando contaminantes entram em contato com organismos Vvivos, causam
uma variedade de respostas. Estas respostas (efeitos biol6gicos) sdo normalmente,
de dois tipos: agquelas que servem para proteger o organismo contra efeitos danosos
de uma substancia e aquelas que ndo. Contaminantes organicos podem causar a

inducdo de enzimas que podem metaboliza-los (respostas de prote¢do) e provocar



detoxificacdo ou em alguns casos produzir metabdlitos ativos (ativagéo) (Figura 2).
Por outro lado, podem ocorrer mudancas nao relacionadas a nenhuma funcao de
protecdo. Estas incluem alteracdes na concentracdo ou atividade das enzimas,
interacdo com receptores e alteracdes no DNA. Estas respostas podem ndo causar
nenhum dano evidente ao organismo rapidamente, porém pode trazer
consequéncias ao nivel celular ou de organismo afetando sua saude (crescimento,
reproducao). Neste sentido, as alteracdes bioquimicas sao a primeira resposta de
acado biologica e representam a base molecular da toxicidade (WALKER et al.,
1996).

Sistema —»  Ativacdo

Monooxigenase

f v

Quimico inicial —¥® Interacdo com DNA —» Mutacdo —¥ Carcinogenicidade

v

Reparo do DNA

Figura 2. Vias de ativacao e detoxificacdo de quimicos (WALKER et al., 1996)

Estas respostas bioldgicas dos organismos as substancias quimicas que dao
uma medida da exposicdo e também, dos efeitos téxicos, sdo chamadas
biomarcadores (biomarkers) (WALKER et al.,, 1996). Biomarcadores fisioldgicos
(especificos) e nao especificos tém a capacidade de integrar os efeitos de multiplos
estresses e podem ajudar a elucidar os mecanismos desses efeitos (modo de acao)
(HUGGETT et al., 1992).

Os biomarcadores sdo considerados como uma ferramenta indispensavel
para programas de monitoramento, pois apresentam grande susceptibilidade, boa
sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de analise (STEGEMAN et al.,

1992; BAINY, 1993). A analise desses parametros permite que ocorra: detecgdo



precoce da existéncia de contaminacdo por substancias toxicas biologicamente
significativas; identificacdo de espécies ou populagdes em risco de contaminacao;
magnitude da contaminacdo e determinacdo do grau de severidade dos efeitos
causados pelos xenobidticos (STEGEMAN et al., 1992). Biomarcadores sao
classificados como biomarcadores de exposi¢cdo e biomarcadores de efeito. Os de
exposicao sao aqueles que indicam exposi¢cdo dos organismos aos contaminantes,
mas nao dao informacéo do grau de efeito adverso que esta alteracédo causou. Os
de efeito (ou efeito tdxico) sdo aqueles que demonstram um efeito adverso no
organismo (WALKER et al., 1996). Os efeitos dos contaminantes quimicos podem
ocorrer em diferentes niveis de organizacdo biolégica, estendendo-se desde o
molecular ou bioquimico até a fisiologia integrada do individuo, e ultimamente, aos

niveis de populacéo e ecossistema.

Neste presente trabalho implantou-se uma metodologia de avaliagao
ambiental utilizando-se peixes mantidos em gaiolas diretamente nos rios de
drenagem dos efluentes de origem industrial. Esta técnica de monitoramento “in
situ”, aliada a andlise de biomarcadores biologicos, pode fornecer informacdes sobre

os efeitos toxicos sub-letais causados pelos xenobidticos presentes no ambiente.

Este estudo foi realizado no municipio de Joinville - maior cidade do estado de
Santa Catarina, terceiro poélo industrial do Sul do Pais, com mais de 200 industrias
(Knier,1998) - especificamente no Rio do Brago na zona industrial. Na zona industrial
do Rio do Braco existem 8 fabricas (Figura 3) do setor metallrgico, téxtil,
galvanoplastia e plastico, além de esgotos domésticos, de oficina mecanica e de

lavacdo de postos de gasolina.

No Projeto “Gerenciamento de Recursos Hidricos em Santa Catarina”
executado em parceria pela Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA) e a Sociedade
Alema de Cooperacédo Técnica (GZT), implantou-se uma Rede de Monitoramento da
Qualidade dos Recursos Hidricos e de Efluentes Industriais. O monitoramento inclui
analises fisico-quimicas e ecotoxicolégicas em trinta e dois pontos ao longo dos rios
da regido de Joinville/SC, de efluentes provenientes de quinze industrias de seis
diferentes ramos, e de uma ETE municipal. Testes de toxicidade aguda de efluentes

industriais (Figura 4), realizados pela FATMA, utilizando-se o0s parametros



toxicoldgicos de imobilidade e morte para o microcrustaceo Daphnia magna e o
peixe Danio rerio, realizados nos rios de Joinville/SC, tem demonstrado uma grande
variacao de eficiéncia dos sistemas de tratamento de efluentes, e que nem sempre a
industria de maior porte € a mais poluidora. O setor téxtil (industrias de menor porte)
€ 0 que apresenta valores de FDd (Fator de Diluicdo para Daphnia) muito superiores
aos de grandes industrias. Fator de Diluicdo representa a primeira diluicdo da
amostra na qual nédo foi observado o efeito toxico. Entre as industrias analisadas, o
setor de galvanoplastia mostra-se mais toxico, e quase todos os rios analisados
mostraram toxicidade para Daphnia. No rio Cachoeira e seus afluentes foram
amostrados 17 pontos, dos quais, 16 apresentaram efeitos toxicos. A toxicidade para
Daphnia foi significativamente alta, com valores de FDd até 16. Os resultados
demonstraram que alguns trechos do rio e alguns afluentes estdo seriamente
contaminados, particularmente na area de maior concentragdo de industrias
(LOPES, VIEIRA, COELHO FILHO, 1998).
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Figura 3. Rede de monitoramento de industrias na regidao de Joinville (FATMA, 1998)
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Figura 4. Toxicidade para Daphnias e peixes de efluentes industriais da regido de
Joinville/SC (LOPES et al., 1998)

