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RESUMO

A contaminacao ambiental do meio aquético por metais € uma grande preocupacgéao e
recebeu consideravel atencdo nas Ultimas décadas. Os metais, derivados de
operacdes agricolas e efluentes industriais, podem chegar a diferentes corpos d'agua
e produzir efeitos toxicos em organismos aquaticos e, acumulados na biota aquatica,
podem representar um problema de saude de interesse publico. O presente estudo
investigou a presenga de metais [Aluminio — Al, Bario — Ba, Cadmio — Cd, Cobalto -
Co, Cobre - Cu, Cromo - Cr, Potéassio - K, Manganés - Mn, Molibdénio — Mo, Niquel —
Ni, Estréncio — Sr e Zinco — Zn)] na agua do rio Pirajibu, Sorocaba, SP e verificou o
efeito destes metais no figado de girinos de ras-touro (Lithobates catesbeianus). Para
tanto, a agua foi coletada em dois locais do rio (Montante e Jusante da Zona
Industrial), no periodo seco do ano, e os girinos foram expostos a estas aguas durante
96h, como grupo controle foi utilizada a agua de torneira declorada da UFSCar
campus Sorocaba. Para a avaliagdo dos efeitos em ras-touro foram analisadas as
seguintes variaveis no figado: atividade das enzimas antioxidantes: SOD (superdxido
dismutase) e CAT (catalase), niveis de LPO (peroxidacéo lipidica), PCO (proteinas
carboniladas) e da MT (metalotioneina). Os dados da agua foram comparados com
os limites estabelecidos pela resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) n° 357 de 2005. Como resultados, em comparagao ao grupo controle, a
atividade da CAT foi maior em Montante e Jusante e da SOD foi menor, LPO foi menor
na Jusante, PCO foi maior na Montante e Jusante e nao houve alteracdes
significativas nas concentragdes de MT. Os resultados mostram que embora os metais
estejam abaixo do limite da resolucdo CONAMA a exposi¢cdo aguda a agua do rio

Pirajibu causou estresse oxidativo nos girinos.

Palavras-chave: Metais, ra-touro, Pirajibu, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Environmental contamination of the aquatic environment by metals is a major concern
and has received considerable attention in recent decades. Metals, derived from
agricultural operations and industrial effluents, can reach different water bodies and
produce toxic effects on aquatic organisms and, accumulated in the aquatic biota can
represent a health problem of public interest. The present study investigated the
presence of metals [Aluminum - Al, Barium - Ba, Cadmium - Cd, Cobalt - Co, Copper
- Cu, Chromium - Cr, Potassium - K, Manganese - Mn, Molybdenum - Mo, Nickel - Ni,
Strontium - Sr and Zinc - Zn] in the water of the Pirajibu River, Sorocaba, SP and
verified the effect of these metals on the liver of bullfrog tadpoles (Lithobates
catesbeianus). For this purpose, water was collected from two sites of the river
(Montante and Jusante of the industrial area), during the dry period of the year, and
the tadpoles were exposed to these waters for 96h. As a control group, tap water from
the UFSCar campus Sorocaba was used. For the evaluation of the effects on bullfrogs,
the following variables were analyzed in the liver: activity of the antioxidant enzymes:
SOD (superoxide dismutase) and CAT (catalase), levels of LPO (lipid peroxidation),
PCO (carbonylated proteins) and of MT (metallothionein). The data of the water were
compared with the limits established by the resolution of the National Council of
Environment (CONAMA) no. 357 of 2005. As results, in comparison with the control
group, the CAT activity was higherMOntante and Jusante and the SOD was lower,
LPO was lower in Jusante, PCO was higher in Montante and Jusante and there were
no significant changes in the concentrations of MT. The results show that although the
metals were below the CONAMA resolution limit the acute exposure to Pirajibu River

water caused oxidative stress in tadpoles.
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1. INTRODUCAO

A sociedade sempre teve 0 seu desenvolvimento ligado diretamente a
disponibilidade de recursos hidricos, e historicamente é possivel constatar que
diversos povos e civilizagcdes ancestrais floresceram nas planicies de grandes rios,
tais como o Indo, que percorre territérios chineses, indianos e paquistaneses, Tigre e
Eufrates na Mesopotamia, e o rio Nilo no Egito (ISACHENKO, 2011). Segmentos como
a agricultura, industria e o setor doméstico, dependem diretamente dos recursos
hidricos para o seu funcionamento. Ademais, a manutencdo da homeostase dos
ecossistemas, e de suas respectivas funcdes ambientais também esta atrelada a
esses recursos (CURMI et al., 2013). Com o avanco constante da industrializagéo e
urbanizagdo extensivas, esta ocorrendo um aumento da concentracdo de
contaminantes no ambiente aquatico. Diversos trabalhos relatam efeitos adversos nos
organismos aquaticos ocasionados por agroquimicos, estrogénios e os metais (BILA
e DEZOTTI, 2003, PARK e KIDD, 2005, RUAS et al., 2008, CARVALHO et al., 2012,
MEMMERT et al., 2013, SAKURAGUI et al., 2013, CAMPANHA et al.,, 2015,
CARVALHO et al., 2017).

O estresse ocasionado por estes compostos aumenta as espécies
reativas de oxigénio (EROs), tais como o radical superoxido, peroxido de hidrogénio,
e radical hidroxila, levando ao estresse oxidativo em peixes (RADHAKRISHNAN,
2008, RUAS et al., 2008, MONTEIRO et al, 2009, RADHAKRISHNAN e
HEMALATHA, 2009, CARVALHO et al.,, 2012, 2015). Os sistemas de defesa
antioxidante, representado, principalmente, pelas enzimas superéxido dismutase
(SOD) e a catalase (CAT), protegem o0s organismos do estresse oxidativo causado
pela presenca de compostos xenobidticos no meio como verificado no figado e rim de
peixes (VIARENGO et al., 2007, MONTEIRO et al., 2009, CARVALHO et al., 2012,
SAKURAGUI et al., 2013, CARVALHO et al., 2015) e de anfibios (COSTA et al., 2008,
FERRARI et al., 2009, VERONEZ et al., 2016).

Em 1969 o termo “ecotoxicologia” foi cunhado por Truhaut durante uma
reunido de um Comité ad-hoc do Conselho Internacional de Unies Cientificas (ICSU),

como um ramo da toxicologia que se preocupa com o estudo de efeitos toxicos,
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causados por poluentes naturais ou sintéticos, aos constituintes de ecossistemas,
animais (inclusive humanos), vegetais e microbianos, em um contexto integral
(TRUHAUT, 1977). Sendo ela uma ciéncia que envolve diversas escalas, como a
molecular, fisiologica e até niveis ecossistémicos, envolvendo diversas areas de
conhecimento (bioquimica, quimica analitica, ecologia, toxicologia) (RATTNER,
2009).

Truhaut (1977) salienta ainda que o0s estudos ecotoxicolégicos

compreendem trés sequéncias:

(1) Estudo da emisséo e entrada de poluentes no ambiente abiotico, assim como

sua distribuicao e destino.

(2) Estudo da entrada e destino dos poluentes no ambiente bidtico, como um
importante problema de contaminagdo das cadeias bioldgicas, em primeiro lugar

das cadeias alimentares.

(3) Estudo, qualitativo e quantitativo, dos efeitos toxicos dos poluentes quimicos,

a um certo nivel, para os ecossistemas.

Desta forma os testes toxicologicos tornam-se importantes para a
compreensao da acgdo toxica dos xenobidticos, e a utilizacdo dos biomarcadores em
um determinado organismo. Os biomarcadores compreendem as alteracbes
biolégicas que expressam a exposicdo e/ou o efeito toxico de um ou mais
contaminantes no ambiente (VAN DER OOST et al., 2003) refletindo em uma resposta
do organismo que pode ser comportamental, fisioldgica, celular, bioquimica ou
molecular (WHO, 1993). Respostas bioldgicas no nivel bioquimico e fisioldgico
geralmente sdo as mais sensiveis e as primeiras a aparecerem (SAN JUAN et al.,
2020).

Os organismos quando expostos a ambientes contaminados expressam
respostas biolégicas como ativagdo dos mecanismos envolvidos na desintoxicagéo e
excrecdo, que podem ser analisados e indicar a detecgcdo do efeito destes
xenobidticos nos organismos (BILA e DEZOTTI, 2003, PARK e KIDD, 2005, RUAS et
al., 2008, CARVALHO et al., 2012, MEMMERT et al., 2013, SAKURAGUI et al., 2013,
CAMPANHA et al., 2015, CARVALHO et al., 2017, HINOJOSA-GARRO et al., 2020).
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Os efeitos toxicolégicos se manifestam inicialmente no nivel molecular ou bioquimico,
podendo estes biomarcadores (ou seja, marcadores biolégicos) serem utilizados como
indicadores sensiveis da exposicao toxica. Uma vez que se tratam de alteracdes
incipientes, os biomarcadores indicam a presenca de contaminantes antes mesmo de
seus efeitos se manifestarem nos individuos, permitindo a antecipacao dos efeitos e
impactos adversos em niveis biolégicos superiores, como em populacdes,
comunidades, e no ecossistema, etc (VAN DER OOST et al., 2003, SANTANA et al.,
2018). Sendo assim, os biomarcadores mostram-se uma Gtima alternativa, ou uma
ferramenta complementar, aos ensaios ecotoxicolégicos tradicionais (VAN DER
OOST et al., 2003, CARLSSON e TYDEN, 2018). Um avanco importante para o
interesse na toxicidade do oxigénio e dos radicais livres ocorreu quando a existéncia
da SOD e de proteinas que promoviam a dismutacdo de radicais superéxido foi
descrito, levando a criacdo da teoria do superoxido e da toxicidade do oxigénio
(KOHEN e NYSKA, 2002).

Para a realizacdo adequada de andlises ecotoxicolégicas é necessario
conhecer o organismo modelo para facilitar a interpretacéo dos resultados, e uma das
maiores dificuldades em realizar a extrapolacdo dos dados do laboratério para o
campo, € gue sO é possivel estudar uma pequena quantidade de espécies de
interesse no laboratorio. Assim, selecionar espécies sensiveis ou importantes que
podem ser estudadas € um fator dificil. Espécies que possuem uma ampla distribuicdo
em ambientes poluidos e representativas dos principais grupos de animais sdo as
escolhas mais légicas (WALKER, 1998, CALISI et al., 2013).

