UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIODIVERSIDADE NEOTROPICAL - PPGBIO)

Sylvia Nogueira

Investigacéo dos niveis de metais, proteinas e metaloproteinas em
Geophagus brasiliensis como biomarcadores de contaminagado ambiental de

uma lagoa antropicamente impactada

Rio de Janeiro
2016



Sylvia Nogueira

Investigacdo dos niveis de metais , proteinas e metaloproteinas em
Geophagus brasiliensis como biomarcadores de contaminagdo ambiental de

uma lagoa antropicamente impactada

Dissertacao de Mestrado

Dissertacdo apresentada como
parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em
Biodiversidade Neotropical.

Orientadora: Prof®. Dr®. Roberta Lourenco Ziolli

Coorientadora; Dr?. Rachel Ann Hauser-Davis

Rio de Janeiro
Maio de 2016



N778

Nogueira, Sylvia.

Investigacdo dos niveis de metais, proteinas e metaloproteinas em
Geophagus brasiliensis como biomarcadores de contaminacao
ambiental de uma lagoa antropicamente impactada / Sylvia Nogueira,
2016.

86 f.;30cm

Orientadora: Roberta Lourengo Ziolli.

Coorientadora: Rachel Ann Hauser-Davis.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas, Biodiversidade
Neotropical) — Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2016.

1. Marcadores bioquimicos. 2. Indicadores biol6gicos. 3. Metais —
Toxicologia. 4. Peixe — Efeitos da poluicéo da agua. I. Ziolli,
Roberta Lourenco. Il. Hauser-Davis, Rachel Ann. 111, Universidade
Federal do Estado do Rio Janeiro. Centro de Ciéncias Bioldgicas e de
Saude. Curso de Mestrado em Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDD -577.27




Sylvia Nogueira

Investigacdo dos niveis de metais , proteinas e metaloproteinas em
Geophagus brasiliensis como biomarcadores de contaminag¢io ambiental de

uma lagoa antropicamente impactada

Dissertacio de Mestrado

Dissertagido apresentada como
parte dos requisitos para
obtengdo do titulo de Mestre em
Biodiversidade Neotropical.

Aprovada em: 13/06/2016

Banca Examinadora

ol elli

Prof®. D" Roberta Lourenco Ziolli
(Departamento de Ciéncias Naturais — UNIRIO)

Prof®. Dr", Elisabete Fernandes Albuguerque Palermo
(Departamento de Ciéncias Naturais — UNIRIO)

t

.~

Prof®. Dv". Rachel Ann Hauser-Davis
(Departamento de Ciéncias Naturais — UNIRIO)

%é‘ 2% {?f?z@wf /bl M
Dr®. Juliafa Eymara Féfnandes Barbosa Paula

(Universidade Federal Fluminense - UFF)

AT
Dr". Raquel Teixeira Lavradas
(Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro — PUC-Rio)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, Yawheh, Krishna, Tupd, Shiva, Jah, Ala, ou simplesmente ao

Universo e todas as energias que me impulsionaram e permitiram chegar até aqui;

Agradeco a minha filha Maria Luiza, que embora pequena, soube lidar com minhas

auséncias;

A minha familia. Pelo incentivo e apoio no periodo de estudo para ingresso, durante as
disciplinas, viagens para apresentacdo de trabalho e nesta reta final. Gratiddo. Eu nédo
teria chegado até aqui sem vocés;

A todos 0s amigos que acompanharam esse processo e me botaram pra frente quando as
coisas estavam dificeis, as minhas irmas de coracdo Mel, Mari e Li e a danca, melhor
valvula de escape do mundo;

Ao meu namorado David que esteve presente me apoiando quando “tudo” dava errado e
que agora, mesmo a 9 mil km de distancia, continua me motivando todos os dias via
skype; Terminei ! Ja pode vir pro Brasil;

Ao VA llgques, por me permitir estar no Rio de Janeiro para a realizagdo deste Mestrado;

Ao meu chefe, CA Saboia, pela compreensdo, apoio e pelas licencas concedidas em prol

deste Mestrado. Muito obrigada;

A0s “companheiros de farda” pelas trocas de servi¢o e aos demais colegas da DPC-50;

A Col6nia de Pescadores da Lagoa Rodrigo de Freitas;

A minha orientadora Roberta Ziolli por acreditar na minha capacidade em meio as

tantas outras atividades e obrigagdes que desempenho;



A minha coorientadora e amiga Rachel, que desde o inicio sempre esteve presente me
ajudando de todas as formas possiveis, sendo muito mais do que uma simples
coorientadora. Obrigada pela amizade, atencdo, paciéncia, profissionalismo, conselhos,
pelas traducdes e puxdes de orelha. Obrigada por todo aprendizado e por todo

suporte durante esses anos;

A Raquel Lavradas. Agradeco a parceria durante os dias interminaveis de analises
experimentais na PUC e a paciéncia para me explicar coisas “idiotas” quando o assunto

era Quimica;

As “bonitas” Doutoras que compdem esta banca. Cada uma de vocés tem uma

significancia unica e especial pra mim;

Ao Professor Nicolas Rey, da PUC-RJ por ceder as dependéncias do LABSO-BIO para
a realizacdo das andlises experimentais, assim como pela presteza dos seus alunos de

Iniciacdo Cientifica, quando solicitados;

Ao Rafael Christian Chavez Rocha pelas aulas de pipetagem, de utilizacdo do ICP-MS e

analises de metais nas amostras deste trabalho. Obrigada pela boa vontade;

A Tatiana Dillenburg Saint’ Pierre por ceder o ICP-MS para as analises do presente
estudo;

A lsabella C.A.C. Bordon (UNESP) pela ajuda com as analises estatisticas

multivariadas.



“Ndo sei quanto o mundo é bom
Mas ele esta melhor

Desde que vocé chegou

E explicou o mundo pra mim...”

(Espatodea - Nando Reis)



RESUMO

A contaminacdo ambiental de ecossistemas aquéaticos pode ser avaliada pelo uso de
bioindicadores e biomarcadores, além de andlises de determinacdo dos contaminantes
de interesse. Neste contexto, o presente estudo investigou 0s niveis de metais e a
expressdo de metaloproteinas biomarcadoras de exposicdo e de estresse oxidativo, a
metalotioneina (MT) e a glutationa reduzida (GSH), respectivamente. Os niveis de MT,
GSH e metais em mausculo, figado e bilis de peixes da espécie Geophagus brasiliensis
coletados na Lagoa Rodrigo de Freitas foram determinados por espectrofotometria UV-
Vis e ICP-MS. Os niveis de MT seguiram a ordem crescente bilis => figado =>
musculo. Foi verificado que, aparentemente, a bilis constitui uma via mais rapida e
eficiente de destoxificacdo, e a excrecdo biliar de MT pode ser usada como alternativa
para indicar exposi¢do a metais. Elevadas taxas de GSH foram encontradas no figado
sugerindo a eficacia desta proteina no combate ao estresse oxidativo e todos os metais
apresentaram niveis superiores ao limites estabelecidos nacional e internacionalmente,
tanto para o limite maximo toleravel em alimentos quanto para o consumo diario de
metais, sendo em alguns casos, este limite ultrapassado em mais de 10000 vezes,
indicando riscos reais aos consumidores humanos que ndo devem ser ignorados.
Diversas correlacdes estatisticamente significativas foram observadas entre 0s metais
determinados, o IHS, o FC, a GSH e a MT, indicando efeitos dos metais nestes

pardmetros morfométricos e bioquimicos.

Palavras-chave: Biomarcadores; Metalotioneina; GSH; Metais; Geophagus brasiliensis.



ABSTRACT

Environmental contamination of aquatic ecosystems can be evaluated by the use of
biomarkers, as well as the analysis for the determination of contaminants of interest. In
this context, the present study investigated the levels of metals and metalloproteins
expression considered biomarkers of exposure and oxidative stress, metallothionein
(MT) and reduced glutathione (GSH), respectively. MT levels, GSH and metals in
muscle, liver and bile of pearl cichlid fish species collected at Lagoa Rodrigo de Freitas
were determined by UV-Vis spectrophotometry and ICP-MS. MT levels followed the
order bile => liver => muscle. The results shows that, apparently, bile is a faster and
more efficient mechanism for detoxification, and excretion of bile MT can be used as an
alternative to indicate exposure to metals. High GSH rates were found in the liver
suggesting the effectiveness of this protein to combat oxidative stress. All of the
analyzed metals were above the established limits, national and international, both for
the maximum tolerable limit in foods and for the daily consumption of metals. In some
cases, this limit was exceeded more than 10,000 times, indicating real risks to human
consumers, that should not be ignored. Several statistically significant correlations were
observed between metals, IHS, FC, GSH and MT, indicating effects of metals on these

morphometric and biochemical parameters.

Keywords: Biomarkers ; Metallothionein; GSH; Metals; Pearl cichlid.
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1 — Introducéo

Os ecossistemas alteram-se naturalmente por acdo fisico-quimica ou bioldgica
desde o momento em que sdo formados, de forma direta ou indireta e em de diferentes
tipos de compartimentos. Todavia, deve-se atentar para o fato que o planeta vem
sofrendo forte agdo antrépica, sendo duramente castigado e deteriorado em prol do
desenvolvimento pds-revolugdo industrial (BASTOS, 2006).

A descarga de lixos tdxicos provenientes de efluentes industriais, 0s processos
de drenagem agricola e os derrames acidentais de lixos quimicos e esgotos domesticos
langados em rios e mares, somados aos fatores naturais, contribuem para a
contaminacdo dos ecossistemas aquaticos. A biota aquatica esti, portanto,
constantemente exposta a um grande numero de substancias toxicas lancadas no
ambiente, oriundas de diversas fontes de emissao (Figura 1) (BASTOS, 2006; ARIAS et
al., 2007; ESTEVES et al., 2008).

Figura 1 — Diferentes tipos de contaminacao aquatica

17



Neste contexto encontramos as lagoas costeiras, que sdo ambientes aquaticos
encontrados ao longo da linha da costa, localizados na interface entre ambientes
costeiros adjacentes e 0 meio marinho. De acordo com DOMINGOS et al. (2012), as
lagoas costeiras constituem 13 a 15% da faixa litordnea em todo o mundo; S&o sistemas
rasos, vulneraveis aos ventos comuns nas &reas litordneas, que promovem a
homogeneidade da coluna d’agua; mantém comunica¢do permanente ou intermitente
com o mar em funcdo da dindmica de deposicdo de sedimentos marinhos que controlam
a abertura da barra de comunicacdo com o meio marinho (KJERFVE, 1994).

Lagoas costeiras neotropicais representam ambientes particularmente ameacados
em funcdo de estarem situadas em &rea urbanizada entre o mar e o continente,
recebendo os residuos produzidos pelas atividades humanas realizadas em seu entorno
(SOFFIATI, 1998). Este ecossistema esta entre os ecossistemas mais impactados do
mundo, tipicamente observados nos paises em desenvolvimento (ESTEVES et al.,
2008), devido ao fato da regido neotropical possuir uma das faunas de peixes mais ricas
e diversificadas, com cerca de 4.035 espécies descritas e uma estimativa de
aproximadamente 6.000 espécies existentes (MCALLISTER et al., 1997).

Assim, devido a frequente introducdo de substancias em grande escala ao
ambiente aquatico, se fazem necessarios estudos referentes ao biomonitoramento desses
sistemas (MACHADO, 2007).

1.1- Poluicdo Ambiental Aquatica

O ambiente aquatico é altamente complexo e diverso. Ele compreende varios
tipos de ecossistemas: rios, lagos, estuarios, mares e oceanos. Todos esses ecossistemas
sdo produtos dindmicos de interacdes complexas entre os componentes bioticos e
abioticos caracteristicos de cada um deles.

As propriedades fisicas e quimicas dos ecossistemas aquaticos podem afetar
significativamente a atividade bioldgica e o impacto dos agentes quimicos e outros
xenobidticos. A concentracdo, transporte, transformacdo e disposicdo final de um
contaminante introduzido no ambiente aquatico dependem, principalmente, das
propriedades do ambiente e das caracteristicas do contaminante. As emissdes de
contaminantes no ar, no solo e primariamente nas aguas estdo relacionadas aos

processos naturais e, principalmente, as atividades humanas (COSTA et al., 2008).
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A poluicdo ambiental aquética é decorrente do desenvolvimento tecnoldgico e
de outras atividades consideradas indispensdveis a vida moderna. Conforme
FERREIRA (2006), o crescimento industrial vem gerando nas Gltimas décadas diversos
desequilibrios sendo atualmente, a polui¢cdo do meio ambiente aquatico, um dos tipos de
poluicdo mais preocupantes.

A poluigdo aquatica gerada por a¢des antropicas acrescenta substancias e energia
que alteram as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas desses ecossistemas. De
Lima e colaboradores afirmam que no caso dos ecossistemas aquaticos, o impacto de
um poluente serd tdo maior quanto for sua concentracdo e a capacidade do
compartimento que o recebe em degradé-lo (DE LIMA et al., 2014).

Diferentes sdo os compartimentos aquaticos suscetiveis a poluicdo, bem como as
substancias e as fontes capazes de gerar danos. As fontes de poluicdo podem ser
classificadas em pontuais e ndo pontuais. Dentre as fontes pontuais podemos citar as
estacbes de tratamento de efluentes industriais, redes de esgoto domeéstico,
derramamentos acidentais e mineracdo. As emissdes de fontes pontuais sdo mais
facilmente detectadas e controladas e, geralmente, resultam em descargas diretas dos
contaminantes nos corpos d’agua.

Ao contrario, as emissdes de fontes ndo pontuais sdo de dificil controle, variam
com o tempo e espago e podem envolver rotas que resultam na deposicdo parcial dos
contaminantes antes deles atingirem os corpos d’agua. Um exemplo tipico de fonte nao
pontual € a utilizacdo de pesticidas no solo e das redes de tratamento de efluentes
industriais e de esgoto doméstico. Uma vez no ambiente, 0s contaminantes podem estar
sujeitos a uma combinacdo de processos que podem afetar o seu destino e
comportamento.

