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RESUMO

Bioma Pampa localizado no extremo sul do Brasil é um ecossistema de grande
biodiversidade e importante funcdo ecoldgica. Entretanto, esta riqueza natural vem sendo
academicamente negligenciada e também ameacada devido a intensa atividade humana. O
manejo inadequado de residuos urbanos e crescente utilizacdo de defensivos agricolas sdo as
principais causas dos problemas ambientais nos recursos hidricos do Bioma. Dentre eles
encontra-se a bacia do Rio Santa Maria, responsavel pelo abastecimento de algumas cidades
da regido da campanha. Devido a importancia da manutencdo dos recursos hidricos, esse
estudo tem como objetivo avaliar o risco ecotoxicoldgico do Rio Santa Maria, utilizando
peixes do género Astyanax sp capturados em um ponto localizado na cidade de Rosério do Sul
— RS, Brasil, como bioindicadores. Este organismo modelo conhecido popularmente como
lambari possui caracteristicas ideais que o qualificam como bioindicador, tais como: o nivel
trofico que ocupam e sua ampla distribuicdo geografica. Observando alteragdes em
biomarcadores bem caracterizados em outros estudos ecotoxocoldgicos, como diminuicdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase, que esta relacionada a contaminacgéo por pesticidas do
ambiente por pesticidas organofosforados e carbamatos, e 0 aumento na atividade de enzimas
antioxidantes envolvidas nas rotas de detoxicacdo (GST, CAT, GPx e TrxR), assim como
também o aumento significativo nos niveis de peroxidacdo lipidica, hidroperdxidos totais e
GSH é possivel observar que esses animais vem sofrendo estresse oriundo das atividades

humanas na regido, principalmente no que se refere a contaminacéo aquatica.

PALAVRAS-CHAVE: Astyanax sp, Bioma Pampa, Rio Santa Maria, contaminacgdo
aquatica, bioindicadores e bimarcadores.



ABSTRACT

Pampa biome located in southern Brazil is an ecosystem of great biodiversity and
important ecological function. However, this natural wealth is being neglected academically
and also threatened due to intense human activity. Inadequate management of waste and
increasing use of pesticides is the main causes of environmental problems in water resources
of this biome. Among them is located the basin of the Santa Maria River, responsible for
supplying of water to some cities. Due to the importance of maintenance of water resources,
this study aims to assess the ecotoxicological risk of the Santa Maria River, using fish genus
Astyanax sp captured at a point located in Rosario do Sul - RS, Brazil, as bioindicators. This
model organism popularly known as lambari has ideal characteristics that qualify as
bioindicator, they are: the trophic level they occupy and their large geographical distribution.
Observing changes in well-characterized biomarkers in ecotoxicological studies, as decreased
activity of the enzyme acetylcholinesterase, which is related to pesticide contamination of the
environment by pesticides organophosphates and carbamates, and the increase in the activity
of antioxidant enzymes involved in detoxification routes (GST, CAT, GPx and TrxR), as well
as the significant increase in the levels of lipid peroxidation, totals hydroperoxides and GSH
is observed that these animals has suffered stress arising from human activities in the region,

particularly in relation to water contamination.

KEYWORDS: Astyanax sp, Pampa Biome, Santa Maria River, water contamination,

bioindicators and biomarkers.



APRESENTACAO

No item INTRODUGCAO, consta uma breve revisdo da literatura sobre os temas

trabalhados nesta monografia.

A metodologia realizada e os resultados obtidos que fazem parte desta monografia
estéo apresentados sob a forma de manuscrito, que se encontra no item MANUSCRITO.

No mesmo constam as secBes: Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e
Referéncias Bibliograficas.

O item CONCLUSOES, encontrado no final desta monografia, apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados do manuscrito presentes neste
trabalho.

As REFERENCIAS referem-se somente as citagbes que aparecem nos itens
INTRODUCAO e CONCLUSOES desta monografia.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOMA PAMPA

O bioma pampa ocupa mais da metade da area (63%) do estado do Rio Grande do Sul
(figura 1), cobrindo uma area de 176,496 km? dentro do estado (IBGE, 2004) e 2,1 % do
territorio brasileiro (COLLARES, 2006), tendo tamanho total de aproximadamente 700.000
km?, estendendo-se para a Argentina e Uruguai (BILENCA & MINARRO, 2004). Este bioma
¢ caracterizado por apresentar como paisagem original campos cobertos por pastagens e
florestas estacionais deciduais e florestas ombréfitas densas nas zonas em que o bioma faz
transicdo para Mata Atlantica (IBGE, 2004).

Os campos do Bioma Pampa apresentam areas com alta diversidade de plantas e
animais. No entanto, a sua conservagdo tem sido ameacada pelo aumento da degradacéo
causada pelo uso inadequado de espécies exdticas (PILLAR et al., 2009) e também pelo uso
inadequado da terra nas atividades agricolas, devido a perda do habitat e utilizacdo de
agroquimicos (WILCO, 1995; MIKHAIL, 2013). Realidade esta que vem sendo agravada
pela conversdo de areas de pastagens por monoculturas de eucalipto, soja e arroz (IBGE,
2006).

FIGURA 1 - Os seis biomas terrestres, de acordo com a classificagdo oficial brasileira.