Dentre os grupos de vertebrados, os anfibios estdo entre os mais
vulneraveis e ameacados por contaminantes ambientais que podem ter origem de
atividades antropicas, destacando-se 0s metais potencialmente toxicos, pesticidas
hidrocarbonetos, fertilizantes, farmacos e microplasticos (SIEVERS et al., 2019). Os
anfibios podem ser particularmente vulneraveis a exposi¢cdo a contaminantes, uma
vez que costumam viver e se reproduzir em areas projetadas para receber aguas
contaminadas (areas umidas de aguas pluviais recebendo escoamento urbano, por
exemplo) (SIEVERS et al., 2018) e em locais onde produtos quimicos sédo adicionados
intencionalmente (como areas Umidas agricolas recebendo pesticidas e fertilizantes)

(HAZELL et al., 2001). Diversas analises indicam que, embora a riqueza de espécies
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e a densidade populacional em areas urbanas Umidas possam ser comparadas com
areas naturais umidas, frequentemente a aptiddo dos organismos € comprometida
(SIEVERS et al., 2017).

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos por metais potencialmente
toxicos é preocupante devido a sua toxicidade e capacidade de bioacumulacdo (WU
et al., 2018), quando acumulados em grandes concentracfes causam efeitos nocivos
no sangue e 6rgdos de organismos aquaticos, podendo reagir com enzimas, DNA,
RNA e proteinas celulares (AKAHOKI et al., 1999). Existe hoje, um namero limitado
de trabalhos que estudam os efeitos de misturas de metais em ambientes naturais,
principalmente quando estes estdo em niveis menores do que aqueles permitidos por
legislagbes, portanto a avaliagdo da toxicidade de misturas de metais em
concentracdes baixas, torna-se importante para a vida dos organismos (YOLOGLU e
MURAT, 2015). Os seres humanos alteraram e continuam alterando os ambientes
naturais a taxas alarmantes, ocasionando impactos significativos na vida de animais
silvestres (PEREIRA et al., 2010).

1.1. Fundamentacédo Teodrica

1.1.1. Metais potencialmente toxicos

Metais potencialmente toxicos s&o ha muito tempo reconhecidos como
poluentes ambientais, a toxicidade presente nesses elementos € um problema que
vem tomando grande significancia por seus impactos ecoldgicos, evolutivos,
nutricionais e ambientais. Os metais potencialmente téxicos incluem chumbo (Pb),
cadmio (Cd), niquel (Ni), cobalto (Co), ferro (Fe), zinco (Zn), cromo (Cr), arsénio (As),
prata (Ag) e os elementos do grupo da platina (NAGAJYOTI, 2010).

A carga de metais potencialmente toxicos no ambiente é relacionada a
fatores naturais, como eroséo e incéndios, assim como com a agcado antropogénica,
como a industria e agricultura (KOVACIK et al., 2017). A toxicidade desses metais nos

ecossistemas aquaticos muda de acordo com as variaveis ambientais, incluindo
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fatores fisicos e quimicos, como a quantidade de matéria dissolvida, o pH da agua e
a temperatura (SANTORE et al., 2002). Esses metais podem tornar-se biodisponiveis
por acbes humanas que os liberam no ambiente, penetrando na biota através das
membranas celulares fosfolipidicas, sendo prejudiciais, pois 0s organismos expostos

sao incapazes de metaboliza-los (WALKER et al. 2001).

Os tecidos dos animais sdo altamente suscetiveis a intoxicacdo por
contaminantes metélicos. Os metais podem distribuir-se por todo o organismo, e
ocasionar mudancas na estrutura e funcdo das proteinas, organelas e células
(KOVACIK et al., 2017), afetando varios o6rgdos, causando assim alteracfes
bioquimicas e fisiolégicas nos organismos e prejudicando a homeostase (SARMA et
al., 2015, FORMICKI et al., 2008). Por exemplo, embrides e larvas de anfibios ou
outros animais aquaticos, quando expostos a metais potencialmente toxicos,
geralmente tem um aumento na taxa de mortalidade (COMPANY et al., 2004). Alguns
orgaos especificos sdo particularmente afetados e alterados, como o figado e rins,
orgaos esses responsaveis pela eliminacado dessas substancias (GASPARIK et al.,
2004). As alteracdes bioquimicas podem ser diversas, como as alteragdes nos niveis
de enzimas de acdo antioxidante, tais como a SOD e CAT, ou o aumento dos niveis
de peroxidacdo lipidica, os quais estdo diretamente ligados ao estresse oxidativo
(FERNANDES et al., 2021). Os anfibios estdo mais vulneraveis a contaminacgao que
ocorre nos ambientes aquaticos, constituindo uma fonte de estresse para 0s
organismos aquéaticos. Jones-Costa et al., (2018) em um estudo com Lithobates
catesbeianus exposto ao surfactante alquilbenzeno linear sulfonado (do inglés Linear
Alkylbenzene Sulfonate - LAS) verificaram alteracdo na frequéncia cardiaca, massa
ventricular e respiracdo, tornando esses animais suscetiveis a predacdo e menos

competitivos em sucesso reprodutivo.

1.1.2. Biomarcador

Biomarcador é a definicdo dada a uma resposta biolégica a um produto
quimico ambiental no nivel individual ou abaixo, que demonstra um afastamento do
estado normal (PEAKALL E WALKER, 1994). Entretanto, esta mudanca n&o leva em

consideracao os niveis populacionais, comunidade ou ecossistema, embora sejam a
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preocupacdao final dos ecologistas ao aplicar o conceito de biomarcador (WALKER,
1998).

Os biomarcadores correspondem a alteracbes biolégicas que
demonstram efeito tdxico da exposicdo aos contaminantes presentes no meio
ambiente (VAN DER OOST et al., 2003, NURER et al., 2016), refletida em respostas
fisioldgicas, comportamentais, celulares, bioquimicas ou moleculares (WHO, 1993),
analisadas nos fluidos corpéreos, células, tecidos ou 6rgdos das espécies avaliadas
(LAM e GRAY, 2003), podendo, desta forma, fornecer informagdes importantes em
testes de campo ou laboratoriais, além de serem utilizados para medir uma série de
diferentes tipos de respostas, como bioquimicas, celulares e teciduais, considerados
importantes ferramentas para monitorar os efeitos biolégicos dos poluentes e o
estresse ambiental (BELIAEFF e BURGEOT, 2001). Ademais, os biomarcadores
podem ser especificos (monitoramento da exposicdo / efeitos de classes quimicas
especificas) ou gerais (monitoramento de uma sindrome de estresse genérica, devido

ao efeito integrado de vérias classes de contaminantes) (CALISI et al., 2013).

1.1.3. Anfibios

Os anfibios sdo um dos grupos de animais mais ameacados do planeta
e vem sofrendo um declinio populacional nos ultimos anos e hoje pensa-se em 6
hipéteses principais para explicar o fendbmeno (COLLINS e STORFER, 2003). As trés
primeiras, introducdo de espécies exoticas, superexploracdo e mudanca no uso da
terra jA possuem seus efeitos negativos conhecidos. A quarta hipétese baseia-se na
mudanca global, a quinta refere-se ao uso de pesticidas e outros produtos quimicos e
a sexta relaciona-se com o surgimento de doencas infecciosas. A sociedade humana

atual é a principal responsavel por esses fatores (COLLINS e STORFER, 2003).

De acordo com Hayes et al. (2010), ndo h&d uma causa Unica para o
declinio global das populagbes de anfibios, mas sim a interacéo entre varios fatores e
gue mesmo que declinios locais possuam causas unicas, € provavel que isso ocorra
pela interacdo entre dois ou mais fatores, que juntos sdo mais prejudiciais do que

individualmente. Atualmente cerca de 70% das espécies de anfibios estdo em
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declinio. Converse e Grant (2019), salientam que muitas vezes os problemas sao
identificados por pesquisas cientificas, mas nenhuma medida € tomada para reverté-
los, criando assim problemas intrataveis pela dificuldade na tomada de decisdes. As
populacées de anfibios vém sendo afetadas em uma taxa muito mais rapida do que a
taxa de aprimoramento do conhecimento necessario para desenvolver estratégias de
conservacao adequadas. Assim, faz-se importante compreender e caracterizar os
impactos da atividade humana nesses animais para o desenvolvimento dessas
estratégias (DA COSTA ARAUJO e MALAFAIA, 2020; DA COSTA ARAUJO et al.,
2020).

Um grande desafio para a ecotoxicologia e a conservagao € que testes
de toxicidade de anfibios normalmente séo realizados com a exposi¢cao dos animais
a apenas um unico produto quimico. No entanto, na natureza esses animais estado
expostos a estressores simultdneos (GREEN et al.,, 2019). Os anfibios podem
funcionar como indicadores de sensibilidade individual e populacional a estressores
antropicos, tais como poluentes quimicos (BOLL et al., 2013). Em seus estagios
iniciais de desenvolvimento, na fase larval, esses animais sdo mais sensiveis aos
poluentes, pois possuem uma taxa de captacdo mais rapida dos recursos,
aumentando a velocidade de processos como a biomagnificacdo (BRIDGES, 2000), e
uma vez que esses animais tém baixa posicdo tréfica e sdo importantes presas para
diversas espécies aquaticas e terrestres, pode haver um alto potencial de
transferéncia tréfica de substancias quimicas (ABERCROMBIE et al., 2019).

Com a finalidade de aumentar a eficiéncia da respiracdo e o0s
mecanismos de equilibrio osmoticos, a pele dos anfibios € particularmente fina e
altamente permeavel (HEATWOLE e WILKINSON, 2009). Por esse motivo, esses
animais séo altamente suscetiveis aos xenobioticos devido a falta de uma barreira
hidrofébica e sua alta porosidade as moléculas de agua se comparado a outros

animais, como porcos, por exemplo (VAN METER et al., 2014).

Estima-se hoje que cerca de 30% das espécies de anuros correm risco
de extincdo. Aproximadamente 25% das espécies ndo sao conhecidas o suficiente
para determinar o grau de ameaca, e desde os anos 1980 vem sofrendo uma crise de
grandes proporgbes (IJUCN, 2009). No mundo existem aproximadamente 6100
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espécies (FROST, 2007) e destas 849 ocorrem no Brasil (SBH, 2009), sendo o pais
com a maior diversidade desse grupo de individuos (VERDADE et al., 2010). A partir
dos anos 2000 os estudos relacionando a poluicdo ambiental com a diminuigdo das
populacdes de anuros ganharam forga, reforcando este como um dos principais
fatores, uma vez que a maioria desses animais depende da agua para a realizacéo
do seu desenvolvimento larval e que essas substancias mesmo em pequenas
concentracbes podem levar a diminuicdo populacional (SLABY et al., 2019). Além
disso, os girinos vivem em &guas superficiais, possuem uma pele altamente
permedvel e passam por diversas alteracfes morfofisioldgicas que sdo controladas
por diversas vias hormonais (SHI, 2000), e uma vez que o metabolismo das larvas de
anuros € menor do que o de animais endotérmicos, como aves e mamiferos
(MCDIARMID e ALTIG, 1999), as taxas de catabolismo e depuragcdo também séo
menores, 0 que ocasiona a bioacumulacdo de xenobidticos (LILLYWGITE et al.,
1999).