De acordo com a literatura, as substancias potencialmente toxicas podem ser
degradadas por processos abidticos e bidticos que ocorrem na natureza. Porém,
determinadas substancias sdo capazes de persistir no ambiente por longos periodos de
tempo. Substancias resistentes aos processos de degradacdo, se descartadas de forma
continua, ocasionam acumulagdo em niveis ambientais suficientes para resultar em
toxicidade (COSTA et al., 2008).

Contaminantes de interesse, como metais, pesticidas e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, podem, por exemplo, se adsorver nos sedimentos e, em seguida,
ser transferidos para os organismos que os habitam e/ou que se alimentam dele. Os

contaminantes entdo se associam a sitios especificos dos organismos, reagindo de
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acordo com suas concentra¢fes na agua, nos sedimentos e nos alimentos caracterizando
assim a exposicéo.

Os contaminantes também podem se encontrar sollveis na agua, sendo
incorporados através da pele ou dos tecidos respiratorios (no caso das branquias dos
peixes), podem ser ingeridos por meio da alimentagdo e incorporados pelo trato
digestorio ou adsorvidos no sedimento (COSTA et al., 2008).

No Estado do Rio de Janeiro, a Lagoa Rodrigo de Freitas € um exemplo de um
ambiente que vem sofrendo queda na sua qualidade ambiental ao longo das ultimas
décadas, devido a intervencOes antrOpicas e alteracbes urbanisticas que levaram a
diminuicdo da sua area original, dos canais de escoamento de &gua pluvial e do aumento
do lancamento de efluentes domésticos e industriais sem tratamento adequado em suas
aguas.

Diversos estudos utilizando sedimentos, algas, peixes e outros indicadores de
contaminacdo relatam as condi¢Bes de deterioracdo da qualidade de suas aguas (DE
LIMA et al., 2014). Em um estudo realizado por Ferreira e colaboradores (2006) foram
observados altos teores de mercario (Hg) peixes carnivoros (robalo), seguido dos
organismos filtradores (cracas). Os resultados obtidos serviram de subsidios para uma
acdo mais efetiva dos 6rgdos da salde publica, no que se refere a liberacdo ou ndo do
consumo de pescado deste ecossistema, e acrescentam conhecimentos para a

comunidade cientifica relacionada com a vigilancia sanitaria e ciéncia de alimentos.

1.2— Biomonitoramento e biomarcadores

O biomonitoramento visa realizar um diagnostico precoce por meio de mudancgas
nas respostas fisioldgicas de espécies utilizadas como indicadores da qualidade ambiental
(DOS SANTOS, 2013)

Organismos bioindicadores sdo definidos como espécies capazes de indicar 0s
primeiros sinais de estresse ambiental em diferentes niveis de organizacdo bioldgica.
Sdo amplamente utilizados na avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos de
origem antropica em areas impactadas e vém sendo aplicados ha décadas (ADAMS,
2002; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005).

Ja os biomarcadores, de maneira geral, sdo as medidas das respostas a exposicao

aos contaminantes e sdo cada vez mais usados em estudos de monitoramento ambiental
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para a identificacdo de efeitos deletérios na biota, pois, quando mensurados, podem
indicar a presenca, os efeitos e, em alguns casos, 0 grau de contaminacdo de um
compartimento.

Uma questdo especifica que pode ser respondida por biomarcadores é se ha
contaminagdo ambiental em grau suficiente para causar efeitos fisioldgicos, uma vez
que esta é manifestada primeiramente em niveis moleculares, com a inducdo de
sistemas de defesa celular, antes mesmo de surgirem em niveis mais altos causando
danos histoldgicos.

Se a resposta for positiva, investigacbes adicionais podem ser justificadas para
determinar a natureza e o grau de contaminagdo. Se 0s mecanismos de defesa dos
organismos forem falhos, sua reproducdo ou sobrevivéncia pode ser afetada podendo,
eventualmente, acarretar em mudancas a nivel populacional/comunidade. Por esta razao,
biomarcadores devem ser considerados como indicadores precoces de contaminacao
ambiental (SCHLENK, 1999).

Sendo assim, o desafio inicial do pesquisador ambiental é descobrir qual o
biomarcador apropriado para se obter o melhor diagndstico tendo em vista 0s muitos
tipos de biomarcadores existentes.

Os biomarcadores estdo divididos em biomarcadores de efeito, suscetibilidade,
de exposicdo latente e exposicao e efeito sendo este ultimo, um dos biomarcadores mais
utilizados. Estes biomarcadores ndo somente indicam a ocorréncia da exposi¢cao, como
também ligam a exposicdo ao seu efeito, caracterizando-o de forma especifica. Existem
diversos biomarcadores de exposi¢do a contaminantes ambientais de interesse usados
para indicar efeitos de contaminacdo em ecossistemas aquaticos, por exemplo, a

inducdo de proteinas e enzimas especificas (COSTA et al., 2008).

1.3— Os peixes como bioindicadores de contaminag¢do ambiental

Os organismos aquaticos assimilam o0s contaminantes a partir da agua,
sedimentos, e dos alimentos, podendo estes entdo se acumular no organismo em varias
ordens de grandeza acima das concentracdes encontradas na coluna d’agua, resultando
em diversas consequéncias, tanto para a biota quanto para a saide humana caso ocorra a
ingestdo destes organismos contaminados (PFEIFFER et al., 1985; CANLI e ATLI,
2003; FERREIRA, 2006).
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Os processos de acumulagdo nos organismos aquaticos envolvem processos de
bioconcentracdo, bioacumulacéo e biomagnificacdo, onde a primeira esta relacionada a
pura absorcdo da substancia pelo organismo por meio das superficies respiratérias e
dérmicas, a segunda relacionada a concentracdo retida no organismo apds 0S processos
de assimilacdo e eliminacdo do mesmo, e a terceira e mais abrangente inclui todas as
rotas de exposi¢do ao contaminante, inclusive a dieta alimentar uma vez que, a medida
que se avanga nos niveis troficos, ocorre 0 aumento da concentracdo de contaminantes
nos tecidos (COSTA et al., 2008).

Este aumento é resultante, principalmente, da acumulacéo ocasionada pela dieta
alimentar ao longo da cadeia tréfica e seus efeitos deletérios se propagam pelos demais
componentes do ecossistema (COSTA et al., 2008).

Dentre muitos organismos aquaticos, 0s peixes sdo reconhecidos como bons
bioindicadores de contaminacdo ambiental e tém atraido interesse em estudos sobre
respostas biolégicas, fisiologicas e bioquimicas a contaminantes ambientais fornecendo
alertas antecipados sobre este tipo de poluicdo. Estas respostas comportamentais,
fisioldgicas e bioguimicas a contaminacdo sdo de grande relevancia (ESPINO et al.,
2000).

Ao serem expostos a diferentes tipos de contaminantes, 0s peixes ativam
mecanismos bioguimicos desintoxicantes que podem ser utilizados como biomarcadores
de contaminacdo ambiental. A investigacdo de biomarcadores em peixes aumenta a
possibilidade de identificar causas subjacentes aos efeitos tdxicos e nos fornece
informacdes sobre potenciais danos ecoldgicos nos ecossistemas (ESPINO et al., 2000).

Alguns exemplos de estudos de biomarcadores em peixes incluem a investigacao
a respeito da inducdo de proteinas e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo. Estas
enzimas sdo induzidas por contato direto com o agente contaminante. Outras enzimas e
proteinas sdo induzidas pelo estresse oxidativo provocado pelo contaminante e estdo
relacionadas aos processos de destoxificagdo de metais toxicos, como a
acetilcolinesterase (AChE) e a metalotioneina (MT) (VAN DER OOST et al., 2003).

1.4 — A bilis como bioindicadora de contaminagcdo ambiental

Uma das principais funcdes do figado é a formacdo de bilis, que, alem de

desempenhar papel importante na digestao e absorcéo de gorduras, ajudando na emulséo

22



de grandes moléculas de gordura, transformando-as em moléculas menores, serve como
meio de excrecdo de xenobidticos, entre outras substancias (GUYTON e HALL, 2002;
Kierszenbaum, 2004).

A eliminacdo biliar de xenobioticos foi pouco estudada durante a primeira
metade do século XX, porém a partir da segunda metade, com o aparecimento de uma
grande variedade de substancias quimicas sintéticas, foi reconhecida a importancia da
bilis como via de excrecdo destes compostos (Klaasen e Watkins, 1984).

A bilis é secretada por meio de células funcionais metabolicas do figado, flui
pelos canaliculos biliares e atinge o ducto hepético. A partir deste momento pode ser
liberada diretamente no duodeno e desviada para a vesicula biliar onde, em condic¢Ges
normais, encontra-se concentrada por cerca de cinco vezes, podendo chegar a um
méaximo de 20 vezes (GUYTON e HALL, 2002).

Os sais biliares sdo importantes componentes da bilis. Além destes, a bilis
contém colesterol, fosfolipidios, pigmentos biliares (bilirubina, de coloracdo amarela, e
biliverdina, de coloracdo verde) e possiveis metabdlitos de xenobidticos, provenientes
das fases de biotransformacao.

A excrecdo biliar pode oferecer uma solugéo para analisar estes elementos em
organismos marinhos (BUNTON e FRAZIER, 1994; DIJKSTRA et al., 1996). Por
exemplo, durante o projeto BEEP (Efeitos Biol6gicos da poluicdo ambiental em Marine
Ecossistemas Costeiros), realizado em 2001-2002, determinou-se metabodlitos de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) em amostras biliares de trés espécies de
peixes (Platichthys flesus, Perca fluviatilis e Zoarces viviparus), em quatro &reas
distintas no mar Baltico ratificando que, embora ainda sejam poucos os estudos
analisando esta matriz ela pode ser usada na identificacdo da presenca de contaminantes
(VUORINEN et al., 2006).

Recentemente verificou-se também que muitos metais sdo excretados pelo
figado para a bilis. Um exemplo é o cobre (Cu), que é excretado, primariamente, em
peixes teledsteos, pela bilis (GROSELL et al., 1997), enquanto outros metais, como o
zinco (Zn), podem ser excretados tanto pela bilis como pelo intestino (HANDY, 1996).
Estudos recentes tém demonstrado que diversos outros metais podem também ser
excretados nesta matriz (HAUSER-DAVIS, BASTOS, et al., 2012).
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1.5— Metais e ametais como contaminantes ambientais

Os metais encontram-se presentes nos sistemas aquaticos por meio de processos
naturais e antropicos, ndo sdo degradaveis e tendem a se acumular em organismos
vivos, resultando em diversas consequéncias para a biota, os ecossistemas e a saude
humana (YABE e OLIVEIRA, 1998). Dentre os poluentes ambientais, os metais séo de
preocupacdo particular devido aos seus potenciais efeitos toxicos e a capacidade de
bioacumulacdo em ecossistemas aquaticos (CENSI et al., 2006).

A maior parte dos metais € essencial a vida das plantas e dos animais em
diferentes fungdes bioldgicas, incluindo Fe, Co, Cu, Zn, Ni, Se, Cr, V, entre outros - sdo
assim denominados essenciais ou micronutrientes. Por outro lado, em altas
concentracdes, todos esses metais produzem efeitos adversos ao funcionamento dos
organismos, podendo causar intoxicacao.

Alguns elementos como o As, Cd, Pb, Hg e o Al ndo possuem funcgdo bioldgica
ou a possuem de forma limitada e sdo geralmente téxicos — sdo denominados n&o-
essenciais ou micro-contaminantes ambientais.

Muitos elementos sdo regularmente absorvidos através da dieta (alimentos e
agua) e inalados junto com o ar respirado. Dessa forma, podem ocorrer quantidades
variaveis desses elementos que se depositam na biota, podendo ser absorvido pelo
homem através da dieta e do ar (SELINUS, 2006).

Metais tém sido associados a fontes de outros contaminantes, como por
exemplo, os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) que atualmente se
encontram presentes no meio ambiente de todo o planeta advindos por meio de
derrames acidentais de Oleo, processamentos de petroleo, despejos domésticos e
industriais, drenagens pluviais urbanas, queima intencional de madeiras e plantaces,
combustdo incompleta de 6leo combustivel automotivo, além dos processos naturais
como a prépria estrutura dos solos e 0s processos de erosdao (MENICONI, 2007).

Os metais podem desnaturar proteinas e inativar enzimas e alterar as atividades
celulares prejudicando suas funcdes. Além dos efeitos toxicos causados pelos metais em
si, estes contaminantes também sdo reconhecidos como agentes causadores de estresse
oxidativo, pois estimulam a producdo de radicais livres por meio da combinagdo com
radicais hidroxila (OH") ou outros radicais reativos (FERREIRA e MATSUBARA,
1997; DE JESUS e DE CARVALHO, 2008).
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1.6— Estresse oxidativo

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerébica. O oxigénio no seu estado
molecular (O,) é substancia essencial para muitos processos metabolicos vitais, porém,
seu caréter birradical admite reagdes de oxidacdo e reducdo possibilitando, dessa forma,
a formagdo de radicais livres e substancias conhecidas como espécies reativas de
oxigénio, também conhecidas como EROs (BARBOSA et al., 2010; CONDESSA,
2014). As EROs incluem um grande nimero de moléculas quimicamente reativas
oriundas do oxigénio, como por exemplo os radicais superéxido (O;), o perdxido de
hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH).