LEGEMND

I Atlantic Forest Biome
Pampa Biome
Caatinga Biome
Cerrado Biome

[ amazonia Biome

I pantanal Biome

Fonte:http://www.ibge.gov.br
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1.2 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O local de estudo situou-se em um ponto do Rio Santa Maria na cidade de Rosario do
Sul no estado do Rio Grande do Sul. O Rio Santa Maria é um dos principais rios formadores
da Bacia do Rio Santa Maria junto com o Arroio Taquarembd, Arroio Santo Antonio, o Rio
Cacequi, o Arroio Poncho Verde, o Rio Ibicui da Armada e o Arroio Saicd. Esta bacia situada
no sudeste gadcho, entre as coordenadas 29°47' e 31°36' de latitude Sul e 54°00' e 55°32' de
longitude Oeste, abrangendo sete municipios, cobrindo uma area de 15.720,96 km2 (figura 2),
atendendo uma populacdo de 186.116 habitantes, é responsavel pelo abastecimento das
atividades econdémicas da regido, na qual destacam os setores primarios de producgdo, como a
orizicultura, pecuéaria e extracdo de areia. As aguas desta bacia também sdo (teis no uso
recreativo em balnearios da regido (FEPAM, 2013).

Segundo WANDSCHEER (2004), em um estudo sobre a avaliagdo da Bacia do Rio
Santa Maria, foi observada a existéncia de possiveis pontos de contaminacdo diversos, tais
como: lixiviados produzidos por residuos solidos dispostos em lixGes a céu aberto, esgotos
liquidos industriais, uso de fertilizantes e agroquimicos diversos na agricultura, substancias
quimicas usadas na suplementacdo do gado, ovinocultura e postos de combustiveis na zona

urbana e industrial.

1.3 CONTAMINACAO AQUATICA

O ambiente aquatico compreende Varios ecossistemas 0s quais se encontram rios,
lagos e oceanos. Todos estes ecossistemas sdo altamente complexos devidos as interacdes
bidticas e abidticas particulares de cada um (RAND et al., 1995). Desse modo, as
caracteristicas fisico-quimicas de um recurso hidrico podem afetar drasticamente o0s
organismos dependentes deste recurso. Sendo os sistemas aquaticos abertos e dinamicos 0s
gue mais variam suas caracteristicas quimicas, devido a suscetibilidade a entrada de
contaminantes oriundos das atividades urbanas e agricolas por despejo direto, drenagem,
percolacdo lateral, escoamento superficial e subsuperficial, erosdo, deriva e volatilizacao
(ORSOLIN DA SILVA, 2009).
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FIGURA 2- Mapa das Se¢6es Hidrologicas da Bacia do Rio Santa Maria
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Fonte: http://www.comiteriosantamaria.com.br

A contaminagdo dos recursos hidricos, como: rios, lagos, zonas costeiras e baias tém
ocorrido principalmente devido a geragdo e o manejo inadequado dos residuos urbanos,
agroguimicos e dejetos industriais, sendo este Gltimo o mais perigoso devido a descara de
residuos quimicos letais, como: metais pesados, benzeno e enxofre. Estes residuos quimicos
podem causar impactos irreversiveis na fauna e na salde das populacdes que deste recurso
hidrico dependem (RATTNER, 2009).
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Outra forma também muito comum de contaminagdo dos recursos hidricos se da pelo
acumulo de compostos orgédnicos na agua, geralmente provocado pelo despejo de esgoto
urbano ou despejo de dejetos de aves e suinos oriundos de criadouros. A acumulacao destes
dejetos na agua pode causar o acumulo de fosforo, causando o processo de eutrofizacao
(BERWANGER et al., 2008). O processo de eutrofizacdo é o crescimento exacerbado de
algas e plantas aquéticas, podendo chegar a causar interferéncia e comprometimento do uso
dos corpos d’agua (THOMANN, 1987), devido a desequilibrio na concentragao do oxigénio
dissolvido na agua (OD), ocasionado pelo maior consumo de oxigénio por parte das algas e
plantas. Neste caso, pode ocorrer a solubilizacdo de fosfato, aumentando a concentragéo de
gas sulfidrico, metano e am6nia. O favorecimento do crescimento de cianobactérias nessa
situacdo pode gerar a producdo de substancias toxicas excretadas por estas bactérias,
produzindo odores e sabores desagradaveis na agua. A agua se torna turva, e em casos mais

graves podendo gerar a mortalidade de peixes (MOTA, 2006).

Dentre os principais problemas de degradacdo dos recursos hidricos encontram-se a
contaminagdo por pesticidas, herbicidas e fertilizantes, promovido pelo crescimento da
atividade agricola (MARCHESAN et al., 2009).  Apesar de alguns estudos demonstrarem
que a percentagem dos agroquimicos que atingem os recursos hidricos superficiais é baixa,
devido a baixa solubilidade desses agroquimicos em agua e também pelo fator de diluicdo
(HIGASHI, 1991). Entretanto, isto ndo descarta a possibilidade de que concentracGes maiores
possam ser depositadas nos recursos de forma ndo pontuais, na qual os xenobidticos sdo
lancados de forma difusa ou indireta nos recursos hidricos devido a processos de escoamento,
drenagem e lixiviacdo (CEREJEIRA et al., 2003). A contaminacdo também pode ocorrer pelo
transporte atmosférico devido a volatilizagdo dos compostos presentes nos agroquimicos e
pela formacéo de poeira do solo contaminado (COOPER, 1993). Estes tipos de contaminagdes
sdo dificeis de serem avaliadas, pois o grau de contaminacdo pode variar conforme o sistema
clima, uma vez que as chuvas podem tanto diluir a contracdo de um contaminante presente na
agua como também podem transportar mais contaminantes para os recursos hidricos através
da lixiviacdo. Estas caracteristicas acompanhadas do uso indiscriminado de agroquimicos ao
longo do tempo tém provocado & acumulacdo de compostos quimicos nocivos no ambiente
aquatico, podendo gerar também a bioacumulagdo. Este contexto tem sido relacionado com
problemas de contaminacdo ambiental e saude publica (BITTENCOURT, 2004). O que
resulta em um quadro baixo e continuo de contaminacdo, que nem sempre é captado pelos

