UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIAS PARA A SUSTENTABILIDADE
CAMPUS SOROCABA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E MONITORAMENTO
AMBIENTAL

ISABELA FERREIRA FERNANDES

Biomarcadores bioquimicos em figado de girinos de ras-touro, Lithobates
catesbeianus, como indicadores bioldgicos de contaminagdo aquatica.

Sorocaba
2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIAS PARA A SUSTENTABILIDADE
CAMPUS SOROCABA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA E MONITORAMENTO
AMBIENTAL

ISABELA FERREIRA FERNANDES

Biomarcadores bioquimicos em figado de girinos de ras-touro, Lithobates
catesbeianus, como indicadores biolégicos de contaminagao aquatica.

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduagdo em Biotecnologia e Monitoramento
Ambiental da Universidade Federal de Séo Carlos,
campus Sorocaba, como requisito para a obtencao
do titulo de Mestre em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental.

Orientacéo: Profé. Dr2. Cleoni dos Santos Carvalho

Sorocaba
2020



Ao meu avd Antbnio



AGRADECIMENTO

A Deus pelo dom da vida, sem Ele nada jamais faria sentido nessa jornada.

A minha familia, em especial meus pais Fabio e Lcia que me apoiam em todas as decisdes e
me incentivam a buscar meus sonhos, mesmo nos momentos mais complicados.

A minha orientadora Prof® Dr2 Cleoni dos Santos Carvalho, pela oportunidade dada com este
trabalho, pelos ensinamentos e experiéncias. Obrigada por me receber tdo bem em seu
laboratério.

A técnica Heidi, pela paciéncia em me ensinar todas as técnicas e manusear os equipamentos,
todo o suporte e amizade.

Aos meus companheiros de laboratério, Jodo, Davi, Gabriel e nosso visitante Bruno, obrigada
por me ajudarem, pelas conversas, cafés e risadas, ndo fazemos nada sozinhos nessa vida.

As minhas amigas de longa data, Verénica, Luana, Ana Elisa e Ana Beatriz obrigada por me
ouvirem falar sobre meu trabalho durante todo esse tempo, mesmo sem entender nada. A
amizade de vocés é valiosa.

Aos demais amigos que me apoiaram e torceram para que tudo desse certo durante todo esse
periodo.

A Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar e ao Programa de P6s-Graduacio em
Biotecnologia e Monitoramento Ambiental por toda estrutura e possibilidade da minha
formacao.

A Capes, Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pela concessdo da
bolsa de estudo.

A FAPESP, Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de S3o Paulo, por aprovar o projeto
em que meu trabalho faz parte.



“O cientista ndo é o homem que fornece as
verdadeiras respostas; € quem faz as

)

verdadeiras perguntas.’

Claude Lévi-Strauss



RESUMO

Diversos contaminantes podem afetar o ecossistema aquatico e 0s organismos que nele vivem
e podem interferir nos seus processos fisioldgicos, por se acumularem nos diferentes tecidos.
Portanto, a avaliacao dos efeitos desses contaminantes nos organismos aquaticos contribui para
previsibilidade da acdo dos diferentes poluentes neste ambiente, gerando informacdes sobre
mecanismos de adaptabilidade frente aos estressores ambientais, por serem utilizados como
indicadores de contaminagdo aquética. Para tanto, o delineamento experimental consistiu em
expor durante 96 h girinos de ras-touro, Lithobates catesbeianus, a agua coletada de dois pontos
(P1 e P2) do rio Sorocaba e nos periodos seco (agosto e setembro) e chuvoso (margo). Os
seguintes parametros foram avaliados no figado: concentracdo de proteinas (metalotioneina -
MT, proteinas carboniladas - PCO) e de (lipoperoxidagdo lipidica - LPO). Além disso, foram
analisados a presenca de metais, agroquimicos e farmacos na agua e no sedimento nos dois
pontos do rio. Nas andlises das aguas e dos sedimentos ndo foi detectada a presenca de
agroguimicos e farmacos; entretanto, foi verificada a presenca de metais em ambos 0s pontos e
nos dois periodos. A presenca de metais aumentou significativamente a MT e a PCO no figado
de girinos expostos a agua no P1 e no P2 e no periodo chuvoso, enquanto no periodo seco, a
concentracdo da PCO e LPO aumentaram significativamente no figado dos girinos expostos a
agua do P1 e P2, respectivamente. Esses resultados indicam um quadro de estresse oxidativo
pela presenca dos metais na agua e sugere que esses animais foram capazes de alterar as vias
metabolicas por processos de desintoxicacdo. Portanto, esses resultados demostraram que 0s
biomarcadores de efeito propostos podem ser bons indicadores de contamina¢do aquéatica em
girinos de ras-touro.

Palavras-chave: xenobi6ticos, tecidos, estresse oxidativo, anfibios



ABSTRACT

Various contaminants can affect the aquatic ecosystem and the organisms that live in it and can
interfere with their physiological processes, as they accumulate in different tissues. Therefore,
the evaluation of the effects of these contaminants on aquatic organisms contributes to the
predictability of the action of different pollutants in this environment, generating information
on mechanisms of adaptability to environmental stressors, as they are used as indicators of
aquatic contamination. For this purpose, the experimental design consisted of exposing for 96
h bullfrog tadpoles, Lithobates catesbeianus, the water collected from two points (P1 and P2)
of the Sorocaba River and in the dry (August and September) and rainy (March) periods. The
following parameters were evaluated in the liver: protein concentration (metallothionein - MT,
carbonyl proteins - PCO) and (lipid lipoperoxidation - OPL). In addition, the presence of metals,
agrochemicals and drugs in the water and sediment at both points of the river were analyzed.
In the analysis of water and sediment, the presence of agrochemicals and drugs was not
detected; however, the presence of metals was verified at both points and in both periods. The
presence of metals significantly increased MT and PCO in the liver of tadpoles exposed to water
in P1 and P2 and in the rainy season, while in the dry period, the concentration of PCO and
OLP significantly increased in the liver of tadpoles exposed to water from P1 and P2,
respectively. These results indicate a picture of oxidative stress by the presence of metals in the
water and suggests that these animals were able to alter the metabolic pathways for
detoxification processes. Therefore, these results demonstrated that the proposed effect
biomarkers can be good indicators of aquatic contamination in bullfrog tadpoles.

Keywords: xenobiotics, tissues, oxidative stress, amphibians
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1. Introducéo

A humanidade historicamente se desenvolveu entorno de cursos d’agua, pois serviam
como forma de utilizacdo das atividades mais basicas, como producéo de alimentos e limpeza,
além de serem utilizadas como meio de transporte. Mais tarde, com a evolucdo de técnicas e a
industrializagdo, esses corpos d’agua passaram a ser utilizados para a producdo de energia,
como agente em processos tecnoldgicos e produtivos e, com as a¢des agricolas, passaram a ser
utilizados como fonte para irrigacdo (PEDRAZZI, 2014).

A partir da Declaragio Universal dos Direitos da Agua que estabelece que “a 4gua ¢ a
seiva do nosso planeta, é condicdo essencial de vida de todo animal, vegetal ou ser humano”,
foi reconhecida sua extrema importancia. % do planeta é recoberto por 4gua e apenas 2,5% de
agua doce passivel de utilizacdo humana, sendo que nos Gltimos 50 anos essa disponibilidade
vem diminuindo (CONSTANTINOV, 2010). Até 2050, a agua disponivel ndo suprira as
necessidades humanas, ou seja, 0 nimero de habitantes serd muito maior que a disponibilidade
de 4gua (SEGALA, 2012).

Se ndo bastasse a grande utilizacdo dos recursos hidricos em diversas cidades e sua
disponibilidade, os efluentes domésticos, industriais e agricolas sdo descarregados sem
tratamento ideal, em rios, lagos e reservatérios (FRANCO et al., 2010). Os compostos quimicos
que podem estar presentes no ambiente aquatico, sdo denominados xenobidticos, que sdo
substancias estranhas aos organismos, tendo como exemplos 0s metais, compostos organicos
persistentes, hidrocarbonetos, pesticidas, detergentes, medicamentos e a combinacdo destes
compostos (LAM, 2009). Os quais podem ser absorvidos pelos tecidos dos vertebrados e
invertebrados por vérias rotas (respiracdo, adsor¢do e/ou alimentacéo), podem se bioacumular
em tecidos e 6rgdos e também participar de reacdes quimicas dentro das células, gerando
variacdes metabdlicas, enzimaticas e/ou genéticas (BELGIORNO, 2007).

A determinacgdo dessas variacdes pode ser uma ferramenta importante para detectar o
impacto ambiental nos organismos (COSTA et al., 2008, RUAS et al., 2008, CARVALHO et
al., 2012, SAKURAGUI et al., 2013). Portanto, os testes de toxicidade aquatica tém sido cada
vez mais utilizados para a determinacéo de efeitos toxicos, letais ou ndo, de grande interferéncia
nos organismos aquaticos em virtude, principalmente, do potencial risco da transferéncia de
poluentes do ambiente para os organismos e a avaliacdo da qualidade da agua (CETESB, 1999;
FERREIRA, 2002; MARCANTONIO et al., 2011; CARVALHO et al., 2017).

O contaminante em contato com o organismo pode iniciar um processo fisiopatoldgico
que pode gerar o estresse oxidativo, que ocorre em situacées em que ha um desequilibrio entre

a producdo de especies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS) e sua eliminagéo
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do metabolismo pelos sistemas antioxidantes enziméticos e ndo enzimaéticos presentes nos
organismos (AHMAD et al., 2000; FERREIRA et al., 2010; LUSHCHAK, 2014). Tanto as
EROs como as ERNs desempenham papel fisiolégico no organismo, como o controle da
pressdo sanguinea, na sinalizacdo celular, na apoptose e na resposta imunologica a agentes
patogénicos (VASCONCELOS et al., 2007).

Desse modo, tem crescido a preocupagdo com o diagndstico precoce da contaminacao,
onde um planejamento de controle ambiental poderia vir antes do problema atingir grandes
proporc6es. Uma maneira de se realizar este diagndstico precoce é o biomonitoramento, no qual
variados organismos sdo utilizados como indicadores da qualidade ambiental (SANTQOS, 2013).

Os anfibios séo considerados bons bioindicadores de poluicdo ambiental por exercerem
importante papel nos ecossistemas aquaticos, por terem em geral seu ciclo de vida na agua,
qguando girinos e na agua e/ou na terra, apos sofrerem metamorfose, e também por serem
sensiveis a alteragdes no meio (SCHUYTEMA et al., 1991; BURGER; SNODGRASS, 2001,
HADDAD, 2008). Esses animais séo encontrados nos mais diferenciados tipos de ambientes
como riachos, lagoas, brejos, pogas permanentes e temporarias ou na serapilheira no interior de
florestas (DUELLMAN; TRUEB, 1986). Além disso, varios estudos mostram a relacdo entre a
diminuicdo das populacdes de anfibios e o uso de agroquimicos e outros tipos de compostos,
incluindo pesticidas e fertilizantes no ambiente aquatico (PELTZER et al., 2008, JONES et al.,
2009, RELYEA et al., 2009, PEREZ-IGLESIAS et al., 2015, SOLONESKI et al., 2016).

No ambiente e em contato com 0s organismos 0s contaminantes podem ser absorvidos
e distribuidos aos dois principais 6rgaos de desintoxicacdo, o figado e o rim. O figado € um
6rgdo fundamental no metabolismo, desintoxicacdo e biotransformacdo de xenobidticos e é
indicado para avaliacdo da resposta de exposicdo a poluentes ambientais em vertebrados
(LUCIA et al., 2010, THIRUMAVALAVAN, 2010). Esse 6rgdo possui grande suprimento
sanguineo, além de alta capacidade metabdlica (HINTON, et al., 2001) e desempenha um papel
fundamental na biotransformacdo dos xenobidticos. Quando um composto € excretado
diretamente na bile em processos de desintoxicacdo ele pode ser reabsorvido no intestino
delgado ou eliminado pelas fezes (BOENING, 2000).
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1.1 Justificativa

A partir do estudo de biomarcadores bioquimicos de contaminacdo, os anfibios podem
servir como indicadores da presenca de praguicidas e contaminantes em geral no ambiente
aquatico (RELYEA 2005, 2006; RELYEA et al., 2005). Entretanto, a literatura apresenta
escassez de estudos relacionados a avaliacéo de biomarcadores de contaminagéo ambiental em

anfibios, como pode ser visto na Figura 1.

Figura 1 — Artigos relacionados a temética de biomarcadores e anfibios anura. B = biomakers; BB =
biomakers biochemichal; BBA = biomakers biochemichal anura; BBA Tad. = biomakers biochemichal

anura tadpole; BBAT. BF = biomakers biochemichal anura tadpole bullfrog.
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Neste caso a pesquisa abrangeu os anos de 2010 a 2019, com os termos buscados em
quatro plataformas diferentes, Scielo, PubMed, Periddicos da Capes e Google Académico. Com
os termos combinados apenas em duas plataformas sdo encontrados artigos, sendo trés no
PubMed e 27 no Google Académico (AVERYHART-FULLARD; JAFFE, 1990;
DORNELLES, OLIVEIRA, 2013, VERONEZ et al, 2016). Porém, quando 0s termos séo
buscados separadamente séo encontrados em abundancia, como visto na Figura 2, em todas as
plataformas utilizadas. Fazendo uma conexdo entre as figuras nota-se o grande nimero de
estudos em cada setor, visto que os anfibios, por exemplo, sdo amplamente estudados por sua
metamorfose, metabolismo e morfologia, 0 mesmo para cada um dos demais termos, mas

quando combinados sdo escassos, 0 que corrobora com a relevancia desse estudo.
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Figura 2 — NUmero de artigos com os termos da temética, em quatro plataformas distintas (*Para o termo

Biomarker, na plataforma PubMed ha mais de 20916 artigos).
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A figura 3 apresenta uma cronologia em relacdo ao nimero de artigos publicados por ano.
As pesquisas com anfibios anuros tiveram inicio a partir da década de 40 utilizando metais como
contaminante e seguem até metade do ano de 2018. No grafico nota-se que houve um pico nas
publicacdes na década de 80, seguido por um declinio acentuado nas publicaces desde esta época.

O menor numero de publicagBes ocorreu no ano de 2016.