Para a realizacdo deste estudo, tilapias (Figura 5) fornecidas pela Fundagéao
Municipal 25 de Julho (Joinville/SC) foram transplantadas aos locais de avaliagéo e
ali, acondicionadas em gaiolas (Figura 6, 7 e 8) durante o periodo de uma semana,
apés o qual foram mortas e uma série de biomarcadores bioquimicos foram
avaliados. A espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) faz parte do grupo de
ciclideos endémicos da Africa. Suas caracteristicas positivas de aquacultura, como
tolerancia a agua salobra, a alta temperatura, altas concentragcbes de amdnia
(quando aclimatizadas) e baixo oxigénio dissolvido (sobrevive em concentragdes de
OD menores que 0,3mg/L, consideradas abaixo do limite de tolerancia para a
maioria das outras culturas de peixes), sobrevivéncia em pH entre 5 a 10, habito
alimentar omnivoro e principalmente sua tolerancia e resisténcia a qualidade pobre

da agua (POPMA & MASSER, 1999), fazem da tilapia um organismo adequado para
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avaliacdo de ambientes contaminados. Além dessas caracteristicas, a tilapia € uma
espécie bem adaptada a sua manutengdo em gaiolas, podendo ser aplicada em
lagos, grandes reservatorios, rios, canais de descarga de aguas de refrigeragao,

estuarios e baias costeiras (McGINTY & RAKOCY, 1999).
nt ", oA Ly Wby
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Figura 7. Lagoa de cultivo de tilapias na Fundacdo Municipal 25 de Julho
(Joinville/SC)
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Freiaes mortos

Figura 8. Locais de implantagédo das gaiolas: RB1 — Rio do Brago a montante e
RB2 — Rio do Braco a jusante (Joinville/SC)

Apobs o periodo de exposi¢ao, foram analisados os seguintes biomarcadores:

Nas amostras de figado dos peixes foram analisados a expressdo da isoforma
CYP1A e da PgP, as atividades das enzimas ChE (colinesterase), GST

(glutationa-S-transferase) e CAT (catalase);

No plasma foram analisadas as atividades das enzimas ALT (alanina
aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), a capacidade antioxidante

e dosagem de hemoglobina;

Nos eritrécitos foi analisada a atividade da 6-ALA-D (delta-aminolevulinato

desidratase) ; e

No cérebro foi analisada a atividade da ChE (colinesterase).

Estes biomarcadores seguem os seguintes preceitos:

Inibicdo da colinesterase (ChE): ocorre com o aumento de compostos
organofosforados e carbamatos. A inibicdo esta diretamente ligada com o
mecanismo de agao toéxica (ligagao irreversivel ou reversivel de sitios esterasicos

e potenciacdo de efeitos colinérgicos). E responsavel por hidrolisar acetilcolina em
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colina e acido acético. E um indicador de exposicdo a estes compostos. Em
vertebrados a ChE é vital para o funcionamento neural normal dos sistemas
sensores, integrativos e neuromuscular. Depressao da atividade de ChE ocorre
em casos de infeccdo severa, anemia, mal nutricdo, doengas do figado e
intoxicacdo. Respostas no sangue e plasma sdo completamente sensiveis. E
usada como biomarcador de exposi¢cao e quantificagdo de efeitos (HUGGETT et
al., 1992).

Inibicdo da delta-aminolevulinato desidratase (&-ALA-D): enzima citosdlica
encontrada em muitos tecidos que atua na rota de biossintese dos compostos
tetrapirdlicos catalisando a formagao de porfobilinogénio, um precursor do grupo
Heme. Exposigdo a chumbo causa uma diminuigdo (dependente da dose) na
atividade da &-ALA-D dos eritrocitos em peixes, passaros e mamiferos, através da
inibicdo direta da enzima, diminuindo a produgcdo de hemoglobina (HUGGETT et
al., 1992).

Expressdo do Citocromo P450 isoforma 1A (monooxigenase) (CYP4501A):
proteina envolvida na biotransformacdo de substancias quimicas orgénicas,
resultando em alteragdes moleculares e na ativagao ou inativacdo de metabdlitos
téxicos, induzida por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (HUGGETT
et al., 1992). E o principal componente de defesa de organismos contra
substancias toxicas no ambiente, a atividade é muito alta no figado e o seu uso
para monitoramento biolégico tem sido claramente demonstrado nos casos de
poluicdo por hidrocarbonetos, em peixes e invertebrados aquaticos, e por
contaminacao de HPAs e OCs em uma variedade de organismos (WALKER et al.,
1996).

Glutationa-S-transferase (GST): enzima com a fungao catalitica de conjugacgéao
de varios compostos eletrofilicos com o tripeptideo glutationa, e em alguns casos,
com fungao de detoxificagdo, o que constitui um mecanismo bioquimico de defesa
do organismo. Este mecanismo serve para aumentar a hidrossolubilidade dos

compostos e dessa maneira facilitar a sua excregcado. A inducdo de GST pode
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ocorrer com drogas classicas indutoras de vias metabdlicas, como HPA, PB, e
PCB. O figado é a maior fonte de GST em vertebrados (HUGGETT et al., 1992).