.0:0- .0:0 H:0:0:H .O:H

Oxigénio Anion Superéxido Peréxido de Hidrogénio  Radical Hidroxila

Figura 2 — Exemplos de espécies reativas de Oxigénio - ERO

Em concentragbes fisiologicas, as EROs possuem fungdes bioldgicas no
organismo e encontram-se envolvidas no processo de producdo de energia, fagocitose,
sinalizacdo intercelular, regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias
biolégicas consideradas importantes, porém, quando encontradas em quantidades
excessivas podem apresentar efeitos prejudiciais, induz o estresse oxidativo tais como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos das
membranas, as enzimas, aos carboidratos e DNAs encontrando-se associadas a varias
patologias (BARREIROS e DAVID, 2006).
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Figura 3 — Causas de estresse oxidativo

A presenca excessiva destes radicais livres induz o estresse oxidativo. Esse tipo
de estresse se caracteriza pelo desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a
atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante, quando os mecanismos de defesa das
células ndo conseguem atuar sobre a presenca excessiva de radicais livres ou seus
efeitos deletérios (RAMOS et al., 2000). A peroxidacdo de lipidios, por exemplo, é
induzida a partir das EROs e do estresse oxidativo gerado por elas, e altera a
homeostasia de diversos minerais essenciais, causando danos ao DNA (BARREIROS e
DAVID, 2006).

1.7—- Biomarcadores de contaminac&o por metais e de estresse

oxidativo

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (2000),
“Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente
a oxidacdo do mesmo”.

O sistema de defesa antioxidante, enzimatico ou ndo enzimatico, € um processo
de sinalizacdo redox que inibe o estresse oxidativo e limita 0 excesso da sintese de
EROs (DROGE, 2002). Dentre as defesas enzimaticas, tem-se a Superdxido Dismutase
(SOD), a Catalase (CAT), a Glutationa S-tranferase (GST), a Glutationa Peroxidase
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(GPx), a Glutationa reduzida (GSH), a Glutationa Redutase (GR) e a Glicose-6-
fosfatase deidrogenase (G6PDH). Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas, temos
0 &cido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), a Glutationa reduzida (GSH)
e a Glutationa total (GSH-eq) (HERMES-LIMA, 2004).

A GSH (Figura 1) possui papel central na biotransformacgéo e eliminacdo de
xenobioticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. Ela é um tripeptideo
rico em grupamento tiol e sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento tiol
presente na cisteina.

Este grupamento atua como captador de espécies reativas de oxigénio e metais,
servindo como substrato em reacfes de redugdo-oxidacdo, especialmente os ions de
Céadmio (Cd) (DAMASCENO et al., 2002). Em diversos estudos, a quantificacdo da
GSH em peixes tem sido utilizada como proteina biomarcadora de estresse oxidativo
em relacdo a presenca de contaminantes, como hidrocarbonetos e metais (HAUSER-
DAVIS, 2008).

&)
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Figura 4 — Estrutura molecular da Glutationa reduzida (GSH)

Neste contexto, diversos estudos relacionados ao estresse oxidativo em peixes ja
foram realizados. Por exemplo, a GSH apresentou resultados importantes quanto ao seu
papel no estudo de VIARENGO e colaboradores (1997). No estudo em questdo, a
exposicdo de figados de peixe a concentracdes molares de Cu?*, Hg®* e "CHsHg
diminuiu significativamente a atividade Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD, do inglés
Ethoxyresorufin-O-deethylase), enquanto a adicdo de concentragdes fisioldgicas de

GSH restauraram imediatamente a atividade catalitica dessa enzima.
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Estes resultados demonstram que a atividade EROD no figado de peixe é
altamente sensivel a concentrages extremamente baixas de metais e sugerem também o
papel fundamental da GSH como uma primeira linha de defesa contra a citotoxicidade
em metais. J& LUNARDELLI e MARTINEZ (2009) realizaram a exposicao de peixes
ao aluminio (Al). Ap6s 6h de exposigdo “ex Situ”, os individuos apresentaram aumento
significativo na atividade da catalase e reducdo significativa no contetido renal de GSH,
que persistiu até a 24* hora de exposicdo. Apo6s 24h houve também aumento da
peroxidacao lipidica.

Tais resultados indicam que o Al promove alteraces bioguimicas no tecido
renal de P. lineatus, capazes de desencadear estresse oxidativo. Resultados semelhantes
foram encontrados em peixes contaminados com piretrdides.

A exposicdo a deltametrina em Channa punctatus durante 48 h acarretou na
inducdo de vérias enzimas antioxidantes e anti-oxidantes ndo-enziméticas no rim e no
figado dos espécimes, dentre elas a GSH, que apresentou-se induzida de forma
significativa em todos os tecidos (SAYEED et al., 2003). O aumento nos niveis de
atividade de GSH no figado (81%), rim (83%) e coracdo (53%) de Clarias gariepinus
coletados no rio Ogun, Sul da Nigéria, também demonstraram que a presenca de metais
pode provocar estresse oxidativo (FAROMBI et al., 2007).

Ja as metalotioneinas (MTSs), primeiramente identificadas em cavalos em 1957
(Figura 2), tém sido alvo de intensa investigacdo quanto a sua funcéo até os dias atuais.

Assim como a GSH, inicialmente também foram identificadas pela sua
capacidade de ligacdo ao Cd. Compreendem uma familia de proteinas de baixo peso
molecular (6-7 kDa), termo resistentes, que possuem elevada afinidade por ions
metalicos dos grupos IB e 11B da tabela periddica.

Sabe-se que essas proteinas apresentam uma composi¢cdo de aminoacidos
peculiar caracterizada por um grande grupo de cisteinas (até 30% do total teor de
aminoacido) que servem como ligantes para os metais (PALMITER, 1998;
ALBUQUERQUE, 2007; VIARENGO et al., 2007).

Estas metaloproteinas exercem fungdes relacionadas a protegdo tecidual, sendo
por isso, consideradas “housekeepers” (mantenedoras) do ambiente celular (HAMER,
1986). Entretanto, a importancia de sua acdo para a célula e o mecanismo molecular
pelo qual essa funcdo é exercida ainda ndo foram completamente elucidadas
(PALMITER, 1998).
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Estudos sugerem que sua presenga esta diretamente relacionada como uma
consequéncia da exposicdo a metais, tanto em peixes, bem como em mexilhGes e em
outros organismos sendo, por conseguinte, considerada como um indicador de
contaminacdo por metais amplamente utilizado como ferramenta em programas de
biomonitoramento (PALMITER, 1998; VIARENGO et al., 2007).

Figura 5 — Estrutura molecular da Metalotioneina (MT) (adaptado de
http://www.cima.ualg.pt/piloto/UVED_Geochimie/UVED/site/html/2/2-3/2-3-3/2-3-3-5.html).

As funcbes bioldgicas da MT envolvem a destoxificagdo e a homeostase do
organismo, representando uma resposta especifica de exposi¢cdo aos metais como Cu,
Zn, Cd e Hg. Elas servem como reservatorios de metais essenciais, impedindo ou
retardando seu poder de toxicidade e doando estes metais a medida que séo sintetizadas,
ou apos sua sintese (PALMITER, 1998). Além disso, os niveis de MT, ao serem
induzidos por ions metélicos, podem variar segundo a espécie, tecido e condicfes
experimentais.

Muitos estudos, principalmente em peixes 0sseos, vém sendo realizados nos
ultimos anos acerca da utilizacdo dessas proteinas como biomarcadores especificos de
contaminacdo por metais. Atualmente a MT é um dos principais biomarcadores em
peixes estando estabelecida por programas de monitoramento desenvolvidos e
implementados na comunidade européia (Hauser-Davis, Gongalves, et al., 2012).

A MT em peixes € usualmente mensurada no figado, pois este é o principal
orgdo detoxificante do corpo, porém sua presenca foi recentemente reportada na bilis,
seguindo a mesma tendéncia das metalotioneinas no figado, demonstrando que este
fluido bioldgico possui alto potencial como biomarcador de exposicdo a metais
(HAUSER-DAVIS, BASTOS, et al., 2012).
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Como o figado e a bilis estdo intrinsecamente ligados, é interessante também
analisar esta metaloproteina neste fluido biolégico na busca por respostas réapidas a
contaminacdo ambiental, ja que o figado demora mais a expressar respostas a

contaminacéo.

1.8 — Efeitos de contaminac¢do ambiental em parametros

morfomeétricos piscinos

Estudos pretéritos j& observaram a influéncia da contaminacdo ambiental nos
parametros morfométricos de diversas espécies de peixe ao redor do mundo. Pardmetros
como o Indice Hepatossomatico (IHS) e o Fator de Condigdo (FC) podem demonstrar
mudancas no metabolismo dos peixes, indicando possiveis efeitos causados por
contaminantes (HAUSER-DAVIS, 2008).

Segundo BRAGA (1986), o FC é um indice muito utilizado em estudos de
biologia pesqueira, pois indica o grau fisioldgico do peixe frente ao meio em que vive e
deve permanecer constante, independente do tamanho que o peixe possa vir a ter, em
um determinado periodo. Seu uso implica alteracdes de bem estar das populacdes de
peixes ao longo de um determinado periodo de tempo (GOMIERO e BRAGA, 2003).

De acordo com MAYER et al. (1992), o fator de condicdo identifica momentos
de reserva de energia e a capacidade do animal em tolerar agentes toxicos e/ou outras
interferéncias a que esteja submetido.

Estudos relacionados ao FC versus poluentes tém sido divergentes, sendo
necessario um maior esforco para desvendar esta relacdo entre eles. Alguns estudos
indicam que ndo ha diferencas significativas entre os FC de locais contaminados por
metais (DETHLOFF et al., 2001; LOHNER et al., 2001), enquanto outros indicam que
peixes de locais impactados por metais apresentaram FC inferior aos peixes de locais
menos contaminados (HAUSER-DAVIS, LAVANDIER, et al., 2012)

Da mesma forma, buscando um maior entendimento sobre os possiveis danos
causados pelos contaminantes aquaticos, o IHS € outro pardmetro, que, juntamente com
o FC tem sido utilizado como indicador de estresse ambiental. De acordo com o estudo
de QUEROL e colaboradores (2002), o IHS parece estar relacionado com a mobiliza¢ao
e o acumulo de reservas energéticas necessarias para o processo de vitelogénese,

reprodugdo ou preparagdo para o periodo de inverno. Porém, de acordo com POWERS
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et al. (1989), este parametro nem sempre pode ser considerado um indice confiavel para
avaliar o estado nutricional pois pode ser influenciado por outros fatores fisioldgicos,
como reproducdo e doencas. O IHS pode ainda ser observado como um parametro
indicativo da ocorréncia de distarbios e estresse hepatico em peixes expostos
diretamente a contaminagédo ambiental (HAUSER-DAVIS, LAVANDIER, et al., 2012).
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo geral

Investigar determinados metais e a expressdo de metaloproteinas biomarcadoras
de exposicdo aos metais e de estresse oxidativo em diferentes matrizes (bilis, figado e

musculo) de peixes de uma regido neotropical exposta a contamina¢do ambiental.

2.2 - Objetivos Especificos

e Coletar peixes da Lagoa Rodrigo de Freitas realizando coletas sazonais (verdo,

inverno);

e A partir das coletas, quantificar proteinas indicadoras de estresse oxidativo
(Glutationa reduzida - GSH) e de desintoxicacdo de metais (Metalotioneina - MT) por
espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta-visivel (UV-Vis) em

diferentes matrizes dos peixes coletados (figado, musculo e bilis);

e Determinar as concentracdes de metais nas diferentes matrizes (bilis, figado e

musculo) por espectrometria de massas por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS);

e Correlacionar por meio de andlises estatisticas os parametros morfométricos dos
peixes, e as concentracdes de GSH, de MT e de metais nas diferentes matrizes

analisadas;
¢ Realizar andlises estatisticas multivariadas a partir dos parametros morfométricos, e

das concentracOes de GSH, MT e de metais nas diferentes matrizes e estagdes

analisadas.
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3 — Material e Métodos
3.1 - Area de Estudo

O local escolhido para o presente trabalho foi a Lagoa Rodrigo de Freitas. A
regido foi selecionada por ser uma area de pesca e lazer extremamente importante no
cenario politico, sécio e econdémico da regido do Rio de Janeiro.

A Lagoa Rodrigo de Freitas (Figura 6), assim como outras lagoas neotropicais,
provavelmente teve sua origem associada a inundacdo da planicie costeira devido ao
aumento do nivel do mar durante a transgressdo marinha do quaternario (ESTEVES et
al., 2008). A Lagoa Rodrigo de Freitas, assim como outras formagdes na costa do litoral
circunvizinho, se originou aproximadamente ha 6.000 anos, pelo desenvolvimento de
cordbes arenosos regressivos que terminaram por isolar essa massa de agua
(DOMINGOS et al., 2012).

Localizada na Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro, entre as latitudes
22°57°75” S e 22°58°82” S e as longitudes 43°11°90” O e 43°12°11” O, a Lagoa
Rodrigo de Freitas compreende uma area de aproximadamente 2,2 Km?, perimetro
aproximado de 7,5 Km e, segundo estudo realizado por ANDREATA e colaboradores
(2012), sua profundidade méxima pode alcancar até 11 metros de profundidade.

6/2412009 3P | 2000
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Isolada do mar pelas praias de Ipanema e Leblon, a Lagoa se comunica com 0
mar através de um dnico canal, o Jardim de Alah, situado na sua parte sul. Este canal
tem 835 metros de comprimento, largura atual de 9,8 metros e 0,7 metros de
profundidade. E dragado constantemente para evitar seu assoreamento, ja que 0 mar
deposita areia em sua foz.

Em dias de mar agitado e de marés de sizigia a Lagoa Rodrigo de Freitas é capaz
de trocar grande quantidade de aguas com o oceano, fendbmeno que contribui para uma
renovacdo periodica da agua e dos animais que la habitam (BASTOS, 2006;
DOMINGOS et al., 2012).