métodos analiticos tradicionais.
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Dentre a ampla gama de agrotoxicos utilizados na agricultura nas Gltimas décadas,
destacam-se 0s pesticidas organofosforados e carbamatos, usados mundialmente. Estes
pesticidas sdo empregados no controle de insetos e outros invertebrados. Apesar de ser
rapidamente metabolizados e excretados pela maioria dos organismos vivos, devido essa
classe de pesticidas ndo possui caracteristica acumulativa nas cadeias tréficas (SOGORB,
2002), a massiva aplicagdo dessa classe de pesticidas gera repetidas exposi¢Oes dos
organismos aquaticos a estes xenobioticos (BANAS, 1986). Uma vez que, a maioria destes
pesticidas apresenta toxicidade sobre organismos ndo alvos, devido a sua acdo tdxica nao
seletiva (HAGAR, 2002), a toxicidade desses compostos geralmente ndo pode ser percebida
pelo fato que muito desses compostos permanecem em niveis subletais no ambiente aquatico,
ndo gerando mortalidade instantanea de espécies aquaticas (FANTA et al., 2003). Entretanto,
a contaminacdo subletal pode alterar varios processos fisiologicos, bioguimicos e

morfolégicos, prejudicando sobrevivéncia da espécie no ambiente (SANCHO et al., 1992).

1.4 AVALIACAO TOXICOLOGICA

Toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos nocivos de substancias quimicas sobre
organismos vivos (ZAKRZEWSKI, 1994). Esta ciéncia tem como principal objetivo
identificar riscos associados a exposicdo de um organismo a uma substancia quimica e
também em quais condic¢des de exposicao esses riscos sao induzidos (JAMES et al., 2000).

No meio ambiente existem uma gama grande de contaminantes oriundos da atividade
humana, em vista dessa realidade existe a toxicologia ambiental, um dos ramos da toxicologia
encarregada de estudar o destino dos agentes toxicos, seus metabdlitos e produtos de
degradacdo no ambiente e nas cadeias alimentares e com o efeito desses contaminantes sobre
0S organismos e as populacdes. Esse ramo é muito importante, uma vez que 0 homem junto
com a fauna também esta inserido no meio ambiente e consome 0s recursos naturais, tendo a
sua saude dependente do equilibrio do ecossistema e da disponibilidade de ar, 4gua e solo
livres de contaminantes (HODGSON, 2004). Devido a importancia da qualidade da dgua para
0 consumo humano como também para 0s ecossistemas, vem crescendo os estudos no ramo
da toxicologia ambiental, que também pode ser denominada ecotoxicologia aquatica. Este
ramo tem como objetivo avaliar os efeitos de xenobi6ticos sobre organismos representativos
do ecossistema aquéatico (RAND et al., 1995).
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Os danos ocasionados por contaminantes nos ecossistemas aquaticos podem ser
detectados desde respostas fisioldgicas e bioquimicas até niveis de popula¢bes e comunidades
(ADAMS, 2003). Os testes toxicologicos sdo bastante utilizados, devido a vulnerabilidade dos
recursos hidricos a contaminantes, sejam cles despejados diretamente nos corpos d’agua ou
carregados por processos de lixiviacdo. Devido esta suscetibilidade dos recursos hidricos ao
acumulo de contaminantes e sua importancia ambiental, os testes toxicoldgicos se tornaram
uma ferramenta importante para a determinacdo da qualidade da &gua e a os danos no
ecossistema aquatico. Desse modo, somente os métodos fisico-quimicos tradicionais de
avaliacdo, como: cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), espectrofotometria de massa (MS) (PERES et al, 2003), demanda quimica de
oxigénio (DQO) e demanda bioguimica de oxigénio (DBOQO), ndo sdo o suficientes para
diagnosticar quais e em qual concentragdo uma substancia € toxica ou inerte as comunidades
aquaticas (RONCO et al., 2004). Pois, a toxicidade de um composto quimico depende do
tempo de exposicao, suscetibilidade do organismo, caracteristicas quimicas dos contaminantes
e também dos fatores ambientais (TOMITA, 2002).

1.5 BIOINDICADORES E BIOMARCADORES

Devido a dificuldade de avaliar todos os tipos de quimicos em ambientes aquaticos, o
uso de bioindicadores para medir os niveis de poluigdo é muito importante (RANK, 2005). A
avaliacdo toxicologica de um ambiente junto com o biomonitoramento esta ligada a avaliacao
de bioindicadores. O termo bioindicadores refere-se a uma técnica de monitoramento
ambiental empregada na ecotoxicologia, na qual busca informacBes através da resposta
bioldgica de determinados organismos em exposicdo a xenobidticos (WHO, 1996). Qualquer
animal pode ser considerado um bioindicador, desde que sobreviva em ambientes saudaveis e
também apresente resisténcia relativa quando exposto a contaminantes, refletindo os
primeiros efeitos da contaminacdo de seu habitat (ADAMS, 2002). Outras caracteristicas
como a ampla distribuicdo geografica, abundancia, facil captura e facilidade na adaptagdo em
ensaios laboratoriais também sdo importantes facilitando e gerando resultados mais confiaveis
quando utilizados como bioindicadores (AKAISHI, 2004).

Os organismos situados no topo da cadeia trofica sdo os mais utilizados como

bioindicadores, pois consomem 0s organismos de niveis troficos inferiores, desse modo



17

bioacumulando contaminantes e desenvolvendo efeitos acumulativos e cronicos. (LINS et al.,
2010).