Catalase (CAT): enzima que contém hematina (grupo heme), que facilita a
remogao de perdxido de hidrogénio.
oH,0, —T> 240 + O,

A capacidade da atividade de CAT estad associada com os peroxisomos e
microcorpos que primariamente funcionam em varios aspectos nao resolvidos do
metabolismo de acidos graxos. Durante a oxidagdo de 4&cidos graxos
peroxisomal, H202 é produzido como um sub-produto; CAT aparentemente age
decompondo o H202. CAT pode servir como biomarcador para um importante
grupo de carcinogénicos nao genotoxicos no ambiente aquatico (HUGGETT et al.,

1992).

Expressdo da glicoproteina-P (PgP): resisténcia a drogas variadas, esta
comumente relacionada com a expressao elevada da transmembrana
glicoproteina-P (P-gP), a qual transporta ativamente uma grande variedade de
estruturas e combinagdes funcionalmente diversas. Evidéncias sugerem que PgP
proporcionam, para organismos aquaticos, resisténcia a um grande numero de
xenobiéticos (BARD, 2000).

Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST): alanina
aminotransferase (ALT) ou transaminase glutamico-piravica (GPT/TGP) e
aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutdmico-oxalacética
(GOT/TGO). A ALT é uma enzima encontrada predominantemente no figado, em
concentragdo moderada nos rins € em menores quantidades no coragao e nos
musculos esqueléticos. A AST ou transaminase glutamico-oxalacética
(GOT/TGO) € uma enzima encontrada em concentragdo muito alta no musculo
cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e em menor concentragdo nos rins e
pancreas. Qualquer lesao (injuria) tissular ou hepatocelular de qualquer etiologia
ou doenca afetando o parénquima hepatico (ou uma lesdo tecidual nos rins,
coragao e nos musculos esqueléticos) liberara uma maior quantidade destas

enzimas para a corrente sanguinea, elevando os niveis séricos das GPT e GOT.
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Estas enzimas sdo usadas como bioindicadores de exposicdo a contaminantes
(SPARLING et al., 1998) ou drogas hepatotoxicas.

Capacidade antioxidante do plasma: tem também sido proposta como
biomarcador de exposi¢cao a compostos indutores de estresse oxidativo. O plasma
possui proteinas protetoras especificas como transferrina e ceruloplasmina, que
se ligam ao ferro e o cobre, respectivamente, prevenindo a agao catalitica destes
ions na producéao de EROs (espécies reativas de oxigénio). Além disso, o plasma
contém moléculas redox de baixo peso molecular ativas, algumas das quais
atuam como antioxidantes primarios (GUTTERIDGE & QUINLAN, 1993). Durante
a biotransformacdo de determinados contaminantes, tais como, paraquat,
benzopireno, pode haver um aumento significativo da producdo de espécies
reativas de oxigénio, provocando um desequilibrio pré-oxidante causando um
estresse oxidativo celular. Esta condicdo pode levar a uma diminuicdo da

capacidade antioxidante celular e plasmatica.
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1. Introducéo

Joinville, a maior cidade do estado de Santa Catarina e terceiro p6lo industrial
do Sul do Brasil possui cerca de 200 industrias que produzem uma alta carga
poluidora (Knie 1998). Este fato, aliado a pouca eficiéncia das estagbes de
tratamento de efluentes, tém provocado um crescente aumento no risco de
contaminagao nos rios desta regiao, trazendo sérias consequéncias ao ambiente,

bem como aos habitantes destes locais (Vieira and Lopes, 2000).

Testes de toxicidade realizados pela agéncia estadual de controle ambiental
(FATMA), com Daphnia magna e Vibrio fischeri, em amostras de aguas de efluentes
de diversas industrias langadas nesta regiao identificaram locais com elevado grau
de toxicidade (Vieira and Lopes 2000). Para avaliar o significado bioldgico da
contaminagdo deste local, foi iniciado um experimento de monitoramento in situ
utilizando tilapias engaioladas e mantidas em alguns destes locais para
posteriormente serem analisados biomarcadores bioquimicos de contaminacao
aquatica. Dentre estes, esta a isoforma de citocromo P450 (CYP1A) que tem sido
amplamente utilizada como biomarcador de exposicao dos animais a compostos
organicos do tipo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), bifenilas

policloradas (BPC), dioxinas e compostos relacionados (Huggett et al. 1992).

Enzimas de conjugacdo de xenobioticos e de defesa antioxidante também
tém sido utilizadas como auxiliares na avaliagdo do impacto dos contaminantes
sobre organismos aquaticos (Bainy et al. 1996; 2000). Na primeira categoria, esta a
glutationa-S-transferase (GST), uma familia de enzimas que catalisa reacbes de

conjugacao do tripeptideo glutationa com os metabdlitos produzidos, aumentando a
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hidrossolubilidade para facilitar sua excre¢ao (Huggett et al. 1992). A catalase (CAT)
€ uma enzima antioxidante responsavel pela decomposicdo do peroxido de
hidrogénio produzido durante o metabolismo de acidos graxos e pelo ciclo catalitico
do citocromo P450. CAT é proposta como biomarcador para um importante grupo de

carcinogénicos nao genotdxicos no ambiente aquatico (Huggett et al. 1992).

A resisténcia dos animais a presenga de xenobidticos esta associada com a
elevada expressdo da glicoproteina-P (PgP), um transportador de membrana
responsavel por transportar ativamente compostos quimico com uma grande
variabilidade estrutural para fora da célula (Bard 2000). Alguns trabalhos sugerem
gue organismos aquaticos de regides contaminadas aumentem a expressao da PgP
para prevenir o acumulo celular de metabdlitos enddgenos, fosfolipidios e
contaminantes aumentando assim sua capacidade de resisténcia e sobrevivéncia

nestes locais (Bard 2000).