Os sucessivos aterros que se deram as suas margens diminuiram em cerca de 1/3
a area ocupada pelo espelho d’agua para dar lugar as novas construgdes para ocupagao
humana. Embora as aguas da Lagoa sejam predominantemente salobras, atualmente
constata-se uma influéncia marinha ainda menor do que as registradas no passado. Dois
motivos podem ser estabelecidos para isto: 0 grau de assoreamento mais intenso do
canal, acarretando uma baixa eficiéncia no aporte de agua salgada, e 0 maior aporte de
agua doce proveniente do extravasamento dos rios tributarios em funcdo de uma maior
incidéncia de chuvas na regido e da urbanizacdo da area no entorno eliminando pontos
de infiltracdo das aguas hoje coletadas pela rede de &guas pluviais que desaguam
diretamente na mesma (LOUREIRO et al., 2011).

Uma das mais importantes atividades na Lagoa Rodrigo de Freitas é a pesca
artesanal. Segundo levantamentos realizados em 2003, dentre os pescadores que
praticam este tipo de pesca na lagoa, 34 sdo cadastrados e vinculados a Colénia de
Pescadores (Figura 7) e aproximadamente 80% vive exclusivamente da pesca
(FERREIRA JUNIOR et al., 2003).

Semanalmente sdo capturados, em média, 500 quilos de pescado no inverno e
2.000 quilos de pescado no verdo. A estimativa de captura corresponde a 60 % de tainha
e acaras e 20% de robalete, robalo e siri (FERREIRA, 2006).
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Figura 7 - Colbnia de Pescadores na Lagoa Rodrigo de Freitas

A composigdo ictiofaunistica da Lagoa Rodrigo de Freitas € caracteristica.
Apresenta espécies dulcicolas, marinhas e, principalmente, espécies que toleram uma
grande variacdo do gradiente de salinidade (ANDREATA et al., 2004).

A Lagoa Rodrigo de Freitas é regulamentada como Area de Protecio
Permanente pela Lei Organica do Municipio do Rio de Janeiro conforme artigo 463. A
relevancia de seu estudo consiste no fato dela ser um ponto turistico e de lazer de grande
expressao na estrutura urbana da cidade do Rio de Janeiro, e refletir antigos problemas
de saneamento que ao longo desta ultima década vem se caracterizando por um
substancial aumento de problemas de natureza fisico-ambiental (ALVES et al., 1998).

Uma lagoa é por sua natureza um ecossistema fragil, suscetivel as acdes
naturais, porém nos ultimos séculos a Lagoa Rodrigo de Freitas sofreu uma forte acao
antropogénica, que vem acelerando os processos naturais de degradacdo ambiental da
area (MARCA e ANDREATA, 2001). O crescente processo de urbanizacdo da cidade
do Rio de Janeiro, com constantes despejos de rejeitos dos postos de gasolina e do
Joquei Clube e as ligagdes clandestinas de esgoto “in natura” na rede pluvial durante
décadas sem controle, contribuiram para a deterioracdo do ecossistema e a modificacdo
completa de suas caracteristicas.

Estudos pretéritos na Lagoa Rodrigo de Freitas definiram o estoque de metais na
camada de lama no fundo da lagoa e mostrou que existe uma séria contaminagdo por
metais e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) comparados com valores
internacionais. Os HPA estdo associados a poluicdo por derivados do petroleo,
incluindo 6leos lubrificantes. (LOUREIRO, 2004).
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Também no ano de 2004, a antiga Fundacdo Estadual de Engenharia do Meio
Ambiente - FEEMA (atual INEA), objetivando fazer um levantamento dos postos do
Rio de Janeiro que ainda ndo possuiam licenciamento ambiental, constatou que, dos 12
postos fiscalizados, apenas 05 solicitaram licenciamento ambiental na FEEMA e todos
apresentaram irregularidades em sua estrutura, como combustivel em fase livre (solto no
lencol freético), falta de manutencgdo na caixa separadora de 6leo e agua, possibilitando
0 vazamento de combustivel na rede de aguas pluviais além de problemas de
explosividade (BASTOS, 2006).

A concentracdo de postos nestas areas aumenta ainda mais o risco de
contaminacdo das &guas subterrdneas por compostos aromaéticos, hidrocarbonetos
oxigenados, ions metalicos, microrganismos e compostos nitrogenados (DA SILVA,
2004).

Em um estudo realizado em 2013, FONSECA indicou que o grande acimulo de
matéria organica, principalmente de compostos humicos, é determinante nos processos
geoquimicos atuantes na Lagoa, sendo observada influéncia direta e determinante dos
compostos humicos sobre o fracionamento quimico dos metais.

Estes, principalmente nos casos do Cu, Pb e Zn, se apresentaram aprisionados a
fase organica, tornando-os indisponiveis para as comunidades bacterianas (DA
FONSECA et al., 2013).

Dessa maneira, alteracBes nas condicdes fisico-quimicas no ambiente podem
liberar grande quantidade de metais para assimilagcdo pelos organismos. Tal fato pode
ser observado em um evento de dragagem, onde foi possivel observar a ressuspensao
dos metais e os efeitos causados no ambiente (LOUREIRO et al., 2008).

Em 2012, por meio de novos estudos, LOUREIRO et al. concluiram que as
alteracdes na dinamica da lagoa causadas pela intensa ocupacdo humana na bacia de
drenagem a partir da década de 20, provocaram uma reducdo nos niveis de energia do
sistema e mudancas nas condicdes fisico-quimicas, bem como as atividades
antropogénicas no seu entorno nas camadas sedimentares mais recentes.

Outras alteragdes recentes também modificaram as concentragdes dos metais no
ambiente. A Lagoa apresenta-se poluida por Pb, Cu, Zn e Ni quando comparados com
os valores padronizados pelos Estados Unidos e Canada (LOUREIRO et al., 2012).

Outros estudos realizados na Lagoa Rodrigo de Freitas utilizaram as floragoes
fitoplanctonicas como descritoras de condi¢es antecedentes aos eventos de mortandade

de peixes, evento muito comum neste ambiente aquéatico. Este estudo aponta uma
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construcdo de um sistema de alerta para o risco de acidentes com a ictiofauna,
juntamente com outras varidveis descritoras da qualidade da dgua (GUPTA et al., 2003;
ZHANG et al., 2009; DOMINGOS et al., 2012) em seu estudo com microcistinas
(MCs), hepatotoxinas produzidas por cianobactérias, consideraram a exposi¢ao a esse
contaminante como um grave risco tanto para a saude dos animais quanto para a satde
de seres humanos, que podem ingerir este alimento contaminado (RODGER et al.,
1994; WOOD et al., 2009; BERRY et al., 2011)

Em 2013, um estudo realizado por DA FONSECA et al. indicou o
fracionamento dos metais nos sedimentos da Lagoa Rodrigo de Freitas assim como
identificou a influéncia da matéria orgénica na dindmica de particéo.

De acordo com os resultados, as analises indicaram a matéria organica como um
importante agente ligante. Caracteristicas peculiares como sedimentos redutores, altas
concentracdes de metais e granulometria fina transformaram este ecossistema em um
depdsito efetivo de metais, onde os mesmos ndo se apresentam em fracdes facilmente
remobilizaveis (DA FONSECA et al., 2013).

3.2 - Espécie estudada

A espécie Geophagus brasiliensis (Figura 8), popularmente conhecida como
acara, cara ou papa-terra, faz parte da familia Cichlidae, um dos maiores grupos de
peixes teledsteos, compreendendo mais de 1.400 espécies (BENINCA, 2006).

Os ciclideos sdo onivoros e possuem habitos muito diversificados. A dieta
diversificada composta predominantemente por vegetais, detritos, sedimentos,
invertebrados aquéticos, larvas de inseto e escamas de peixe, caracteriza um
forrageamento diversificado de G. brasiliensis sobre recursos alimentares bentdnicos
(ABELHA e GOULART, 2004)
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Figura 8 — Espécime de Geophagus brasiliensis, Lagoa Rodrigo de Freitas,

2014.

A distribuicdo natural da espécie Geophagus brasiliensis esta restrita a América
do Sul, América Central, Africa e india (LOWE-MCCONNELL, 1975; KULLANDER,
2003).

No Brasil é uma das espécies mais comuns, estando distribuida desde a costa
leste & costa sul do pais. E bem adaptada ao clima tropical, possui elevada capacidade de
adaptacdo a ambientes Iénticos e elevadas abundancias em lagos e reservatorios do
Estado do Rio de Janeiro. E um peixe de pequeno porte atingindo uma média de 25 cm,
podendo ser considerado adulto a partir dos 18 cm de comprimento (ROLLA et al.,
2003; HAUSER-DAVIS, 2008).

Geophagus brasiliensis ndo € uma espécie migradora, sua fecundacao é externa
e a desova parcelada, ocorrendo ao longo de varios meses do ano (FERREIRA, 2013).
O periodo reprodutivo € marcado pela formacdo de casais que constroem ninhos e
depositam os ovos fertilizados sobre o substrato e se da entre o final do verdo e inicio do
outono (KULLANDER, 2003).

Sua classificagdo taxondmica é dada por:

Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Osteichtyes
Subclasse Actinopterygii
Subdivisdo Teleostei
Ordem Perciformes
Familia Cichlidae
Género Geophagus Heckel, 1840

Espécie Geophagus brasiliensis Quoy e Gaimard, 1824
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A espécie Geophagus brasiliensis é considerada por alguns autores como um
6timo modelo para estudar os danos causados pelo efeito dos poluentes constantemente
encontrados em ambientes aquaticos. A utilizacdo da espécie como bioindicadora de
efeitos dos contaminantes ambientais é explicada pelas suas caracteristicas biologicas,
como por exemplo, o fato desta espécie ndo ser migratoria, podendo caracterizar bem a
contaminacdo de seu habitat, por ser uma espécie endémica, de facil captura,
comercializado para consumo humano, além de levar em conta sua alimentacdo
constituida também por sedimento, onde muitas substancias quimicas se depositam
(BENINCA, 2006).

Segundo estudos anteriores, 0 peixe acara estd entre 0s mais numerosos das
espécies de consumo encontrada no rio Paraiba do Sul, no trecho fluminense (ARAUJO
et al., 2001). De acordo com o exemplo abaixo da Figura 9, ndo é dificil encontrar seu

comércio em bares e restaurantes.

Use Visa
d‘a Rede.

Figura 9 — Fotografia demonstrando o consumo da espécie Geophagus brasiliensis em
restaurante de Niteroi — RJ (Acervo pessoal - Sylvia Nogueira)

Desta forma, a espécie Geophagus brasiliensis foi escolhida como biomonitor

para este estudo devido ao seu endemismo e abundéancia, o que proporciona uma facil
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captura além de levar em conta sua alimentacdo constituida também por sedimento,
onde muitos contaminantes se depositam.

Outros fatores relevantes para a escolha da espécie foram o seu consumo pela
populacdo, sendo caracterizada como uma espécie de importancia econdmica, a
facilidade de manipulacdo em laboratorio quanto a visualizacdo e retirada dos 6rgaos
necessarios para o estudo além da presenca da vesicula biliar. Ressalta-se que nem todas

as espécies de peixes possuem esta estrutura.

3.3 - Coleta e disseccao dos peixes

Os peixes foram capturados através de redes de arrasto, imediatamente
acondicionados em isopores contendo gelo e levados, ainda vivos, para o laboratorio na
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro — PUC-Rio. As coletas foram
realizadas nos dias 18 de Margo de 2014 (coleta de verdo/N=17) e 11 de Setembro de
2014 (coleta de inverno/N=20).

A espécie foi identificada de acordo com a literatura especializada
(FIGUEIREDO e MENEZES, 1978; CARVALHO-FILHO, 1999; NELSON, 2006) e
correlacionada ao sitio Fishbase (www.fishbase.org.br) que possui informagdes
acuradas e completas extraidas de artigos cientificos, sendo muito utilizado nas
identificacOes taxondmicas de inUmeros trabalhos.

Ap6bs identificacdo, foi realizada a pesagem e a medicdo do comprimento total dos
individuos coletados (que corresponde a distancia da ponta do focinho até a maior
extremidade da nadadeira caudal). Através destas medidas é possivel calcular o indice
Hepatossomatico (IHS) e o Fator de Condicéo dos peixes, descritos na proxima secao.
As medidas foram realizadas com o auxilio de um ictibmetro calibrado pela Rede
Brasileira de Calibracdo (RBC). Para a pesagem foi utilizada uma balanca analitica
(MARTE®) também calibrada de acordo com a RBC.

Quando possivel, foi realizada a sexagem dos exemplares, utilizando a escala a
seguir, descrita por VAZZOLER (1981), para identificar os estagios de maturacao
gonadal dos peixes capturados:

a) Imaturo: os ovarios sdo muito pequenos, filamentosos, transltcidos e sem
sinal de vascularizagéo; ndo se observam ovocitos a olho nu. Os testiculos também se

encontram reduzidos, filamentosos e com posic¢do semelhante & dos ovarios;
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b) Em maturacéo: os ovarios se tornam maiores, ocupando de 1/3 a 2/3 da
cavidade abdominal, intensamente vascularizados. A olho nu observa-se ovdcitos
opacos, pequenos e médios. Os testiculos também se apresentam desenvolvidos, com
forma lobulada.

c) Maduro: os ovarios aparecem tdrgidos, ocupam de 2/3 a praticamente toda a
cavidade abdominal, sendo visivel um grande nimero de ovdcitos grandes opacos e/ou
translucidos, cuja frequéncia varia de acordo com o grau de maturacdo sexual da
espécie. Os testiculos também aparecem turgidos, ocupando quase que totalmente a
cavidade abdominal.

d) Esvaziado: os ovarios apresentam-se flacidos, com membranas distendidas
de tamanho relativamente grande, mas ndo volumosos, ocupando menos da metade da
cavidade abdominal. Observam-se poucos ovocitos em estado de absorcdo, podendo
formando gldbulos esbranquicados. Ha a presencga de zonas hemorragicas bem visiveis,
com 0s vasos sanguineos dilatados. Os testiculos também se apresentam flacidos, com
aspecto hemorragico.

e) Em repouso: os ovarios se apresentam reduzidos, ocupando cerca de 1/3 da
cavidade abdominal, porém sendo claramente maiores que o0s imaturos. S&o
transllcidos, com fraca vascularizacdo, ndo se observando ovacitos a olho nu.