No ecossistema aquatico, 0s peixes sd8o muito utilizados como bioindicares de
contaminacdo aquética, uma vez que sdo sensiveis aos efeitos da poluicdo e estdo inseridos
nos niveis troficos tanto como predadores como também em transformadores da matéria
organica em proteinas (MARTINEZ, 2002).

Os efeitos de contaminantes em peixes podem causar alteracbes em varios niveis de
organizacdo bioldgica, como: disfungdes fisioldgicas, alteracfes em tecidos e modificacGes
comportamentais prejudicando o crescimento e reprodugdo (ADAMS, 1990). Essas alteracdes
podem ocorrer na forma de dano a organizacdo biol6gica ocasionada pela exposi¢cdo a
xenobidticos ou uma resposta do organismo a presenca desses contaminantes, de modo
manter as fungdes bioldgicas basicas do organismo protegidas. Estas respostas a uma situacao
de estresse provocada pela exposicdo a contaminantes podem ser utilizadas como
biomarcadores (WALKER et al., 1996).

Biomarcadores sdo ferramentas excelentes para avaliar e monitorar a saude dos
ecossistemas aquaticos, de modo, que é possivel através dos biomarcadores identificar os
sinais iniciais provocados pelos xenobioticos poluidores ao organismo utilizado como
bioindicador (WALKER et al., 1996).

Segundo LIVINGSTONE (1993), biomarcadores podem ser considerados os fluidos
corporeos, células ou tecidos que indicam em niveis bioquimicos e celulares a presenca de
contaminantes. Respostas fisiologicas, comportamentais ou energéticas também podem ser
considerados biomarcadores. Biomarcadores podem pertencer a niveis moleculares, celulares
e sisttmicos, desde que respondam de forma significativa a exposi¢do a contaminantes, sendo
alguns dos biomarcadores especificos a determinadas substancias.

Dentre a vasta gama de biomarcadores, os mais utilizados em estudos de
contaminacdo aquatica se encontram-se a biotransformacdo de enzimas (fase 1| e II),
parametros de estresse oxidativo, produtos de biotransformacdo, proteinas de resisténcia
multixenobiodtica (MXR), parametros imunoldgicos, reprodutivos ou enddcrinos, parametros
genotoxicos, neuroldgicos, neuromusculares, fisiologicos, histoldgicos e morfoldgicos (VAN
DER OOST, 2003).

Segundo VAN DER OOST (2003), os biomarcadores podem ser considerados como
de suscetibilidade, de exposicdo ou de efeito. Sendo os biomarcadores de susceptibilidade

indicadores da habilidade inerente ou adquirida de um organismo em responder a acdo de um
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xenobiotico especifico no qual esteja em contato. Podendo incluir fatores genéticos e
mudangas nos receptores que alteram a susceptibilidade de um organismo a essa exposicao.
Os biomarcadores de exposicdo podem ser definidos, segundo DEPLEDGE (1995) como o
préprio xenobio6tico ou produto da interagdo entre xenobidtico e o organismo. Ja 0s
biomarcadores de efeito representam alteragdes quimicas, fisioldgicas e comportamentais que
modificam o equilibrio biologico do organismo (VAN DER OOST, 2003). Esses marcadores
bioquimicos, fisioldgicos e histologicos devem ser capazes de indicar diferentes respostas a

presenca de agentes estressores distintos (HUGGETT et al., 1992).

1.5.1 BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AQUATICA

Vaérios estudos tém relacionado a regulacdo da atividade de enzimas antioxidantes em
resposta ao estresse provocado pela exposicdo a xenobidticos. Este estresse pode ocorrer
devido a acdo de xenobiontes sobre a regulacdo redox celular, pelo metabolismo de
citocromos, ou pela presenca de ions metalicos livre, gerando ciclos de reacBes oxidantes
(REGOLI et al., 2002).

O estresse ocasionado pela desregulacdo redox celular é provocado pela producgéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como o superoxido (O;), peroxido de
hidrogénio (H,0O,), radical hidroxila (OH) e oxigénio singlet (O;) (AVILEZ et al., 2008).
Apesar das ERO apresentarem importantes fungdes celulares (VALKO, 2007), a acdo de
xenobioticos presentes no ambiente pode interferir neste equilibrio redox celular, seja pela
inducdo da formacdo excessiva de EROS ou pela ineficiéncia do sistema de detoxicacdo
celular, promovendo o estresse oxidativo (REGOLI et al., 2002). O estresse oxidativo provoca
danos a proteinas, lipidios e DNA (figura 4), caso as defesas antioxidantes ndo sejam capazes
de neutraliza-las antes de reagir (RAMAKRISHNAN et al., 2007). Quando h& limitagdo
nestes sistemas antioxidantes, podem ocorrer diversas lesbes cumulativas, levando a
disfungéo e morte celular (ATOUI et al., 2005).

Dentre as defesas celulares utilizadas como biomarcadores encontram-se sistemas nao
enzimaticos como o tripeptideoglutationa e as enzimas antioxidantes como a
glutationaperoxidase (GPx), glutationaredutase (GR), glutationa-S-transferase (GST),
tioredoxinaredutase (TrxR) e catalase (CAT) (HUBER, 2008; WINTERBOURN et al., 1987).
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A enzima catalase (CAT), é um componente do sistema de defesa antioxidante
primério, tendo a sua atividade aumentada quando o organismo se encontra em estresse
oxidativo primeira, resposta celular a essa situacdo. A CAT tem como funcdo especifica
neutralizar H,O, e a oxidacdo de compostos hidrogenados como metanol, etanol, &cido
férmico, fenois, com o consumo de um mol de peréxido (AEBI, 1984).