Mesmo quando expostos a concentracdes ambientalmente seguras de
xenobibticos, os girinos podem apresentar alteracdes em niveis celular, morfolégico,
bioquimico, fisiolégico e individual, prejudicando assim a aptiddo dos animais
desviando importantes fontes de energia, que podem estar ausentes em outros
processos bioldgicos, como a metamorfose e a rapida resposta de fuga de predadores
(JONES-COSTA et al., 2018).

1.1.4. Ra-touro (Lithobates catesbeianus)

O uso de algumas espécies ou grupos de espécies comuns como
sistemas modelos é uma ferramenta de pesquisa utilizada em ecologia e
ecotoxicologia e permite o desenvolvimento de projetos de estudo que, de outra forma,
seriam impraticaveis ou até mesmo inviaveis. Em particular na toxicologia o uso de
uma espécie modelo apresenta facilidades quando se considera a pronta
disponibilidade, o baixo custo, o facil manuseio, o grande nimero de animais que
serdo utilizados, as substancias quimicas a serem testadas bem como as analises
biolégicas propostas. Além disso, existe um compromisso da comunidade cientifica

mundial em seguir os Principios dos 3Rs, de “redugao, substituicdo (replacement) e
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refinamento” no uso de animais, aprovado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) a resolucdo normativa 17, de 3 de julho de 2014,
que dispde sobre o reconhecimento no Brasil de métodos alternativos validados que
tenham por finalidade a substituicdo, a reducéo ou o refinamento do uso de animais
em atividade de pesquisa, a Lei Arouca. O CONCEA é o o6rgao responsavel pelo
tratamento digno, humanitario e ético a todos os animais utilizados em atividades de

ensino ou pesquisa cientifica.

L. catesbeianus (Figura 1) é nativa da América do Norte e sua introducéo
no Brasil ocorreu para fins comerciais. Sua introdu¢édo na natureza se deu pela fuga
dos locais de reproducédo e por conta de seu alto nivel de adaptabilidade hoje a
espécie prospera em grandes areas. Além disso, possui uma alta homogeneidade
genética e por este motivo, quando exposta a xenobidticos, as respostas entre 0s
individuos s&o muito similares (OUELLET et al., 1997). E uma espécie de ra da familia
Bufonidae que atingiu uma extensa distribuicdo neotropical, incluindo Argentina,
Bolivia, Brasil, Uruguai, e Paraguai, a partir do nivel do mar até 2.600 m de altitude.
Habita pequenas lagoas ou charcos de agua estagnada em habitats secos
temperados, principalmente em areas abertas. Esta espécie se adaptou bem as
condicBes climéticas brasileiras e no Brasil e na Argentina, ocorre principalmente em
regidoes costeiras. L. catesbeianus é de facil manuseio e aclimata-se as condicfes de
laboratorio (CANDIOTI et al., 2010).

Por possuir um longo periodo de vida larval, essa espécie é
especialmente vulneravel a xenobibticos, sendo dessa forma um candidato adequado
como espécie modelo para ensaios ecotoxicolégicos em anfibios, se comparado a
espécies com estagio larval de duracao curta (BOONE et al., 2001, VASCONCELOS
et al., 2017). A espécie L. catesbeianus, tem sido uma poderosa ferramenta nos
estudos sobre os efeitos da poluicdo, agindo como sentinelas de problemas
ambientais (FRANCA et al., 2015; HAMMOND et al., 2012; FERREIRA et al., 2004).
No entanto, ainda existem poucos estudos sobre os efeitos toxicos de xenobibticos
nas atividades enzimaticas em L. catesbeianus (COSTA et al., 2008, JONES et al.,
2010, VERONEZ et al., 2016, FERNANDES et al., 2021). Alguns estudos sugerem
que a contaminacdo nos ambientes aquéticos e a alteracdo ou eliminagdo dos habitats

explorados pelos anfibios pode afetar estes organismos nos niveis de individuo,
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populacao e comunidade e podem contribuir também para o seu declinio populacional
(BOONE et al., 2007, OSSANA et al., 2010, BRODEUR et al, 2011, ATTADEMO et
al., 2014, PEREZ-IGLESIAS et al., 2015, SOLONESKI et al., 2016, CARVALHO et al.,
2017).

Figura 1: Girinos de Ra-touro (Lithobates catesbeianus). Autoria: Fernandes, I. F.

L. catesbeianus € uma espécie de biologia bem conhecida entre os
anfibios, possui uma grande capacidade adaptativa a diversos ambientes e sédo de
facil obtencdo de exemplares para testes em laboratorio. Em contrapartida, existe
pouco conhecimento da biologia de espécies tropicais ou subtropicais e restricao
quanto a utilizacdo dessas espécies em estudos em toxicologia e, algumas delas
estdo em risco de extingdo. Diversos estudos propdem o uso da L. catesbeianus como
uma espécie modelo com alto potencial na avaliagéo de efeitos deletérios de aguas
contaminadas (BOONE et al., 2007, OSSANA et al., 2013, PAETOW et al., 2013,
VERONEZ et al., 2016) e os resultados obtidos podem, até certo ponto, ser
considerados como subsidio para a criacdo de normas para a protecao das espécies
endémicas no Brasil. Os girinos se locomovem basicamente pela natacdo e, desta
forma, podem explorar recursos e ambientes que ndo estdo disponiveis para o0s
adultos. Diante do exposto, o girino de ra-touro € um excelente modelo para o estudo
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ecotoxicolégico em relagdo ao grupo dos anfibios que sdo pouco estudados (HAYES
et al., 2010).

1.1.5. Estresse oxidativo

Entende-se o estresse oxidativo como uma disfuncdo metabdlica que
favorece a oxidacdo de biomoléculas, contribuindo para o dano oxidativo das células
e tecidos. Ele se da por um desequilibrio entre os oxidantes e antioxidantes causado
pela producdo excessiva de EROs e/ou espécies reativas de nitrogénio (ERNS), e a
nao remocao desses pelo sistema de defesa antioxidante (PISOSCHI e POP, 2015).
As EROs podem ser representadas por moléculas oxigenadas por radicais livres e
nao livres, como o peréxido de hidrogénio (H202), superdxido (O27), oxigénio singlete
(1/2 O2) e o radical hidroxila (OH"), além disso também existem espécies reativas de
nitrogénio, ferro, cobre e enxofre (RILEY, 1994). O comprometimento do equilibrio
redox e o estresse oxidativo podem ser atribuidos a essas espécies de radicais, que
sdo gerados em processos aerdbicos, como a respiracao celular, exposicdo a
infeccbes ou acdo de poluentes e toxinas (PISOSCHI e POP, 2015). Diversos
componentes da estrutura celular, devido a reatividade das EROs, séo alvos de danos
oxidativos como as macromoléculas (DNA e proteinas) e as membranas celulares
(LIEBLER e REED, 1997, AHMAD et al., 2000, VAN DER OOST et al., 2003,
VASCONCELOS et al., 2007, CARVALHO et al., 2012, SAKURAGUI et al., 2013,
CARVALHO et al., 2015, VERONEZ et al., 2016).

O estresse oxidativo pode ser dividido em duas formas, a primeira é o
chamado estresse fisioldgico, ou de niveis baixos, onde o estresse oxidativo acontece
em quantidades pequenas o suficiente para que haja uma sinalizacdo do dano nas
biomoméculas; e o estresse suprafisioldgico, ou de niveis altos, onde a sobrecarga do

estresse leva a uma interrupcao da sinalizacdo redox (SIES, 2018).

1.1.6. Catalase (CAT), Superéxido dismutase (SOD), Lipoperoxidacao (LPO) e
Proteinas Carboniladas (PCO)
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Os radicais livres tém uma meia-vida muito curta, o que os torna dificeis
de medir em laboratério, a identificacdo desses pode ser de maneira direta ou indireta.
Os métodos diretos medem o ion superdxido e o H202, por exemplo, e estas espécies
sdo muito reativas e de dificil quantificacdo, j& os métodos indiretos fazem a medicao
de sistemas endogenos de defesa antioxidante enzimatica e nao enzimatica
(POLJSAK et al. 2013).

A homeostase redox das células € mantida por um completo sistema de
defesa antioxidante endégena que inclui enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT
(POLJSAK et al. 2013). Essas enzimas representam a primeira linha de defesa do
sistema antioxidante (PISOSCHI e POP, 2015). Além disso, essas duas enzimas em
particular apresentam um grande nivel de atividade nos primeiros estagios de
desenvolvimento dos anfibios (FERRARI et al., 2009). A CAT é uma das enzimas mais
importantes para os sistemas de defesas biolégicos, atuando na protecéo das células
contra as EROs decompondo o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular
(NICHOLLS et al., 2000; SHAHRAKI et al., 2020). E encontrada na maioria das
células, tecidos e 6rgaos e em altas concentracdes no figado e eritrocitos (SUNG et
al., 2013).

Ela consiste em um tetramero de quatro cadeias polipeptidicas e quatro
grupos porfirina heme (ferro), enterrados no fundo das cadeias, sendo o centro ativo
para o peroxido de hidrogénio as porfirinas que sdo altamente sensiveis a oxiradicais.
Quando o peréxido de hidrogénio se acumula na célula devido a inativacdo da CAT,
as EROs levam a morte celular (MAJUMDER et al. 2017; SHAHRAKI et al., 2020,
SOTOMAYOR et al.,, 2015). Em grande parte dos organismos, a CAT é um
biomarcador do estresse oxidativo importante e alteracoes em sua atividade indicam
um desequilibrio do estado redox e, uma vez que a inativacdo da CAT ocorra a

capacidade antioxidante do organismo enfraquecera (XU et al. 2018).

De acordo com Nicholls et al. (2000), a reacao classica da CAT parece
ser muito simples, 2H202 >>> 2H20 + O2, mas existem dois outros estagios no
caminho dessa reacdo. No primeiro estagio o ferro heme é oxidado utilizando peroxido
de hidrogénio para formar o composto 1, um tipo de oxiféril com um equivalente de

oxidagéo localizado no ferro e um segundo equivalente de oxidacéo localizado no
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radical de heme cation (REACAO 1). O segundo estagio, pré-reducéo do composto 1,
emprega uma segunda molécula de peroxido como doador de elétrons, fornecendo

dois equivalentes de oxidacéo (REACAO 2).