Figura 3 — Cronologia de artigos publicados relacionados a tematica, dentro da plataforma PubMed.
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Nesse sentido, € de interesse cientifico aumentar o nimero de estudos e publicagcdes com
esses temas, visto que essa classe de animais, apesar de populosa, tem decaido devido a acéo
antropica, mudancas climaticas, perda do habitat e radiacdes ultravioleta (AWKERMAN, 2019).
Assim, as questdes a serem abordadas nesta pesquisa sdo: 0 rio Sorocaba contém 0s compostos
quimicos metais, agroquimicos e farmacos? Esses compostos quimicos estdo presentes em
concentragcdes acima da permitida pela resolugdo 357 de 2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) para aguas de Classe 2? A presenca desses compostos quimicos pode
causar alteracdes na sua fisiologia e comprometer o desenvolvimento de girinos de ras-touro,

Lithobates catesbeianus?
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2. Objetivos e hipdteses

Este estudo se concentra em entender como a exposic¢ao a dgua do rio Sorocaba afeta os
girinos de ra-touro, Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802). Nosso principal objetivo € avaliar os
efeitos da exposicdo aguda (96 h) a agua do rio Sorocaba sobre o figado de girinos de rés-touro
utilizando biomarcadores bioquimicos em duas épocas do ano, chuvosa (mar¢o) e seca (agosto).

Especificamente, nossas hipoOteses sdo as seguintes: (1) o rio Sorocaba contém os
compostos quimicos: metais (Zn, Cu, Al, Cd e Mn), agrotoxicos (herbicidas: glifosato, atrazina e
dos inseticidas: metamidofos e endosulfan) e os farmacos (diclofenaco e paracetamol) e estes
compostos quimicos estdo presentes em concentracdes acima da permitida pela resolucéo 357 de
2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para &guas de Classe 2; (2) os
compostos quimicos variam sazonalmente; (3) a presenca destes compostos altera 0s
biomarcadores bioquimicos: metalotioneina (MT), proteinas carbonilas (PCO) e causa
lipoperoxidacdo (LPO) no figado de girinos de rés-touro.

Para testar nossas hipoteses as acdes sao:

(a) verificar a presenca e determinar a concentracdo de metais, agroquimicos e farmacos na
agua e no sedimento do rio Sorocaba em dois pontos (P1 e P2) e em periodos seco e chuvoso;

(b) comparar a presenca destes compostos quimicos com o periodo chuvoso (margo) e seco
(agosto);

(c) determinar a concentracdo de MT, PCO e LPO no figado de girinos de ras-touro
expostos a agua do rio Sorocaba;

(d) verificar se esses biomarcadores bioquimicos podem ser utilizados como indicadores
biol6gicos de contaminagdo aquética;

(e) comparar os diferentes biomarcadores e definir quais séo relevantes para cada tipo de

contaminacéo.
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3. Fundamento tedrico
3.1 Ecotoxicologia

De acordo com Soares (1990):

“A necessidade em monitorar o espectro dos efeitos de acdes
antrépicas sobre os diferentes ecossistemas levou a criacdo da
Ecotoxicologia, ciéncia que estuda os efeitos de agentes quimicos
toxicos em nivel de individuo, e suas consequéncias na estrutura e

funcionamento das populagdes, comunidades e ecossistemas”

(Soares, 1990, p.43-52).

A liberacdo excessiva de contaminantes quimicos que causam toxicidade no ambiente e
afeta a biota onde séo liberados € o foco da ecotoxicologia. Com isso, esses contaminantes
representam um problema gque exige uma regulamentacdo para atenuar 0s provaveis impactos
no ambiente (CHAPMAN, 1995).

A partir dos anos 80, o desenvolvimento e aplicagdo de biomarcadores para 0 uso em
ecotoxicologia e avaliacdo de risco ecolégico aumentou consideravelmente, visto que as
preocupacdes com o ambiente também cresceram (FORBES; PALMQVIST; BACH, 2006). Os
biomarcadores que refletem perturbacdes do metabolismo, como os radicais livres, sdo de
primordial importancia em aplicacfes ecotoxicoldgicas. Isto porque todas as principais classes
de poluentes ambientais, por diferentes caminhos, podem alterar o equilibrio natural entre as
forcas pré-oxidantes e as defesas antioxidantes, aumentando a formacao de EROs e reduzindo
a eficiéncia antioxidante (BENEDETTI, et al., 2015).

A utilizacdo dos biomarcadores para ensaios ecotoxicologicos, permite aos
pesquisadores determinar o quanto uma substancia que interage com 0s organismos testes sdo
toxicas, a partir do numero de mortes, descendentes e tamanho corporal, entre outras variaveis
(SARMA; NANDINI, 2006). O ambiente aquatico é dinamico e diverso. As propriedades
fisicas e gquimicas dos ecossistemas aquaticos podem afetar significativamente a atividade
biolégica e o impacto dos agentes quimicos e outros xenobidticos. Portanto, os testes de
diferentes concentracfes de um ou mais agentes nocivos em laboratorios € em organismos
representativos do ecossistema aquatico permite controlar os parametros fisico e quimico da
agua por um periodo de tempo pré-determinado. Com esses ensaios é possivel controlar
temperatura, iluminagéo, contaminacao, agentes externos que séo passiveis de controle, ou seja,
as condi¢bes ambientais em que 0s organismos sdo mantidos. Os ensaios sdo classificados de
acordo com a duragdo como ensaios agudos ou crénicos e de acordo com o método de se

adicionar a solucéo teste, em estatico, semi-estatico e fluxo continuo.
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No ensaio agudo o efeito observado é de curta duragdo, geralmente em intervalo de 0-
96h, em relagdo ao periodo de vida do organismo-teste. No ensaio agudo é observada a
mortalidade ou outra manifestacdo do organismo, enquanto que o crbénico o0s testes sao
realizados para medir os efeitos de substancias quimicas sobre espécies aquaticas por um
periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste. Este ensaio analisa
o efeito de longa duragdo da substancia no organismo como mudanga do metabolismo,
crescimento, reproducdo, mutacdo e até mesmo a morte do organismo (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2014). J& os ensaios estaticos sdo realizados sem renovacao das solugdes-testes
e sdo recomendados para amostras que ndo causam deplecdo de oxigénio, que nao sao volateis
e que sdo estaveis em meio aquoso (American Public Health Association, 1998; ABNT, 2004).
Os testes semi-estaticos, as solucdes-testes sdo renovadas periodicamente e dependera da
espécie de organismo-teste (American Public Health Association, 1998; KENDALL et al.,
2001). Enquanto nos testes dindmicos as solucdes-testes sdo continuamente renovadas e séo
utilizados nos ensaios cronicos (KENDALL et al., 2001; ADAMS, ROWLAND, 2003).

As pesquisas que usaram testes ecotoxicoldégicos no Brasil avancaram
consideravelmente no periodo entre 2000 e 2011 (MARTINS; BIANCHINI, 2011; KRULL,;
BARROS, 2012), a maioria destes estudos foi realizado no Sul e Sudeste do pais,
principalmente ao avaliar a toxicidade de metais e pesticidas em meio aquoso (SARMA,
NANDINI, 2006; COSTA et al., 2008).

3.2 Biomarcadores

O conceito de biomarcadores foi definido, segundo Walker et al. (2012), como toda
resposta bioldgica que 0s organismos vivos expressam gquando estdo expostos a um ou VArios
compostos quimicos organicos ou inorganicos (xenobioticos), sendo que esta resposta expressa
0 grau de exposicao e/ou o efeito que estes xenobiodticos causam sobre 0s organismos. Também
podem ser definidos como alteracGes no nivel sub-individual dos bioindicadores, organismos
utilizados, passiveis de serem atribuidas a uma mudanca consideravel no ambiente (VAN
GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996). Essas alteracdes podem ser observadas em diversos
niveis como: molecular, bioquimico, fisioldgico e morfoldgico, podendo representar sinais
precoces da exposicdo a contaminantes (VAN DER OOST, et al., 2003, NOGUEIRA et al.,
2008, SILVA, 2016, AMARAL et al., 2017). Ja segundo Oliveira (2014), os biomarcadores sao
definidos, em termos ecotoxicoldgicos, como uma alteracdo em resposta bioldgica que reflete

os efeitos toxicos de substancias quimicas.



22

Entre os inimeros biomarcadores ecotoxicoldgicos propostos, aqueles baseados na
resposta ao nivel molecular, bioquimico e celular traduzem respostas sobre os primeiros sinais
de estresse ambiental. Além de ser em uma ferramenta sensivel de alerta para os efeitos
bioldgicos medidos em avaliacdes da qualidade ambiental, podendo ser usados de forma a
antecipar o acontecimento de danos ecoldgicos irreversiveis ou consequéncias severas,
permitem que sejam tomadas medidas de biorremediacéo (SILVA, 2013).

Os biomarcadores tém sido classificados em trés grandes categorias (SOGORB et al.,
2014): os biomarcadores de exposic¢do, para determinar se um organismo foi exposto a um dado
xenobiotico, os biomarcadores de efeito, para determinar o efeito ou resposta do organismo
exposto ao xenobibtico e os biomarcadores de suscetibilidade, para predizer a suscetibilidade
ou resisténcia do organismo face aos efeitos nocivos de um xenobidtico particular.

A relacdo entre as respostas de cada um dos biomarcadores permite elucidar
informacdes sobre o potencial toxico de diversas classes de contaminantes. Por exemplo, sabe-
se que existe relacdo direta entre a indugdo do estresse oxidativo e danos genéticos (YU et al.,
2016). O estresse oxidativo também pode induzir a peroxidacdo lipidica e danos em proteinas
celulares (JOMOVA; VALKO, 2011); portanto, por meio da resposta de biomarcadores
combinados é possivel identificar os danos causados pelos compostos ou metaboélitos
(WINSTON; DI GIULIO, 1991; ZORITA et al., 2008).

Os aspectos moleculares e bioquimicos séo os primeiros a serem alterados quando um
xenobidtico entra em contato com o organismo (ISLA, 2016). Portanto, essa resposta poderia
ser considerada como um alerta precoce do risco desses contaminantes no interior dos
organismos expostos (ATLI, CANLI, 2010; FRANCO et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2011,
FERREIRA et al., 2012; KUBOTA et al., 2013).

3.2.1 Biomarcadores Bioquimicos

Os biomarcadores bioquimicos sdo normalmente os primeiros sinais de alteragdes
bioldgicas a serem detectadas em razao da presenca de poluentes. Além disso, séo sensiveis a
varias classes de poluentes, apresentam alta especificidade e fornecem informagdes a respeito
do efeito metabolico causado pelo xenobidtico (VAN DER OOST et al., 2003, AITIO et al.,
2007; NORDBERG, 2010; ALIJANI et al., 2017).

Dentre os sistemas bioquimicos mais recomendados como biomarcadores de
contaminacdo ambiental, destacam-se aqueles que levam 0s organismos a uma situacdo de
estresse oxidativo, uma vez que a biotransformagcdo de xenobidticos é tipicamente

acompanhada de uma superproducéo de EROs, tais como o radical anion superoxido (O2"),
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peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxil (OH") (LOPEZ-BAREA; PUEYO, 1998;
LOPEZ-BAREA, 2000) e, no caso das ERNSs, destacam-se 0 Oxido nitrico (ONe) e o
peroxinitrito (ONOO-) (KEHRER, 2000; DIKALOV et al., 2007; KANTI DAS et al., 2015).
Esses radicais levam a alteracdes celulares e enzimaticas, que apresentam sensibilidade, relativa
especificidade e baixo custo de anélise, quando comparados as analises quimicas (SCHLENK
etal., 1999). Essas alteracdes sdo as primeiras respostas detectadas frente a variacdo ambiental.
Por isso, biomarcadores bioquimicos séo frequentemente mais sensiveis que outros em niveis
mais elevados de organizacdo biologica, como células, tecidos, Orgaos, organismos e
populagdes (SCHLENK et al., 2008).
Em sequéncia séo apresentados os biomarcadores que foram abordados neste estudo:

3.2.2 Metalotioneina (MT)

As metalotioneinas (MTs) foram descobertas em 1957 quando Margoshes e Vallee
identificaram em rim equino uma proteina responsavel pelo acimulo natural de cadmio (Cd).
Desde entdo, as MTs sdo 0s Unicos compostos bioldgicos conhecidos por conter naturalmente Cd
(MARGOSHES; VALLEE, 1957). A nomenclatura da proteina foi baseada na observacdo de
algumas caracteristicas particulares, como elevada quantidade de enxofre e presenca de metais
como Cd e zinco (Zn). A caracteristica comum de todas as MTs € a ocorréncia da sequéncia de
tripeptideos Cys-X-Cys, onde X representa um aminoacido diferente de cisteina (Cys)
(NORDBERG, 1998).

A funcéo fundamental das MTs nos sistemas vivos ainda ndo foi bem esclarecida, embora
existam varias hipoteses, que atuem como metalochaperonas (MARET, 1995; JACOB et al., 1998;
MUTO et al., 1999). Essa proteina atua no transporte de ions metalicos para outras proteinas, no
controle da concentracdo de elementos tracos livres como Zn e cobre (Cu), na agdo como agente
de desintoxicacdo aos metais como Cd e mercurio (Hg), e também no papel protetor da célula por
sequestro de metais e protecdo contra condic¢des de estresse (NORDBERG, 1998; CHERIAN et
al., 2003; VASAK, 2005). Por isso, a MT é uma proteina importante no metabolismo intracelular
de Cu e Zn e na protecdo contra danos oxidativos resultantes da exposicdo excessiva a metais
(MUTO et al., 1999, CARVALHO et al., 2017).

Como mostra a Figura 4, quando ha entrada de um metal no organismo, sendo ele essencial
ou ndo, a MT é ativada. Essa proteina, na sua forma inativa, esta ligada a ions Zn. O Zn se desliga
da MT deixando-a livre para se ligar aos metais pela por¢cdo —SH (sulfidrila), neste caso,
representados na figura pelos Cd e Hg. A MT ligada aos metais impede que estes participem de

reacOes dentro do organismo e causem efeitos toxicos (HAQ et al., 2003). A expressdao da MT
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pode também ser ativada pelo estresse oxidativo por aumentar indiretamente o Zn que, desligado
da MT, atua no gene responsavel pela transcrigdo da tioneina (MTF-1). Dessa forma, ocorre um
aumento consideravel na concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e/ou da MT para combater o
estresse oxidativo causado pelo metal (CHERIAN et al., 2003; HAQ et al., 2003; VASAK, 2005).