O tripeptideo glutationa possui um radical sulfidrila na sua estrutura e pode ser
apresentada na forma reduzida de tiol (GSH) ou na forma oxidada (GSSG), na qual dois
tripeptideos séo ligados por dissulfuretos (KOSOWER, 1978). A GSH possui fungdes
antioxidantes, como controle de proteinas estado redox e na defesa contra EROS e radicais
livres. Esta funcdo antioxidante se da devido a sua composicdo gama-glutamil-cisteinil-
glicina, atuando contra a formacédo de radicais livres, na homeostase tiolica, na manutencdo do
balanco redox da célula e na defesa contra agentes eletrofilicos. Essa capacidade antioxidante
se d& pelo grupamento reativo de sua cisteina, o grupamento tiol (-SH). A maior
concentracdo da forma reduzida em relacdo a forma oxidada desse tripeptideo é uma forma de
avaliar o indice de estresse oxidativo, uma vez que ha maior reserva de GSH para interagir
com os agentes oxidantes (KOSOWER, 1978).

FIGURA 4- Representacdo esquemaética de danos celulares causados por espécies reativas de oxigénio na

presenca ou ndo de xenobiontes.
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A enzima responsavel pela reciclagem de GSSG é a flavoproteina glutationa redutase
(GR), na qual reduz a forma oxidada em reduzida, utilizando NADPH como fonte de elétrons
e protons para a reacdo de reducdo, deixando o tripeptideo pronto para ser reutilizando no
sistema de defesa antioxidante (BERG et al., 2004). A oxidacdo da glutationa é promovida
pela enzima glutationa peroxidase (GPx), que exerce fungdo importante na detoxicagdo de
ERQOS, H,0, e peroxidos organicos, cofatores para formacdo de GSSG (ELIAS et al., 2000).

Outra proteina moduladora da GSH ¢ a enzima glutationa-S-transferase (GST), por sua
vez, pertence também a familia de proteinas multifuncionais envolvidas no processo de
detoxificacdo celular e correcdo dos efeitos deletérios de compostos xenobidticos como
drogas, herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos e poluentes ambientais. A GST tem
funcdo catalitica na conjugacdo da GSH com compostos enddgenos ou exodgenos de
poluentes, a fim de tornd-los menos toxicos, mais solUveis em agua e mais faceis de serem
degradados e excretados. Esta enzima também pode atuar como peroxidases, isomerases ou
ainda tiol transferase (HUBER et al., 2008).

FIGURA 5- Sistema de defesas antioxidantes celulares e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
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O sistema tioredoxina € o maior sistema redox celular presente em todos 0s

organismos. E constituido pela tioredoxinaredutase (TrxR), tioredoxina (Trx) e NADPH
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(PAPP et al., 2007). O nivel de TrxR é um importante biomarcador de contaminagdo aquatica,
uma vez que varios estudos demonstraram sua atividade alterada em organismos expostos a
certos xenobidticos, devido a sua sensibilidade a alteracdes no estado redox da celular e o seu
envolvimento no controle da proliferacdo celular (HOLMGREN, 2000). A TrxR ¢
responsavel pela reducdo da Trx através da transferéncia de elétrons de NADPH para o FAD
(PAPP et al., 2007).

A sensibilidade da TrxR a condigdes de estresse oxidativo e por ser a Gnica enzima
que cataliza a reducdo da Txr, sua ineficiéncia pode afetar a interacdo com outras moléculas e
ter importancia no inicio da sinalizacdo celular em resposta ao estresse oxidativo (GANTER,
1999). Uma vez que, o sistema tioredoxina catalisa a reducdo do ribonucleotideo redutase,
essencial para a duplicacdo do DNA (HOLMGREN, 1985), e também esta envolvida
diretamente na regulacdo da expressdo génica por meio do controle redox de fatores de
transcricdo como receptores de glicocorticoides, e quinases reguladoras da apoptose,
modulando indiretamente as atividades celulares como proliferacdo, morte programada e

ativacdo da resposta imune (PAPP et al., 2007).

Para a presenca de pesticidas organofosforados e carbamatos € usado como
biomarcador a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima € responsavel
pela remocdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Estes pesticidas combinam-se aos
residuos de aminoacidos para inativar esta enzima responsavel pela hidrélise do
neurotransmissor ACh presente nas fendas sinapticas e juncdo neuromuscular durante a
transmissdao colinérgica (JUNG et al., 2007). Esta inibicdo ocorre tanto em organismo

vertebrados como em invertebrados (HABIG, 1991).

As colinesterases sdo divididas em duas classes: os acetilcolinesterase (AchEs) e os
butyrylcholinesterases (BChEs). Nos peixes, a AchEs ocorrem principalmente no cérebro e

tecido muscular, enquanto que as BChEs ocorrem no figado e plasma (HABIG, 1991).

1.6 ORGANISMO MODELO — GENERO Astyanax sp

O género Astyanax pertence a subfamilia Tetragonopterinae dentro da familia
Characidae, mesma familia das piranhas, pacus, peixe cachorro e dourados. Esta subfamilia é
encontrada ao longo da América do Sul e América Central, sendo popularmente chamado de
lambari na regido Sul e de piabas na regido central do Brasil (BRITSKI, 1972).
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Em um total de 86 espécies segundo a ultima revisao realizada por LIMA et al. (2003),
estas espécies apresentam caracteristicas morfoldgicas muito similares de modo que sua
separacdo tem sido muito dificil para os taxonémicos (FERNANDES, 2004). De modo que a
sua utilizacdo como bioindicadores vem sido usada em nivel de género.