(1) Enz (Por-Fe'") + H202 >>> Cptl (Por*e-Fe'V=0) +H20
(2) Cptl (Por*e-FeV=0) + H202 >>> Enz (Por-Fe'") + H20 + O2

Os efeitos deletérios do H202 podem ser indiretos, uma vez que ele é
capaz de produzir radicais altamente reativos como resultado de sua interagdo com
ions metélicos (GUTTERIDGE, 1994). A acéo direta do H202 envolve o ataque das
proteinas que possuem ferro, fazendo com que ocorre a liberacdo do mesmo,
inativacdo de enzimas e oxidacdo de moléculas de DNA, lipideos, grupos -SH
(sulfidrilas) e cetoacidos (KOHEN e NYSKA, 2002). Diversos animais expostos a
contaminantes organicos e metalicos apresentaram respostas da atividade da CAT
em experimentos de campo e em laboratério, e a CAT mostrou ser induzida ou inibida
por metais dependendo da dose, da espécie ou da via de exposicdo (ROMEO et al.,
2000, SANCHEZ et al., 2005, MONTEIRO et al. 2009, CARVALHO et al., 2012, 2015).

A SOD é uma enzima da familia de metaloenzimas que tem funcéo
antioxidante central, estando presente em todos 0s organismos aerdbicos
observados, tendo assim uma grande importancia (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2005, 2007). Uma das espécies reativas de oxigénio mais abundantes € o anion
superoxido (O27") que é gerado pelo oxigénio (Oz) apds a reducdo de um elétron. Na
reacao de reducao do Oz por dois e trés elétrons, o H202 e o radical hidroxila (OH")
sdo produzidos, respectivamente. E, finalmente, a H20O € produzida apés a reducdo
total de O2 por quatro elétrons (SIMIC et al., 1991). A SOD catalisa a dismutacdo do
anion reativo superoxido (O27") em H202 (CIKCIKOGLU YILDIRIM et al., 2020). O H202
apesar de ser oxidante, ndo € um radical (PRYOR et al., 2006). O radical superéxido
resulta da reducdo de um elétron do oxigénio molecular por varias oxidases, como a
xantina oxidase (XOD) ou a ciclooxigenase (COX) e mostra-se um forte agente redutor
contra alguns complexos de ferro como o citocromo C e o0 acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (GUTTERIDGE, 1994, PISOSCHI e POP, 2015).

2027+ 2H* >>> 02 + H202
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Nos tecidos dos mamiferos sdo encontrados trés tipos de SOD: a SOD
contendo cobre e zinco (SOD1) encontrada no citosol, possui massa molecular de
aproximadamente 32.000 Da, contém 2 subunidades, cada uma das quais possui um
sitio ativo; a SOD contendo manganés (SOD2), possui massa molecular de cerca de
40.000 Da, presente na matriz mitocondrial e a SOD extracelular (SOD3). Todas as
trés sdo encontradas em grande quantidade nos tubulos renais de rins saudaveis
(KOHEN e NYSKA, 2002, SUNG et al., 2013).

Frequentemente é considerado o sistema CAT-SOD, uma vez que a
CAT pode catabolizar o produto H202 da SOD. Dessa forma, a SOD pode alterar a
atividade da CAT influenciando na defesa antioxidante (STOREY e STOREY, 2019).
Estas enzimas atuam na conversdo de radicais reativos em moléculas néo reativas,
neutralizando as EROs e mantendo o estado redox nos tecidos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2005, 2007). Portanto, alteracdes em seus niveis e atividades podem
ser utilizadas como biomarcadores em varios organismos aquaticos para monitorar a
poluicdo ambiental. A deficiéncia dessas enzimas do sistema antioxidante, assim
como um grande aumento de EROs, pode levar ao estresse oxidativo, que pode ser
caracterizado pela LPO (BOIARSKI, 2020). O sistema SOD-CAT fornece a primeira
linha de defesa contra a toxicidade do Oz e geralmente € usado como um biomarcador
indicando a producéo de EROs (VAN DER OOST et al., 2003). Alteracdes na atividade
dessas enzimas estao relacionadas a uma resposta ao aumento da geragcao de EROs
na toxicidade aos xenobidticos em anfibios (COSTA et al., 2008, FERRARI et al.,
2009, VERONEZ et al., 2016, CARVALHO et al., 2020). Estes resultados sugerem
gue estas enzimas podem ser bons biomarcadores de exposi¢ao ao estresse oxidativo

causado pelos metais.

Dentre os principais mecanismos de lesdo oxidativa, destacam-se a
lipoperoxidacdo (LPO) e a carbonilagdo de proteinas (PCO), que sé&o frutos da
oxidacdo de lipideos e proteinas, respectivamente, e que conduzem a perda de
estrutura e funcéo dessas macromoléculas. A LPO é uma reacdo em cadeia que leva
a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) e a destruicdo celular
ocasionando o estresse oxidativo (VAN DER OOST et al., 2003). As EROs podem
reagir com ligacbes duplas dos PUFAs para produzir hidroperéxidos lipidicos. O

malondialdeido (MDA), por exemplo, é o produto de oxidacdo secundaria dos PUFAs
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peroxidados e demonstrou ter efeitos mutagénicos e citotéxicos e possivelmente estar
envolvido na patogénese de varias doencas humanas, incluindo aterosclerose,

doencas neurodegenerativas e cancer (SUNG et al., 2013).

Essa reatividade ocorre devido ao elétron livre (ndo emparelhado) e a
estrutura molecular instavel. O elétron livre reage muito rapidamente com quase tudo
ao seu redor e, dessa forma, tem a possibilidade de causar danos oxidativos as
estruturas e moléculas bioquimicas, como lipidios, proteinas e DNA (LIEBLER e
REED, 1997, AHMAD et al., 2000, VAN DER OOST et al., 2003, VASCONCELOS et
al.,, 2007). E, em especial nos lipidios, pode levar a sua peroxidacdo ou
lipoperoxidacdo (LPO). A LPO representa uma reacdo em cadeia que ocasiona a
oxidacao de 4cidos graxos poli-insaturados e a destrui¢ao celular ocasionando assim
0 estresse oxidativo (VAN DER OOST et al.,, 2003), sendo sua avaliagdo um

importante biomarcador de estresse oxidativo.

Em condicdes estressantes, além desses efeitos nos lipideos, os
radicais podem modificar as proteinas e provocar aumento no contetdo de proteinas
carboniladas (PCO). As proteinas podem sofrer oxidacdo fornecendo derivados
carbonilicos e os grupos carbonila (C=0) podem ser introduzidos em proteinas através
da reacdo com aldeidos derivados da LPO (VASCONCELOS et al., 2007). Alguns
estudos relatam estresse oxidativo e producdo de PCO em peixes (PARVEZ e
RAISUDDIN, 2005, BAGNYUKOVA et al., 2006, MONTEIRO et al., 2010, PAZOS et
al., 2011, CATTANEO et al., 2012) e em relacdo a anfibios destaca-se o de Young et
al. (2013) que estudaram o efeito da temperatura na peroxidagéo lipidica e oxidagéo
de proteinas no musculo do sapo, Cyclorana alboguttata, além de Fernandes et al.
(2021) que avaliaram os niveis de PCO em girinos de L. catesbeianus expostos a
agua do Rio Sorocaba. Assim, a carbonilacdo de proteinas, que resulta em oxidacao
de proteinas, pode estar ligada a niveis aumentados de LPO devido a formacao de
EROs (DALLE-DONNE et al., 2003, MONTEIRO et al., 2010, CATTANEO etal., 2012),
mostrando um resultado integrado do dano oxidativo (STADTMAN et al., 2000) e,
indicando que o metabolismo normal da proteina foi interrompido. Neste caso, uma
mudanca em seus niveis pode ser utilizada como biomarcador em diversos
organismos aquaticos para monitorar a poluicdo ambiental e associar a presenca de

poluentes no ambiente com sua agcdo em um organismo.
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O conjunto de sistemas de defesa das células ndo-enzimaticos, tais
como as Glutationa reduzida — GSH e a Metalotioneina — MT, possuem a mesma
capacidade dos sistemas enziméticos além de neutralizar, inibir ou reduzir as lesbes

ocasionadas pelas EROs nas células.

1.1.7. Metalotioneina (MT)

Uma vez que todos os metais ocorrem naturalmente na crosta terrestre,
a grande maioria dos organismos estéo adaptados de alguma forma para lidar com a
exposicdo a esses componentes, como por exemplo a acdo secundaria de
metalotioneinas (MT), que se ligam aos metais, em especial o Cd, Cu e Zn, e mantém
a homeostase do corpo. A funcao primaria dessa proteina aparenta ser a regulacao
do Zn no metabolismo (COYLE et al., 2002).

As MTs pertencem a uma superfamilia de proteinas intracelulares de
ligacdo a metais, presente em quase todos 0s organismos vivos, com predominancia
no figado, rim, intestino e pancreas de vertebrados, normalmente possuindo baixa
massa molecular (<7000 Da), sendo compostas por alguns metais como Zn, Cu e Cd
e possuindo duas subunidades. A MT é considerada uma proteina de acdes
multiformes, pois sua a¢édo pode variar de acordo com o0 organismo na qual ela esta
presente, no entanto, sabe-se que em muitos vertebrados ela pode garantir uma
vantagem de sobrevivéncia por atuar em situagoes de estresse como a exposicao a
oxirradicais e metais potencialmente toxicos, e possui uma grande afinidade de
ligacdo com os metais Cu, Cd e Zn (COYLE et al., 2002). Por suas cadeias serem
ricas em cisteinas (33%), elas se tornam moléculas com forte ligacdes a metais,
podendo atuar como necrofagos de espécies reativas e consequentemente bons
biomarcadores (LOUMBOURDIS et al., 2007).

Alguns autores observaram um aumento na atividade da MT no climax
metamorfico dos girinos, como descrito no trabalho de Krohn et al. (2020), que
estudaram o acumulo de metais potencialmente toxicos em girinos de sapo de
madeira (Lithobates sylvaticus) em periodos pré e pos-metamorficos. De acordo com

a autora esse aumento durante a fase de metamorfose ocorre devido a uma grande
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producdo do hormanio triiodotironina (T3), que induz a producdo de MT. No entanto,
ainda existem poucos estudos utilizando essa proteina como um biomarcador em
sapos, apesar de correlacdes entre o aumento de metais, principalmente o Cu, serem
observadas em alguns estudos (COOPER e FORTIN, 2010). Além disso, niveis mais
baixos de MT em tecidos de peixes sugerem uma reducao na sintese de MT associada
ao aumento da demanda de residuos de cisteina para a sintese de glutationa reduzida
(GSH) durante a desintoxicacdo de contaminantes quimicos (ROMEO et al., 1997).
Assim, o efeito de metais pode ser verificado avaliando-se os niveis de MT nos tecidos

de ras-touro.