A retirada dos 6érgdos figado e musculo (Figura 10) foi realizada com o auxilio de
uma tesoura cirargica. Foi realizada uma incisdo na face ventral do individuo iniciada
no poro urogenital e terminada nos rastros branquiais (Figura 10). Os 6rgaos foram
acondicionados em tubos de polipropileno estéreis e congelados em freezer a -20 °C.

Apbs localizar a vesicula biliar (Figura 11), as bilis dos espécimes foram
removidas com o auxilio de seringas de 03 mL, acondicionadas em microtubos estéreis
com capacidade para 02 mL e armazenadas em freezer a -20 °C. O volume de bilis e sua
coloragdo foram anotados para futuras referéncias e discussdes a respeito do status

alimentar dos animais.
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Figura 10 - Pesagem (A) e disseccdo (B) de figado (C) e musculo (D) em espécimes de Geophagus
brasiliensis coletados no presente estudo.

Figura 11— Localizacdo da vesicula biliar em espécime de Geophagus brasiliensis coletado no
presente estudo.
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3.4 - Célculo do Indice Hepatossomatico e Fator de Condic&o

O Indice hepatossomatico (IHS) e o Fator de Condicdo foram calculados de

acordo com Vazzoler (1981), da seguinte forma:

IHS = 100VWVF; onde Ws = peso do figado (g) e W+t = peso total do peixe (9);

T

F. =100 \IZVTs ; onde W+ = peso total do peixe (g) e Lt = comprimento total do peixe

T

(cm).
3.5 - Preparo das amostras para posteriores analises

As amostras de musculo e figado foram liofilizadas por 48 h (Liotop 101,
Liobras, SP, Brasil) e, subsequentemente, maceradas com auxilio de pistilo em cadinho
de porcelana até completa homogeneizacdo. As amostras de bilis foram apenas

congeladas, sem preparos especiais.

3.5.1 - Determinacao de metais

Foram pesados aproximadamente 100 mg de cada amostra seca de amostra de
tecido em tubos de polipropileno estéreis e em seguida foi adicionado 1,0 mL de HNO3
subdestilado.

Os brancos foram preparados em duplicata, apenas com 1,0 mL de HNO;
subdestilado. O Material de Referéncia Certificado (MRC) utilizado foi o0 DORM-4
(Mdasculo de peixe-cdo — Dogfish muscle - National Research Council, Canada).

Foram pesados 250 mg de Dorm-4 em tubos de polipropileno estéreis e
adicionados 2,5 mL de HNOj3 subdestilado. As amostras, os brancos e os MRC foram
deixados em descanso (por aproximadamente 12 horas, overnight) e entdo aquecidos em
bloco digestor durante 4 horas, em sistema fechado a aproximadamente 100 °C, sendo
fiscalizadas de hora em hora, com alivio manual da pressdo por rapida abertura das

tampas no caso de tampas inchadas. Este procedimento evita que a alta pressdo do
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interior dos tubos ocasione 0 rompimento das tampas, com possivel perda de amostra,
prejudicando assim o experimento.

Ap0s as 4 horas, a limpidez das amostras, dos brancos e dos MRC foi avaliada e,
sendo satisfatoria, as amostras e os brancos foram avolumados com 10 mL de agua ultra
pura, (resistividade > 18MQ) e os MRCs avolumados a 25 mL.

A quantificagdo dos metais foi realizada por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Nas determinacgdes realizadas, utilizou-se
ICP-MS ELAN DRC Il (Perkin-Elmer Sciex, Norwalk, CT, USA). Durante a analise,
1932 foi utilizado como padrdo interno em concentragdo de 20 ug L™

Resumidamente, o funcionamento do ICP-MS é baseado em seis etapas: a
solucdo € levada através de capilares com o auxilio de uma bomba peristaltica para um
nebulizador, garantindo que o fluxo seja continuo. Dentro da cdmara de nebulizacdo as
particulas sofrem processo de separacdo por tamanho da goticula formada. Seguindo o
processo, a amostra passa pelo injetor onde sofre a vaporizacgao e logo em seguida entra
no plasma onde sdo levadas a forma monovalente, aceleradas e selecionadas de acordo
com a razao carga massa de cada isotopo. A deteccdo se da de acordo com o principio

foto multiplicador com diferenca de potencial.

As condic¢des instrumentais do ICP-MS estdo descritas a seguir na Tabela 1.

Tabela 1 - CondigGes instrumentais do ICP-MS
Poténcia 1.100 W

Vazio de gés principal 15,0 L min™

Vazdo de gas auxiliar 1,0 L min™

Vaz#o de gas carreador 0,98 L min™
27A|,51V,53CI‘,57F8,59C0,60Ni,GSCU,

Is6topos monitorados 6520 75As 20, Cd, 2PHg 2 Pb

3.5.2 - Extracao e quantificacdo de metalotioneinas

As MTs foram extraidas de acordo com o procedimento de extracdo térmica de
ERK, IVANKOVIC et al. (2002), onde aproximadamente 50 mg de amostra de tecido
foram pesadas e homogeneizadas em aproximados 500 pL de solugdo tampéo contendo
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Tris-HCI 20 mmol L™ pH 8,6, fenil-metil-sulfonil-fluoreto como inibidor de proteases a
5 mmol L™ e B-mercaptoetanol como agente redutor a 0,01 %.

As amostras foram centrifugadas a 20.000 x g em uma centrifuga refrigerada
modelo Mikro 220 R (Hettich, Alemanha) durante 60 min a 4 °C. Os sobrenadantes
foram ent&o removidos e transferidos para outros microtubos previamente nomeados e
estes aquecidos em banho-maria termostatizado (Kacil, S&o Paulo, Brasil) a
aproximadamente 70 °C durante 10 min. As amostras foram novamente centrifugadas a
20.000 x g (desta vez durante 30 min) e, apds a segunda centrifugacéo, os sobrenadantes
finais contendo as MT foram finalmente separados e as amostras congeladas a -20 °C
para analise.

A quantificacdo da MT foi realizada através do método espectrofotométrico
utilizando a reacdo de Ellman: foram utilizadas 50 puL das amostras contendo as
metalotioneinas provenientes da extra¢do térmica, tratadas com 50 pL de solucdo de
HCI 1 mol L™ contendo EDTA 4 mmol L™

Em seguida adicionou-se 1400 pL da solucdo de NaCl 0,2 mol L™ contendo
0,43 mmol L*de &cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico tamponado com 0,2 mol L™ de
fosfato de sodio, pH 8,0. As amostras foram incubadas no escuro por 30 minutos e as
absorvancias das amostras foram lidas em microcubetas de quartzo em um
espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer), a 412 nm (ELLMAN, 1959) .

Para estimar as concentrac6es de MT foi utilizada uma curva analitica plotada
com GSH como padrdo externo, pois embora este método mensure os tidis &cidos
soluveis, a glutationa representa mais de 90 % dos grupos tiois reativos, podendo ser
considerado um padrdo adequado. De acordo com a descricdo de KAGI (1991) os niveis

de MT foram estimados assumindo a relacdo de 1 mol MT = 20 mol GSH.

3.5.3 - Extracéo e quantificacdo de GSH

A extracdo de GSH foi realizada seguindo o protocolo de BEUTLER (1975)
com modificagbes por WILHELM-FILHO e TORRES (2005), no qual
aproximadamente 50 mg de amostra de tecido foi homogeneizada em aproximados 500
uL de solucéo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™ pH 7,0 contendo sacarose 0,25 mol
L™ em meio inerte (nitrogénio 99,9 %).
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Logo a seguir as amostras foram centrifugadas a 11.000 x g em centrifuga
refrigerada modelo Mikro 220 R (Hettich, Alemanha) por 30 min a 4 °C. Os
sobrenadantes foram entdo removidos e transferidos para microtubos estéreis
previamente nomeados e tratados com DTNB 0,1 mol L™ em solucéo tamp&o fosfato de
sodio pH 8,0 a uma razédo de 1:1.

As amostras foram incubadas no escuro durante 15 min e suas absorvancias
foram lidas em cubetas de quartzo em um espectrofotdometro UV-VIS (Lambda 35,
Perkin Elmer) a 412 nm. As concentracdes de GSH foram estimadas usando uma curva

analitica plotada com GSH como padrao externo.
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Figura 12 — Fluxograma das etapas experimentais do presente estudo.
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3.6 — Analises estatisticas

O teste W de Shapiro-Wilkes foi utilizado na verificacdo da normalidade dos
dados. Apos verificacdo da ndo-normalidade dos dados, resolveu-se normaliza-los pela
média do comprimento dos peixes de cada coleta, com a finalidade de inviabilizar
possiveis influéncias devido a diferencas de tamanho e peso dos individuos. Apos a
normalizacdo, testes paramétricos puderam entdo ser aplicados.

Para verificar a existéncia de correlacdo entre os pardmetros investigados nos
diferentes 6rgdos levando em conta a sazonalidade foi utilizado o Teste de Correlagédo
de Pearson.

O teste ANOVA foi utilizado para verificar eventuais diferengas significativas
entre os parametros nos diferentes 6rgaos levando também em conta a sazonalidade. O
nivel de significancia aceito foi de p < 0,05 e as anélises foram realizadas com auxilio
do software Statistica 7.0 (Statsoft) e Microsoft Excel para Windows. Para as analises
multivariadas, foi realizado o teste de Mann-Whitney para este fim.

Analises multivariadas também foram conduzidas, em parceria com a Dra.
Isabella Bordon, da UNESP. Para investigacdo de dados relativos ao estresse oxidativo,
realizou-se uma analise discriminante candnica. Os dados foram normalizados por Z
score e todos os tecidos separados por estacdo foram analisados. Foram consideradas
representativas funcdes com autovalor > 1 e variancia individual > 10%. Os grupos
centréides foram plotados usando as fungdes discriminantes canénicas, e cada circulo
indica as elipses de confianca de 95 %.

Para investigacdo dos dados de MT por tecido e estacdo, realizou-se uma analise
de componentes principais para agrupamento por correlacdo e, posteriormente, por
Cluster (distancia euclidiana pelo método de Ward) para confirmacdo dos grupamentos

por dissimilaridade. Neste caso, os dados também foram normalizados por Z score.

48



4 — Resultados e discussao

4.1 — Analises morfomeétricas

No verdo, a maioria dos individuos de Geophagus brasiliensis apresentava-se em
estagio sexual imaturo. No inverno, a maioria das fémeas identificadas encontrava-se
ovada.

Observa-se na Figura 13 que as médias de peso e comprimento dos individuos
foram estatisticamente diferentes (p<0,05), apresentando-se menores no verdo (N=17)
em relacdo ao inverno (N=20). Devido a essa diferenca, todos os dados foram
normalizados pela média do comprimento dos peixes de cada coleta, com a finalidade

de inviabilizar possiveis influéncias quanto ao tamanho e peso dos individuos.
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Figura 13 - Dados biométricos de (A) peso (g) e (B) comprimento (cm) dos individuos de Geophagus
brasiliensis por estacdo de coleta (verdo N=17, inverno N=20). Dados apresentados como média * desvio

padréo.

Os Acaras, assim como as Tilapias, se reproduzem muito rapidamente durante
todo o ano. De um modo geral os machos crescem mais rapido do que as fémeas e até
aproximadamente 0s cinco meses de vida ainda ndo atingiram idade de maturacdo
sexual (JUNIOR et al., 2011).

Este periodo de crescimento corrobora com os resultados obtidos no presente
estudo quanto aos exemplares coletados na estacdo de verdo se apresentarem ainda em
estado sexual imaturo, ndo sendo viavel sua identificacdo. De acordo com BARBIERI
(1974) a maturacdo sexual de G. brasiliensis € atingida por volta 01 (um) ano nos

machos e 1,5 ano nas fémeas.
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Trabalhos mais recentes indicam que G. brasiliensis atinge tamanho méximo de
aproximadamente 25cm (Fonseca et al., 2013), apresentando dimorfismo sexual entre
0S Sexo0s e machos com tamanho maior que as fémeas.

No presente estudo, as fémeas ovadas na estacdo de inverno corroboram com
esta afirmacéo, j& que a média de tamanho é proxima ao de 25 cm citado como sendo o

tamanho de adultos desta espécie.

4.2 — Metais

Os resultados de metais encontrados nas bilis dos espécimes de Geophagus
brasiliensis coletados no presente estudo estao apresentados na Figura 14.

Observa-se que os metais Co, Ni, Cd, Hg e Pb apresentaram maiores
concentracdes na estagdo de verdo; os metais V, Cr e Cu apresentaram concentragoes
semelhantes nas duas estacdes, enquanto que os metais Al e Fe predominaram na

estacao de inverno.
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Figura 14 —Niveis de metais presentes nas bilis dos espécimes de Geophagus brasiliensis
coletados nos periodos de verdo (N=17) e inverno (N=20) do presente estudo. Lagoa Rodrigo de Freitas -
RJ, 2014.

A maioria dos elementos determinados nos figados dos espécimes coletados
apresentaram concentracfes mais elevadas na estacdo de inverno, com excecdo dos

metais Al, Cu, Hg e Pb (Figura 15). Foram observadas diferengas estatisticamente
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significativas entre os metais: V, Cr, Co, Ni, Zn, As, Se, Hg e Pb, sendo o Ni o metal de

concentragcdo mais elevada no periodo de inverno e o Pb no periodo de verao.