A colinesterase (ChE) é responsavel pela hidrolise da acetilcolina em colina e
acido acético na fenda sinaptica e na jungdao neuromuscular, sendo portanto
essencial para o funcionamento normal dos sistemas sensores, integrativos e
neuromuscular (Massoulié et al. 1993). Esta enzima € inibida por organofosforados
ou carbamatos e seu grau de inibigdo tem sido amplamente utilizado com
biomarcador de exposicdo a estas classes de compostos (Nemcsok et al. 1985;

Huggett et al. 1992).

A enzima delta-aminolevulinato desidratase (0-ALA-D) atua na rota de

biossintese dos compostos tetrapirolicos catalisando a formagéo de porfobilinogénio,
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um precursor do grupo Heme. Exposicdo a chumbo causa uma diminuigdo dose-
dependente na atividade da ALA-D dos eritrocitos em peixes, passaros e mamiferos,
através da inibicdo direta da enzima, diminuindo a produgdo de hemoglobina
(Huggett et al. 1992), e por isso tem sido proposta como biomarcador de exposigao

ao chumbo.

Duas outras enzimas tém sido utilizadas como indicadores de lesbes
celulares, a alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutdmico-piruvica
(GPT/TGP) e a aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamico-
oxalacética (GOT/TGO). A ALT é uma enzima encontrada predominantemente no
figado, em concentragdo moderada nos rins e em menores quantidades no coragéo
e nos musculos esqueléticos. A AST ou transaminase glutdmico-oxalacética
(GOT/TGO) é uma enzima encontrada em concentragdo muito alta no musculo
cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e em menor concentragdo nos rins e
pancreas. Qualquer lesdo (injuria) tissular ou hepatocelular de qualquer etiologia ou
doencga afetando o parénquima hepatico (ou uma lesao tecidual nos rins, coragao e
nos musculos esqueléticos) liberara uma maior quantidade destas enzimas para a
corrente sanguinea, elevando os niveis séricos das GPT e GOT. Estas enzimas tem
sido utilizadas como biomarcadores inespecificos de exposicdo a contaminantes ou

drogas hepatotoxicas (Sparling et al. 1998).

A capacidade antioxidante do plasma tem também sido proposta como
biomarcador de exposicdo a compostos indutores de estresse oxidativo. O plasma
possui proteinas protetoras especificas como transferrina e ceruloplasmina, que se

ligam ao ferro e o cobre, respectivamente, prevenindo a agéo catalitica destes ions
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na producido de EROs. Além disso, o plasma contém moléculas redox de baixo peso
molecular ativas, algumas das quais atuam como antioxidantes primarios (Gutteridge
and Quinlan 1993). Durante a biotransformacédo de determinados contaminantes,
tais como, paraquat, benzopireno, pode haver um aumento significativo da producéo
de espécies reativas de oxigénio, provocando um desequilibrio pré-oxidante
causando um estresse oxidativo celular. Esta condigao pode levar a uma diminuicdo

da capacidade antioxidante celular e plasmatica.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta de biomarcadores bioquimicos
de contaminacéo aquatica em tilapias mantidas em gaiolas, em uma microbacia de
drenagem do distrito industrial de Joinvile e em uma regido referéncia. Nas
amostras de figado destes peixes foram analisados a expressao da isoforma CYP1A
e da PgP, as atividades das enzimas ChE, GST e CAT. No plasma foram analisadas
as atividades das enzimas ALT, AST, a capacidade antioxidante e dosagem de
hemoglobina. Nos eritrécitos foi analisada a atividade da &-ALA-D, e no cérebro foi

analisada a atividade da AChE.
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2. Material e Métodos

Espécie utilizada

Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) adultas foram fornecidas pela
Fundacao Municipal 25 de Julho, de Joinville/SC. Os peixes foram mantidos em
gaiolas de 1m? nos locais determinados por um periodo de uma semana. Apds este
periodo, as amostras de figado, cérebro e sangue de cada peixe foram retiradas e
imersas em nitrogénio liquido (-185°C), para a preservagao das atividades biolégicas

e posterior analise em laboratorio.

Locais de implantacéo das gaiolas

O presente trabalho foi realizado na microbacia hidrografica do municipio de
Joinville/SC, localizada na regiao nordeste de SC, latitude sul 26° 18' 05" e longitude
oeste 48° 50' 38", em novembro de 2001. Foram estabelecidos trés locais para
colocacdo das gaiolas (Figura 1), cuja escolha baseou-se nas analises de
toxicidade realizadas pela FATMA (Vieira and Lopes 2000) e pelas condi¢des

adequadas de profundidade (mais ou menos um metro) para colocagao das gaiolas.

Um grupo de 10 peixes permaneceu em gaiolas nos proprios tanques de
cultivo como referéncia (REF1), enquanto dois outros grupos, de 10 peixes cada,
foram transportados para o Rio do Brago em uma regido com impacto acumulativo
por efluentes de industrias téxtil e metal mecénica (Rio do Brago- RB1) e um ponto a
jusante, cerca de 1000m de distancia de RB1 (RB2). O Rio do Brago foi escolhido
devido ao fato de que existem 8 fabricas do setor metalurgico, téxtil, galvanoplastia e

plastico, além de esgotos domésticos, entre outros.
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Coleta e processamento das amostras

Apoés a implantagao das gaiolas e o periodo de permanéncia de uma semana,
os animais dos locais REF1 e RB2 foram coletados. Todos os animais do ponto RB1
morreram antes de 8 horas de exposicdo, provavelmente devido as condicdes

anoxicas do local (Tabela 2).

Os peixes foram mortos através de uma incisdo na parte posterior da cabeca.
A artéria aorta foi exposta através de um corte na jungao pré-opercular e o sangue
foi retirado com uma seringa heparinizada. Uma amostra de sangue foi separada
para a dosagem de hemoglobina e atividade da &-ALAD. O restante do sangue foi
imediatamente centrifugado a 3.000 g para separagdo do plasma para a analise da

capacidade antioxidante e da atividade das enzimas ALT e AST.