1.1.8. Rio Pirajiba

De acordo com a lei n® 16337, de 14 de dezembro de 2016, que dispde
sobre o plano estadual de recursos hidricos, o rio Pirajiba faz parte Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos nimero 10, UGRHI 10 — Tieté/ Sorocaba (SAO
PAULO, 2016). Sua nascente encontra-se perto da divisa entre Sorocaba e Aluminio,
a uma altitude proxima aos 1.000 metros. Possui aproximadamente 43 km de
extensdo, e sua foz da no rio Sorocaba, a aproximadamente 540 metros de altitude
(MANFREDINI, 2015). Antes de atingir o rio Sorocaba, em seu trecho de maior
concentracdo urbana, o Rio Pirajibu percorre toda a zona industrial da cidade. Possui
uma area de drenagem de aproximadamente 414 km? (CBH-SMT, 1997). Os afluentes
do Rio Pirajibu séo: Ribeirdo Tapera Grande, Varejao, Mato Dentro e Varjao na
margem direita, e o0 Ribeirdo Itaguaraguatau, Rio Pirajibu-Mirim e o Cbrrego
Aparecidinha na margem esquerda (MANFREDINI, 2015), além disso, todos os
afluentes da margem esquerda situam-se no municipio de Sorocaba, enquanto os da
margem direita estdo por completo nos municipios vizinhos, com excec¢éo do Ribeirdo
Tapera Grande (WALM, 1999).
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Mapa de afluentes do Rio Pirajibu
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Figura 2: Mapa de localizacao do Rio Pirajibl na UGRHI10.

A bacia hidrografica do Pirajibu drena parcialmente os municipios de
Sorocaba, Itu, Aluminio e Mairinque (Figura 2). Possuindo uma area de drenagem de
aproximadamente 41.400 ha, e os cursos d’agua da bacia possuem cerca de 540 km
de comprimento (MANFREDINI, 2015) e a vegetacéo presente na extensao da bacia
possui carater ecotono, com caracteristicas de cerrado e mata atlantica (GARCIA,
2006; CORREA, TONELLO e FRANCO, 2016), composta majoritariamente por
remanescentes de vegetacdo secundaria, amplamente degrada, composta
principalmente por matas ciliares, observadas sobretudo nas nascentes
(BARBIERATO, 2014, CANABARRO, TOLEDO e BARRELLA, 2008). Além das areas
de mata, o uso e ocupac¢do do solo na bacia ocorre por areas de pastagem, agricultura,
residéncias e zona urbana em geral (BARBIERATO, 2014)

Préximo a foz do rio Pirajibl, nas adjacéncias do bairro Vitéria Régia em
Sorocaba, a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB) o monitora,

ocorrendo o procedimento desde 2005, e ainda hoje algumas variaveis séo
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monitorados (CETESB, 2019). A CETESB no sistema infoaguas disponibiliza os
dados do monitoramento nas formas dos indices IQA (indice de qualidade das aguas),
IAP (indice de Qualidade de Aguas Brutas para Fins de Abastecimento Publico) e IVA
(indice de Preservacao da Vida Aquatica).

Destes indices, 0 IQA ¢ utilizado para fins de abastecimento publico e foi
0 UuUnico regularmente monitorado, apresentando um historico de resultados
predominantemente regulares, com alguns indices classificados como bons e outros
ruins. As variaveis IAP e IVA, foram monitorados apenas no ano de 2005, sendo
classificados como ruins (CETESB, 2019), apresentando assim um risco potencial aos
organismos aquaticos e as pessoas que eventualmente possam consumir ou entrem

em contato com estas éguas.

Na literatura existem poucos registros de contaminantes neste rio.
Entretanto, estudos relatam presenca de metais como: aluminio (Al), manganés (Mn),
niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn) no rio Sorocaba, que é onde o rio Pirajibu
desagua (PEDRAZZI et al., 2014, CONCEICAO et al., 2015) com valores que
oscilaram dos valores maximos permitidos para rios de Classe 2 pela Resolucéo do
CONAMA n° 357, de 18 de marco de 2005, tanto no periodo seco quanto no chuvoso.
Deste modo, considerando que a contaminacdo da agua vem crescendo
consideravelmente, e que pode gerar um impacto negativo nos organismos aquaticos
e na comunidade que ali vivem é importante avaliar a presenca de metais e 0s
possiveis efeitos nos organismos aquaticos, além disso, o rio Pirajibu é o principal
afluente da margem direita do Rio Sorocaba e possui importancia associada ao fato
de 10% do abastecimento de agua da populacdo de Sorocaba vem de sua bacia
hidrogréafica (GARCIA, 2006; CORREA, TONELLO e FRANCO, 2016).

Somado a isso, segundo o relatério de Recursos Hidricos cadastrados e
outorgados pelo DAEE (Departamento de Aguas e Energia Elétrica), 6rgdo esse
responsavel pela gestao dos recursos hidricos no Estado de Séo Paulo, h4 o descarte
de efluentes de algumas empresas no rio Pirajibl, como a lharabras SA Industrias
Quimicas, que fabrica defensivos agricolas, a Metso Brasil Industria e Comércio Ltda,
com fundicdo de ferro e aco, Pepsico do Brasil, uma empresa de produtos
alimenticios, Textil Dalutex, como o proprio nome sugere a fabricacdo de produtos
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téxteis, ZF do Brasil Ltda, fabricando pecas e acessorios para veiculos automotores
e, entre outras, a empresa Flextronics International Tecnologia Ltda que fabrica alguns

equipamentos de informética.

Assim, este conjunto de fatores nos leva as seguintes hipoteses: (1) o
rio Pirajibu contém os metais: [Aluminio — Al, Bario — Ba, Cadmio — Cd, Cobalto - Co,
Cobre - Cu, Cromo - Cr, Potassio - K, Manganés - Mn, Molibdénio — Mo, Niquel — Ni,
Estroncio — Sr e Zinco — Zn] e estes metais estao presentes em concentra¢cdes acimas
da permitida pela resolucao 357 de 2005 do CONAMA para aguas de Classe 2; (2) a
concentracdo destes metais varia nos dois pontos do rio Pirajibu; (3) a presenca
destes metais altera a atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase,
SOD e catalase, CAT), causa lipoperoxidacdo (LPO), forma proteinas carboniladas
(PCO) e induz a producédo de metalotioneina (MT) no figado de girinos de rés-touro e
(4) os biomarcadores (SOD, CAT, LPO, PCO e MT) variam de acordo com a presenca

de metais no rio Pirajiba.

2. OBJETIVO

Este estudo pretende verificar como a exposicédo a agua do rio Pirajibu
afeta os girinos de ra-touro, Lithobates catesbeianus. O principal objetivo foi avaliar os
efeitos da exposi¢do aguda (96h) a 4gua do rio Pirajibu, no figado de girinos de ras-
touro por biomarcadores bioquimicos em dois pontos do rio no periodo seco

(setembro).

2.1. Objetivos especificos

e Verificar a presenca e determinar a concentragdo dos metais na agua do rio
Pirajibd em dois pontos (Montante e Jusante da Zona Industrial) no periodo
seco;

e Comparar a presenca destes metais nos dois pontos;
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e Avaliar o efeito destes metais nos girinos expostos a agua do rio Pirajibt nos
pontos Montante e Jusante da Zona Industrial.

e Determinar a atividade das enzimas SOD e CAT e os niveis de LPO, PCO e
MT no figado de girinos de ras-touro expostos a dgua do rio Pirajibq;

e Verificar se esses biomarcadores bioquimicos podem ser utilizados como
indicadores biolégicos de contaminacao aquatica;

e Comparar os diferentes biomarcadores e definir quais séo relevantes para cada
tipo de contaminacao.

e Comparar as concentracfes e 0s tipos de metais presentes no rio Pirajibl com

dados da literatura.

3. METODO

3.1. Procedimentos experimentais
3.1.1. Obtencao dos animais

Os girinos de Lithobates catesbeianus foram fornecidos pelo ranario
Fazenda Santa Rosa, localizado no municipio de Santa Barbara d’Oeste-SP
(22°46'53,0"S/47°24'17,7"W) acondicionados em sacos plasticos de capacidade de 80
litros e imediatamente transportados para o Laboratoério de Bioquimica e Microbiologia
(LaBioM) da Universidade Federal de S&o Carlos-Sorocaba. A obteng&o dos animais
ocorreu 10 dias antes da exposicdo para que fosse realizada a aclimatacdo dos

mesmos no laboratério.

No laboratério os animais foram mantidos em um aquario de 50 litros
com circulagdo continua de agua declorada, aeracdo constante, temperatura
controlada (25 £ 1°C), pH 7,2-7,6, oxigénio dissolvido 7,0-7,5 mg/L, dureza 50-58 mg
/ L (como CaCO3s), condutividade 56-97 £ 0,02 uS/cm e as concentra¢des de amonia
permaneceram em <1 mg/L. O fotoperiodo foi natural (12h claro: 12h escuro) e os

girinos foram mantidos nesta condicdo até atingirem o estagio 25 de Gosner (1960),
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cerca de 10 dias. Os animais foram alimentados ad libitum com racdo comercial

farelada para trutas, que contém de 35 a 40% de proteina bruta uma vez ao dia.

Quando o pH e a temperatura possuem flutuagdes altas, os anfibios tém
a necessidade de iniciar processos para manter a sua homeostase, fazendo assim
com que o metabolismo acelere, consequentemente a respiracio aumenta e a
producdo de EROs é maior, levando a um possivel estresse oxidativo (MADEIRA et
al., 2013; MCDONALD e WOOD, 1980), salientando assim a importancia do controle
dentro do laboratério.

O projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEUA) da UFSCar e aprovado sob o n°. 2775051219/2019.

3.1.2. Coleta de agua e exposicao dos animais

A coleta de agua do Rio Pirajibt ocorreu em dois pontos (Tabela 1 e
Figura 3), Montante que representa a montante e a porcdo do rio antes da Zona
Industrial (Figura 4), e Jusante que representa a jusante ap0s a zona industrial (Figura
5), e ocorreu no dia 07/09/2020, sendo esta realizada manualmente utilizando-se
baldes e cordas que eram lancados no rio. Os valores de pH e temperatura foram
analisados no momento da coleta de agua (Tabela 2). A zona industrial desse trabalho
foi delimitada de acordo com o que esta disponivel no plano diretor da cidade de
Sorocaba, regulamentado pela lei n°® 11.022, de 16 de dezembro de 2014, e neste, a

area delimitada no trabalho é chamada de “Zona industrial I”.