1000% 1M CHCH M ovedo
@ Inverno
80% -
o
S
g 60% -
Q
s 40%
o
[1+]
o
L 20% A
X
O% LV Ly LV LV LV Ly LV LV LV LV LV ¥V V.-
Al V Cr Fe Co Ni Cu Zn As Se Cd Hg Pb

Figura 15 - Niveis de metais presentes nos figados dos espécimes de Geophagus brasiliensis coletados
nos periodos de verdo (N=17) e inverno (N=20) do presente estudo. Lagoa Rodrigo de Freitas - RJ, 2014.

No mdasculo, a Figura 16 mostra que as maiores concentracfes médias dos
metais foram encontradas nos metais Al, V, Cr, Co, Ni, Cd, Hg e Pb, foram encontradas

em espécimes coletados durante a estacdo de verdo.
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Figura 16 - Niveis de metais presentes nos musculos dos espécimes de Geophagus brasiliensis coletados
nos periodos de verdo (N=17) e inverno (N=20) do presente estudo. Lagoa Rodrigo de Freitas - RJ, 2014.
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Para esta matriz, foram verificadas diferencgas estatisticamente significativas entre
verdo e inverno para os metais Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As e Hg. Sendo o Fe o metal de
maior concentracdo no periodo de inverno e 0s metais Cd e Pb os metais de maiores
concentragdes no periodo de verdo.

Os metais deixam rastros de degradacdo causando efeitos residuais no ambiente,
pelo seu actimulo gradual ou pelo continuo estresse exercido pelo poluente. E
importante salientar que uma pequena quantidade que permane¢a no ambiente aquatico
pode causar efeitos subletais, como diminuicdo no crescimento e desenvolvimento das
espécies, além de provocarem alteragdes na reproducdo e no comportamento,
comprometendo o ecossistema da area afetada (NRC, 2003).

Comparando as matrizes figado e musculo, verifica-se que V, Cr, Co, Ni, Cd e
Se foram maiores no inverno no figado e no verdo no masculo, enquanto o As, Hg, Pb e
Al foram maiores no verdo para ambos os tecidos. Cd e Se foram maiores no inverno no
figado e no verdo no masculo. Ambos Fe e Zn foram maiores no inverno em ambos 0s
tecidos, e Cu foram maiores no verdo no figado e no inverno no masculo.

Conforme a Figura 17, de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), o més de Setembro do ano de 2013 apresentou chuvas escassas, com
precipitacdo mensal em torno de 50 mm, enquanto Margo apresentou o segundo maior
indice pluviométrico do ano de 2014, em torno de 80 mm.

Os indices pluviométricos podem ter intima relacdo com os valores baixos
encontrados no inverno e elevados encontrados no verdo para alguns metais, embora
diversos estudos citem motivos completamente opostos: No caso do verao, cita-se que,
em decorréncia do maior volume de agua das chuvas e revolvimento dos sedimentos,
ocorre a remobilizacdo e disponibilizacdo de contaminantes presentes destes sedimento
para a coluna d’agua, além de maior lixiviagdo, transferindo contaminantes em maiores
quantidades para corpos d’agua, acrescidos de concentragcbes de contaminantes na
chuva em si.

Estes fatos resultariam em aumentos nos niveis de metais na area de estudo
(CALMANO et al., 1994; SAULNIER e MUCCI, 2000; KALNEJAIS et al., 2007). No
Brasil, as chuvas que ocorrem durante a epoca do verdo sdo em geral muito intensas,
com pingos grossos e pesados, o que poderia de fato causar este revolvimento e
subsequente remobilizacdo de contaminantes presentes no sedimento para a coluna

d’4gua.
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Por outro lado, outros estudos citam que o aumento de chuvas acarreta na

diluicdo de contaminantes presentes na agua, com consequente redugdo dos niveis

destes nos organismos (Szefer et al., 2004). Ja no caso do inverno, estudos geralmente

relacionam niveis mais altos de metais com o efeito de concentracdo dos elementos nos

corpos d’agua devido as escassas chuvas nesta época.

No presente estudo, os niveis de diversos metais variaram entre verdo e inverno,

ndo sendo possivel obter uma relacdo direta dos niveis destes contaminantes nos

musculos dos individuos de G. brasiliensis. Assim, futuros estudos devem também

levar em consideracdo os niveis de metais na dgua do ambiente, que deve ser coletada

ao mesmo tempo que 0s peixes, para possibilitar a inferéncia de relagdes deste tipo,

entre os indices pluviométricos e os metais bioacumulados nos organismos.
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Figura 17 — Indices Pluviométricos para os anos de 2013 e 2014 para o estado do Rio de Janeiro

(Fonte: INMET).
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4.3 — Metalotioneina

Os resultados referentes a MT encontram-se apresentados na Figural8.

Verificou-se que a distribuicdo de concentracdes seguiu a ordem bilis => figado
=> musculo. Em ambas as esta¢fes, 0 musculo foi a matriz que apresentou as maiores
concentracdes de MT.

Tal resultado pode estar relacionado a deficiéncia dos peixes em realizar a total
destoxificacdo dos metais devido, possivelmente, aos altos niveis de contaminantes
presentes no ambiente. Dessa forma, é provavel que os peixes estejam realizando uma
rota de destoxificacdo ndo-eficiente, ocasionando o acimulo dos metais no musculo.
Esta possibilidade é de grande relevancia, tendo em vista que o musculo é o tecido dos

peixes de principal consumo humano.
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Figura 18 — Concentrac@es dos niveis de metalotioneina (MT) presentes no figado, masculo e na bilis dos
espécimes de Geophagus brasiliensis coletados nos periodos de verdo (N=17) e inverno (N=20) do
presente estudo. Dados apresentados como média + desvio padréo.

No verdo, foi verificada diferenca significativa entre as concentragdes de MT
das bilis em relagdo ao figado. Conforme esperado, os niveis de MT nas bilis foram
inferiores aos niveis quantificados no figado. Isto deve-se ao fato da bilis ser uma matriz
de maior “rotatividade” no organismo do peixe, pois, ao se alimentar, o peixe introduz

agua em sua vesicula biliar, diluindo constantemente seu contetudo enquanto que, no
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figado, ocorre efetivamente a metabolizacdo dos xenobioticos, estando refletido neste
6rgdo um maior tempo de exposi¢do em relacdo a bilis.

Os resultados encontrados para figado indicam o esperado: uma maior
concentracdo neste 6rgdo em relacdo as concentracdes encontradas na bilis. Poucas sdo
as referéncias acerca desta relagdo entre os niveis de MT presente nestas duas matrizes
(bilis e figado) porém, HAUSER-DAVIS (2014) em seu estudo analisou til&pias
(Oreochromis Niloticus) expostas a concentragdes sub-letais de cobre (2 mg L™) em
ambiente de laboratério e em grupo controle apresentando concentracdes de MT cerca
de 250 vezes maiores no figado em relacdo as concentra¢fes encontradas na bilis.

Os resultados encontrados, tanto em HAUSER-DAVIS quanto no presente
estudo reforcam a ideia de que o figado, por ser um érgdo metabolicamente ativo e
efetivamente responsavel pela destoxificagdo do organismo, acumula a MT com taxas
de desintoxicacdo mais lenta do que a bilis. Reforca também a idéia de que a MT seja a
via de desintoxicacdo mais eficiente devido a forma dindmica em que ocorre a excre¢ao.

Também foram observadas diferencas significativas entre as concentracdes de
MT na bilis em relacdo a quantificacdo de MT encontrada no musculo. A presenca de
niveis elevados de no masculo MT, aliados a presenca de diversos metais em
quantidades maiores que no figado e na bilis, indica ndo somente a falta de sucesso da
destoxificacdo por meio das principais vias de destoxificacdo (bilis e figado), como

também o acimulo destes contaminantes no principal 6rgdo de consumo humano.

4.4 — Glutationa reduzida

Os resultados referentes a GSH encontram-se apresentados na Figura 19.

Verificou-se que as concentracGes em figado foram maiores que no masculo em
ambas as estacOes: verdo e inverno; Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa para este 6rgdo, sendo esta diferenca observada apenas nos musculos.
Novamente, devido ao volume de amostra ser insuficiente, ndo foi possivel quantificar a
GSH na matriz bilis.
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Figura 19 — Concentrac@es dos niveis de glutationa (GSH) presentes no figado e no madsculo dos

espécimes de Geophagus brasiliensis coletados nos periodos de verdo (N=17) e inverno (N=20) do

presente estudo. Dados apresentados como média + desvio padréo.

Estes resultados indicam efeitos mais altos contra o estresse oxidativo no figado,
como esperado, por este ser um 6érgdo metabolicamente ativo. Diversos estudos indicam
que esta proteina apresenta papel significativo no combate ao estresse oxidativo em
peixes, como por exemplo o estudo por Viarengo et al. (1997) em seu estudo sobre os
efeitos de metais (Cu?*, Hg* e CHsHg") em figados da espécie Dicentrarchus Lubrax,
sugerindo a eficicia da proteina GSH no combate ao estresse oxidativo.

No caso desse estudo, a GSH foi eficiente na restauracao de atividade enzimatica
de certas enzimas do figado, reforcando a visdo de que este composto pode representar a
primeira linha de defesa celular contra uma possivel contaminacdo por metais aguda.
No presente estudo, as correlagBes estatisticas encontradas, discutidas mais adiante,
corroboram ainda que esta proteina € uma importante defesa contra a citotoxicidade de

metais e ametais em G. brasiliensis.

4.5 — Caracterizacdo do status alimentar através da analise das cores
de bilis

Ainda sdo poucos os estudos relacionados a determinacdo de metais encontrados
nesta espécie. SILVANO (2003) verificou concentracdes de Cr, Mn, Ni, Zn e Fe em
musculo e figado de Geophagus brasiliensis (acara) da Lagoa Azul, em Siderdpolis
(SC). Estes metais, exceto o Fe, apresentaram maior concentracdo no figado em ambas
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as espécies, indicando que os peixes deste local apresentaram destoxificacdo eficiente
de metais em geral.

Ja no estudo realizado por FABRICIANO (2006), analisando G. brasiliensis de
4 locais de Piracicaba (MG), foram observados valores semelhantes aos do presente
estudo para Cr, Zn, As e Hg em musculo. Infelizmente, o autor deste trabalho nédo
apresentou os resultados como média + desvio padrdo, apenas como média, com uma
certa variancia, ou entdo apenas pontos que ndo estdo claros se sdo Unicos ou médias ,
ou se estdo apresentados com desvio padrdo ou variancia. Portanto ndo foi possivel
realizar comparacgdes adequadas com outros locais com esta mesma espécie.

A eliminacdo do contaminante do organismo pode ocorrer por diversas formas,
sendo a principal a biotransformacéo e excrecdo do corpo através de reacdes ocorridas
no figado. Quando ndo ocorre a destoxificacdo rapida e eficiente para determinado
metal, este se acumula no muasculo, 6rgdo metabolicamente menos ativo. Dessa forma,
como houve acimulo de diversos metais no musculo dos individuos amostrados no
presente estudo, a rota de destoxificacdo ndo esta sendo eficiente. Os mecanismos
bioquimicos e biomarcadores indicativos desta destoxificacdo estdo discutidos na
proxima secao.

As porcentagens e a quantidade de amostras de bilis classificadas estdo dispostas
na Tabela 2. Verifica-se que mais individuos em ambas as estacdes apresentaram bilis
de cor verde escura, seguida de verde clara no verdo e amarela no inverno (dois e um

individuo, respectivamente).

Tabela 2 — Porcentagem e quantidade de amostras de bilis classificadas de acordo com a escala de cor

determinada no presente estudo.

Cor Verao Inverno Total

Verde Escura 88,23 % (15/17) 95% (19/20) 91,89 % (34/37)
Verde Clara 11,76 % (02/17) - 5,4 % (2/37)

Amarela - 5% (01/20) 2,7 % (1/37)

A andlise da coloracao das bilis seguiu o padréo exemplificado na Figura 20.
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BILIS

Figura 20 — Esquema de coloragdo das bilis de Geophagus brasiliensis coletadas nos periodos de verdo
(N=17) e inverno (N=20) do presente estudo.

Diversos autores vém utilizando a coloracdo das bilis de peixes como um
importante fator de anélise correlacionando o status alimentar dos espécimes com as
concentracdes de xenobioticos presentes neste fluido (KUBITZA, 1999). No presente
trabalho, a maior parte das amostras de bilis coletadas e quantificadas foi englobada no
mesmo grupamento de cor (verde escura), apresentando status alimentar semelhante.
Ainda segundo KUBITZA (1999) e conforme destacado na Figura 20, quando o peixe
estd em seu estado saudavel, a vesicula biliar apresenta-se pequena e com liquido de cor
amarelada; Nos peixes que ndo se alimentaram recentemente, a vesicula biliar fica cheia
e geralmente de cor verde escura, e a bilis apresenta-se mais concentrada e com maiores
concentracdes de xenobioticos.

Um fator adicional a relacdo de coloracédo e tempo de jejum é a dilui¢do sofrida a
medida que o peixe se alimenta, uma vez que a entrada de agua durante o processo de
alimentacdo e a consequente diluicdo da bilis s6 serd possivel em individuos que
estejam se alimentando regularmente. Dessa forma, a diluicdo durante o ato da
alimentacdo é um fator que merece deve ser levado em consideracdo ao relacionar a
coloracdo do liquido da vesicula biliar com concentracfes de xenobioticos.

Conforme a Tabela 3, trés individuos apresentaram status alimentares diferentes
da maioria. O individuo Acara 02, coletado durante a campanha de inverno apresentou
coloragdo biliar amarela, e os individuos Acara 03 e 05, coletados durante a campanha
de verdo, apresentaram coloracéao verde clara.

Dentre os resultados para metais e MT obtidos para os individuos com coloragédo
Amarela (02-Inv) e Verde clara (05-Ver), dados interessantes foram observados. As
concentracdes dos metais Al, V, Cr, Fe, Ni, Zn, Hg e Pb apresentaram-se acima dos

valores médios, as vezes estando acima das concentragGes encontradas nos individuos
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de coloragéo verde escura, cujas concentracdes esperadas, de acordo com a bibliografia,
seriam mais elevadas.