Figura 4 — Expressdo da Metalotioneina (MT). EROS = Espécies Reativas de Oxigénio; MTF-1 = Fator de
Transcricdo de Metais 1; MRE = Elemento de Resposta a Metais; ARE = Elemento de Resposta a
Antioxidante; MT = Metalotioneina; Cd = Cadmio; Cu = Cobre; Hg = Mercurio; Zn = Zinco.

Oxidativo

Fonte: Baseado em HAQ et al., 2003

A avaliacdo da regulacdo da expressdo génica evidenciou que a inducdo da sintese de MTs
por metais é uma resposta ao aumento da concentracdo do metal dentro da célula (CHERIAN et
al., 2003; VASAK, 2005). Em relacdo aos organismos aquaticos, os estudos para estabelecer a
funcéo das MTs tém focado no seu potencial de reducédo da toxicidade de metais (INACIO, 2006;
CARVALHO et al., 2017). A inducéo de MT resulta em aumento da ligacdo de metais a proteina
e esta capacidade de indugdo torna-se maior nos 6rgdos envolvidos na captacdo, acumulo e
excrecdo como figado, rins, branquias e intestino (BRZOSKA, MONIUSZKO-JAKONIUK, 2001;
CARVALHO et al., 2004). Entretanto, as concentra¢fes dessa proteina podem variar de acordo
com a espécie, condi¢des reprodutivas, idade e dieta alimentar, por exemplo (VASAK, HASLER,
2000). Por isso, diferentes espécies mostram diferencas nos niveis de MTs e diferentes 6rgaos
acumulam metais em proporc@es distintas devido as caracteristicas de suas fungdes bioquimicas e
fisiologicas e rotas de exposi¢cdo (INACIO, 2006; CARVALHO et al., 2017). Portanto, embora
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seja esperado que o figado apresente 0s maiores niveis de MTs, estudos mostram que estes valores
podem variar nos organismos (FILIPOVIC; RASPOR, 2003).

Por ser considerado um biomarcador especifico para a exposi¢ao aos metais, a MT tem
sido utilizada frequentemente em estudos relacionados a estes contaminantes (BRZOSKA,
MONIUSZKO-JAKONIUK, 2001; CARVALHO et al., 2004; CARVALHO et al., 2017).
Além disso, essas proteinas também podem ser utilizadas como marcadores de estresse
oxidativo e ndo somente pela presenca de metais, mas de outros xenobioticos, devido a
nucleofilicidade dos seus grupos sulfidrilas (VIARENGO et al., 2000).

3.2.3 Proteinas Carboniladas (PCO)

A introducdo de grupos carbonila (C=0), grupo funcional constituido de um atomo de
carbono ligado por ligacdo dupla a um atomo de oxigénio, nos residuos de aminoacidos é uma
caracteristica de modificacGes oxidativas. Por isso, a reacdo dos grupos carbonila com reagentes
especificos, os aminoacidos, por exemplo, € uma forma eficiente de inferir se est4 ocorrendo
dano oxidativo em proteinas (LEVINE et al., 1990; THEROND et al., 2000; REQUENA et al.,
2003). Sendo assim, a carbonilacdo de um residuo pode ser suficientemente severa para causar
a perda funcional de uma proteina, como acontece quando a oxidacgao de um dos residuos resulta
na sua inativacdo (LEVINE, 1983). A figura 5 mostra os processos de formacdo de grupos

carbonila por oxidacdo de aminoacidos.

Figura5 — Formacéo de grupos carbonila.
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Os aminoacidos aromaéticos como lisina, arginina, prolina e treonina sdo os alvos
principais do ataque das EROs, mas todos os aminoacidos sdo susceptiveis a oxidacdo. A
carbonilacdo de proteinas ocorre como resultado da acdo de produtos de lipoperoxidagédo
avancada, como malondialdeido (MDA), glioxal, acroleina e 4-hidroxinonenal (4-HNE), e de
produtos de glicacdo avancada, como glioxal e metilglioxal, sobre sitios nucleofilicos de
aminofosfolipideos, peptideos e proteinas (cisteina, lisina e histidina) e de DNA (THEROND
et al., 2000; PACHER, BECKMAN et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007; MONTEIRO
etal., 2010). As proteinas também podem sofrer danos oxidativos por meio de diversas reagdes.
O radical hidroxila pode remover um hidrogénio de um aminoacido, formando um radical de
carbono, o qual pode levar a clivagem de ligacGes peptidicas. Se forem gerados dois ou mais
radicais, pode ocorrer ainda a formacdo de crosslinks na proteina, tornando-a resistente a
degradacéo proteossémica e podendo até inibir sua atividade (SMART; HODGSON, 2008).

Portanto, niveis elevados de proteinas carboniladas sdo geralmente sinal de elevados
niveis de estresse oxidativo (DALLE-DONNE et al., 2003; MONTEIRO et al., 2010),
mostrando um resultado integrado do dano oxidativo (STADTMAN et al., 2000). Além disso,
a oxidacdo dos aminoéacidos lisina, arginina, prolina e treonina pode resultar na formacéo de
carbonilas protéicas, as quais também podem ser introduzidas nas proteinas por reagcdes com
aldeidos provenientes da LPO (BERLETT; STADTMAN, 1997). A formacdo de PCO, na
presenca de contaminantes quimicos tem atraido grande atencdo devido a sua nhatureza
irreversivel e irreparavel (MONTEIRO et al, 2010; CALAPOGLU et al., 2017) e, portanto,

pode ser utilizada como referéncia do indice de estresse oxidante em girinos de ras-touro.

3.2.4 Lipoperoxidacéo (LPO)

A reacdo de EROs e de ERNs com acidos graxos poliinsaturados inicia o processo em
cadeia definido como lipoperoxidacdo (LPO) ou peroxidacdo lipidica. As EROs incluem
também os radicais alquila (L"), alcoxila (LO") e peroxila (LOO") e as ERNs destacam-se 0
oxido nitrico (ON*) e o peroxinitrito (ONOO-) (BARBER, BERNHEIM, 1967; CHANGE,
SIES, BOVERIS, 1979; KANTI DAS et al., 2015).

A producéo de LPO tem sido relatada como a maior contribuidora para a perda da funcéo
celular sob estresse oxidativo (STOREY, 1996); portanto, pode ser um indicador de estresse
oxidativo celular. Varios estudos demonstraram a inducdo de LPO como medida de estresse
oxidativo induzido por xenobidticos como, por exemplo, os metais (VALAVANIDIS et al.,
2006; MONTEIRO et al., 2010; GOMES et al., 2011; DOMINGUES, 2015; LOZI, 2019).
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Basicamente, a LPO consiste na incorporacéo de oxigénio molecular a um &cido graxo
poli-insaturado (AGPI) nas membranas das células e/ou organelas, para produzir um
hidroperdxido lipidico (LOOH) como produto primario inicial. Nos sistemas biolégicos a LPO
pode ocorrer principalmente por duas vias: (i) uma via enzimatica envolvendo as
ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenacdo dos AGPI e (ii) a peroxidacdo ndo enzimatica,
que envolve a participagdo de EROs, ERNs, metais de transicdo e outros radicais livres (AL
MEHDI et al., 1993; PORTER et al., 1995). Como consequéncia dessa oxidagdo, ocorrem
transtornos nas funcbes exercidas pela membrana plasmatica, tais como seletividade e
transporte, extravasamento do contetdo de certas organelas como as enzimas nos lisossomos
(GUTTERIDGE, 1988).

Divide-se a LPO em trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacdo, como pode ser

visto na Figura 6.

Figura 6 — Etapas da Lipoperoxidacéo (LPO).
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Fonte: LIMA & ABDALLA, 2001.

A fase de iniciacdo representa o inicio da peroxidacao, em que o AGPI sofre ataque de
uma espécie que é suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio a partir de um
grupo metileno (-CH,-), formando um radical de carbono. Este radical € estabilizado por um
rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas ligacdes intercaladas
por uma ligacao simples (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999; LIMA, ABDALLA et al.,

2001). Passando entdo, para fase de propagacéo, a reacdo do radical peroxila com o &tomo de
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hidrogénio abstraido gera um hidroperoxido lipidico (LOOH). Perdxidos ciclicos também
podem ser formados, quando o radical peroxila reage com uma dupla liga¢cdo na mesma cadeia
de acido graxo, o que também pode propagar a LPO (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).
fons de metais de transicdo, como Fe™ e Cu™, podem participar do processo catalisando a
formacdo de radicais lipidicos alcoxila, peroxila e hidroxila a partir dos hidroperdxidos. A
terceira e Ultima etapa da reacdo, a fase de terminacdo, da-se pela aniquilacdo dos radicais
formados originando produtos ndo radicalares (GARDNER, 1989; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999). Portanto, a determinagdo da LPO é um método eficaz de monitorar o
estresse oxidativo e pode servir como um biomarcador sensivel da contaminagéo ambiental por

metais em girinos.

3.3 Contaminantes e Contaminacdo Aquatica

A &gua subterranea verte por meio de nascentes incrustadas em morros com ampla
cobertura florestal, apresentando normalmente padrdo de potabilidade (BRASIL, 2004).
Contudo, a acdo antrépica em areas rurais (DONADIO et al., 2005; ANDRADE et al., 2007),
por meio de a¢cdes como: cultivo em areas inapropriadas ou de preservacdo (RHEINHEIMER
et al., 2003; MINELLA et al., 2007), uso de agrotéxicos (BORTOLUZZI et al., 2006 e 2007,
GRUTZMACHER et al., 2008; FERNANDES NETO & SARCINELLI, 2009), substitui¢do da
mata nativa por espécie exdtica (BUENO et al., 2005), adubacao fosfatada (ANDRADE et al.,
2007) e auséncia de tratamento de dejetos (SANTOS et al., 2007), altera os parametros de
potabilidade das aguas, conferindo a atividade agricola um grande potencial poluidor, somado
a atividade industrial, como mineracéo, termoelétricas, curtumes e outras, é possivel afirmar
gue também é responsavel pela contaminacdo das aguas e ambientes proximos com seus
efluentes descartados.

O fator preocupante que advém dessa superproducdo € a constante insercdo de
compostos quimicos acidental ou propositalmente nos compartimentos ambientais, gerando
efeitos negativos sobre o equilibrio natural dos ecossistemas, uma vez que grande parte destes
compostos é considerada toxica para os organismos (MANN et al., 2009). Diversas classes de
compostos, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais, 0s chamados
“contaminantes emergentes”, agrotoxicos e fertilizantes, dentre outros, atingem o
compartimento aquético através de variadas fontes de emissdo, como drenagem agricola,
langcamento de esgoto domeéstico em rios e mares, efluentes industriais, entre outras, causando
danos ao ecossistema (RASHED, 2001).



29

Os principais contaminantes, segundo Zagrebin et al. (2016), dividem-se em inorganicos
(metais e anions) e organicos (hidrocarbonetos, bifenilos policlorados, dibenzodioxinas
policlorados, dibenzofuranos  policlorados, bifenilos  polibrominados, inseticidas
organoclorados, inseticidas organofosforados, inseticidas carbamatos, inseticidas piretréides,
herbicidas fenoxy, raticidas anticoagulantes, detergentes, clofenois e compostos
organometalicos).

Cada vez mais as atividades agricolas sao reconhecidas como causadoras de impactos e
alteracbes ambientais, sendo os residuos de agrotoxicos e fertilizantes os principais
contaminantes e o uso de praguicidas na agricultura uma das principais causas de contaminacao
das aguas superficiais e subterrdneas (MORON et al., 2006). O risco de contaminacdo de
recursos hidricos por praguicidas aumenta durante o periodo de chuvas. Os praguicidas
utilizados nas plantacdes sdo carreados pela agua da chuva até rios, lagos permanentes ou
temporarios, dentre outros, podendo causar efeitos toxicos a biota de tais ambientes. Em regides
tropicais com sazonalidade bem definida, a ocorréncia e a reproducdo de grande parte das
espécies estdo restritas a estacdo chuvosa, como € o caso de anfibios anuros (ROSSA-FERES;
JIM, 1994).

Os agrotoxicos estdo entre os principais contaminantes antropogénicos que alcangam os
ecossistemas aquaticos (MENNILLO et al., 2017). Diversos herbicidas e fungicidas utilizados
para o controle de pragas infestantes de lavouras apresentam em sua formulacdo os ingredientes
ativos atrazina e tebuconazole, respectivamente (IBAMA, 2010).

Metais estdo amplamente distribuidos no ambiente e sdo componentes naturais da
biosfera. Devido a sua natureza persistente e baixa eliminagdo dos compartimentos ambientais,
sdo um dos maiores e mais abundantes grupos de microcontaminantes e encontram-se no
ambiente associados a varios elementos. Embora ndo possam ser sintetizados ou destruidos, 0s
metais podem ser redistribuidos em escala regional e global (PASCALICCHIO, 2002). Com
isso, a resolucdo 357 do CONAMA estabelece as concentragcdes dos metais permitidas em
efluentes ambientalmente seguras e a tabela 1 mostra a correlacéo das densidades dos metais,
ditos pesados e suas concentra¢Ges permitidas.

Sdo amplamente mais conhecidos o destino e os efeitos dos xenobioticos na biota uma
vez que a poluicéo e a contaminagdo ambiental estdo afetando ndo somente o individuo, mas
também o metabolismo ecoldgico das comunidades e dos ecossistemas. Consequentemente, a

poluicdo estd mudando a tendéncia evolutiva de toda biosfera (BHADURI et al., 2014).
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Tabela 1 — Concentracdo dos Metais, classe Il

Metais Densidade (g/cm®) | Concentracdo Maxima (mg.L™?)
Arsénio (As) 5,8 0,5
Céadmio (Cd) 8,7 0,2
Chumbo (Pb) 11,3 0,5
Cobre (Cu) 8,8 1,0
Ferro (Fe) 7,8 15,0
Mercurio (Hg) 13,5 0,01
Niquel (Ni) 8,9 2,0
Zinco (Zn) 7,14 5,0

Fonte: Resolugio CONAMA 430/2011 com modificagdes da autora.

De fato, 0s compostos quimicos ou xenobi6ticos no ambiente podem provocar um
aumento na producdo de EROs, com alteracdo de defesas antioxidantes enzimaticas e nédo
enzimaticas em organismos aquaticos. As defesas antioxidantes fardo a desintoxicacdo e/ou
eliminacdo desses produtos presentes nos organismos (AHMAD et al., 2000; FERREIRA et
al., 2010).