PONTO LONGITUDE LATITUDE
Montante 47°18' 35"W 23°30' 55"S
Jusante 47°26' 19"W 23° 24'57"S

Tabela 1: Localizagéo dos pontos de coleta em coordenadas geogréaficas. Datum SIRGAS 2000, fuso
23S.

VARIAVEL MONTANTE JUSANTE
pH 7,0 7,5
Temperatura 20,2°C 22,0°C

Tabela 2: Valores de pH e temperatura da agua no momento da coleta.
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Mapa de localizacao dos pontos de coleta
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Figura 3: Pontos de coleta de 4gua no Rio Pirajibu

Neste mesmo dia os animais foram expostos a agua e permaneceram
nela por 96h. Os animais foram separados aleatoriamente em 6 aquarios de 16 L
contendo 15 animais cada. Antes da transferéncia dos animais a agua do aquario
(aquério de teste) eles foram mantidos em sacos plasticos dentro do aquario de teste
para aclimatacdo ao novo ambiente. Esse procedimento durou cerca de 3h. Os
aquarios foram distribuidos em trés grupos, grupo controle, contendo agua declorada,
grupo Montante com a agua da Montante e grupo Jusante que continha agua da
Jusante. Os testes foram feitos em duplicata. Durante o periodo de exposicédo as
variaveis da 4gua foram os mesmos da aclimatagéo, aeracdo constante, temperatura

controlada (25 + 1°C) e fotoperiodo natural (12h claro: 12h escuro).

O comportamento dos animais foi monitorado regularmente durante a
exposicado e todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas

estabelecidas pela American Society for Testing and Materials - ASTM (2000).
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Figura 4: &rea de coleta do ponto a Montante do rio Pirajibd. Autoria: da Silva, F. H.

Apbs 96 h de exposicdo dos animais, no dia 11/09/2020 esses foram
anestesiados com benzocaina 0,01% e mortos por sec¢cdo medular de acordo com a
recomendacdo da American Veterinary Medical Association (AVMA, 2001) e seus
orgaos, figado, rins, musculo, intestino e cérebro, foram coletados e imediatamente
congelados a -80 °C para as analises bioquimicas. O presente estudo foi realizado no

figado desses animais.

As analises bioquimicas foram padronizadas de acordo com as

molaridades dos reagentes presentes no laboratério.
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Figura 5: &rea de coleta do ponto & Jusante do rio Pirajibu. Autoria: da Silva, F. H.

3.1.3. Analises da agua

Antes e ap6s o periodo de exposicdo, amostras de agua foram coletadas
e divididas em aliquotas diferentes e acondicionadas em recipientes de plasticos e
mantidos sob refrigeracdo. As analises fisico-quimicas e de metais das amostras
foram feitas em triplicata.
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As determinacdes das variaveis fisico-quimicos nas amostras de agua
foram realizadas utilizando-se curvas padrdo construidas a partir de variaveis
experimentais definidas no laboratério. As analises de Didxido de nitrogénio (NO2),
Nitrato (NO3), Aménio (NHa4), Fosfato (POa4), Fosforo total dissolvido (PDT) e Demanda
quimica de oxigénio (DQO), seguiram os métodos determinados por APHA (2005)
descritos em de Moura et al. (2016) (Tabela 3).

A maioria das substancias oxidaveis, organicas ou ndo, presentes nas
aguas residuais, pode ser quantificada de forma rapida a partir da reacdo com
dicromato, em um meio acido e quente. Para a DQO, o acido ftalico de potassio &
usado como um padrédo (DE MOURA et al., 2016).

O método utilizado para andlise dos metais seguiu o procedimento
descrito em USEPA (2007), utilizando-se 500 mL da agua do rio Pirajibd foram
transferidos para um béquer de mesmo volume, e acidificado com acido nitrico (HNO3)
até que se alcancasse o pH < 2. Neste processo de acidificacao foi utilizado o HNOs
65% diluido 1:3, (v/v). Efetuada a acidificacdo, as amostras foram mantidas resfriadas
a4 °C + 2 °C até as determinacoes.

Os metais foram determinados por espectroscopia de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), Modelo MP-AES-4200. A analise dos
metais foi realizada pela professora Dra. Luciana Camargo de Oliveira (UFSCar,
Sorocaba) e a Dra. Gabriele Veronica de Mello Gabriel bolsista PNPB vinculada ao
programa de poés-graduacdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental
(PPGBMA). Os metais que tiveram suas concentra¢des analisadas foram o aluminio
(AD, bario (Ba), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), estroncio (Sr),
manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni), potassio (K) e zinco (Zn) (Tabela 4).

3.1.4. Obtencao do homogenado

Apos a coleta dos 6rgaos, todas as amostras foram homogeneizadas
individualmente. O figado foi homogeneizado em 1mL de tampdo Fosfato Salina
(tampéo PBS, contendo 1,36 M de NaCl, 0,027 M de KClI, 0,054 M de Na2HPO4 (7H20)
e 0,018M de KH2POu4), pH 7,2 em homogeneizador de tecidos do tipo Potter-Elvehjem
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Teflon ultraturrax IKA 10®. Todo o processo foi realizado com as amostras de tecido
no gelo. Posteriormente o material foi centrifugado a 12.000 g, durante 20 minutos a
4°C, na centrifuga HERMLE Z 323K, para que o sobrenadante pudesse ser fracionado

em aliquotas de acordo com as necessidades de cada andlise.

3.1.5. Analises bioquimicas

Para determinacao de proteinas totais (BRADFORD, 1976), utilizou-se
como padréo proteico albumina sérica bovina em leituras de microplaca a 595 nm,

para a cria¢do da curva. As amostras foram lidas utilizando o reativo de Bradford.

A atividade da CAT foi determinada pelo método de espectroscopia de
Aebi (1974) que avalia a decomposicéo de H20:2 pela diminuicdo da extingdo em 240
nm, utilizando peroxido de hidrogénio, tampéao Tris-HCI 1,0M, EDTA 5,0 mM (pH 8,0),
tampao PBS (pH 7,2) e agua ultra pura, e sua atividade calculada como pmol H20:2
decomposto por mg de proteina. A atividade foi expressa como a quantidade de
enzima necessaria para catalisar a dismutacdo de 1 mmol de H202 por minuto (U
CAT/mg de proteina) (Tabela 5). Foi utilizado um coeficiente de extingdo molar de 40
/ M.cm.

Enguanto a atividade da SOD foi determinada pelo método de Mccord e
Fridovich (1969), utilizando-se tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7.8), solucéo de
EDTA 1mM, solucéo de KCN 200 pM, solucéo de citocromo C 100 uM e solucéo de
xantina 500 uM, para o meio de reacéo e solucdo de xantina oxidase (5 U/mL). A
leitura foi feita no comprimento de onda de 550 nm e os valores da SOD foram
expressos em unidades por mg de proteina (Tabela 5), onde uma unidade de SOD
corresponde a quantidade de enzima necessaria para produzir 50% de inibicdo da
taxa de reducéo do citocromo c.

J& a lipoperoxidagéo (LPO) foi determinada de acordo com o método
descrito por Jiang (1991) que é baseado na oxidacdo do Fe?* por hidroperéxidos
lipidicos, na presenca do corante laranja de xilenol e lido no comprimento de onda de
560 nm, utilizando-se acido tricloroacético 10% (TCA) em agua ultra pura, metanol
90% (90 mL de metanol PA com 10mL de &gua), acido sulfarico PA (150 pL),
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hidroxitolueno butilado (0,098g), sulfato ferroso amoniacal (0,011 g) e laranja de
xilenol (0,0081 g) no preparo do meio de reacdo. Os resultados foram expressos em:
nanomoles de hidroperéxidos por mg de proteina (Tabela 5). Este método € chamado
de FOX.

A concentracdo de PCO foi determinada de acordo com o método
descrito por Levine (1994) utilizando agua destilada, tampéo fosfato salina (PBS) em
pH 7,2, 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), solucéo etanol-acetato de etila 1:1, solucao
de hidrocloreto de guanidina 6 M, solu¢do de acido cloridrico (HCI) a 2 M, &cido
tricloroacético (TCA) 28% e expressa em nmoles de carbonilas por mg de proteina por
ml (Tabela 5), utilizando-se o coeficiente de extincdo de 22.000 do DNPH. Este
procedimento é realizado em varias etapas até a obtencdo das proteinas
carboniladas.

Os niveis da MT foram determinados pela concentracédo de grupamentos
SH segundo a metodologia descrita por Viarengo et al. (1997) utilizando-se como
padrdo a GSH. Os reagentes e substancias utilizadas foram agua destilada, tampéao
fosfato salina (PBS) no pH 7,2, tampéao Tris-HCI a 20mM (pH 8,6), tampé&o fosfato de
sédio a 0,2 M (pH 8,0), etanol PA, Metanol PA, HCI 37%, cloroférmio PA, acido 5,5’-
ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB), glutationa, solucdo de cloreto de sodio (NaCl) 250
mM, e solucédo de EDTA-s6dico 4mM. Os niveis de MT foram expressos como nmol
SH (grupamento sulfidrila ou tiol) por mg de proteina (Tabela 5), assumindo o valor de
30% de concentracao de cisteina. Este procedimento é realizado em varias etapas.

Todas as leituras foram realizadas no espectrofluorimetro SynergyTM
HTX (Multi-Mode Reader) ou em cubeta de quartzo para a CAT no espectrofotdmetro
LIBRA S50, BIOCHROM. Todas as analises foram em triplicatas.

3.1.6. Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR)

Os valores médios de cada um dos biomarcadores foram utilizados para o
calculo do IBR conforme descrito por Beliaeff e Burgeot (2002) e modificado por
Sanchez et al. (2013) (IBRv2). A média individual de cada biomarcador (Xi) foi dividida

pelo respectivo controle (Xo), seguido da transformacéo para log [Yi=log(Xi/X0)]. A
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meédia (1) e o desvio padrao (s) de Yi foram calculados e normalizados Yi [Zi=(Yi-l)/s].
A resposta padronizada do biomarcador (Zi) e resposta padronizada do controle (Zo)
séo utilizadas para definir o indice de desvio do biomarcador (S) [S=Zi-Z0], utilizado
para elaborar o grafico em radar. A soma do valor absoluto de S (A) representa o valor
de IBR. Os resultados sé@o apresentados como gréafico de radar e os valores acima de
zero representam a inducdo dos biomarcadores, enquanto valores abaixo de zero
representam inibicdo dos biomarcadores. O calculo do IBR foi realizado no programa
Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Redmond, WA, EUA).