A questdo a ser respondida € se este resultado pode estar indicando um ambiente
altamente impactado onde, mesmo peixes com fluido biliar recente, estdo acumulando
altas concentracdes de xenobioticos. Tal observacdo deve ser levada em consideracdo
em futuros estudos. No presente estudo, porém, estes dados foram incluidos em todas as
analises estatisticas por estarem em numero muito baixo, insuficiente para analise

estatistica diferenciada.

Tabela 3 — Tabela indicativa dos individuos com concentragGes acima dos niveis médios para metais e
MT dos espécimes de G. brasiliensis com bilis mais diluida, de acordo com a escala de cor determinada

no presente estudo.

Amarela (2-Inv) Verde clara (3-Ver)  Verde clara (5-Ver)

Al -

V - -

Cr -

Fe - -
Co - - -
Ni - -
Cu - - -
Zn -

As - - -
Se - - -
Cd - - -
Hg - -

Pb - -
MT - - -

4.6 — Fator de Condic&o e Indice Hepatossomatico

A Figura 21 demonstra ao valores do FC e do IHS.
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Figura 21 — FC e IHS dos espécimes de Geophagus brasiliensis coletados nos periodos de verdo (N=17) e

inverno (N=20) deste estudo. Dados apresentados como média + desvio padréo.

Conforme demonstrado na figura, os valores do FC e do IHS se apresentaram
significativamente diferentes (p<0,05), sendo superiores no verdo em relacdo aos
valores encontrados no periodo do inverno. A diferenca entre os valores de FC foi maior
do que a diferenca observada para o IHS.

Diversos estudos relatam um fator de condicdo mais baixo onde existe
contaminacdo por metais (LAFLAMME et al., 2000; EASTWOOD e COUTURE 2002;
Rajotte et al. 2003) enquanto outros reportam que um aumento no fator de condicéo &,
as vezes, indicativo de efeitos toxicos (FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2006).

Existem porém, muitas divergéncias a respeito da relacdo entre o FC e efeitos de
poluentes. Dethloff e colaboradores (2001) ndo encontraram em seu estudo diferencas
significativas entre o FC e a contaminagdo por Cu em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), assim como no estudo apresentado por Lohner e colaboradores (2001) em
Lepomis sp., onde, apesar das grandes diferencas nos niveis de Cd, Cr e Se em figado e
dos niveis de Se superiores aos niveis de limite de toxicidade em efluentes contendo
cinzas de carvao nos Estados Unidos, a relagdo com o FC ndo apresentou-se de forma
significativa, indicando que os niveis ambientais e os padrGes de qualidade do meio
ambiente ndo seriam suficientes como uma ferramenta para a protecdo da vida aquatica
(Bervoets e Blust, 2003).

Em contrapartida HAUSER-DAVIS (2012) encontrou distin¢do entre o FC de
peixes de em areas impactadas e ndo impactadas; Os peixes dos locais impactados por

metais apresentaram FC inferior aos peixes de locais menos contaminados, portanto
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menos impactados, apresentaram valores reduzidos. O estudo indica que a populagido
com os valores de FC inferiores estdo em pior condigdo. Isto é consistente com outros
estudos que relacionam os niveis de metais no ambiente e tecidos de peixes com o FC
(CLEMENTS e REES, 1997; LAFLAMME et al., 2000; EASTWOOD ¢ COUTURE,
2002).

Com relacdo ao IHS, BARBER et al (2007) em seu experimento com peixes
expostos a substancias toxicas, observou significativo aumento dos valores de IHS
refletindo o stress quimico sofrido pelo peixe exposto a este tipo de substancia.

Vaérios estudos evidenciam que este parametro pode ser um Gtil como indicador
de contaminacdo ambiental por meio de aumentos significativos nos seus valores e
devido a modificacdes metabdlicas induzidas por exposi¢cdo cronica a metais, inclusive
com relatos de figados de tamanho aumentado e repetida presenca de nédulos e tumores
em locais contaminados por estes contaminantes (NORRIS et al., 2000).

Em contrapartida, menores valores de IHS em regiGes com altas concentragdes
de toxinas também ja foram relacionados com a salde hepatica dos peixes (CALADO,
2015). Desta forma, fica claro que a literatura apresenta relatos discrepantes, pois ainda
ha outros estudos que evidenciam que os valores de IHS de peixes expostos a metais
ndo sdo diferentes de valores de grupos ndo-expostos (MARTIN e BLACK, 1996;
EASTWOOD e COUTURE, 2002).

No presente estudo, o local de estudo foi apenas um, portanto ndo ha como
realizar comparacdes com locais diferentes com esta mesma espécie com relacdo a
presenca de graus diferenciados de metais no ambiente, pois inclusive sdo poucos os
estudos conduzidos com G. brasiliensis. Porém, as diversas correlacdes estatisticas
observadas do FC e do IHS com os metais indicam relac@es diretas e efeitos dos metais
nestes parametros, discutidos na proxima secdo, corroborando com diversos estudos que
indicam efeitos de metais em parametros morfométricos de diferentes espécies de
peixes.

Outras divergéncias, neste caso, com relacdo ao metabolismo dos individuos,
ndo referentes & presenca de contaminantes, sdo encontradas em estudos com outras
especies, em relacdo ao FC e IHS.

QUEROL e colaboradores (2002), por exemplo, constataram uma variacdo do
FC associada ao periodo de reproducdo assim como DAGA e colaboradores
(2010)consideram que fatores abidticos como o aumento da temperatura da agua, da

condutividade elétrica e instabilidades hidrologicas exercem influéncia na atividade
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reprodutiva de Geophagus brasiliensis podendo afetar adversamente a reproducéo dos
peixes.

No estudo de BARBIERI (1989) os peixes apresentaram melhores condic6es
alimentares no periodo que antecede a reproducdo, sem contudo, diminuir atividade
neste periodo e os valores de IHS diminuem logo ap6s o periodo de reproducdo o que
pode indicar uma possivel relacdo de acimulo de reservas energéticas para este periodo
além do FC ser considerado um bom indicador de periodo de desova.

Ja resultados obtidos para L. platymetopon, em Uruguaiana (QUEROL et al.,
2002), onde os resultados indicam que o IHS pode estar relacionado com o acimulo de
reservas energéticas para o periodo de inverno sdo semelhantes aos encontrados por
AGOSTINHO et al. (1990), que também sugere a mobilizacdo das reservas energéticas
para a reprodugdo.

No presente estudo a reproducdo ndo esta bem delimitada porém, os espécimes
coletados na campanha durante o verdo encontravam-se jovens e seus indices FC de
IHS elevados em relacdo ao inverno, o que pode estar relacionado com a possivel

mobilizacdo energética para o futuro momento de reproducao.

4.7- Correlacges estatisticas e comparacfes entre matrizes analisadas

4.7.1 - Correlagdes estatisticas nas matrizes analisadas

De acordo com Bryman e Cramer (2011), correlagdes estatisticas sdo muito
fracas quando 0,00 <r <0,19; fracas quando 0,20 <r <0,39; moderadas quando 0,40 <r
<0,69; fortes quando 0,70 <r <0,89; e muito fortes quando 0,90 <r <1,00.

No presente estudo, foram encontradas inimeras correlacfes estatisticamente
significativas (positivas e negativas) entre as proteinas, metais e indices (Tabelas 4 a 8).
O valor “r” entre parénteses refere-se ao coeficiente de correlagdo encontrado entre as

variaveis.
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Tabela 4 — Correlag@es encontradas em figados dos espécimes de G. brasiliensis na estagao de

verdo e seus respectivos valores de “r”” no presente estudo.

MT x Al MT x N1 MT x Zn MT x As
0,42 -0,62 -0,42 -0,41
IHS x Al IHSxV IHS x Cr IHS x Cd
-0,42 0,45 -0,41 -0,51
FCx Cu FCx Cd FC x Pb
-0,54 -0,42 -0,72

FCxMT FC x IHS
-0,51 0,41

Tabela 5 — Correlacbes encontradas em figados dos espécimes de G. brasiliensis na estacdo de

inverno e seus respectivos valores de “r” no presente estudo.

GSH x Pb GSH x MT GSH x IHS GSH x FC
0,52 -0,41 0,60 0,50
FCx Al FCx Cu FCxCd FCx Pb
0,48 0,42 0,43 0,51
IHS x Fe
-0,66

No figado, nos peixes coletados durante o verdo, foram encontradas correlagdes

moderadas e uma Unica correlacdo forte entre 0 FC e 0 metal Pb.

Tabela 6 — Correlagdes encontradas em musculos dos espécimes de G. brasiliensis na estagdo de

verdo e seus respectivos valores de “r”” no presente estudo.

GSH x Zn GSH X As
0,56 0,56
IHS x Hg IHS x FC
0,55 0,41
FC x Se FC x GSH
0,62 0,64
MTx Zn
0,41
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Tabela 7 — Correlagdes encontradas em musculos dos espécimes de G. brasiliensis na estagao de

inverno e seus respectivos valores de “r”” no presente estudo.

IHS x Ni
-0,52

FCx Zn
0,41

MT x As
0,44

Foram encontradas menos correlacbes nos musculos em relacdo ao figado em
ambas estacdes. Para a bilis foi possivel quantificar MT apenas nas amostras coletadas
durante o verdo. As correlagdes descritas na Tabela 8 referem-se a estes resultados.

Tabela 8 — Correlag@es encontradas na bilis dos espécimes de G. brasiliensis na estacdo de verdo

e seus respectivos valores de “r”” no presente estudo.

IHSxCr IHSxV IHSxFe IHSxCu IHXxZn IHSxAs IHSxCd
-0,69 0,65 -0,59 -0,43 -0,49 -0,54 -0,42

FC x IHS FC x Ni
0,41 0,46

MTxCr MTxPb
0,4 0,61

As diversas correlagdes encontradas entre os metais € 0s parametros
morfométricos reforcam a afirmativa de que o FC e o IHS sdo importantes parametros
de andlise quanto a contaminag¢do por metais, pois aparentam ser diretamente afetados
por estes contaminantes. AsSim, tais correlacdes podem indicar que estes contaminantes
estariam exercendo influéncia direta sobre este pardmetro morfométrico podendo
comprometer o desenvolvimento saudavel dos espécimes.

No entanto, a correlacdo positiva entre 0 FC e as MT presentes no figado e na
bilis dos peixes indicam que, apesar da presenca dos metais, as MT estariam
desempenhando seu importante papel de proteina detoxificadora.

Um fator importante a ser levado em consideracdo em estudos de monitoramento

ambiental € 0 periodo reprodutivo da espécie em questdo. Alguns estudos na literatura
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reportam que G. brasiliensis pode reproduzir-se durante o ano todo (VONO, 1995),
enquanto outros indicam um pico reprodutivo na primavera (MONTEIRO et al., 2010).
Isto deve ser analisado previamente, ja que existem relatos de que esforgos reprodutivos
podem levar a atividade metabodlica aumentada, producao de ERO e, consequentemente,
estresse oxidativo (PETES et al., 2008) como resultado de energia reduzida disponivel
para defesas antioxidantes (LINAN-CABELLO et al., 2004; LAVRADAS et al., 2016).

No presente estudo, a maioria das fémeas identificadas encontrava-se ovada no
periodo de inverno, onde foi verificado tanto um valor IHS quanto de GSH mais baixos.
As correlacOes observadas entre o IHS, o FC e a GSH indicam que estes parametros
estdo intrinsicamente ligados, e devem, portanto, ser analisados mais a fundo levando
em conta esforgos reprodutivos em futuros estudos.

Além disso, as correlacdes observadas entre MT, GSH ¢ os metais determinados
no presente estudo indicam relagdes importantes entre estes parametros, tanto na
destoxificacdo destes contaminantes do corpo, quanto na casualidade entre estresse
oxidativo e metais.

As correlagdes da MT com os metais indicam que esta metaloproteina ¢
realmente um bom biomarcador de exposi¢ao a estes contaminantes, importante tanto na
destoxificacdo de metais nao-essenciais quanto na homeostase de metais essenciais.

Além disso, embora esta metaloproteina tenha sido reportada como apresentando
também atividade de captura de radicais livres, ou seja, anti-oxidante, este mecanismo
de protecdo ¢ postulado como sendo secundario (DONDERO et al., 2005), ocorreu
apenas uma instancia de correlagdo desta metaloproteina com a GSH (figado, estacao de
inverno), biomarcadora de estresse oxidativo, corroborando o fato de que a MT esta de
fato relacionada com o mecanismo de destoxificacdo de metais, e ndo com atividade
anti-oxidante.

Ja as diversas correlagdes da GSH com os diferentes metais determinados
indicam que estes contaminantes afetam diretamente este biomarcador de estresse

oxidativo.

4.7.2 — Comparagdes entre as matrizes figado e bilis

Com relacdo especificamente a comparacdo entre as matrizes figado e bilis,

foram observadas diferencas estatisticamente significativas para MT, V, Cr, Fe, Co, Ni,
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Cu, Zn, As, Se, Cd, Hg e Pb. Destas variaveis, todos apresentaram-se mais baixos em
bilis, com a excecdo de Cd, que foi mais alta nesta matriz em comparagdo com o figado,
indicando destoxificacdo rapida desde metal pela bilis.

Para comparar as duas matrizes, foi realizada uma analise de componentes
principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis), seguida de uma analise de
Cluster através do meétodo de distancia euclidiana por método de Ward para
confirmacéo dos grupamentos por dissimilaridade.