3.4 Modelo Experimental
3.4.1 Anfibios

A classe Amphibia compreende animais com tegumento permeavel, imido e sem
escamas, sendo distribuidos em trés ordens: Urodela (salamandras); Anura, (sapos, rds e
pererecas); Gymnophiona (anfibios desprovidos de patas) (POUGH, JANIS e JOHN, 2008). Os
anfibios mais diversificados no mundo sdo os sapos, rds e pererecas (Ordem Anura). Sdo
conhecidas atualmente cerca de 7940 espécies desses animais no mundo, sendo 7008 da ordem
Anura e 1137 especies identificadas no Brasil (SBH, 2019). A Figura 7 mostra a riqueza de
espécies em escala global.
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Figura 7 — Espécies de anfibios em escala global
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Fonte: Amphibia Web, 2019.

O Brasil é o pais com maior diversidade de espécies de anfibios anuros por causa do
clima e da facilidade de encontrarem ambientes com agua (HARTMANN et al, 2010). Os
anfibios sdo particularmente sensiveis a variagcbes ambientais devido as suas particularidades
comportamentais e fisiologicas, tais como: pele permedavel, pouca mobilidade, complexo ciclo
de vida com dependéncia de ambientes aquatico e terrestre, grande diversidade de modos
reprodutivos, diferenca na dieta entre girinos e adultos (BLAUSTEIN; WAKE, 1990; VITT et
al., 1990; ALFORD; RICHARDS, 1999, CARAMASCHI et al., 2000; BEEBEE; GRIFFITHS,
2005). Sdo extremamente importantes por exercerem papel relevante nos ecossistemas
aquaticos, uma vez que, geralmente, passam a fase larval e certos periodos de suas vidas nos
ecossistemas aquaticos e terrestres (fase adulta). Segundo Relya (2002) as caracteristicas que
tornam os anfibios bons indicadores ambientais sdo pele permeével, ovos sem casca e ciclo de
vida com duas fases (Figura 8).

O ciclo se inicia com sua reproducéo, onde os dvulos fecundados permanecem na &gua
tornando-se um embrido que, quando eclode, passa a ser chamado de girino. A maioria das
especies de anfibios depende do ambiente aquético para a reproducdo. Embora haja diversas
excecdes, a forma mais comum de reproducédo envolve a deposi¢édo de ovos aquaticos, dos quais
eclodem larvas aquéticas que, ap6s um periodo variavel de tempo, sofrem metamorfose,
originando a fase terrestre (HADDAD, 2005).
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Figura 8 — Ciclo de vida do anfibio
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Fonte: Fundag&o Instituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro - FIPERJ, 2007.

Além disso, os anfibios sdo importantes componentes de muitas comunidades
ecologicas, seja consumindo uma infinidade de insetos ou servindo de presas para outros
animais. Assim, devido as suas caracteristicas ecoldgicas e fisiologicas, os efeitos acumulativos
de poluentes sdo facilmente identificados.

Os anfibios foram os primeiros vertebrados a conquistar os ambientes terrestres, embora
esta conquista ndo tenha sido definitiva devido a dependéncia que apresentam em relacdo aos
ambientes aquéaticos ou imidos para a sobrevivéncia e reproducdo (NEWMAN, 1998; RAFFEL
et al, 2006; WELLS, 2007; CASSEMIRO et al., 2012). Como parte significativa da respiracdo
¢ feita através da pele, esta deve ser permeavel e estar constantemente Umida. Essas
caracteristicas fazem dos anfibios animais bastante vulneraveis a dessecacao e a contaminacgéo
pela pele (DUELLMAN, 1986).

3.4.2 Anuros

Os anfibios anuros séo especialmente susceptiveis a degradagdo ambiental por causa das
varias caracteristicas basicas, dentre elas destacam-se, a sua fisiologia ectotérmica, com
capacidade limitada para a atividade de depuracdo de xenobioticos, a sua pele vulneravel a
diversos agentes bioldgicos ou quimicos e seus ovos e larvas, por serem dependentes da agua
ou de ambientes imidos (WELLS, 2007; CIANCIARUSO et al., 2009; PILLAR, DUARTE,

2010; MOUQUET et al., 2012). E caracteristico dos anuros um corpo inflexivel e nadar por
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meio de golpes simultdneos das patas traseiras. Alguns paleont6logos sugerem que a forma do
corpo desses animais evoluiu devido as vantagens desse modo de natagdo. Uma hipdtese sugere
que a forma do corpo dos anuros é uma possivel vantagem obtida pelo animal para que possa
repousar préximo a margem de um fluxo d'agua e escapar de predadores aquaticos ou terrestres
com um salto répido seguido de locomog&o na terra ou na &gua (POUGH et al., 2008).

As mais de 5000 espécies de sapos e rds que compdem a ordem Anura (do grego an =
sem + oura = cauda) sdo, para a maioria das pessoas, os anfibios mais familiares, sendo das
1137 espécies que o Brasil abriga, 500 delas séo endémicas (FROST, 2019; SBH, 2019). Dentro
de cada familia ha a subdivisdo de género e espécie, tornando assim uma grande ordem, como
pode ser visto na Tabela 2, onde sdo apresentadas trés familias de anfibios anuros e o respectivo
namero de espécies.

Tabela 2 — Familia de Anuros

Ranidae 343 Ra-touro
Bufonidae | 555 Sapo comum
Hylidae 829 Perereca europeia

Fonte: International Union for Conservation of Nature, 2019

Atualmente, os anuros sdo reconhecidos como um dos grupos de animais mais
ameacados de extingdo em todo o mundo e vém sofrendo um declinio de grandes proporcdes
desde a década de 1980. Cerca de 40% das espécies de anuros correm risco de desaparecer nos
préximos anos (IUCN, 2019).

Segundo Giasson e Haddad (2007) fémeas de determinadas espécies de anuros ndo séo
tdo seletivas na escolha dos parceiros. Os autores atribuiram este comportamento como uma
tatica para garantir o sucesso reprodutivo, ja que grande parte das espécies estd em extingdo.
Durante a primeira fase de vida, anfibios anuros sdo aquéticos e possuem respiragéo branquial
e cutanea. Varios estudos, nas formas de observacédo e teste de substancias, (DAVID et al.,
2012; LAVORATO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; MACAGNAN et al., 2017) atribuem
o declinio na fauna de anfibios principalmente a perda e modificacdo de habitat. As atividades
agricolas consomem grandes areas, além de utilizarem grande variedade de praguicidas e
fertilizantes. Tais condic¢Oes isoladamente ou em combinagdo com outros estressores tém
recebido maior atencdo por serem responsaveis pelo declinio da populagéo de anfibios anuros
(MANN et al., 2009). Por esse motivo, tem sido usual a inclusdo desses anuros em programas
de monitoramento ambiental (GIBBONS et al., 2002).
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3.4.3 Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802)

Lithobates catesbeianus é um ranideo naturalmente distribuido no leste da América do
Norte, pelos entremeios da Nova Escdcia e o Estado da Florida (FROST, 2008). Possui porte
avantajado e crescimento corporeo no decorrer de quase todo periodo de vida. Quando adulta,
pode apresentar medida rostro-cloacal de cerca de 150 mm (HOWARD, 1981). Na Figura 9 é

apresentada um exemplar de fémea de ré-touro.

Figura 9 — Fémea de ra-touro, Lithobates catesbeianus.
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Fonte: Instituto de Biociéncias (IB) da Universidade de S&o Paulo, IB-USP, 2017.

Em seu ambiente natural, L. catesbeianus atua como um competidor e predador, o que
Ihe confere um importante papel ecoldgico de modo a regular a abundancia e ocorréncia de
outros organismos (HECNAR, 1997). Os anfibios sdo conhecidos por se alimentarem de quase
tudo que possam capturar e engolir e a rd-touro possui esta caracteristica bem acentuada
(POUGH, 1996).

Os girinos dessa espécie sao de cor verde oliva, com manchas escuras sobre o0 dorso; na
regido ventral, apresentam coloracdo esbranquicada ou creme clara (Figuras 10 e 11). Nessa
fase aquatica podem atingir até 17 cm de comprimento (VIEIRA, 1993, p. 18). Enquanto
girinos, esses animais apresentam a cabeca e 0 corpo compostos por uma Unica estrutura, uma
cauda muscular sem vértebras, além de nadadeiras ventrais e dorsais desprovidas de suporte
6sseo (MCDIARMID; ALTIG, 1999). O intestino € organizado em espiral, o figado é bem
evidente entre as visceras e 0 aparato oral queratinizado é adaptado para a ingestdo de uma
ampla variedade de alimentos (Figura 10) (MCDIARMID; ALTIG, 1999). A dieta na fase larval
varia muito, tendo um habito alimentar generalista (HADDAD, 2008).



35

Figura 10 — Organizacdo interna do girino de L. catesbeianus (1), Focinho (2), branquia (3), coracédo (4),
figado (5), intestino (6), cauda (7).
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Fonte: VIDAL, 2019

Figura 11 — Girino de ré-touro, Lithobates catesbeianus, A - Girino visto lateralmente; B — Focinho e
olhos do girino; C — Medida do girino
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Atualmente a espécie encontra-se distribuida pelo territério brasileiro, tanto em
producdes comerciais como na natureza. Em relacdo ao ponto de vista experimental, L.
catesbeianus € de facil manutencdo em cativeiro e para a experimentacdo animal (FRANCA-
SALGUEIRO, 2013).

As condigdes climaticas tropicais e subtropicais do Brasil possivelmente favorecem o
desenvolvimento e reproducdo desses animais, que comprovadamente possuem um
desempenho metabdlico melhorado de acordo com o aumento da temperatura do ambiente
(BRAGA, 2001).

3.5 Caracterizacdo do ambiente

Embora trés quartos da superficie da Terra seja composta de agua, a maior parte nao
estd disponivel para consumo humano, pois 97% sdo agua salgada, encontrada nos oceanos e
mares e 2% formam geleiras inacessiveis. Apenas 1% de toda a agua é doce e pode ser utilizada
para consumo do ser humano e outros animais. Deste total, 97% estdo armazenadas em fontes
subterraneas. Por essa razao, o uso racional e a manutencdo da qualidade da agua existente
tornam-se essenciais (MANSON, 1996).

O Brasil dispde de uma consideravel riqueza de recursos hidricos, detendo quase 15%
das reservas hidricas de todo o Planeta. Entretanto, o uso irracional da agua ja representa um
motivo de urgéncia em muitos distritos brasileiros, pois grande parte dos rios e mananciais
encontra-se poluida, incluindo aqueles utilizados para abastecimento publico. Isso pode
representar um sério problema a populacdo pois, de modo geral no pais, as areas mais
densamente urbanizadas sdo as que apresentam menor potencial hidrico e maior grau de
contaminacdo (ATLAS BRASIL, 2010).

A resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005, em
seu artigo 3°, classifica as 4guas segundo sua qualidade e seu uso em 13 categorias, separadas
por doce (classe especial, classe 1, classe 2, classe 3, classe 4), salina (classe especial, classe 1,
classe 2, classe 3) e salobra (classe especial, classe 1, classe 2 e classe 3) (BRASIL, 2005) e
estabelece as condicGes e padrdes de langamento de efluentes, proibindo o langamento em
niveis Nocivos ou perigosos para o0s seres humanos e outras formas de vida. Entretanto, aguas
classificadas como de uso domestico (classe 2) podem conter compostos quimicos em
concentragfes acima do permitido pela resolugdo devido a utilizagdo humana, visto que
diversas atividades domésticas utilizam produtos quimicos e farmacos (PEDRASSI, 2009,
CONCEICAO et al., 2011).
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3.5.1 Bacia Alto Sorocaba

Como uma das seis sub-bacias, a bacia do Alto Sorocaba comp®e a bacia do Sorocaba
Médio Tieté (SMT), possui area de 929 km? e esta situada a sudeste do Estado de S&o Paulo.
Dentro dessa Bacia, é possivel afirmar que seu principal curso d’agua é o Rio Sorocaba, que
nasce em Ibitina e é formado pelos rios de Una, Sorocabucu e Sorocamirim (CONCEICAO et
al., 2011) (Figura 12). Composta por nove cidades, tem uma populagéo de 625.626 habitantes
composta pelos municipios da regido. Uma barragem do reservatorio de ltupararanga é
responsavel por represar as dguas dessa bacia, sendo 0 mesmo um importante manancial da
regido (PEDRAZZI, 2009).

Os corpos d’agua dessa Bacia se enquadram na Classe 2 da resolugdo 357 de 2005 do
CONAMA; sendo assim, podem ser utilizadas para: a) o abastecimento para consumo humano,
apos tratamento convencional; b) a protecdo das comunidades aquaticas; c) a recreacdo de
contato primério, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; d) a irrigacdo de hortaligas,
plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais o publico possa

vir a ter contato direto; e, €) a aquicultura e a atividade de pesca (Brasil, 2005).

Figura 12 - Mapa de localizagéo da bacia do Alto Sorocaba

46°57'29" W

23°35'02"S

i

Sao Paulo

N
‘ Legenda

I Cultura

[Z"1Campo, campo sujo e capoeira

Il Mata e areas de Varzea

B Area Urbanizada e de Expansédo Urbana
I Represa de Itupararanga

# Rios

O Pontos de amostragem

R Mineragbes de calcario

47°21'00"W

23°45'37"S

Escala
N N .
0 2 4 6 8 10Km

Fonte: CONCEICAO et al., 2011

O rio Una, identificado no mapa como ponto 1 (P1) (S 23°27°27,0> W 47°24°10,1”"),
fica préximo a cidade de Ibitna, a qual é a principal agente poluidora da area devido ao
crescimento urbano sem planejamento e pelo descarte de seus efluentes domésticos e industriais
no rio (SALLES et al.,, 2008, SARDINHA et al., 2008, PEDRAZZI et al., 2014). No
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reservatorio de ltupararanga, identificado no mapa como ponto 2 (P2) (S 23°38°11,3 W
47°13°22,6”’), o uso da terra é vinculado & agricultura como hortifrutigranjeiras, além da
presenca de chacaras e residéncias ao sul do reservatério. Segundo Conceicao et al. (2015), nos
afluentes da represa ha despejo de esgoto doméstico e ndo existe sistema de coleta e transporte
de lixo no local.