Este género tem como principal caracteristica a sua a funcdo ecoldgica como espécie
de forrageira (GODOY, 1975), sendo considerados transformadores de particulas orgénicas
em proteinas devido aos seus habitos alimentares como zooplanctivoras, insetivoras e
onivoras (SANTOS, 1981), sendo considerados oportunistas. Sua importancia ecologica é
notavel, devido a sua localizacdo na cadeia trofica na qual servirdo de alimento para aves e
peixes em niveis troficos superiores (GODOY, 1975).

A espécie do género Astyanax com maior distribuicdo é a espécie Astyanax
altiparanae (Figura 3), conhecida popularmente por lambari relégio ou lambari-de-rabo-
amarelo. Caracterizada por apresentar o corpo prateado, com a regido ventral esbranquicada e
a regido dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvica sdo amareladas. Também
apresenta uma faixa mediana negra estendida a extremidade dos raios medianos na cauda,
separando os lobos superior e inferior. Na parte superior da pupila, ha uma mancha amarelo-
ferrugem (GARUTTI, 2000). Entretanto, as populacbes dessa espécie ndo sdo
morfologicamente homogéneas. O sucesso adaptativo dessa espécie é devido a sua
plasticidade alimentar, facilidade na reproducdo, sendo que esta espécie apresenta atividade
exploratéria (ORSI, 2002).

FIGURA 3- Exemplar de Astyanax altiparanae. Barra=3 cm
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O estudo tem como objetivo investigar os riscos ecotoxicologicos causados pela
atividade agricola e urbana da cidade de Rosério do Sul, estado do Rio Grande do Sul —
Brasil, no Rio Santa Maria. Utilizando como modelo animal o peixe popularmente conhecido
por lambari (Astyanax sp).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in sito as alteracdes bioquimicas e fisioldgicas de biomarcadores dos peixes do

género Astyanax nativos do Rio Santa Maria.

e Avaliar a atividade da enzima AChE, utilizadas como biomarcadores, em peixes do

género Astyanax capturados no Rio Santa Maria.

e Analisar a atividade de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa-S-transferase,
glutationa peroxidase e tiorredoxina redutase), utilizadas como biomarcadores, em

peixes do género Astyanax sp capturados no Rio Santa Maria.

e Determinar a inducédo de lipoperoxidagdo em peixes do género Astyanax sp capturados

no Rio Santa Maria.

e Determinar os niveis de hidroperdxidos totais e GSH em peixes do género Astyanax

capturados no Rio Santa Maria.



24

3. JUSTIFICATIVA

Até 0 momento poucos estudos foram desenvolvidos sobre a qualidade da 4gua do Rio
Santa Maria e nenhum estudo relatando o risco ambiental e a salde do ecossistema aquético.
Os estudos que existem sobre a qualidade da 4gua do Rio Santa Maria se detém apenas em
métodos tradicionais de determinacdo, sem avaliar o real efeito da atividade humana sobre a
comunidade aquética. Além disto, poucos estudos tém utilizado peixes do género Axtyanax
como bioindicadores em estudos de toxicologia aquética, uma vez que as caracteristicas desse
organismo se adaptam perfeitamente as qualificagdes de um bioindicador. E clara a
necessidade de um estudo que avalie a real situacdo da comunidade aquatica desse
ecossistema sobre a atividade e também é importante que se estabelecam bases e fundamentos
tedricos quanto a utilizacdo destes animais como bioindicadores, a fim de complementar e
facilitar as analises de dados destes trabalhos.

Através deste modelo de estudo, espera-se compreender melhor os efeitos da atividade
humana na regido, apontando possiveis fatores de risco ambiental sobre o ecossistema

aquatico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 QUIMICOS UTILIZADOS

A glutationa redutase (G3664), glutationa reduzida (GSH), a glutationa oxidada
fluidizado (GSSG), terc-butil-hidroperdéxido (t-BOOH), 5,5’-ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB), nicotinamida-adenina 2-fosfato de dinucle6tido reduzido hidrato de sal tetrassédico
(NADPH), assim como todos os outros produtos quimicos utilizados no presente trabalho

foram a partir da mais elevada pureza analitica.

4.2 AMOSTRAS

Os animais foram capturados utilizando uma armadilha feita manualmente com malha
plastica (1.0 x 1.0 cm) em um ponto do rio Santa Maria na cidade de Rosario do Sul, estado
do Rio Grande do Sul — Brasil (S1), coordenada: 30° 15 00.04” S 54° 54° 42.22” O. Este
ponto de coleta foi escolhido devido a sua proximidade com areas agricultaveis, despejo de
aguas pluviais e uma area amplamente utilizada por banhistas neste municipio. Apds a coleta,
os animais foram transportados para o laboratdrio em bombonas plasticas e transferidos para
aquarios com oxigenacao constante contendo a prépria dgua do ponto de coleta. Apos periodo
de adaptacdo, os animais foram anestesiados em gelo e eutanaziados por ruptura cervical para
a extracdo do cérebro e de parte do tecido muscular dos peixes. Em seguida, os tecidos foram
homogeneizados em tampdo HEPES 20mM, pH 7,0. O homogeneizado foi centrifugado 2
1000g durante 5 minutos a 4°C, sendo uma parte do sobrenadante retirado para a
determinacdo da atividade da enzima AChE. O restante do sobrenadante foi centrifugado a
200009 durante 30 minutos a 4°C para a determinacdo da atividade das enzimas GST, GR,
GPx, CAT e TrxR, e também para a quantificagdo dos niveis de peroxidacdo lipidica
(TBARS) e hidroperoxidos totais. Para o controle os animais foram coletados em local com
moderada preservacdo ambiental e mantidos em quarentena em aquarios com oxigenagdo

constante para depuragdo em agua potavel.
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4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA AChE

A atividade enzimatica foi determinada em um espectrofotémetro Thermo Scientific
Evolution 60S UV-Visivel. A atividade da AchE foi determinada utilizando o ensaio descrito
por Ellman et al. (1961) com algumas alterac6es, utilizando tampé&o de fosfato (KPi) 0,25 M,
pH 8, EDTA 1mM, DTNB 5 mM e tiocolina 7,25 mM como substrato.