3.1.7. Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como valores médios + E.P.M. O
método de Kolmogorov e Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade das
amostras e o teste F foi utilizado para verificar a homogeneidade das variancias
(GraphPad Instat version 3.00, GraphPad Software, USA). Para comparacdes entre
0S grupos, testes-t (paramétrico) ou teste de U de Mann-Whitney (ndo paramétrico)
foram utilizados. Valores de P < 0,05 foram considerados significantes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis fisico-quimicas da agua controle e dos dois pontos,
Montante e Jusante da Zona Industrial foram comparados com os limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/05 para classificacdo de uso da agua
do tipo 2 (Tabela 3).

Adicionalmente, foi feita a analise de amostras de agua do ranario onde
0s girinos sao mantidos. A agua do ranario apresentou valores de DQO =9,75 mgO2/L,
NO2 = 2,1 pg/L, NOs = 0,37 mg/L, NHs4 = 86,6 mg/L, PO4 = 0,37 mg/L e PDT = 1,26
mg/L.
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VARIAVEL CONAMA CONTROLE MONTANTE JUSANTE
AGUAS CLASSES | E Inicio Final Inicio Final Inicio Final
Il (uG/L)

DQO (mgO2/L) 7,25+0,20 56,75+2,121 <LQ 42,25+1,021 16+2,12# 87,88+2,02#1
NO2 (ug/L) 1 2,5+0,04 3,250,111 ND 1,75+0,221 207,2+16,0# 327,75+£34,32#1
NOz (mg/L) 10 0,38+0,08 0,30+0,00 0,11+0.01 0,19+0,03 1,38+0,30# 1,43+0,28%#
NH4 (ug/L) 0,02 47,2+2,02 2385,5+168,01 29,1+0.81 3069,5+298,021 3479,7+281,20# 2933+89,02#
PO4 (mg/L) 0,15 0,08+0,02 0,47+0,031 0,03+0.00 0,480,091 1,0+0,21# 1,02+0,12#
PTD (mg/L) 0,33+0,03 1,56+0,0971 0,19+0.00 1,34+0,22% 1,89+0,32 2,85+0,20#1

Tabela 3: Resultados das andlises fisico-quimicas onde estédo apresentados Demanda quimica de oxigénio (DQO), Dioxido de nitrogénio (NO3), Nitrato (NOs),
Aménio (NHa), Fosfato (POa4) e Fésforo total dissolvido (PDT) analisados nas amostras de 4gua do Rio Pirajibl, Montante e Jusante da Zona Industrial. Em
negrito indica diferenca significativa em relagédo ao controle no mesmo periodo; # indica diferenca significativa em relacdo aos pontos Mutante e Jusante. <LQ

= abaixo do limite de quantificagdo; ND = ndo determinado; 1| indica diferenga significativa em relagado ao tempo inicial e final de exposicéo.
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As variaveis analisadas estdo em conformidade com a resolucdo
CONAMA 357/2005 exceto para NHs4, NO2 e POs4 que estdo acima em todas as
amostras de 4gua (ranario, controle - POasfinal), Montante (NO2 e POasfinal) e Jusante).
As concentragcbes de DQO, NO2, NOs, NH4, PO4 e PDT apresentaram valores mais
altos que o controle, tanto a Montante como a Jusante, exceto NO2 e NOs (final) na
Montante. Destaca-se ainda que no ponto Jusante todas as variaveis analisadas
foram mais altas que a Montante, o que esta de acordo com o esperado, uma vez que
o ponto referente a Montante se encontra préximo a nascente do rio, enquanto a
Jusante é localizada ap0s as aguas do rio cruzarem a Zona industrial da cidade, que

podem estar sujeitas ao descarte de efluentes no rio.

Mesmo sem ter seu valor regulamentado pela Resolugio CONAMA
357/2005, a determinacdo da DQO € um indicador global de matéria organica em
aguas residuais e superficiais, sendo constantemente utilizada em locais onde ha a
descarga de efluentes liquidos (RADTKE et al., 2019). Esta analise indica a
quantidade de oxigénio necesséria para a oxidacdo da matéria oxidavel através de
um agente quimico (CONSEMA, 2017). Com niveis diminuidos de oxigénio a
decomposicdo da matéria organica ocorre em meio anaerdbio enquanto que em meio
aerobio ocorre a decomposi¢cdo da matéria organica carbonacea e nitrogenada que é
convertida a nitrato. Tanto o nitrato como o fésforo sdo nutrientes importantes para os
organismos e o fosforo é considerado um fator limitante e em excesso pode levar a
um crescimento excessivo de algas e plantas aquéticas ocasionando a eutrofizacéo
(MARGALEF, 1974; ODUM, 1988). Como descrito por Sardinha et al. (2008) que
verificaram um processo de eutrofizagdo no rio Sorocaba associado ao aumento de

amonia e fosfato.

Além disso, sabe-se que diversos fatores, como as propriedades fisicas
e quimicas da 4gua, bem como as mudangas sazonais, alteram o efeito dos metais
tornando-os potencialmente mais toxicos e / ou biodisponiveis, principalmente em
aguas moles e pobres em ions, que apresentam uma baixa capacidade de
tamponamento (TAO et al., 2001, YE et al., 2015).

Assim, a avaliagdo das variaveis fisicas e quimicas do rio Pirajibu revelou

uma condicdo crescente de interferéncia antropica e as alteragdes nesses fatores
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podem influenciar na biodisponibilidade dos metais e, portanto, na sua toxicidade. As
formas de nitrogénio disponiveis na agua (por exemplo, nitrato ou nitrito), tém
consequéncias para o0 meio ambiente e os seres vivos desde a ocorréncia de doengas
ou toxicidade da amonia livre, como a reducéo do oxigénio dissolvido. O aumento da
amonia e do fosfato é de origem antrépica (SARDINHA et al., 2008; CONCEICAO et
al., 2011, 2015), portanto, a diferenca desses fatores entre os dois pontos pode ser
decorrente do lancamento de efluentes domeésticos e industriais, detergentes,

excrementos de animais e uso de fertilizantes.

Os resultados para as analises dos metais da dgua do grupo controle e
dos dois pontos, Montante e Jusante da Zona Industrial, foram comparadas com os
limites estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/05 para classificacdo de uso
da 4gua do tipo 2 (Tabela 4). As concentra¢des dos metais Zn, Cu, Cr, Ni, Co, Ba e Al
foram registradas dentro do permitido pela resolucdo CONAMA para aguas de classes
| e Il em todos os tratamentos (Controle, Montante e Jusante), tanto no inicio, quanto
no fim da exposi¢édo. Vale salientar ainda que os resultados expressos como abaixo
do limite de deteccao (LD), nao significam, necessariamente, que ndo ha a presenca
do metal analisado, esse pode apenas estar em uma concentracdo inferior a aquela
detectada pelo método. Ademais, mesmo em baixas concentracdes os efeitos da
mistura de metais podem ser tdxicos nos organismos que sdo expostos a elas
(YOLOGLU e OSMEN, 2015).

Enquanto as concentracdes de Cd estavam acima do permitido pela
resolucdo CONAMA em todos os tratamentos, e na natureza, o Cd pode ser
encontrado associado aos Zn, Cu e Pb e é antropicamente utilizado como
anticorrosivo em acgo galvanizado, pigmentos em plasticos, pilhas e baterias
recarregaveis, componentes eletrénicos e reatores nucleares, que podem contaminar
aguas de rios. E em agua potavel pode ser encontrado devido a sua presenca como
impureza do Zn de tubulagbes galvanizadas, soldas e acessorios metalicos (CETESB

— Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo, 2013).

Além disso, os niveis de Mn na amostra Montante estavam acima do
Controle, e na Jusante esses ultrapassaram os limites estabelecidos pela resolucao
CONAMA. de Franca et al. (2020), em seu trabalho, analisaram a dgua do rio Pirajiba
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em dois pontos, um quando este adentra o territdrio sorocabano e outro em seu
encontro com o rio Sorocaba, dentro do que foi estabelecido como zona industrial,
citado anteriormente neste trabalho. Nas quatro estacbes do ano e em ambos 0s
pontos os autores registraram a presenca dos metais Hg, As, Mn, Pb e Cd, sendo os
niveis de Mn no outono mais altos do que aqueles valores estabelecidos pela
resolucdo CONAMA n° 357/2005, possivelmente devido as areas industriais onde
ocorre a poluicdo quimica e contaminacao residual da galvanoplastia, somados aos

problemas de residuos.

A diminuicdo da concentracdo de alguns metais no final das exposi¢cdes
como Cr, K e Mn na Jusante, Ba e Cd na Montante e Jusante pode indicar que houve
absorcdo do metal pelos animais, uma vez que os anfibios podem absorver os metais
diretamente da &gua por suas peles, que sdo altamente permeaveis
(PAPADIMITRIOU e LOUMBOURDIS, 2002, FERNANDES et al.,, 2021) ou pela

alimentacao.

Metais como o K, Mo e Sr ndo sao abordados pela resolucgdo CONAMA
357/05, impossibilitando assim um comparativo de valores e evidenciando a
necessidade de mais testes que abordem a toxicidade desses compostos. Entretanto,
os niveis de K foram maiores a Jusante tanto no inicio como no fim da exposicao, o
Mo esteve presente apenas no grupo Controle e o Sr foi registrado em todos 0s grupos
com as concentra¢cdes mais altas no grupo Controle, tanto no inicio como no fim da

exposicao.

Os metais sdo considerados substancias muito téxicas devido a sua
distribuicdo, persisténcia, acumulo e biomagnificacdo nas cadeias alimentares com
suas concentracfes variando na agua, sedimentos e organismos aquaticos (ATLI e
CANLI, 2010, AUTHMAN et al., 2012, KELEPERTZIS et al., 2012, JAVED e USMANI,
2019, FERNANDES et al., 2021). A biodisponibilidade e toxicidade dos metais séao
influenciadas pelas caracteristicas fisica e quimica da agua. Portanto, devido a
escassez de estudos sobre a qualidade da agua dos corpos d'agua superficiais
brasileiros e seus efeitos sobre 0s organismos aquaticos, torna-se urgente a avaliacdo

de diferentes biomarcadores nos organismos aquaticos.