Através de uma incisdo ventral desde o anus até a jungao pré-opercular o
figado foi exposto e imediatamente isolado e congelado em nitrogénio liquido. Por
fim, a caixa craniana foi aberta e o cérebro retirado e congelado em nitrogénio

liquido.

Os tecidos foram descongelados sobre o gelo, pesados e homogeneizados
em quatro vezes o volume (p/v) de tampao de homogeneizagéao (Tris HCI 50mM,
0,15mM KCI, pH 7,4), para andlise enzimatica. Para a obtencéo da fragao citossolica
(denominada fragao S9) e fragcdo microssomal, o homogeneizado foi centrifugado a
velocidade de 9.000g durante 10 minutos (S9) e o sobrenadante foi submetido a
uma centrifugacédo de 40.000g por 70 minutos (pellet microssomal). Na fragao

sobrenadante (S9) foi analisada a atividade das enzimas GST, CAT, ChE e PgP,
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enquanto que na fracdo microssomal foi analisada a expressao da isoforma CYP1A.
O pellet obtido da centrifugacédo a 9.000g foi dissolvido no mesmo tampao de
homogeneizacédo acrescido de Triton X-100 (0,05%) para solubilizacdo da
colinesterase de “membrana”, denominado de fracao triton soluvel da colinesterase
(TSF). Apdés 30 minutos sob agitagdo constante a temperatura ambiente, esta
amostra foi novamente centrifugada a 9.000g e o sobrenadante utilizado para

dosagem da ChE TSF.

Para a andlise da expressdao da PgP, as amostras de figado foram
descongeladas em gelo e homogeneizadas em tampao de lise hipotdnico de acordo
com protocolo Corrnwall et al. (1995). As amostras foram centrifugadas por 10

minutos a 10.000g e o sobrenadante utilizado na imunodetecg¢ao da PgP.

Andlises bioquimicas
Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST hepatica foi analisada pelo método de Keen et al. (1976).
A amostra foi adicionada a um meio de reacdo contendo 1 mM de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), 1 mM de glutationa reduzida em meio contendo tampao
fosfato de potassio 0,1M pH 7,0. O aumento de absorbancia foi acompanhado a
340nM. Uma unidade (U) de enzima é a quantidade de enzima que catalisa a

formacao de 1umol de produto por minuto por miligrama de proteina.
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Colinesterase (ChE)

Tanto em amostras de cérebro como de figado, a atividade da colinesterase
foi determinada pelo método de Ellmann et al. (1961). A reagao se baseia na reagao
entre a acetiltiocolina iodada, o homogeneizado e o &cido 5,5 -ditio-bis—2-
nitrobenzdico (DTNB). A acetiltiocolina iodada € hidrolisada pela colinesterase e
libera tiocolina, que reage com o acido e produz um anion amarelo que € detectado
por espectrofotometria em 405nM (Booth et al. 2000). A atividade de colinesterase é

expressa em pmoles de acetiltiocolina hidrolisada por minuto por miligrama de

proteina (umoles/min/mg proteina).

Catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da catalase hepatica foi realizada pelo método
de Beutler (1975), que quantifica a velocidade da decomposigédo de H,O, em H,0 e
O,, pela enzima, através do decréscimo de absorbancia a 240nm a 30°C. Os valores
de atividade da CAT estao expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de CAT
corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de H>O»/minuto, a 37°C,

em pH 8,0.

Aspartato transaminase (AST) e Alanina transaminase (ALT)

A determinacao da atividade da AST e ALT plasmatica foi realizada de acordo
com método de Reitman and Frankel (1957) seguindo os protocolos descritos no Kit
Analisa Diagnoéstica, cat. 252 e 253, respectivamente. A atividade destas enzimas

estdo expressas em U RF/mL (Unidades Reitman-Frankel/mL).



24

Isoforma de Citocromo P450 (CYP1A)

As analises de imunoblots das preparagdes microssomais foram feitas de
acordo com Kloepper-Sams et al. (1987). As proteinas microssomais foram
separadas em géis SDS-PAGE 12% (gel de corrida) e 10% (gel de entrada) e entao
eletroforeticamente transferidas para membranas de nitrocelulose e bloqueadas com
leite em p6 desnatado 5% (p/v) dissolvido em Tris 25mM, NaCl 0,63M pH 7,5. As
proteinas foram visualizadas utilizando-se o corante reversivel Ponceau S. O
anticorpo primario utilizado foi o anticorpo monoclonal 1-12-3 de camundongo contra
scup (P450E) para CYP1A1 (10ug/mL solugdo bloqueadora) (Park et al. 1986). O
anticorpo secundario utilizado foi o de cabra contra IgG de camundongo conjugada a
peroxidase. Apos 60 minutos de incubacido as bandas das proteinas CYP1A foram
reveladas pelo método de quimioluminescéncia utilizando-se o kit ECL-Amersham-
Pharmacia. A membrana foi exposta a um filme autoradiografico Kodak X-OMAT,
XAR-5 film e imediatamente revelados de acordo com métodos convencionais. A
intensidade das bandas foi quantificada apos a digitalizagdo da imagem utilizando-se
o software Scion Image. Os resultados estdo expressos em densidade integrada por

micrograma de proteina microssomal.

d-aminolevulinato desidratase (-ALA-D)

A anadlise da enzima &-ALA-D é baseada na reac&o entre o porfobilinogénio
(produto da reagao enzimatica) com o reagente de Ehrlich formando uma coloragao
rosa, que foi lida em espectrofotdmetro a 555nM. O ensaio enzimatico é realizado
na presenga e na auséncia de ditiotreitol (DTT) que restabelece os valores de
atividade enzimatica, caso tenha havido alguma inibicdo. A diferengca entre a

atividade enzimatica com DTT e sem DTT expressa indiretamente o grau de
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exposicao a contaminantes metalicos, particularmente o chumbo (Bainy, 1990). A

atividade da enzima esta expressa em nmoles de PBG/min/mL de hemoglobina.