4.4 AVALIACAO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A atividade enzimética foi determinada em um espectrofotdmetro Thermo Scientific
Evolution 60S UV-Visivel. Resumidamente, GR reduz a GSH a GSSG, gastando NADPH, o
desaparecimento dos quais pode ser medida a 340 nm (CARLBERG & MANNERVIK,
1985). A atividade GPx1 e GPx4 foi determinada utilizando o ensaio descrito por acoplado
WENDEL (1981), que monitora indiretamente o consumo de NADPH a 340 nm, utilizando
terc-butil-hidroperéxido a GSSG como gerador nas condi¢des do ensaio. Glutationa-
transferase (GST), a atividade foi analisada pelo procedimento do HABIG & JAKOBY
(1981), utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno como substrato. A atividade da catalase (CAT)
foi medida de acordo com AEBI (1984). TrxR atividade foi medida com base no método de
HOLMGREN & BJORNSTEDTE (1995).

4.5 PEROXIDACAO LIPIDICA E TOTAL DE HIDROPEROXIDOS

Produtos finais da peroxidacgéo lipidica foram quantificados como substancia reativa
acido tiobarbitdrico (TBARS) seguindo o metodo de OHKAWA et al. (1979) com pequenas
modificacOes. Aliquotas das amostras foram incubadas em acido acético 0,45M /HCI pH 3,4,
0,28% acido tiobarbiturico , SDS 1,2%, a 95° C durante 60 minutos e, em seguida, a
absorbancia medida a 532 nm. Os valores de TBARS foram normalizados pela concentragao

de proteina. Os resultados foram expressos como percentagem dos controles.
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4.6 ESTADO TIOL

A glutationa (GSH) foi medida como ti6is ndo proteicos baseado em ELLMAN (1969)
com pequenas modificacdes (FRANCO et al., 2006). Tidis de Proteinas (PSH) foram medidos
por espectrofotometria utilizando reagente de Ellman. O sedimento da amostra de GSH foi
lavado com 4acido perclérico 0,5 M e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente na
presenca de uma solucdo contendo 0,15 mM de DTNB, 0,5 M Tris-HCI, pH 8,0, e SDS a
0,1%. PSH foi estimada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 13.600 M™* cm™. A

amostra em branco, sem reagente de Ellman foi executado simultaneamente.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Diferencas estatisticas entre os grupos foram analisados por ANOVA seguido pelo
teste de Duncan, quando apropriado. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando P <0,05 para GPx, GST, GSH, ACHE, TBARS e total de
hidroperdxidos e P <0,01 para CAT.
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5 RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASE

A enzima AchE apresentou atividade diminuida significativamente no tecido muscular
(Figura 6A) dos animais coletados no rio Santa Maria em comparacdo ao controle

estabelecido. O tecido cerebral ndo apresentou diminuicdo estatisticamente significante em

comparacéo ao controle (figura 6B).
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FIGURA 6-Atividade da enzima AchE de peixes coletados em um ponto do Rio Santa Maria, Sdo Gabriel — RS.

Apos a eutandsia dos animais capturados foi determinadas a atividade da enzima AchE no musculo (A) e no
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cérebro (B) dos animais. . Dados sdo apresentados como média + desvio padrdo da atividade enzimatica,

expressa em mU/mg de proteina total. * P <0, 05.

5.2 ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Observou-se um aumento significativo na atividade da enzima GST no musculo
(Figura 7A) e no cérebro (Figura 7B) dos animais coletados no rio Santa Maria em relacdo ao
controle. Houve aumento também na atividade da enzima CAT, entretanto, apenas no tecido

muscular (Figura 7C). O mesmo resultado ndo foi observado no tecido cerebral.
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FIGURA 7- Atividade de enzimas antioxidantes de peixes coletados em um ponto do Rio Santa Maria, Sdo
Gabriel — RS. Apo6s a eutanasia dos animais capturados foi determinado a atividade da enzima GST no tecido
muscular (A) e no tecido cerebral (B). Também foi determinada a atividade da enzima CAT no tecido muscular
(C) e cerebral (B). Dados séo apresentados como média + desvio padrdo da atividade enzimatica, expressa em

mU/mg de proteina total. * P <0, 05 e ** P<0,01.

Outras enzimas envolvidas no processo antioxidante também apresentaram aumento

na sua atividade nos animais capturados no Rio Santa Maria perante o controle. Entre as
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enzimas moduladores de GSH apenas a GR ndo apresentou alteragdes na sua atividade tanto

no tecido muscular (figura 8C) e cerebral (figura 8D).
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FIGURA 8- Atividade de enzimas envolvidas no processo de detoxicagdo celular de peixes coletados em um

ponto do Rio Santa Maria, Sdo Gabriel — RS. Apds a eutanasia dos animais capturados foi determinado a

atividade da enzima GPx no tecido muscular (A) e cerebral (B), assim como a atividade da GR no tecido

muscular (C) e cerebral (D), e TrxR no tecido muscular (E) e cerebral (F). Dados sdo apresentados como média

+ desvio padrdo da atividade enzimatica, expressa em mU/mg de proteina total. * P <0, 05.
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53 NIVEIS DE GLUTATIONA, PEROXIDACAO LIPIDICA E
HIDROPEROXIDOS TOTAIS.