METAIS

pH
Al (mg/L)
Ba (mg/L)
Cd (mg/L)
Co (mg/L)
Cr (mg/L)
Cu (mg/L)
K (mg/L)
Mn (mg/L)
Mo (mg/L)
Ni (mg/L)
Sr (mg/L)
Zn (mg/L)
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LEGISLACOES CONTROLE MONTANTE JUSANTE
CONAMA Inicio Final Inicio Final Inicio Final
357/2005
Aguas classe |
(mg/L)
6,0 -9,0 7,2 8,2 7,0 7,5 7,5 7,9
0,100 <L.D <L.D <L.D LD 0,008 + 0,007 0,004+0,001
0,700 0,016+ 0,001 0,016+0,001 0,014+0,001 0,009 +0,001* | 0,0383+ 0,002#* 0,015+ 0,001#*|
0,001 0,001+ 0,002 0,001 +0,001 0,004+0,001 0,001+ 0,001 0,009 + 0,002#* 0,001+ 0,001
0,050 <L.D LD <L.D LD <L.D <LD
0,050 0,002+ 0,001 0,001+ 0,001 0,001+0,003 0,001+0,003 0,004 + 0,001# 0,001+ 0,001
0,009 0,001+ 0,001 0,002+ 0,0011% <L.D 0,001+ 0,001 0,002+ 0,001# 0,001+ 0,001
- 2,266 £0,143 3,894 +0,1791 1,520+ 0,101* 2,130+ 0,064*7 8,988+ 0,404#*  5714+0,337|
0,1 0,002 £0,001 0,025+0,0011 0,023+0,003* 0,033 +0,003*1 0,490 +0,040#* 0,194 +0,019#*|
-- <L.D <L.D <L.D LD <L.D LD
0,025 <L.D LD <L.D <L.D <L.D LD
-- 0,262+ 0,008 0,260+ 0,006 0,020 +£0,001* 0,040 +0,0021* 0,082+ 0,003#* 0,060+ 0,002#*
0,180 0,008 £0,012 0,034 + 0,0067 <L.D 0,001+ 0,000* <L.D <LD

Tabela 4. Analises dos metais (Aluminio — Al, Bario — Ba, Cadmio — Cd, Cobalto - Co, Cobre - Cu, Cromo - Cr, Potassio - K, Manganés - Mn, Molibdénio — Mo,

Niguel — Ni, Estrdncio — Sr e Zinco — Zn) em amostras de agua do rio Pirajibd. Os valores dos metais sdo expressos como mg/L Os dados sdo comparados

com a resolucdo CONAMA 357/05. Em negrito estdo os valores acima do permitido pela resolucdo. * indica diferenca significativa em relacdo ao controle; #

indica diferenca significativa em relacdo aos pontos Montante e Jusante da Zona Industrial; 1| indica diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial e final

de exposicéo; <LD = abaixo do limite de detec¢&o. As colunas destacadas com “final” apresentam a analise da 4gua apds o periodo de exposi¢ao (96h).
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A atividade da CAT foi maior, estatisticamente, nos grupos Montante e
Jusante quando comparada ao grupo Controle. Sabe-se que a exposi¢cao de girinos a
metais como o Cd, Cr, Cu, Pb e Zn provoca uma situagéo de estresse oxidativo e esse
estresse pode ser avaliado a partir de alteracdes enzimaticas da CAT e da glutationa
S-transferase (GST), por exemplo, que mostram uma resposta acentuada de acordo
com a concentracdo desses metais (GARCIA-ALONSO et al., 2011, PELTZER et al.,
2013, FERNANDES et al., 2021). Além disso, por ser uma enzima universal presente
em todos os organismos vivos (CHELIKANI et al., 2004), a CAT possui uma faixa de
pH e temperatura ideal para a sua atividade, consequentemente, a atividade das
enzimas que participam na defesa antioxidante, tais como a CAT, devem ser
investigadas em anfibios quando estes sdo expostos ao aumento da temperatura e as
variagcdes de pH no seu microhabitat ( WEERATHUNGA e RAJAPAKSA, 2020).

Enquanto que a atividade da SOD foi menor nos grupos Montante e
Jusante quando comparada ao grupo Controle. O Mn desempenha um efeito
importante nos niveis dessa enzima, uma vez que esse estd presente em sua
composicdo, assim uma quantidade alta de Mn nas células pode ocasionar uma
resposta positiva auxiliando na geracao de novas moléculas de Mn-SOD (AGUIRRE
e CULOTTA, 2012, VERONEZ et al., 2016). No entanto, uma exposicdo crdnica a
esse metal pode ocasionar estresse oxidativo. Além disso, quando estéo livres na
célula, outros metais podem competir com o Mn na ligagdo com a SOD
impossibilitando a sintese de novas moléculas, ocasionando assim uma diminui¢do
em sua producdo (AGUIRRE e CULOTTA, 2012, VERONEZ et al., 2016). Estes
efeitos também podem ser atribuidos ao Cd que est4 em alta concentracdo, além da
presenca de outros metais. Embora em niveis mais baixos 0s metais em conjunto

podem ter sua acao potencializada e um efeito mais toxico (VERONEZ et al., 2016).

Os niveis de LPO foram menores nos animais expostos a agua da
Jusante comparados ao grupo controle, e isso pode ser um resultado da agéao das
enzimas SOD-CAT e a presenca de metais, como observado por Carvalho et al.
(2020) no rim de girinos de ras-touro expostos a combinacgdes de Zn, Cu e Cd. A LPO
foi relatada como um dos principais contribuintes para a perda da funcéo celular sob
condi¢Oes de estresse oxidativo (STOREY 1996) e um indicador de dano oxidativo de
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componentes celulares. Neste estudo, os niveis de LPO foram avaliados pelo método
de FOX que detecta diretamente os equivalentes de hidroperoxidos lipidicos, mas
outra técnica muito utilizada é a do &cido tiobarbiturico (TBARS) que mede 0s produtos
finais da peroxidacao lipidica, como o malondialdeido (MDA) (HERMES-LIMA et al.,
1995). Dessa forma, mesmo que os valores apresentados estejam abaixo do grupo
controle, ndo podemos ignorar a formacdo de outras espécies de radicais que nao

foram detectados pela técnica usada neste estudo.

No entanto, independentemente do método utilizado, esses resultados
indicam que a exposicao a agua do rio Pirajibu pode promover aumentos significativos
de radicais levando a estresse oxidativo no figado de girinos de ras-touro, como
observado nos niveis de PCO. Comparativamente ao grupo Controle, houve um
aumento da concentracdo de PCO no figado dos animais expostos a agua da
Montante e da Jusante. Sabe-se que as EROs podem converter grupos amino de
proteinas em porcdes carbonil (=CO) e alterar a estrutura e funcado de proteinas.
Esses grupos carbonil podem ser introduzidos de diversas formas, mas principalmente
pela oxidacdo catalisada por metais (REQUENA et al., 2003), e sua formacéo é
irreversivel, ocasionando uma mudanca na conformacdo de proteinas, diminuindo
suas atividades cataliticas (ALMROTH et al., 2005). Embora estudos com PCO e
efeitos dos compostos quimicos sejam importantes como biomarcadores de estresse
oxidativo em girinos ainda sao escassos. Alguns estudos demonstram que em baixa
concentracdo de oxidantes a degradacdo de proteinas aumenta, enquanto em altas
concentracfes esses podem inibir a degradacao proteolitica (GRUNE et al., 2003),
como observado em peixes (ALMROTH et al., 2005) e girinos (FERNANDES et al.,
2021).

Em relacdo a MT, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
controle e Montante X Jusante, e isso pode indicar que outros mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos estdo atuando ou que a exposi¢cdo ndo provocou
efeitos tOxicos mensuraveis pela técnica escolhida, além disso, vale salientar que a
inducdo e respostas dessas proteinas dependem n&do apenas da presenca ou
auséncia de metais na agua, mas também da dose, da espécie ou da via de exposi¢ao
(ROMEO et al., 2000, SANCHEZ et al., 2005, MONTEIRO et al. 2009, CARVALHO et

al., 2012, 2015). Mesmo que a MT possua uma grande afinidade de ligagdo com os
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metais Cu, Cd e Zn, alguns estudos observam uma correlacdo de aumento
principalmente com o Cu, metal esse que ndo apresentou valores acima do permitido
pela resolugdo CONAMA (COYLE et al., 2002, COOPER e FORTIN, 2010).

ANALISE CONTROLE MONTANTE JUSANTE

CAT 0,50+0,09 0,61+0,04 0,60+0,007

SOD 94,31+13,32 78,33+13,16  75,56+9,94

LPO 2,18+0,25 2,06+0,34 1,41+0,22#
PCO 0,94+0,18 2,06+0,43 1,55+0,32
MT 0,21+0,03 0,21+0,03 0,23+0,03

Tabela 5. Andlises bioquimicas no figado. Atividade da catalase (CAT, nmol H202 por mg de proteina),
superéxido dismutase (SOD, U por mg de proteina), e peroxidacao lipidica (LPO, nmol por mg de
proteina), proteinas carbonilas (PCO, nmol de carbonilas por mg de proteina) e metalotioneina (MT,
como nmol SH por mg de proteina). Os valores séo representados como média + D.P.M. Em negrito
indica diferenga significativa (p<0,05) em rela¢&@o ao controle; # indica diferenca significativa em relacdo
aos pontos Montante e Jusante da Zona Industrial (p<0,05). n = 8.

Finalmente, a andlise do Indice Integrado de Resposta de
Biomarcadores pode ser utilizada para analisar os efeitos toxicol6gicos de diferentes
contaminantes e os riscos ambientais (Chagas et al., 2020, Fernandes et al., 2021) e
apontou que os biomarcadores mais responsivos neste trabalho foram a PCO
(0,5579), seguida de LPO (0,2138), SOD (0,1769) e CAT (0,1633) enquanto a MT teve
o menor valor (0,0395) (Figura 6). Individualmente a PCO foi o biomarcador mais

sensivel, seguida pelas enzimas CAT-SOD e LPO, tanto a Montante como a Jusante.

0,400

0,300
0,200

MT SoD

PCO LPO

— Montante Jusante

Figura 6: indice Integrado de Resposta de Biomarcadores
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5. CONCLUSAO

Embora a maioria dos metais esteja abaixo dos limites maximos
estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/05, foi possivel observar diferencas
significativas nas analises enzimaticas e ndo enzimaticas, evidenciando assim efeitos
toxicos dos metais com producédo de EROs e a importancia da execucao de estudos
gue se propdem a verificar o efeito de misturas de metais em ambientes naturais. Além
disso, h& um risco evidente na fauna presente nas aguas do rio Pirajiba, bem como
na populacéo que faz o consumo dessas aguas, uma vez que até mesma a agua da

Montante mostrou resultados expressivos neste trabalho.
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