Determinacdo da expressao da glicoproteina-P (PgP)

As amostras foram separadas eletroforeticamente em SDS-PAGE contendo
7,5% no gel de corrida e 4% no gel de entrada. Imediatamente apds a corrida
eletroforética as amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose

(Hybond ECL-Amersham Pharmacia).

Para a detec¢do da PgP foi utilizado o anticorpo monoclonal C219 (Signet
Laboratories). Apdés 60 minutos de incubagdo a membrana foi lavada e incubada
com o anticorpo secundario cabra anti-camundongo IgG conjugada com a
Peroxidase. A revelagcao da membrana foi feita pelo método de quimioluminescéncia.
A membrana foi exposta a um filme autoradiografico Kodak X-OMAT, XAR-5 film e
imediatamente revelados de acordo com métodos convencionais. A densitometria
das bandas impressas no filme autoradiografico foi feita utilizando-se o software
Scion Image e os resultados estdo expressos como densidade integrada em

unidades arbitrarias (expressao da PgP/ug).

Capacidade antioxidante do plasma

A analise da capacidade antioxidante do plasma foi realizada de acordo com
Gutteridge and Quinlan (1993) que se baseia na inibicdo da oxidagdo da
desoxiribose induzida por Ferro na presenca de amostras de plasma. Os resultados

sdo dados em % de protecdo da desoxirribose.
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Determinacgdo da concentragéo de proteina
A determinacdo da quantidade de proteina na fragao celular citoplasmatica e
microssomal foi realizada segundo o método descrito por Lowry et al. (1951),

modificado por Peterson (1977).

Determinacéo da concentracéo de hemoglobina no sangue
A determinagdo da concentragcdo de hemoglobina no sangue total foi
realizada utilizando-se o reagente de Drabkin de acordo com Van Kampen and

Zijlstra (1961). Esta expressa em g/dL.

Parametros quimicos e fisicos dos locais amostrados
Nos locais de estudo, forma analisados o pH, temperatura e oxigénio

dissolvido (mg/L), utilizando-se um kit portatil de analise de agua, de campo.

Tratamento estatistico dos resultados
Os dados obtidos neste trabalho foram analisados estatisticamente através do

teste t de Student. Foi assumido um nivel de significancia de no minimo P <0,05.
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3. Resultados

Os parametros biolégicos das tilapias analisadas neste experimento estdo na
Tabela 1. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre o peso total, o peso do
figado, o peso da gbnada e o peso do cérebro dos peixes mantidos nos dois locais.
Uma variagdo muito grande no peso das gbénadas dos animais, principalmente nos
animais mantidos na regidao do Rio do Brago foi observada. Nestes animais foram
observadas alteragdes morfoldgicas externas (alteragéo na textura e cor do figado e
no tamanho das génadas — feminilizagdo de machos e masculinizagdo de fémeas)
bem diferenciadas dos animais da regido referéncia, no entanto nenhuma

quantificacdo destas alteracdes foi realizada.

Nenhuma diferenga significativa foi observada em relagdo a temperatura e o
pH nos locais onde os animais foram mantidos durante o periodo experimental
(Tabela 2). No entanto, em RB1 foram observados niveis muito baixos de oxigénio
dissolvido possivelmente associados a proximidade do langamento de efluentes
industriais, caracterizando assim uma condigdo praticamente anoxica, o que
possivelmente contribuiu para a morte dos peixes em menos de 8 horas de
exposi¢cao. Nos outros dois locais nao foi observada uma diferenga significativa nos

niveis de oxigénio dissolvido e nenhuma mortalidade de peixes foi vista.

O figado dos animais mantidos por uma semana no local RB2 apresentaram
niveis significativamente maiores da atividade da CAT (129%), GST (26,7%) (Figura
2) e CYP1A (448%) (Figura 5) que nos animais da regido referéncia. Um aumento
significativo na atividade das enzimas transaminases plasmaticas AST (23%) e ALT

(67%) foi também observado nos peixes mantidos em RB2 (Figura 3). Os niveis de
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PgP detectados no figado dos animais do local RB2 foram semelhantes aos dos

animais REF1 (Figura 5).

Nenhuma alteracao na atividade da ChE na fracdo S9 hepatica e cerebral dos
peixes mantidos na regido do Rio do Brago foi detectada (Figura 4). Porém, foi
observado um aumento significativo (136,2%) na atividade de ChE na fragao Triton
soluvel (TSF) no figado dos peixes mantidos em RB2 (Figura 2). Nenhuma diferenca
estatistica foi observada na atividade enzimatica da &ALAD (Figura 3). A
capacidade antioxidante do plasma dos peixes mantidos nos locais REF e RB2 nao
apresentaram diferenga significativa (Figura 3). A concentragdo de hemoglobina total

nos animais REF foi semelhante a dos animais mantidos em RB2 (Figura 3).
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4. Discusséao

Os resultados apresentados neste trabalho fornecem evidéncias de que os
animais transplantados ao Rio do Brago, em um local a jusante do distrito industrial,
sofreram uma agressdo quimica possivelmente associada a intensa atividade
industrial da regido. No local mais proximo do distrito industrial os peixes nao

sobreviveram mais de 8 horas devido aos baixos niveis de oxigénio.