Partindo dos meios de contaminagdo mais comuns, é possivel identificar no municipio
de IbiGina que tem parte de seu esgoto tratado, porém o municipio possui cerca de 50 bairros
rurais, que ndo possuem tratamento de esgotos onde Sardinha (2007) documentou a ma
qualidade das &guas dos rios Sorocamirim, Sorocabucu e Una, principais formadores do
reservatorio, influenciando sua qualidade da agua.

A bacia do Alto Sorocaba apresenta clima Cwa, segundo a classificacdo de Koppen-
Geiger, ou seja, apresentando clima temperado Umido, com inverno seco e verdo quente. A
temperatura média anual é de 20 °C e no semestre seco a evaporagao é maior que a precipitacao
(CBA, 2006).

A bacia abriga a Reserva da Biosfera do Cinturdo Verde de Sao Paulo, além de uma
Area Natural Tombada em Caucaia do Alto e a &rea de Protecio Ambiental de Itupararanga. Ja
sua vegetacdo natural € composta por uma floresta ombroéfila densa e cerrada, sendo de dominio
da Mata Atlantica, que sobreviveu a urbanizacdo e permaneceu remanescente nesta area (IPT,
2005).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Amostras de 4gua e sedimento do rio Sorocaba

As amostras de agua superficial e também de sedimento de leito foram coletadas, nos
meses de marc¢o/2019 e agosto/2019, em dois pontos do rio Sorocaba. No campo foram medidos
0s parametros fisico e quimicos da &gua — pH e temperatura.

As amostras de aguas superficiais em cada ponto foram coletadas manualmente no rio
e acondicionadas em galdes de 50L totalizando 120L. Amostras de sedimento de leito foram
realizadas sob a lamina d’agua utilizando-se uma pa. As amostras de sedimento foram retiradas
das areas de curva convexas do rio, onde os sedimentos tendem a se depositar. A quantidade de
amostras de sedimento de leito foi de aproximadamente 500 g. As amostras foram armazenadas
em sacos plasticos etiquetados e mantidas em caixas térmicas sob resfriamento com gelo até a
chegada em laboratdrio onde foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento da analise
de acordo com a orientacdo da empresa Laboratério Ambiental - Plantec Laboratorios.

As amostras de dgua e sedimento foram transportadas para o Laboratério de Bioquimica
e Microbiologia (LABioM) e as amostras de agua foram utilizadas para exposicao dos animais

como descrito no item 4.3.

4.2 Coleta e manutenc¢do dos animais em Laboratorio

O projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEUA) da
Universidade Federal de Sdo Carlos e aprovado sob o no. 2578040219 (anexo 1).

Girinos recém-eclodidos de rés-touro, L. catesbeianus, foram obtidos do ranéario Santa
Rosa, localizado no municipio de Santa Barbara d’Oeste-SP (22°46'53,0"S/47°24'17,7"W). Os
animais foram acondicionados em sacos plasticos com capacidade de 80 L e imediatamente
transportados para o Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia (LABioM) do Campus de
Sorocaba da UFSCar.

Os girinos foram mantidos, cerca de 15 dias, em aquarios com capacidade de 50 L para
aclimatacdo, com temperatura controlada (25 + 1°C), aeragdo constante (> 6.0 mg O2.L%),
fotoperiodo natural (12h luz;12h escuro) e protegidos de distdrbios externos. Os girinos foram
alimentados diariamente com ragcdo comercial farelada (Alcon Garden Basic Stickse), contendo
25% de proteina bruta. A alimentac&o foi cessada 48h antes da exposi¢ao para evitar a absorcao
dos compostos quimicos presentes na dgua com a alimentagdo. Por fim, os girinos foram
submetidos aos bioensaios ecotoxicologicos.

Os testes de exposicdo com as amostras de agua (chuvoso e seco) foram realizados em

aquarios com capacidade de 12L, distribuidos em 3 réplicas por ponto contendo 12 animais por
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aquario (total = 216). Os aquarios foram identificados como: 1. CONTROLE onde a agua era
declorada e isenta de contaminantes; 2. PONTO 1, referente a agua coletada proximo a cidade
de Ibitna; 3. PONTO 2, referente a 4&gua coletada da barragem do reservatdrio de Itupararanga,
como mostrado na figura 13.

As condicOes de exposicdo foram as mesmas oferecidas durante a aclimatagéo, todos
0s procedimentos foram seguidos de acordo com os padrdes estabelecidos pelo protocolo da
American Society for Testing and Materials (ASTM, 2014). Os experimentos (controle e

expostos) foram desenvolvidos em sistema estatico durante 96h.

Figura 13 — A. Aquarios grupo controle; B. Aquarios contendo 4gua do Rio Sorocaba do ponto 1; C.

Aquarios contendo dgua do Rio Sorocaba do ponto 2

Fonte: Autora.

O comportamento dos girinos, bem como a temperatura e pH dos aquarios, foram
observados regularmente durante todo o periodo de exposi¢do. Finalizado o periodo de
exposicdo, os animais foram anestesiados com benzocaina 0,01% e em seguida foram
descerebrados para coleta do figado e imediatamente congelados a -80 °C para realizacdo das

analises bioguimicas como descrito no item 4.5.
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4.3 Analises da agua e do sedimento

Os parametros fisico e quimicos como temperatura, pH, oxigénio dissolvido e o0s
compostos quimicos propostos neste estudo foram determinados na agua e no sedimento, antes
e no final da exposicdo. Os valores medidos foram comparados com os limites estabelecidos
pela Resolucdo CONAMA n° 357/05 para classificagdo de uso da dgua do tipo 2.

Ap0s o periodo de exposicdo, amostras de dgua foram acondicionadas de acordo com a
orientacdo da empresa e transportadas para o Laboratorio Ambiental - Plantec Laboratorios. As
analises das amostras foram feitas em triplicata. Os metais foram determinados por
espectroscopia de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) com limite de
quantificacdo (LQ) para a agua de 10pg.L™ para o aluminio (Al) e 1 pg.L™? para o Cd, Cu,
manganés (Mn) e Zn e para o sedimento o LQ foi de 2500 pg.kg? para o Al e 250 pg.kg™ para
0 Cd, Cu, Mn e Zn. O diclofenaco foi determinado por Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectrometro de Massas (LQ 2 pg.L™) e o paracetamol pela Cromatografia Liquida acoplada
ao Espectrometro de Massas (LQ 5 pg.L? para a agua e 0,25 pg.kg? para o sedimento). O
glifosato foi determinado pelo método de PLAM 041 (LQ 50 pg.L? para a agua e 30 pg.kg™
para o sedimento) e os pesticidas pelo método de PLAM 140, Extracdo Liquida-liquida de
funcdo separatéria (EPA - US-Environmental Protection Agency, 3510C, 1996) (LQ 0,005
ug.L! para a 4gua e 1,5 pg.kg™ para o sedimento).

4.4 Analises bioquimicas
4.4.1 Obtencao do homogenenado

A homogeneizagdo do figado foi realizada individualmente com tamp&o Fosfato Salina
(tampéo PBS, contendo 1,36 M de NaCl, 0,027 M de KCI, 0,054 M de NaoHPO4 (7H20) e
0,018M de KH2POa), pH 7,2, com o auxilio do homogeneizador ultraturrax IKA 10®. As
amostras foram homogeneizadas em 1,0 mL de tampdo de homogeneizacdo com
aproximadamente 0,7 g de amostra de tecido. Posteriormente, o homogeneizado foi
centrifugado a 12000g por 20 minutos, e ap6s o sobrenadante foi separado em aliquotas (em
tubos ou placas) para as diferentes analises bioquimicas. As amostras foram congeladas a -82
°C.

Durante a realizacdo das determinacdes bioquimicas, as amostras foram mantidas em
gelo e/ou preparadas sobre superficie gelada para minimizar a degradacdo do material

analisado. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.
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4.4.2 Quantificacio de Proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com o método descrito por
Bradford (1976). A albumina sérica bovina foi utilizada como padréo proteico e a concentracao
de proteina foi expressa como mg de proteina por mL™. Aliquotas de 10 pL de cada amostra
foram aplicadas nas microplacas e em seguida foram adicionados a cada po¢o 250 L de reativo
Bradford, o qual continha 100 mg de Cromacie Blue dissolvido em 50 mL de alcool 95%, 100
mL de acido fosforico 85% e completado para 1 L com &gua destilada. Para o branco, 10 pL
do tampéo PBS foi adicionado em 250 uL de reativo de Bradford. A concentracéo de proteinas
foi calculada a partir da equacdo obtida na curva padrdo utilizando-se albumina bovina e
expressa como mg de proteina por mL.

4.4.3 Quantificacdo de Metalotioneina (MT)

A concentragdo de MT foi determinada de acordo com o método descrito por Viarengo
(1997). A glutationa reduzida (GSH) foi utilizada como padrdo de conteudo de -SH
(grupamentos sulfidrilas) de acordo com a equacdo obtida pela curva determinada a 412 nm.
Aliguotas de 200 pL do homogeneizado foram transferidos para os tubos eppendorf e
adicionados a elas 228 L da solucéo 1, a qual continha 18,6 mL de etanol absoluto e 1,4 mL
de cloroférmio e centrifugadas por 10 minutos a 6000g. Para o branco foi utilizado 200 pL de
PBS e 228 pL da solucdo 1. Apos essa centrifugacdo, foram transferidos 327 pL do
sobrenadante para um novo tubo e adicionado 1002 uL da solucdo 2, que continha 78,26 mL
de etanol absoluto e 1,74 mL de HCI concentrado (~37%), sob agitacdo e centrifugados nas
mesmas condi¢Oes descritas anteriormente. O sobrenadante obtido foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 667 pL da solucdo 3 que continha 47,85 mL de etanol absoluto,
0,55 mL de cloroférmio e 6,6 ml de tampéo Tris-HCl a 20 mM pH 8,6, agitado e centrifugado
(10 minutos a 6000g). Ao fim dessa etapa, 0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 34 pL de solugdo NaCl 250 mM e 34 uL de solugdo EDTA-sddico 4 mM,
agitado e adicionado 667 L de solucdo de Ellman (contendo tampé&o Fosfato de Sédio 0,2 M
e 4cido 5,5°-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 2,5 mM) (ELLMAN, 1961; ARAUJO et al.,
2016) novamente agitado e centrifugado a 3000g por 5 minutos. Em seguida 200 pL desse
sobrenadante foram utilizados para determinagdo da MT a um comprimento de onda 412 nm.
Para o branco, foram utilizados 200 pL de solugdo de NaCl e de solugdo EDTA-sodico (1:1).

A figura 14 mostra o esquema simplificado da metodologia utilizada.
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Para o calculo da concentracdo da MT foram determinadas as médias das absorbancias,
excluido o branco. A curva padrdo da GSH foi usada para determinar o contetdo de —SH. A
partir do conteudo de —SH foi estimado o contetdo de MT, com o resultado expresso por pg
SH por mg de proteina.

Figura 14 — Esquema da anlise de MT
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Fonte: Autora

4.4.4 Quantificacdo de Proteinas Carboniladas (PCO)

A concentracdo de PCO foi determinada de acordo com o método descrito por Levine
(1994). Nas aliquotas de 200 puL de homogeneizado foram adicionados 500 puL do meio de
reacdo, que continha 2,4-Dinitrofenil Hidrazina (DNFH) 10 mM em 28 mL de HCI 2 M. Para
0 branco foram utilizados 200 puL de PBS e 500 pL de HCI 2 M. Os tubos permaneceram
incubados em banho-maria por 90 minutos na temperatura de 30 a 37°C, depois de retirados
permaneceram em gelo. A essas aliquotas foram adicionados 700 pL de &cido tricloroacético
(TCA) 28%, agitadas e centrifugadas a 9000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspenso em 1 mL de solucédo etanol-acetato de etila, na concentracéo de 1:1.
Essa solugéo foi misturada e centrifugada a 9000g por 10 minutos. Esses procedimentos foram
repetidos de duas a trés vezes até que o sobrenadante estivesse transparente. O precipitado foi
ressuspenso em 500 pL de solugdo de hidrocloreto de guanidina 6 M. Essa solucdo foi
misturada e centrifugada a 9000g por 3 minutos.

Aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram transferidos para a microplaca e a
absorbancia foi determinada em 370 nm. Para a obtengéo da concentragdo de PCO, foi realizada
a média das absorbancias e excluido o branco. A concentragdo de PCO foi expressa em nmoles
de carbonilas por mg de proteina por mL utilizando-se o coeficiente de extincdo de 22.000 do
DNFH. A figura 15 apresenta o esquema da metodologia utilizada.
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Figura 15 — Esquema para Analise da PCO
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4.4.5 Quantificacéo de LPO

A concentragdo de LPO foi determinada de acordo com o método de oxidagdo do ferro
por alaranjado de xilenol (FOX) descrito por Jiang (1991). As aliquotas de 200 uL do
homogenado de tecido foram acrescidas de TCA 10% na concentracdo 1:1, mantidas por 5
minutos a temperatura ambiente e centrifugadas por 10 minutos a 5000g. Em seguida, foram
adicionados ao sobrenadante 800 pL do meio de reagdo contendo 47,37 mL de metanol P.A., 1
mL da solugéo de laranja de xilenol dissodico 100 uM (dissolvido em 1 mL de metanol), 125
pL de H2SO4 25 mM, 1 mL da solugdo de hidroxitolueno butilado (BHT) 4 mM (dissolvido em
1 mL de metanol P.A.) e 0,5 mL da solugéo de sulfato ferroso amoniacal (FeSO4.NH4) 250 uM
(dissolvido em 0,5 mL H»O destilada). Para o branco foram utilizados 200 uL de PBS e 800 pL
de meio de reacéo.