A PCA extraiu trés componentes principais, respondendo por mais de 80% da
variabilidade dos dados. Verificou-se que a componente 01, com maior
representatividade, foi a principal responsavel pela separagdo dos dados por tipo (figado
X bilis), sendo que fatores MT, V, Fe, Co, Cu, Zn, As, Se, Hg e Hg tiveram alta
correlagdo com essa componente, influenciando a separacdo dos dados de figado.
Comparando esses dados com os dados brutos de concentracdo de cada um desses
parametros, observa-se que ha realmente uma maior concentracdo desses metais e MT

no figado, corroborando com este resultado.
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Figura 22 - Separacdo dos componentes principais: Fator 1 x Fator 2 (A) e Fator 2 x Fator 3 (B)

na comparacdo de concentragfes de metais e MT em G. brasiliensis.

A Andlise de Cluster mostrou 100% de dissimilaridade entre dois grupos
principais (figado e bilis), separados pelos mesmos compostos observados nos

resultados de PCA, confirmando que figado e bilis s&o agrupamentos reais.
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Figura 23 - Dendrograma de separagdo dos dados de bilis e figado de G. brasiliensis pelo método de

distancia euclidiana de Ward para confirmacao dos grupamentos por dissimilaridade.

Cr, Fe, Co, Cu, and Zn nao foram eficientemente removidos pela via biliar, ja
que se apresentaram em concentra¢fes mais altas no figado. Cd, porém, apresentou-se

significativamente mais alto na bilis, indicando excrecao rapida deste elemento.
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O PCA e a Andlise de Cluster mostraram correlacGes altas de MT com V, Fe,
Co, Cu, Zn, As, Se, Hg e Pb, tanto no figado quanto na bilis. Portanto, a inducéo de MT
na excrecao biliar pode ser usada como alternativa para indicar exposi¢cdo a metais em
G. brasiliensis, 0 que é interessante pois esta matriz € menos complexa que figado e
pode ser amostrada de forma ndo-letal, por canulacdo hepéatica (GROSELL et al., 1997).

Para verificar qual matriz é mais interessante para estudos de sazonalidade, foi
realizada uma andlise discriminante candnica. Esta obteve 02 fun¢des candnicas (FC)
mais representativas, contribuindo com 97.6% da distribuicdo de dados, a primeira
contribuindo com 78,6% da variabilidade dos dados, e a segunda contribuindo com 19%
da variabilidade dos dados.

A funcdo 01 (um) teve contribuicdo de Zn (coeficiente da variavel (CV) =-1.59)
e Fe (CV=-0.79), efetivamente separando os dados de figado inverno dos musculos em
ambas a estacdes.

J& funcdo 02 teve contribuicdo dos coeficientes de Zn, Cu, Se (respectivamente,
CV= -1.48; 0.90; 1.70) na separacdo de musculos de inverno dos dados de figado de

verdo. Os dados desta analise estdo dispostos na figura 24.
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Figura 24. Gréficos de dispersao das func¢des discriminantes de musculo e figado de G. brasiliensis por
estagdo. MV — Musculo verdo; MI — Musculo inverno; FI — Figado inverno; FV — Figado verao.
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Embora tenha se observado separacdo de todos os tecidos por estacdo, a
sobreposicdo dos dados de musculos permite inferir que a analise de figados na espécie
G. brasiliensis é mais adequada para averiguar diferencas na bioacumulacdo de metais
em funcéo da estagdo do ano. Infelizmente, ndo foi possivel a analise de bilis em ambas

as estacdes, para verificar se esta matriz € mais adequada que figado neste contexto.

4.8 - Consumo humano

Os habitos alimentares estdo entre as principais preocupagdes do ser humano,
principalmente em relagdo a ingestdo de nutrientes. O peixe se destaca entre o0s
alimentos de fundamental importancia, sua ingestdo como fonte de proteina é alta e sua
contribuicdo mundial varia de 10 a 15% do total para consumo humano no mundo
(CARVALHO, 2005; WILSON e CORRAZE, 2007).

A fim de proteger a salde humana e com a necessidade de se realizar o controle
sobre 0s niveis admissiveis de contaminantes em alimentos, diversos 0rgdos, em
diversos paises estabeleceram limites padrdes.

No Brasil, o decreto n° 55.871 de 26 de Marco de 1965 do Ministério da Salde
(MS), estabeleceu normas reguladoras para aditivos em alimentos, dentre os quais
estava estabelecido o limite maximo permissivel ou limite mé&ximo de tolerancia (LMT)
para elementos como As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Se, Zn e Pb, porém, neste decreto 0s
valores de LMT séo relativos ao consumo de qualquer alimento (BRAZIL, 1965).

Os LMT especificamente relacionados ao consumo de pescado foram
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 27 de
agosto de 1998, por meio da portaria n°685. Entretanto, a ANVISA se deteve somente
aos principais contaminantes inorganicos, deixando algumas lacunas sobre os demais
poluentes (SANTOS, 2011). Dessa forma, assim como as legislagBes internacionais,
ndo foi possivel estipular os LMT para todos os elementos determinados no presente
estudo.

A Tabela 9 abaixo destaca os metais que obtiveram valores dos LMT
relacionados ao consumo de pescado acima dos niveis estabelecidos pelas legislacbes
brasileiras (ANVISA) e internacionais (Comunidade Europeia — CE - FDA,
FAO/WHO e EPA) (FAO, 1983; USFDA, 1993; EC, 2001).
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Tabela 9 — Limites Maximos de Tolerancia (LMT) (dados como valor maximo ou valores minimos e
maximos) relacionados ao consumo de pescado comparados com o presente estudo (musculo de G.
brasiliensis). Os valores est&o apresentados como mg kg™ p.s. Valores em negrito indicam valores acima
dos LMT estipulados.

Metal

Al
\Y
Cr
Fe
Co
Ni
Cu
Zn
As
Se
Cd
Pb
Hg

FAO/WHO EPA FDA CE ANVISA Presente estudo
- - - - - 15,9 -18,6
- - - - - 0,1-0,3
12,0 0,1-0,9 3,9 - 0,1 15-33
- - - - - 121,6 —421,9
- - - - - 0,01 -0,05
- - 24 - 5,0* 0,3-0,7
30,0 1,0-20,0 - - 30,0 1,1-2,0
50,0 10,0-30,0 - - 50,0 50,9 — 69,8
- - - - 1,0 2,2-3,2
- - - - 0,3 43-57
1,0 >20 1,11 0,015 1,0 0,02-0,7
2,0 0,1-0,8 0,51 0,6 2,0 0,07-1,85
- - - 0,15 05-1,0** 0,08-1,0

* Para qualquer alimento
** Valores para ndo predadores e predadores, respectivamente.

Conforme a Tabela 5, os metais em negrito (Cu, Zn, As, Se, Cd, Pb e Hg)
encontram- se com niveis acima dos permitidos pelos 6rgdos de fiscalizacdo nacionais
e/ou internacionais. Dentre estes metais destacados, Cr, As e Se obtiveram 100% dos
individuos quantificados (37 amostras; N=17 no verdo; N=20 no inverno) acima dos
niveis permissiveis enquanto para o metal Zn foram encontrados 10 exemplares acima
dos niveis permitidos na estacdo de inverno e 01 (um) exemplar na estacdo verao.

Para o metal Cu, que indica poluicdo por esgoto doméstico, 100% dos
individuos da estagdo de inverno estiveram acima e 07 individuos na estagdo verdo, o
metal Pb obteve individuos acima apenas na estacdo de verdo (N=13) enquanto que para
0 Cd, 09 individuos estiveram acima no total sendo 01 no inverno e 08 no verao.

O metal Hg ndo obteve nenhum individuo acima dos niveis. Embora os metais
destacados ndo estejam compreendidos no grupo dos metais toxicos, até mesmo 0s
elementos essenciais mostram-se toxicos acima de certos limites, e 0 consumo de peixes
com concentragfes de metais acima do LMT ndo é indicado, podendo causar serios
riscos aos consumidores humanos.

Considerando a dose ingerida diaria de um elemento especifico, é possivel
estimar a quantidade méxima segura de alimento que pode ser consumido sem risco de

efeitos patoldgicos. Este método gera uma dose de referéncia chamada de PTDI (do
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inglés, Provisonal Tolerable Daily Intake), ou seja, o nivel de exposicdo méximo diério
a um contaminante, no caso, metais, estabelecidos pelo comité conjunto da FAO e da
OMS a respeito de Aditivos em Alimentos (FAO/WHO, 2011).

De acordo com a literatura, o Brasil tem um consumo médio diario de 24,74 g de
peixe per capita, ou uma média de 173,18 g por semana. No entanto, na area
metropolitana do Rio de Janeiro, ha um maior consumo de pescado fazendo com que
este valor chegue a 355,00 g por semana, ou o equivalente a 50,71 g dia™. Assim, para
calcular o PTDI, utilizou-se o valor mais elevado do metal encontrado em musculos de
G. brasiliensis de cada estacdo multiplicado pelo consumo médio de peixe na area
metropolitana do Rio de Janeiro e dividido pelo peso corporal médio de um adulto

brasileiro, estimado em 70 kg (BRASIL, 2009), como mostrado na equacéo abaixo:

Concentracao mais alta de cada elemento por estacio 50,71 g dia’!

X

g kg'!
(mg kg™) 70 ke

Estes valores calculados foram entdo comparados aos valores estipulados pela
FAO e OMS, conforme verificado na tabela 6 abaixo. Os dados estdo apresentados
como pg kg dia™. Cabe ressaltar que alguns metais ndo possuem limite estabelecido de

consumo, como V, Co, e Se, e que o PTDI de Pb foi recentemente retratado.

Tabela 10 — Valores de referéncia do nivel de exposicdo maximo diério a metais propostos pela WHO e
os valores estimados de ingestao diaria no presente estudo para verdo e inverno usando as médias obtidas
para cada elemento em musculo de G. brasiliensis.

Metal WHO Presente estudo — Inverno Presente estudo — Veriao
Al 142,85 11517,39 13500,57
\% - 120,98 231,82
Cr - 1101,13 2397,86
Fe 800 305701,61 88090,51
Co - 7,24 36,22
Ni 5 217,33 514,34
Cu 500 1456,1 847,58
Zn 1000 50608,58 36895,15
As 7-Feb 2347,15 1644,45
Se - 4158,22 3115,04
Cd 1 14,49 543,32
Hg 0,57 57,95 72,44
Pb - 50,71 1340,19
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Os resultados indicam que os valores do presente estudo, tanto para 0 verdo
quanto para o inverno, sdo significativamente mais altos do que os valores permitidos
pela legislacdo internacional, em alguns casos até mesmo mais de 10.000 vezes maiores.

Também € importante notar que a legislagdo ndo costuma levar em
consideracdo a especiagdo do elemento, por exemplo, ou Arsénio total, organico ou
inorganico, o que pode levar a conclusdes errbneas, pois a toxicidade dos metais, muitas
vezes, depende também da espécie encontrada (HUNG et al., 2004).

Cabe ressaltar também que, para metilmercdrio, o limite de consumo é de 0,23
ng kg™ dia™. Infelizmente, porém, ndo foram realizadas analises de especiacdo de Hg
neste estudo. Todavia, os niveis de Hg total observados foram mais de 10 vezes maiores
que os permitidos, levando a crer que, provavelmente, os niveis de metil mercdrio
também estariam acima do permitido.

Isto indica que a Lagoa Rodrigo de Freitas apresenta-se extremamente
contaminada por estes metais, e que 0s peixes também apresentam-se altamente
contaminados, com bioacumulacéo significativa destes elementos.

Na Lagoa Rodrigo de Freitas, a populacdo pertencente a colénia dos pescadores
se alimenta de peixes pescados na rea diariamente, além de venderem estes peixes para
0 consumo humano para a populacdo em geral. Portanto, o risco a consumidores

humanos € real, extremamente alto, e ndo deve ser ignorado
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5 — Conclusdes

- Abilis aparentemente constitui uma via mais rapida e eficiente de destoxificacéo de

Cd em G. brasiliensis;

- A MT mostrou-se um bom biomarcador de exposi¢do a metais, estando relacionada
apenas com a destoxificacdo de metais ndo-essenciais e homeostase de metais
essenciais, e ndo ao estresse oxidativo, devido a auséncia de correlagdes MT x
GSH;

- Foi observada que a excrecdo biliar de MT pode ser usada como alternativa para

indicar exposicao a metais em G. brasiliensis, ao invés do figado;

- Diversas correlacdes estatisticamente significativas foram observadas entre os
metais determinados, o IHS, o FC, a GSH e a MT, indicando efeitos dos metais

nestes pardmetros morfométricos e bioquimicos;

- A andlise de figados na espécie G. brasiliensis é mais adequada para averiguar

diferencas na bioacumulacdo de metais em fungéo da estagéo do ano;

- As diversas correlacdes estatisticamente significativas observadas entre o IHS, o
FC e a GSH indicam que estes parametros estdo intrinsicamente ligados, e devem,
portanto, ser analisados mais a fundo, levando em conta esforgos reprodutivos em

futuros estudos para evitar interpretacdes errdneas dos dados;

- Os calculos relativos ao consumo maximo diario realizados indicam gue 0s niveis
maximos estipulados sdo significativamente ultrapassados além de diversos metais
encontrarem-se acima dos niveis permissiveis em alimentos estipulados por
legislacBes nacionais e internacionais, indicando assim, altos riscos aos

consumidores humanos, que nao devem ser ignorados.
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6 — Futuros estudos

Futuros passos incluem a realizacdo de comparacgdes sazonais entre figado e bilis
para verificar qual seria a matriz adequada a ser utilizada na averiguacdo das diferencas
na bioacumulacdo de metais em funcdo da estacao do ano.

Além disso, o comportamento de ligacdo das MT com os diferentes isétopos
monitorados podem e devem ser investigados por outras técnicas bioanaliticas, como
por exemplo, acoplamento de HPLC com ICP-MS, para investigar a expressdo de
metaloproteinas em G. brasiliensis.

Coletas de 4gua também serdo realizadas em conjunto com as coletas de peixe,
para possibilitar a investigacdo das relacfes dos niveis de metais na &gua com os niveis

observados nos peixes, assim como a especiacdo de mercdrio.
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