O aumento significativo da CAT observado nos animais mantidos em RB2
pode estar associado a dois fatores. Por um lado estes animais podem ter sido
expostos a um nivel mais elevado de substancias quimicas responsaveis pela
proliferacdo peroxisomal. Como a catalase € uma enzima peroxisomal, um aumento
na quantidade de peroxisomos se refletiria no aumento da atividade desta enzima.
Algumas substancias quimicas tem sido descritas como indutoras de ploriferagcéo
peroxisomal, tais como os pesticides 4-cloro-2-metilfenoxiacético, 2,4-D, parafinas
cloradas, dietilftalato, tricloroetileno (EHP 1995). Para confirmar tal hipotese seria
necessaria a realizagao de analises destas substancias quimicas neste ambiente.
Por outro lado, um aumento na taxa de biotransformacdo de xenobidticos,
decorrente de uma maior exposi¢ao dos peixes a contaminantes ambientais, poderia
acarretar em um consequente aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio, potenciais indutores de estresse oxidativo (Bainy et al. 1996). Assim, a
catalase constitui-se em uma das principais enzimas antioxidantes celulares, uma
vez que ela é responsavel pela decomposigcdo de peroxido de hidrogénio produzido
apds a dismutacdo do radical anion superoxido. Assim, o aumento observado na

atividade da CAT poderia ser uma resposta antioxidante compensatoria contra o
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aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio associado a

biotransformacao de xenobidticos nos animais de RB2.

De forma similar, a maior atividade da GST nos animais mantidos em RB2
possivelmente esta associada com a exposicdo destes peixes a compostos
organicos, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos totais identificados em
amostras de sedimentos deste local por Luiz A. Madureira (comunicagao pessoal).
Varios trabalhos mostram uma relagéo direta entre o grau de contaminagédo de
compostos organicos e a atividade da enzima GST (Almli et al. 2002; Stephensen et
al. 2002; Perez-Lopez et al. 2002; Zanette et al. 2003). Este resultado esta de
acordo com o0s niveis significativamente maiores da expressdo de CYP1A nos
animais mantidos em RB2. Compostos orgéanicos do tipo HPAs, PCBs planares e
dioxinas formam um complexo com o receptor Ah (Aril hidrocarboneto) que é
translocado ao nucleo onde se liga na regido promotora do gene do CYP1A ativando
sua transcricdo. Da mesma forma, este complexo também pode ativar a transcrigao
algumas isoformas de GST (Denison et al. 1998). Desta forma, pode-se observar
que tanto os sistemas bioquimicos de biotransformacéo de Fase | (CYP1A), como os
de Fase Il (GST) estavam aumentados nos peixes mantidos por 7 dias na regiao
RB2, quando comparados com os peixes mantidos na regido referéncia. Estes
resultados, associados ao aumento na atividade da catalase (CAT), evidenciam que
os peixes foram expostos a substancias quimicas potencialmente toxicas para estes
organismos. Soimasuo et al. (1995) e Chen et al. (2001) também observaram
indugdo da expressdo do citocromo P4501A em peixes expostos a descarga de

efluentes de fabrica de papel e branqueamento de polpa de papel.
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Os niveis de atividade das transaminases AST e ALT nos peixes da regiao
RB2 foram significativamente maiores que nos animais REF. A ALT é encontrada
predominantemente no figado, em concentragdo moderada nos rins € em menores
quantidades no coracdo e nos musculos esqueléticos. A AST é encontrada em
concentragdao muito alta no musculo cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e
em menor concentragdo nos rins e pancreas. Qualquer leséo (injuria) tissular ou
doencga afetando o parénquima hepatico (ou uma lesao tecidual nos rins, coragao e
nos musculos esqueléticos) liberara uma maior quantidade destas enzimas para a
corrente sanglinea, elevando os niveis séricos destas enzimas (Sparling et al.
1998). Assim, 0 aumento observado na atividade destas enzimas no plasma dos
peixes de RB2 pode estar associado a alguma lesao celular em algum destes

tecidos decorrente da exposicdo dos animais a contaminantes ambientais.

Medidas das alteracées na atividade da enzima colinesterase, tem sido usada
para determinar o efeito toxico caracteristico de inseticidas organofosforados e
carbamatos (Rodriguez-Fuentes and Gold-Bouchot 2000). Tem sido demonstrado
que aguas contaminadas com estes compostos podem causar danos no sistema
nervoso em peixes pela inibicdo de colinesterase (Nemcsok et al. 1985). De la Torre
et al. (2000) observaram uma inibicdo da atividade da ChE em cérebro em peixes
(Cyprinus carpio) mantidos no Rio Reconquista em Cascallares (Argentina).
Nemcsok et al. (1985) também observaram inibicdo da AChE em cérebro e em
musculo de peixes em trabalho realizado na Hungria. No presente trabalho néo foi
observada alteragao na atividade da AChE hepatica na fracdo S9. No entanto a ChE
quantificada na fragao Triton soluvel (TSF) foi significativamente maior nos animais

de RB2. A etiologia desta indugdo ndo esta claramente entendida, no entanto,
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poderia estar associada a uma resposta de inducdo compensatoria apdés uma
exposicao inicial a compostos anticolinesterasicos. No entanto esta hipotese é
questionavel uma vez que nenhuma alteracdo na atividade da colinesterase em
ambas fracbes obtidas do cérebro dos peixes mantidos no Rio do Brago foi
observada. A auséncia de uma resposta inibitéria da ChE tanto no cérebro, como no
figado dos peixes mantidos no Rio do Brago nos leva a sugerir, de uma forma
indireta, que ndo ha residuos destes inseticidas nesta regido. No entanto apenas
com a realizacdo de analises quimicas € que poderiamos ter uma conclusao

inequivoca sobre tal possibilidade.

A atividade da enzima &ALAD quantificada no sangue dos animais, néo
apresentou diferengas entre os grupos experimentais. Os niveis de hemoglobina
total dos animais também nao apresentaram diferenga significativa. Estes resultados
fornecem indicios de que possivelmente n&o esteja ocorrendo um impacto
significativo no ambiente por chumbo. No entanto, outros metais que néo interferem
na atividade da &-ALAD poderiam estar presentes, sendo portanto necessaria uma
analise quimica complementar para certificar a composi¢cao quali-quantitativa dos

metais da regiao.