Os tubos contendo as amostras foram mantidos em temperatura ambiente por 20 minutos
e agitados por inversdo em intervalos de 3 minutos, centrifugados a 9000g por 10 minutos.
Aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram transferidas para a microplaca e as absorbancias
lidas a 570 nm. Para a obten¢do da concentracdo de LPO foi calculada a média das leituras,
excluido o branco. A concentracdo de LPO foi expressa em nmoles por mg de proteina por mL
utilizando-se o coeficiente de extin¢do do BHT de 2,325. A figura 16 mostra as etapas seguidas
a metodologia utilizada.
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Figura 16 — Esquema para andlise de LPO
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4.5 Procedimento estatistico

Os resultados foram expressos na forma de média + EP (erro padréo). Os valores médios
obtidos de cada pardmetro para cada tratamento (controle, P1 e P2), foram comparados entre si
e para cada periodo de exposi¢do (seco e chuvoso) usando o teste t ou Mann-Whitney,
dependendo da distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade da variancia). As
concentragcdes dos compostos quimicos na agua e no sedimento também foram comparadas
entre os tratamentos e os periodos de exposicdo usando a andlise de variancia fator Gnico
(ANOVA) ou teste de Kruskall-Wallis, de acordo com a distribui¢éo dos dados (normalidade e

homogeneidade das variancias). Foram considerados estatisticamente significativos valores de
P <0,05.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Agua e Sedimento

As amostras de agua e do sedimento dos pontos 1 e 2, de ambos os periodos, foram
avaliadas para verificar a presenca e concentracdo dos compostos quimicos de interesse neste
estudo. Os resultados da andlise da agua estdo apresentados nas tabelas 3 e 4.

A temperatura da dgua ndo apresentou alteracdo significativa durante o periodo de
exposicao nos dois pontos em relacéo ao controle. Entretanto, a temperatura da agua foi maior
no periodo chuvoso (22-26 °C) do que no periodo seco (13-18 °C), similar ao verificado por
Pedrazzi et al. (2014) no Reservatério de ltupararanga, Bacia do Alto Sorocaba (SP). As
variacfes de temperatura sao parte do regime climatico normal e corpos de &gua naturais
apresentam variagcdes sazonais e diurnas, bem como estratificacdo vertical. A temperatura
superficial também € influenciada por fatores tais como latitude, altitude, estacdo do ano,
periodo do dia, taxa de fluxo e profundidade. A elevacdo da temperatura em um corpo d’agua
geralmente é provocada por despejos industriais (industrias canavieiras, por exemplo) e usinas
termoelétricas (CETESB, 2009). A temperatura é essencial nos processos quimicos, fisicos e
bioldgicos e influencia a atividade bioldgica e o crescimento de organismos aquaticos.

Segundo Silva e Aradjo (2017), a temperatura da dgua apresenta sazonalidade, variando
de acordo com a estacdo do ano, sendo as temperaturas maiores no periodo chuvoso, de acordo
com o encontrado neste estudo. Também Lemos et al. (2010) e Oliver e Ribeiro (2014) que
analisaram a influéncia climatica na temperatura dos corpos d’agua, corroborando que a
temperatura é influenciada por fatores como, altitude, latitude, periodo do dia e estacdo do ano.

Em relacdo ao pH, ndo houve alteracdo no inicio e no final da exposicdo, entretanto a
agua referente ao periodo seco apresentou pH mais elevado (pH 8,0) em relacdo ao chuvoso
(pH 6,7), onde é possivel notar que a temperatura elevada tem pH mais baixo, e 0 inverso
também se mostra verdadeiro. O pH é mantido pelo equilibrio do diéxido de carbono-
bicarbonato e carbonatos, podendo alterar o processo de permeabilidade da membrana celular.
De acordo com Von Sperling (1996), a variacdo do pH pode ter origem natural (dissolucdo de
rochas, absorcdo de gases, oxidacdo de matéria organica e fotossintese) e/ou origem
antropogénica (despejos domésticos e despejos industriais) e uma pequena diminui¢do no pH
pode estar associada ao aumento no teor de matéria organica disponivel no corpo d’agua, COmo
descrito por Maier (1987). Os valores obtidos nos dois pontos indicam que as aguas da bacia
sdo praticamente neutras, dentro da faixa de protecdo da vida aquatica, preconizadas pela
Resolucdo CONAMA no. 357/05 (Brasil, 2005).
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N&o foi detectada a presenca de farmacos ou pesticidas na 4gua nos dois pontos e nos
dois periodos; portanto, estes compostos foram omitidos das tabelas.

No que se refere a ndo deteccdo dos farmacos e pesticidas na dgua e no sedimento do
rio Sorocaba, parte pode ser atribuida ao periodo chuvoso, corroborado pelo estudo de
Fernandes et al. (2009) em um estudo sobre agrotéxicos em &gua para 0 consumo humano
demonstraram que a vazdo pluviométrica é inversamente proporcional as concentracdes de
xenobioticos analisadas no sedimento. Além disso, os farmacos séo encontrados no ambiente
na faixa de pg.L't e ng.L ! e, provavelmente por isso ndo foram detectados nas amostras de agua
e sedimento dos pontos 1 e 2. Também estes resultados podem estar relacionados com a vazao
do rio e a época de coleta de &gua (FERNANDES et al., 2009). Nesse sentido, a ndo detec¢do
desses compostos na dgua pode ser explicada pela baixa concentracdo destes compostos e
também porque eles passam por transformacdes no ambiente e no organismo estudado. Outra
hip6tese para ndo deteccdo destes compostos seria sua biotransformacéo, tendo seu resultado
final diferente do inicial no ambiente.

Nas amostras de agua verificou-se a presenca de metais-tracos essenciais € nao
essenciais como Al, Cu, Mn e Zn (Tabelas 3 e 4). Os metais detectados na agua apresentaram
concentragéo abaixo dos limites estabelecidos como seguros pela resolugdo CONAMA 357/05.

No periodo chuvoso (Tabela 3), o Al foi detectado em P1 e P2 no inicio da exposicao,
com 29,10 pg.Lt e 27,50 pg.L?, respectivamente, porém ndo foi detectado em P1 no final da
exposicao, enquanto que em P2 a concentracdo de Al aumentou significativamente no final da
exposicdo comparado com o controle, tendo uma concentragdo de 116,5 pg.L™. Esse resultado
indica que o Al foi absorvido pelos animais que foram expostos na agua do P2.

Em relacdo ao periodo seco (Tabela 4), o Al foi detectado em todos os grupos, exceto
no inicio da exposi¢do no grupo controle e no final da exposi¢do em P2. A presenca de Al no
grupo controle no final da exposicdo demonstra que os animais eliminaram este metal na agua
e a auséncia dele no grupo P2 indica que o metal foi absorvido pelos girinos. Enquanto que em
P1 a concentragéo de Al foi de 111,79 pg.L* antes da exposicéo e diminuiu significativamente
para 20,47 pg.L™ no final da exposicdo. Este resultado reforca que o metal foi absorvido pelos
girinos. O Al pode ter efeitos prejudiciais no ambiente aquatico, bem como em seres humanos
que podem consumir peixes contendo altos niveis deste metal (CASARINI et al., 2001,
CAMARGO et al., 2009). A forma inorganica de Al tem sido relatada como a mais prejudicial
para varias espécies de peixes (CAMARGO et al., 2009).

O Cu foi detectado em todos os grupos no inicio e no final da exposi¢do no periodo

chuvoso, exceto no P1 ao final da exposicéo e este resultado indica que o Cu foi absorvido pelos
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girinos neste grupo. Entretanto, houve aumento significativo do Cu no grupo controle (2,2 pg.L
YYe em P2 (1,6 pug.L™) no final da exposigéo (tabela 3), indicando que houve uma liberagéo de
Cu por parte dos girinos. No periodo seco o Cu foi detectado no inicio e no final da exposicao
no grupo controle e ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes. Ja em P1 e P2,
este metal ndo foi detectado no inicio da exposicao, mas no final da exposicao as concentraces
foram de 2,45 pg.L ! e 2,26 pg.L?, respectivamente (tabela 4). As fontes de Cu no ambiente
incluem corroséo de tubulacdes de latdo por aguas acidas, escoamento superficial, efluentes de
estacdes de tratamento de esgotos, uso de compostos de cobre como algicidas aquaticos, uso
agricola em fungicida e pesticida no tratamento de solos e efluentes e precipitacdo atmosférica
de fontes industriais (como inddstrias de mineragdo, fundicao e refinacdo) (CETESB, 2006). O
Cu também esta presente nos agrotoxicos utilizados nas atividades agricolas e, por isso, €
considerado um poluente do solo e da agua e pode ser absorvido e armazenado no organismo
de animais e de plantas (CETESB, 2006; BENITES et al., 2014).

O Mn foi detectado em todos 0s grupos, exceto no controle no inicio da exposi¢do no
periodo chuvoso. Em comparacdo com o controle, os pontos 1 e 2 apresentaram maior
concentracdo desse metal no inicio da exposicdo, com 31,3 pg.L?! e 324 pg.L7,
respectivamente (tabela 3). No periodo seco o Mn foi detectado em todos 0s grupos, exceto no
controle no inicio da exposi¢do. Em P1 e P2, as concentrac@es no inicio da exposi¢cdo foram de
93,64 pg.L ! e 86,78 pg.L, respectivamente e foram maiores que no final do experimento (P1
= 18,27 ug.Lt e P2 = 28,47 pg.L?) (tabela 4), mostrando diferenca significativa entre eles e
indicando também que 0s girinos expostos nessas aguas absorveram este metal.

O Mn é um oligoelemento natural encontrado em muitos tipos de rochas e solo, no
entanto, ndo ocorre no ambiente como um metal puro. Em vez disso, ocorre combinado com
outras substancias, como oxigénio, enxofre e cloro. O Mn € essencial para o desenvolvimento
normal e desempenha fun¢des importantes ao longo da vida dos mamiferos (CROSSGROVE e
ZHENG, 2004, O°’NEALL e ZHENG, 2015). O Mn regula a atividade de muitas enzimas, por
exemplo, ele € um co-fator necessario para a arginase, responsavel pela producdo de uréia no
figado, a superdxido dismutase (SOD), essencial para prevenir o estresse oxidativo celular, e a
piruvato carboxilase (PEPCK), enzima essencial na gliconeogénese (CARL e GALLAGHER,
1994, KLEEN et al., 2000, CROSSGROVE e ZHENG 2004). Entretanto, em concentracdes
altas pode se tornar toxico para 0s organismos devido a superexposi¢do ao metal que pode levar
a danos neurodegenerativos progressivos e permanentes (CROSSGROVE e ZHENG 2004,
O’NEALL e ZHENG, 2015).
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O Zn esteve presente em todos os grupos analisados, mas em compara¢do com o
controle (79,6 pg.L ™), as concentragdes foram menores em P1 e P2 com 6,5 pug.Lt e 5,2 pg.L-
! respectivamente, antes da exposi¢do no periodo chuvoso. No final da exposicdo houve
aumento da concentragdo do Zn de 38,3 pg.L! em P1 e 32,6 pg.L! em P2. Entretanto a
concentracdo do Zn, nos dois pontos, foi significativamente menor que a detectada no controle
no inicio e no final da exposicdo (tabela 3). J& no periodo seco o Zn ndo foi detectado no inicio
da exposicdo em P1 e P2, tendo suas concentracBes finais de 11,56 pg.L? e 4,20 pg.L?,
respectivamente. A concentracdo do Zn foi maior nos grupos controle e aumentou
significativamente no controle ao final da exposi¢cdo. Em P2 a concentra¢do do Zn foi menor
em comparagdo com o controle e P1 no final da exposicdo (tabela 4). O Zn é amplamente
utilizado na industria e pode entrar no ambiente devido aos processos naturais e antropogénicos,
entre os quais destacam-se a producédo de zinco primario, combustdo de madeira, incineracdo

de residuos, producéo de ferro e aco, efluentes domésticos (CETESB, 2006).



Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos e valores médios dos contaminantes quimicos analisados no periodo chuvoso (marcgo) nas amostras de dgua
superficial (P1 e P2). *indica diferenca significativa em relacdo ao controle no mesmo periodo; # indica diferenga significativa em relacdo aos P1
e P2. LQ = limite de quantificacdo; 1| indica diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial e final de exposicéo;

Aguas Variaveis ~ CONAMA Controle Ponto 1 Ponto 2

(marco) Aguas classe | e 11 Inicial Final (96h) Inicial Final (96h) Inicial Final (96h)
Temperatura (°C) - 25,0+1,0 23,6+1,4 26,5+2,3 24,1+15 24,4+10 22,7+1,5
pH 6,0-9,0 6,8 6,6 17,7 6,7 6,7 6,7
Aluminio (ug/L) 100 <LQ <LQ 29,10+1,15 <LQ 27,50+0,98 116,5+7,11*
Céadmio (ug/L) 1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre (ug/L) 9 1,3+0,03 2,240,151 1,5+0,05 <LQ 1,0+0,10 1,60,09%1
Manganés (Lg/L) 100 <LQ 25,141,451 31,3+2,01* 28,2+1,52 32,4+2,62* 28,2+1,89
Zinco (pg/L) 180 79,6+3,35 71,8+2,34 6,5+0,45* 38,342,811 5,2+0,89* 32,6+1,9%1

Fonte: Autora.

Tabela 4 - Pardmetros fisico-quimicos e valores médios dos contaminantes quimicos analisados no periodo seco (agosto) nas amostras de agua
superficial (P1 e P2). *indica diferenca significativa em relacdo ao controle no mesmo periodo; # indica diferenca significativa em relacdo aos P1
e P2. LQ = limite de quantificacéo; 1| indica diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial e final de exposi¢éo;

Aguas Variéveis . CONAMA Contl’0|e Ponto 1 Ponto 2
Aguas classe | e - . . ) . .

(agosto) T Inicial Final (96h) Inicial Final (96h) Inicial Final (96h)
Temperatura (°C) - 24,0£1,0 23,311,0 13,7£1,0 23,71£0,6 16,5+1,5 21,0£1,5
pH 6,0-9,0 6,7 6,8 7,3 6,9 8,0 6,9
Aluminio (ug/L) 100 <LQ 3,425,921 111,79+0,59% | 20,47+3,93*| | 54,32+0,59*| <LQ
Cadmio (ug/L) 1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre (pg/L) 9 4,97+0,90 4,72+1,0 <LQ 2,45+0,66%1 <LQ 2,27+0,23%1
Manganés (ug/L) 100 <LQ 27,7247,671 93,64+9,75* 18,27+8,37] 86,78+6,65* 28,47+1,41
Zinco (ug/L) 180 15,97+1,29 23,85+2,831 <LQ 11,56+0,59 <LQ 4,20+0,26%%|

Fonte: Autora.
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Comparando-se os resultados obtidos nos dois periodos, as concentracdes dos metais
Al, Cu e Mn foram mais altas no periodo seco em relacdo ao chuvoso, com exce¢do do Zn que
teve concentracdo mais baixa no periodo seco. Contrariamente ao observado neste trabalho
destacam-se os estudos de Chiba et al. (2011) e Souza et al. (2016). Chiba et al. (2011) que
verificaram a sazonalidade de oligoelementos em uma sub-bacia de S&o Carlos-SP, Sudeste do
Brasil, e observaram aumento do Zn, Cd, Ferro (Fe) e Mn. Os autores atribuiram este aumento
a maior precipitacdo de chuva durante os periodos de coleta, resultando no acimulo dos metais
e também devido a presenca de indudstrias na regido e proximas ao local da coleta. Souza et al.
(2016), que determinaram a concentracdo de Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Niquel (Ni), Pb e Zn nas &guas
do submédio do Rio S&o Francisco, observaram concentracfes elevadas de Cd, Cr, Ni e Cu
acima da permitida pelo CONAMA e nos periodos de maior pluviosidade.