Nenhuma diferenga significativa na expressao da PgP foi observada entre os
animais mantidos em ambos locais. No entanto, neste trabalho n&o foi avaliada a
atividade da PgP. E possivel que tenha havido um aumento na atividade da PgP que
nao se refletiu necessariamente no aumento na expressao da proteina. Cabe
ressaltar que houve uma grande variabilidade individual entre os animais, quanto a

expressado da PgP. Como este sistema desempenha também fun¢des endogenas, é
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possivel que outros fatores, ndao analisados neste trabalho pudessem estar
interferindo em uma resposta mais clara de inducdo deste sistema de transporte.
Minier et al. (2000) e Keppler and Ringwood (2001), sugerem que a temperatura da
agua nos locais de estudo pode afetar indiretamente na expressao da PgP através
da maior disponibilidade de alimento. Assim, experimentos subsequentes seriam
necessarios para avaliar a utilizagdo da PgP como marcador de contaminagdo em

tildpias mantidas em locais contaminados.

Determinadas classes de compostos quimicos sao capazes de causar
perturbacdes enddcrinas nos animais expostos (Rolland et al. 1997). Dentre estas
classes, estdo os derivados de compostos fendlicos, substancias quimicas muito
utilizadas na industria téxtil. A feminilizacdo de machos, bem como a masculinizacao
de fémeas estdo entre alguns das alteragdes enddcrinas causadas por estes
compostos quimicos. Tais efeitos podem comprometer seriamente a estrutura das
comunidades aquaticas na zona de abrangéncia do langamento dos efluentes. Neste
trabalho foi possivel observar uma grande variagdo no peso das gbnadas dos
peixes, principalmente nos animais mantidos em RB2. Apesar de ndo terem sido
quantificadas, alteragdes morfolégicas bastante marcantes (nas gbénadas) foram
observadas apenas nos animais mantidos em RB2. Portanto sugerimos que estudos
posteriores sejam realizados para avaliar a possibilidade de que estejam sendo

langados nesta regido compostos quimicos desreguladores endocrinos.
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Tabela 1. Parametros bioldgicos dos peixes O. niloticus mantidos nos locais de

estudo por uma semana.

L ocal Peso total Comprimento Peso Figado Peso gbnada Peso cérebro
(9) (cm) (9) (9) (9)
REF? 138,5 + 36,8° 21,2+19 1,27+ 036 045+0,71 0,12+0,02
RB2 1495+ 23,8 21,3+1,1 1,35+£035 086+107 0,14+0,04

®REF, indica o local de manutengdo dos peixes nos tanques da Estacdo de
Piscicultura da Fundacao Municipal 25 de Julho, Joinville; PRB2, indica o sitio de
manutengdo dos peixes a juzante do Rio do Brago. °Os dados estdo

apresentados como média + desvio padréo, n=10 em cada grupo.
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Tabela 2. Parametros quimicos e fisicos dos locais amostrados.

L ocal T°C PH O, (mg/L)
REF? 26,7+ 1,2 72+12 6,3+ 0,7
RB1" 27,0° 7,0 1,0
RB2° 254+ 0,5 6,6+0,1 5,3+ 0,4

®REF, indica o local de manutencdo dos peixes nos tanques da Estacdo de
Piscicultura da Fundagdo Municipal 25 de Julho, Joinville; PRB1, indica o local de
manutengio dos peixes préximo ao distrito industrial no Rio do Brago; “RB2, indica o
sitio de manutencdo dos peixes a juzante do Rio do Braco. YOs dados estdo
apresentados como média + desvio padrdo de analises diarias durante 7 dias. “Dado

referente a uma analise.
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Figura 1. Locais de colocagao das gaiolas. REF1- Lagoa de cultivo de tilapias na

Fundacdo 25 de Julho, Joinville/SC; RB1 e RB2 - Rio do Bracgo,
Joinville/SC.
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Figura 2 - Atividades da colinesterase na fracdo S9 e na fracdo triton-sollvel (TSF)
(n=9); Catalase (n=10) e Glutationa-Stransferase (n=10) em figado de tilépias
mantidas no Rio do Brago (RB2) e em umalagoa de cultivo na Fundacéo Municipal

25 dejulho (REF1), Joinville, SC.
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Figura 3 - Atividades das enzimas Alanina transaminase (Transaminase pirlvica —
GPT) (n=10); Aspartato transaminase (Transaminase oxaacética - GOT) (n=9);
Capacidade antioxidante do plasma (n=10); expressdo da delta-aminolevulinato
(ALA-D) (n=10); e dosagem de hemoglobina (n=10) em plasma de tilépias
mantidas no Rio do Brago (RB2) e em uma lagoa de cultivo na Fundagdo
Municipa 25 de julho (REF1), Joinville, SC
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Figura 4 - Atividades da colinesterase na fracdo S9 e na fracdo triton-soltvel (TSF)
em cérebro de tildpias mantidas no Rio do Braco (RB2) e em uma lagoa de cultivo
na Fundagdo Municipal 25 de julho (REF1), Joinville, SC; (n=10 para cada grupo)
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Expresséao da glicoproteina-P Expressédo do citocromo P450
(PgP) (CYP1A)
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Figura 5 — Expressdo da glicoproteina-P (PgP — Banda de 170kDa) e do citocromo
P450 (CY P1A — Banda de 60kDa) em figado de tilapias mantidas no Rio do Brago
(RB2) e em uma lagoa de cultivo na Fundagdo Municipal 25 de julho (REF1),
Joinville, SC
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