Outros estudos relatam a presenca de metais no ambiente aquatico como os de Espindola
et al. (2005), que verificaram a presenca de Cd, chumbo (Pb), Cu, Cromo (Cr), Fe, Magnésio
(Mg), Mn e Zn na agua do reservatorio de Salto Grande (S.P.) em concentragdes acima do
estabelecido pela resolucgio CONAMA, enquanto Rocha; Azevedo (2017) verificaram a
presenca de metais como As, Cd, Cu, Pb, Hg e Zn na bacia do cérrego Sdo Mateus (M.G.) em
concentragfes acima do permitido pela resolucio CONAMA, sendo atribuidas a despejo de
materiais toxicos por industrias e lixo doméstico. No rio Sorocaba destacam-se os estudos de
Pedrazzi et al. (2014), que verificaram neste rio a presenca dos metais Al, Mn, Ni, Pb e Zn em
concentracdes abaixo dos valores maximos permitidos para aguas de Classe 2 pela Resolucéo
357 do CONAMA (2005) no periodo chuvoso e o de Conceicao et al. (2015), que verificaram
que as concentracOes destes metais estavam acima dos valores estabelecidos pela legislacdo
tanto no periodo seco quanto no chuvoso. Entretanto, mesmo em baixas concentracGes, a
toxicidade combinada de varios componentes de uma amostra pode induzir toxicidade nos
organismos aquaticos como um efeito aditivo (BRODERIUS, 1990, CARVALHO et al., 2017).

As diferencas entre as concentracdes de metal na dgua no inicio e no final da exposicao
indicam que os girinos acumularam metais de alguma outra fonte também ou que foram
expostos intermitentemente aos metais anteriormente. E importante ressaltar que a agua do P2,
no momento da coleta e exposicao, continha grande quantidade de matéria organica que poderia
conter metais e que ndo foi detectada na agua no inicio da exposic¢do, o que pode explicar em
parte 0 aumento de metais no final da exposicao similarmente ao observado por Stolyar et al.
(2008), que compararam a biodisponibilidade de metais em ras, Pelophylax ridibundus (syn.
Rana ridibunda), de locais urbanos e rurais do oeste da Ucrania. Estes autores verificaram que

os animais, de ambos os locais, acumularam altas concentracbes de metais, apesar das
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concentragfes dos metais na 4gua estarem abaixo do limite de detec¢do. Os anfibios podem
absorver os metais pela pele diretamente da agua e também pelo sistema digestorio a partir dos
alimentos ingeridos e acidentalmente do solo e dos sedimentos (PAPADIMITRIOU,
LOUMBOURDIS, 2002).

Portanto, embora a concentragdo dos metais estivesse abaixo do limite permitido pela
resolucdo CONAMA, a presenca deles no ambiente pode impactar negativamente os animais
que ali vivem, como verificado por Abdel-Moneim et al. (2012), que determinaram a presenca
de metais como chumbo Pb, Cd, Hg, Cu e Cr em varios locais do rio em Al-Hassa, Arabia
Saudita e também acumulo destes metais no figado, rim e branquias de tilapias do Nilo,
Oreochromis niloticus. Os autores verificaram também anormalidades nas branquias e figados
desses animais. Benites et al. (2014), analisando as consequéncias da contaminacdo por Cu no
rio Uruguai (R.S.) utilizaram concentracdes deste metal similares as encontradas neste rio (0,08
mg.L™Y) e verificaram no zebrafish, Danio rerio mutagenicidade (microntcleo) apos 120h de
exposicao.

As maiores concentracdes de metais no rio Sorocaba no periodo chuvoso em relagéo ao
periodo seco indicam que os dois pontos escolhidos apresentam diferenca sazonal e que 0 uso
do solo influencia na qualidade da agua e estas diferencas podem afetar a comunidade aquatica
e a saude humana. A presenca dos metais nestes ambientes pode levar a um processo de
bioacumulacdo resultante de taxas de assimilacdo e eliminacéo e os metais se acumulam a partir
da exposicdo ao sedimento/agua e pela cadeia trofica a partir da alimentacdo (assimilacao).
Dessa forma, os metais podem ficar distribuidos em diversos compartimentos dos ecossistemas
aquaticos, agua, sedimento e organismos. Uma vez dentro do animal, o metal pode interferir na
fisiologia normal do organismo causando prejuizos.

Portanto, as variagdes nas concentracdes dos metais podem também ser atribuidas a
origem sedimentar além da influéncia da industrializacdo. Os sedimentos podem representar
um sério fator de risco para a qualidade da dgua devido as trocas biogeoquimicas (TOKATLI,
2019). Portanto, a investigacdo da qualidade dos sedimentos € um componente essencial e
principal na pesquisa de avaliacdo de ecossistemas aquaticos.

Os resultados da anélise de compostos quimicos no sedimento sdo apresentados na tabela
5. Em relacdo ao sedimento, tambem nao foi detectada a presencga de farmacos ou pesticidas;
entretanto, foi detectada a presenca de Al, Cu, Mn e Zn e em concentracfes superiores as
determinadas na agua nos dois pontos e nas duas épocas do ano. Além disso, no periodo
chuvoso o P2 apresentou as maiores concentragdes de metais em relagdo ao P1 e no periodo

seco, 0 Cu e o Mn foram 0s metais com as concentragfes mais altas em relacdo ao P1. A
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prevaléncia dos metais investigados pode ser apresentada no periodo chuvoso como Al> Zn>
Mn> Cu em P1 e Al> Mn> Cu> Zn em P2. No periodo seco a relacéo entre os metais foi Al>
Zn> Mn> Cu em P1 e Al> Cu> Mn> Zn em P2.

Comparando os resultados obtidos dos diferentes periodos, as concentracGes de metais
no periodo seco sdo significativamente menores que no periodo chuvoso, sendo cerca de 20 a
50% menores em suas concentra¢es. Como no caso do Al no P2, no periodo chuvoso com a
concentracéo de 182,81 mg.kg* e no periodo seco de 66,41 mg.kg™, ja no P1 é possivel notar

que a diferenca entre os periodos € significativamente menor.

Tabela 5. Parametros fisico e quimicos e valores médios dos contaminantes quimicos analisados
no periodo chuvoso (margo) e seco (agosto) nas duas amostras de sedimento (P1 e P2) e o limite
estabelecido pela resolucio CONAMA 454/12. *indica diferenca significativa em relagdo ao
P1; *indica diferenca significativa em relagdo aos P1 e P2 entre os periodos marco e agosto. LQ
= limite de quantificag&o.

. Chuvoso - Margo Seco — Agosto
Sedimento CONAMA Ponto 1 Ponto 2 Ponto 1 Ponto 2
Aluminio (mg/kg) - 105,49+0,60 | 182,81+1,58* | 78,05+4,6* |66,41+3,52*

Céadmio (mg/kg) 0,6 <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre (mg/kg) 35,7 0,612+0,08 2,03+0,31* 0,487+0,03% | 1,70+0,23*
Manganés (mg/kg) - 0,844+0,04 | 4,01+0,47* | 0,547+0,03% |0,947+0,10**

Zinco (mg/kg) 123 1,02+0,05 0,834+0,10* | 0,713+0,04* |0,566+0,05**

Fonte: Autora

Segundo Cantinho (2016) os contaminantes podem se concentrar nos sedimentos dos
reservatorios, rios e lagos e sdo considerados como um compartimento de acumulo de
contaminantes e indicadores de contaminacdo aquéatica (BONAI et al., 2009; WU et al., 2014;
GUAN et al., 2018). Estudos como os de Oliveira et al. (2018) demonstraram a concentragao
de metais nos sedimentos do lago Agua Preta (PA), como Cr e Ni em quantidades que
caracterizam contaminacdo; jd os metais Cd, cobalto (Co) e Zn foram encontrados em
quantidades abaixo do nivel de efeito de contaminacdo, Rabello et al. (2018) encontraram nos
sedimentos superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas (R.J.) metais como Hg, Zn, Cu, Pb, Ni,
Cr, As e Cd.

As concentragdes dos metais, Cu, Mn e Zn detectadas neste estudo foram mais altas que
as relatadas por Espindola et al. (2004) no sedimento do reservatorio de Salto Grande (S.P.) e
por Bonai et al., (2009) na reserva de Ita (S.C.). Neste caso, embora 0s metais na agua estejam
em concentragdes abaixo do permitido pelo CONAMA, os animais que vivem neste ambiente
estdo continuamente expostos a estes compostos quimicos via sedimento. Os metais atingem 0s

sistemas aquaticos como consequéncia de atividades industriais, agricolas e antropogénicas;
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portanto, 0s organismos aquaticos sao expostos a uma quantidade significativa desses poluentes
(HEATH, 1995). O Al é o metal mais abundante na Terra e ocorre principalmente como 0xido
e silicato de aluminio (SCANCAR et al., 2004), sendo encontrado no ar atmosférico das
grandes cidades e areas industrializadas (CASARINI et al., 2001; CAMARGO et al., 2009) e
usado como agente de floculagdo no tratamento de &gua (SILVA et al., 2007). As altas
concentragfes de Mn estdo relacionadas principalmente as caracteristicas geoquimicas da
drenagem das bacias hidrograficas e a um manejo inadequado do solo. O Cu e 0 Zn séo
micronutrientes essenciais em varios processos fisiolégicos em baixas concentracdes, mas
podem ser toxicos em altas concentracbes (CARVALHO et al., 2004; CARVALHO et al.,
2017; ANNI et al., 2019).

A toxicidade dos metais no sedimento pode ser afetada pelas conexdes entre 0s ions dos
metais e 0s constituintes do sedimento e a sua disponibilidade (BONAI et al., 2009). Assim,
metais com fraca associacéo ligados ao sedimento podem ser facilmente quebrados pela biota,
tornando-se biodisponiveis (BONAI et al., 2009). Esses resultados corroboram os aqui
observados, com aumento de metais na agua em P2 no final da exposicdo. Entretanto, de acordo
com os estudos feitos por NObrega et al. (2017), os periodos de estiagem aumentam a
concentracdo de xenobioticos no sedimento, como os metais, por exemplo.

A &gua e o0 sedimento nos dois pontos e periodos analisados apresentaram concentracoes
diferenciadas para os compostos avaliados. Embora estejam em concentracBes baixas

evidenciam os crescimentos populacional e industrial na regiao.

5.2 Biomarcadores Bioquimicos

Os biomarcadores do estresse oxidativo, embora alguns sejam inespecificos, fornecem
indicadores significativos de poluicdo nos ecossistemas aquaticos (Van der Oost et al., 1994,
2003).

Varios estudos reportaram a presenca do farmaco paracetamol em aguas superficiais
(ALMEIDA; WEBER, 2006; CAMPANHA et al.,, 2015) e em efluente de Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) (AMERICO et al., 2012). Estudos realizados por Guiloski et al.
(2017) em peixes da espécie Rhamdia quelen, apds exposi¢éo cronica (21 dias) ao paracetamol,
verificaram aumento na atividade de superdxido dismutase (SOD) enzima relacionada ao
estresse oxidativo e a associagdo de diclofenaco e acetaminofeno = paracetamol, na
concentragdo de 100 pg.L?, causou reducdo na atividade enzimatica da catalase (CAT) em

carpas (Cyprinus carpio) expostas ao farmaco durante 96 h, conforme estudado por Nava-
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Alvarez et al. (2014). Almeida e Webber (2006) demonstraram que o ibuprofeno causou efeito
genotoxico em tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus expostas durante 2 e 10 dias ao farmaco.

Embora esses compostos quimicos ndo tenham sido detectados na 4gua e no sedimento
do rio Sorocaba, este ambiente é suscetivel a atividade humana, uma vez que a economia se
baseia na agricultura, atividades agricolas e pecuérias intensivas nas terras ao redor do rio. A
presenca desses compostos pode gerar residuos que causam contaminagdo da agua e afetam a
biota aquética. A area circundante ao rio Sorocaba é caracterizada por intensa atividade agricola
e pecuaria, embora ainda sejam encontrados pontos isolados da vegetacdo nativa ao longo da
regiéo.

Os farmacos podem ser degradados por meio de processos bidticos (filtros biologicos
ou outros) e abioticos (oxidacdo, hidrdlise ou fotolise). Entretanto, os produtos de degradacéo
sdo também compostos preocupantes, pois podem ter uma toxicidade equivalente ou superior
aquela do farmaco original (ANDREOZZI et al., 2003). Estudos realizados por Américo et al.
(2012) revelaram que as substancias presentes nos farmacos séo persistentes no ambiente e ndo
sdo efetivamente removidas pelos tratamentos convencionais nas ETES. Portanto, a presenca
dos farmacos ou seus produtos de degradagdo/decomposi¢cdo no ambiente aquatico torna-se
cada vez mais comum e mostra a necessidade de monitoramento destes compostos a fim de
evitar riscos para a satde animal e humana.

No que se refere aos metais e seus efeitos nos organismos aquaticos estes podem agir
diretamente sobre os organismos e/ou formar EROs, iniciando processos degenerativos e
causando efeitos genotdxicos e danos nos tecidos (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1985,
CARVALHO et al., 2012, MACHADO et al., 2013, PROKIC et al., 2016, ZEBRAL et al.,
2019). Na presenca de metais de transicdo, como o Fe e o Cu, o anion superdxido (O2) e o
peroxido de hidrogénio (H202) podem gerar radical hidroxil (*OH) por meio da reagdo de
Fenton (STOREY, 1996). Outros ions metalicos ndo transicionais também podem estar
implicados na geracdo de EROs na mitocondria, como o Cd (STOHS et al., 2000).

Os resultados de medicOes de dano oxidativo no figado de L. catesbeianus, verificados
por niveis de metalotioneina (MT) e de proteinas carboniladas (PCO), indicaram diferenca
significativa apds exposi¢do a dgua do rio Sorocaba entre o controle e entre os dois pontos no
periodo chuvoso (Tabela 6). Os niveis da peroxidacéo lipidica (LPO) ndo foram diferentes do
grupo controle no periodo chuvoso e foram diferentes significativamente em relagdo ao controle

e entre os dois pontos no periodo seco.
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Tabela 6 - Concentracdo de metalotioneina (MT), de proteinas carboniladas (PCO) e de
peroxidacao lipidica (LPO) no figado de L. catesbeianus, para os periodos chuvoso e seco. Os
valores sdo representados como média + D.P.M. * indica diferenca significativa (p<0,05) em
relagdo ao controle; # indica diferenca significativa em relagdo aos pontos 1 e 2 (p < 0,05); 2
indica diferenca significativa em relacdo ao periodo chuvoso. n = 8.

Marco (chuvoso)

Parametros Controle P1 P2
(1g por m gl\g oroteinal) 0,190+0,05 0,157+0,04* 0,251+0,03**
(nmol por rig(;:gl)e oroteinal) 0,0025+0,0007 0,0028+0,0005 0,0032+0,007**
(nmol por rrl;gp(?e oroteinal) 0,048+0,02 0,049+0,01 0,048+0,01
Agosto (seco)
(1g por m gl\g-erproteina'l) 0,492+0,0252 0,471+0,0142 0,339+0,011*%
(nmol por n?gccci)e oroteinal) 0,0009+0,00052 0,0009+0,0006% | 0,0006+0,0004*"
(nmol por nl]‘ gpg)e oroteinal) 0,0021+0,0012 0,0011+0,0009*® | 0,0039+0,0003*"2

Fonte: Autora.

No método descrito por Viarengo (1997), a concentragdo de MT é determinada por meio
dos residuos de SH, sendo assim os resultados obtidos por esta técnica mostram que no ponto
2 hd uma maior quantidade desta proteina quando comparado ao controle e ao P1 no periodo
chuvoso. Portanto, é possivel inferir que os metais detectados na agua e no sedimento em P2
induziram um aumento significativo de MT no figado destes animais em compara¢do com o
controle. Enquanto que em P1 a concentracdo de MT diminuiu significativamente em relacéo
ao controle, durante o periodo chuvoso.

J& no periodo seco, houve diferenca significativa entre P1 e P2 para esta proteina quando
comparados entre si, podendo-se inferir que os metais presentes induziram a produgdo de MT
em P1. Este aumento pode ser atribuido a presenca dos metais, tanto na agua quanto no
sedimento, uma vez que a concentracdo de metal no P1 foi maior que no P2, explicando a
concentracdo elevada de MT em P1. O aumento da MT também indica a assimilacdo desses
metais do meio e consequente resposta fisioldgica a fim de mediar os efeitos toxicos desses
compostos em girinos de rés-touro.

Comparando os resultados obtidos entre os periodos chuvoso e seco, houve aumento na
concentracdo de MT no periodo seco de 1,3 a 2,5 vezes tanto em P1 como em P2, possivelmente
ocasionado pela presenca dos metais na agua e no sedimento. O contrario foi observado por
Rocha (2017), que verificou aumento de MT no hepatopéancreas de caranguejos, Ucides

cordatus, coletados do mangue de S&o Marcos, Maranhdo no periodo chuvoso em relagédo ao
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Sseco e a presenca dos seguintes metais no mangue, Fe, Mn, Cu e Zn. As diferengas entre estes
resultados podem ser explicadas em virtude das estratégias de bioacumulacdo, alimentacéo e
distribuicdo no ambiente para cada espécie e também as diferencas na concentracao e tipos de
metais encontrados no ambiente. No caranguejo a absor¢do pode ocorrer pelas branquias,
através do contato com a &gua, ou pelo intestino, pela ingestdo das folhas de mangue
(serrapilheira) e do proprio sedimento (ROCHA, 2017). Para o caso dos girinos, devido as suas
caracteristicas (pele e ovos permedveis e ciclo de vida bifasico), eles podem absorver (através
da pele e branquias) os metais e outros compostos quimicos concentrar em seus organismos
podendo ter efeitos no seu desenvolvimento.

Alinhando o resultado da analise da &gua com o resultado obtido no método de
quantificacdo de MT, é possivel associar seu aumento com a presenca de metais na agua, ja que
sua principal funcdo € a ligacdo com os metais, impedindo que eles interfiram em reacdes
quimicas na célula e também auxiliando na eliminacéo deles do organismo. A MT desempenha
um papel essencial na protecdo de organismos aquéaticos contra os efeitos da exposi¢do aos
metais. Estudos relacionam aumento da MT em presenca de metais em peixes (OLIVEIRA,
2016; VIEIRA, 2017; RODRIGUES et al.,, 2019; SAVASSI, 2019) e em girinos
(VASCONCELOS, 2014; SA, 2015; CARVALHO et al., 2017), corroborando 0s Nnossos
resultados.

Portanto, o aumento na concentracdo da MT pode estar associado ao aumento do
estresse oxidativo por metais no figado de L. catesbeianus. Esses resultados comprovam que a
MT é um biomarcador importante e que elimina e/ou reduz os efeitos toxicos dos metais
(MONTEIRO et al., 2010; CARVALHO et al., 2004; CARVALHO et al., 2017). Aléem disso,
devido ao seu alto teor de grupamentos -SH, a MT também exibe a atividade de eliminacéo de
EROs como parte do sistema de defesa antioxidante das células (VIARENGO et al., 1997,
VIARENGO et al., 2000; MONTEIRO et al., 2010; CARVALHO et al., 2017). O presente
estudo, portanto, apontaa MT como um biomarcador sensivel no figado de girinos de réas-touro.

Além da MT, outros parametros bioquimicos podem ser utilizados para a deteccéo de
estresse ambiental, refletindo as respostas bioldgicas adversas as substancias ambientais
antropogénicas (HEATH, 1995; VAN DER OOST et al., 2003). Como ja descrito
anteriormente, os metais podem aumentar a producéo de EROs e provocar estresse oxidativo,
0 qual pode levar a disfuncdo em proteinas/enzimas. Portanto, a oxidacdo de proteinas medida
como contetdo de proteina carboniladas (PCO) também pode ser utilizada como um potencial
biomarcador de dano oxidativo (THEROND et al., 2000; PARVEZ; RAISUDDIN, 2005;
VASCONCELOS et al.,, 2007; MONTEIRO et al.,, 2010, CATTANEO et al., 2011,
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MACHADO et al., 2014). Os grupos carbonilas sdo formados pela oxidagéo direta de cadeias
laterais de aminoacidos por metais ou por EROs e também por a¢do de produtos de peroxidacdo
lipidica (THEROND et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2007).

Poucos estudos relacionam efeitos de contaminantes na concentracdo de PCO em
organismos aquéticos. Monteiro et al. (2010) descreveram aumento de PCO em matrinxa,
Brycon amazonicus, apds exposi¢do ao mercurio inorganico e Cattaneo et al., 2011 verificaram
aumento de PCO no figado de Cyprinus carpio expostas a herbicidas comerciais contendo
clomazone em campos de arroz. Outros estudos relacionam estresse térmico com formacao de
PCO (MACHADO et al., 2014; ALMROTH et al., 2015).

O aumento significativo de PCO observado em P2 em relacdo ao controle e ao P1 pode
ser uma resposta atribuida a presenca dos metais, indicando que as proteinas foram submetidas
a danos oxidativos neste grupo, no periodo compreendido como chuvoso. Ja no periodo seco,
o controle e o P1 tiveram um aumento significativo das PCOs, em relagdo ao P2, indicando que
0s danos oxidativos ocorreram com maior significancia em P1 do que em P2. Essas respostas
podem ser relacionadas a capacidade dos metais, principalmente do Cu, em gerar EROs através
da reacao de Fenton (HERMES-LIMA, 2004; CARVALHO et al., 2015, SIMONATO et al.,
2016). Comparando os resultados obtidos entre os periodos chuvoso e seco, houve um aumento
significativo na concentracdo de PCO no periodo chuvoso de 3 a 5 vezes tanto no controle, P1
eem P2.

Assim, a carbonilacdo de proteinas, que resulta em oxidacdo das mesmas, pode estar
ligada a niveis aumentados de radicais devido a formacdo de EROs que, por sua vez, podem
atacar diretamente as proteinas e levar a formacdo de PCOs. Nossos resultados estdo de acordo
com os de Parvez e Raisuddin (2005), que observaram estresse oxidativo e niveis aumentados
de PCO em peixes (Channa punctata) expostos a diferentes pesticidas e de Monteiro et al.
(2010) em matrinxa, Brycon amazonicus, expostos ao mercurio inorganico e Cattaneo et al.
(2011) no figado de Cyprinus carpio expostas ao clomazone.

Além disso, niveis aumentados de PCO indicam que o metabolismo normal da proteina
foi interrompido. A formacéo de derivados carbonilicos ndo € um processo reversivel e provoca
alteracbes conformacionais, diminuicdo da atividade catalitica das enzimas e, eventualmente,
resultando em quebra de proteinas por proteases devido ao aumento da suscetibilidade
(ALMROTH et al., 2005; MONTEIRO et al., 2010). Portanto, esse biomarcador pode ser
utilizado para verificar efeitos de contaminantes no ambiente, pois respondeu a presenca de

metais no ambiente em figado de girinos de ras-touro.
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A peroxidacdo lipidica (LPO) é um indicador de dano oxidativo celular e contribui na
perda da funcdo celular em condicOes de estresse oxidativo (STOREY, 1996). Embora os
resultados mostrem um quadro de estresse oxidativo (MT e PCQO), os niveis de LPO néo foram
alterados nos animais expostos a agua em P1 e P2 em comparacdo com o controle, no periodo
chuvoso (tabela 6). J& no periodo seco, houve diferenca significativa entre os grupos, sendo P2
com concentracdo significativamente maior que P1 e controle. Comparativamente entre os
periodos os niveis de LPO foram maiores no periodo chuvoso em todos os pontos, mostrando
que o quadro de estresse oxidativo foi maior no periodo chuvoso cerca de 20-40 vezes, que no
periodo seco. E importante ressaltar que este estudo avaliou os niveis de LPO por equivalentes
de HP (hidroperdxidos de lipideos) pelo método de FOX, enquanto que 0 método por TBARs
(espécies reativas ao acido tiobarbitartico), utilizado para verificar quadro de estresse oxidativo
e producdo de EROs, mede os produtos finais da peroxidacdo lipidica, como o MDA
(malondialdeido). Portanto, o método utilizado (FOX) ndo detecta todos os radicais gerados
nos tecidos, mas isso ndo quer dizer que ndo esteja ocorrendo producdo de radicais e de EROs
nestes organismos. Entretanto, independentemente do método utilizado, € possivel verificar um
quadro de estresse oxidativo por PCO nos girinos expostos a agua do rio Sorocaba.

Estudos relacionam o aumento de LPO com exposi¢do aos metais, como os de Milaeva
(2006) no figado do esturjdo (Acipenser gueldenstaedti) e de Monteiro et al. (2010) em figado,
branquias e coracdo de matrinxd, (Brycon cephalus) expostos ao mercurio inorganico e de
Carvalho (2015) em figado, branquias e musculo de curimbata, (Prochilodus lineatus),
expostos ao cobre.

Ademais, provavelmente parte dos radicais produzidos pela presenca de metais foram
combatidos pelas enzimas envolvidas no estresse oxidativo, que ndo foram determinadas neste
estudo, como as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) e também pelos antioxidantes ndo enzimaticos como a GSH e a MT.
Entretanto, esses antioxidantes, provavelmente, ndo foram suficientes para evitar a carbonilacéo
das proteinas no figado dos girinos.

Os resultados obtidos mostram que os metais induziram um quadro de estresse oxidativo
no figado de girinos de rés-touro e que foram suficientes para prejudicar as funcgdes das

proteinas essenciais para manter a homeostase celular.
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6 Conclustes

Os resultados apresentados mostram que a agua e o sedimento do rio Sorocaba
apresentam metais (Al, Cu, Mn e Zn), e que estes estdo abaixo do permitido pela resolugédo
CONAMA (2005); embora estejam abaixo do limite permitido os metais provocaram uma
resposta de estresse oxidativo, no figado de girinos de rds-touro, verificados pelos
biomarcadores MT e PCO; a presenca de metais na 4gua e no sedimento podem ser relacionadas
com as respostas bioquimicas (MT e PCO) no figado dos girinos em processos de
desintoxicacao;

N&o foi detectada a presenca de agrotdxicos e farmacos na agua e no sedimento do rio
Sorocaba;

A concentracdo dos metais variou sazonalmente com as maiores concentracdes de
metais observadas no periodo chuvoso em relacdo ao periodo seco e que o uso do solo influencia
na qualidade da agua e estas diferencas podem afetar a comunidade aquatica e a saude humana;

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que ambos os pontos 1 e 2
encontram-se impactados por contaminantes com potencial toxico e, além disto, os girinos
mantidos na &gua em P2 apresentaram alteracdes bioldgicas mais significativas quanto aqueles
mantidos em P1;

A avaliacdo da qualidade da agua de uso publico e o uso de biomarcadores sao
importantes para verificar o efeito de diferentes contaminantes no organismo; sendo assim, 0s
biomarcadores bioguimicos utilizados mostram que € possivel aplica-los e relaciona-los com a
contaminacgdo aquatica e a variacao destes parametros pode levar a alteragdes na fisiologia dos

anuros e comprometer o seu desenvolvimento.
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Certificamaos que a proposta intthdada "Awallacio ecotoxkcolégica da dgua do fio Sorocaba utllizando uma ardilse integrada de
blomarcadores bicquimicos @ morclégicos em ginnos de ra-toun, Lthobabes cabeshaianus [(Sraw, 1802).", protocolada sob o CEUA
nE 2578040219 o savias, sob a regponsabilidades de Cheoni des Samtos Carvalho ¢ equipe; Liaw Franco Befuss! Marisa Narciso
Famandes; el Samantha Morses Ubsenmomiys - que erwolv 3 producla, manutencdo afou ulizacdo de animals pertenoentes a0
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We certify that the proposal "Scotoxicological evaluation of water from the Sorocakba river using am integrabed analyss of
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