Os niveis de GSH permaneceram inalterados no musculo (figura 9A) e cérebro (figura
9B) dos animais coletados no rio Santa Maria. Entretanto, observou-se um aumento
significativo nos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrio (TBARS) (Figura 9C) e
hidroperdxidos totais (Figura 9E) no mdsculo, corroborando com um estado de estresse
oxidativo. N&o houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis de TBARS (figura
9D) e hidroperdxidos (figura 9F) nos cérebros dos animais capturados perante o controle.
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FIGURA 9- Niveis GSH, peroxidagdo lipidica e hidroperoxidos totais de peixes coletados em um ponto do Rio
Santa Maria, Sdo Gabriel — RS. Apds a eutanasia dos animais capturados foram medidos o contetido de GSH no
tecido muscular (A) e cerebral (B), também foram determinados os niveis de peroxidacdo lipidica no tecido
muscular (C) e cerebral (D). Os niveis de hidroperoxodos totais também foram determinados no tecido muscular
(E) e cerebral (F). Os resultados foram expressos como percentagem dos controles (média + desvio padrdo). * P
<0, 05.
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6 DISCUSSAO

Atualmente a contaminagcdo dos recursos hidricos tem sido um dos principais
problemas ambientais, sendo o ambiente aquatico o mais suscetivel as agdes antropicas,
devido a descarga de efluentes domésticos, industriais ou agricolas (BERTOLETTI, 1990).
Estes efluentes sdo compostos por varios contaminantes que de maneira isolada ou mista
apresentam efeitos preocupantes sobre 0s ecossistemas aquaticos e 0s que deste recurso
dependem (JOBLING, 1995). Devido a esta realidade, estudos que avaliem a qualidade desses
ecossistemas, principalmente em &reas ainda ndo estudadas, sdo importantes para a
determinacdo do nivel dos danos causados por esta gama de contaminantes. A bacia do rio
Santa Maria se apresenta em situacao de risco, uma vez que se situa em uma regido de grande

atividade urbana e agricola.

Através das determinacBes bioquimicas de biomarcadores de toxicologia aquética
utilizando como modelo os peixes do género Astyanax sp foi possivel observar indicios de
dano oxidativo e alteracdes na atividade de enzimas envolvidas nos processos de defesas
celulares contra o estresse oxidativo e também no sistema neurolocomotor através da inibicao

da atividade da enzima AchE.

Alteracbes na atividade da AchE, como a diminuicdo da sua atividade, conforme
demonstrada nos resultados, pode corroborar a presenca de contaminantes potencialmente
perigosos como herbicidas e pesticidas organofosforados (OPs) e carbamatos (CARB)
(FERNANDEZ-VEGA et al., 2002), os quais inativam esta enzima se ligando covalentemente
a residuos de aminoéacidos (JUNG ET AL., 2007). A inibicdo desta enzima é muito prejudicial
para peixes, principalmente por comprometer o sistema locomotor dificultando a alimentacéo
e fuga de predadores (BALINT et al., 1995). Embora apresentarem rapida degradacio no
meio ambiente, estes pesticidas ndo sdo especificos, apresentando toxicidade aguda em
organismos ndo alvos, deste modo gerando risco tanto para a biota aquatica como terrestre
(MICHAEL & PETER, 2000). Mesmo em doses subletais, é possivel identificar a
contaminacdo do ambiente por estes pesticidas durante periodos longos, pois mesmo que ja
degradado no ambiente o efeito sobre a enzima AChE pode perdurar por semanas (BENKE,
1974) Pois, os compostos organofosforados sao inibidores irreversiveis da protease, de modo
que somente a sintese de novas enzimas podem reverter esse quadro (HABIG, 1991).
Entretanto, os pesticidas carbamatos sdo considerados inibidores reversiveis (CALDAS,
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2000). A diminuicdo estatisticamente significativa da atividade da enzima AChE apenas no
tecido muscular pode ser explica pela provavel presenca de pesticidas carbamatos, uma vez
que ndo causam sintomatologia significativa a nivel de sistema nervoso central (SNC)
(CALDAS, 2000), o que poderia ter inibindo temporariamente a atividade da enzima AChE.

O aumento na atividade das enzimas envolvidas nos processos de detoxificacdo de
xenobioticos (GST) e de defesa contra a acdo deletéria de ROS (GPx, TrxR e CAT), pode
indicar um mecanismo de compensacdo a um aumento na formacdo de ROS e o
estabelecimento de um estado de estresse oxidativo nos organismos devido a exposicdo de
uma gama de contaminantes ambientais presentes no meio onde os peixes foram coletados. O
aumento na peroxidacdo lipidica e de hidroperdxidos demonstra o estresse oxidativo nos
animais coletados perante o controle. O aumento das defesas celulares € uma forma de
organismo manter os niveis de oxirreducdo estaveis a nivel celular. Alguns estudos ja
relacionaram 0 aumento da atividade das enzimas GST e GPx com a exposi¢do a pesticidas
organofosforados (PENA-LLOPIS, 2003) e também a outros xenobidticos como metais
pesados em bivalves (RODRIGUEZ- HZA et al., 1992). O aumento na atividade de enzimas
antioxidantes como a TrxR e CAT demonstram que o local pode ser contaminado por outros
compostos providos da atividade humana. A TrxR é responsavel pela ciclagem da
tioredoxina (Trx), uma proteina doadora de elétrons envolvida no ciclo catalitico da
peroxiredoxina (Prx). Assim como a GR, a TrxR esta inserida no processo de detoxicacdo
celular por ROS, auxiliando o sistema Prx/Trx (FLOHE et al., 2007). O aumento da TrxR
também pode estar relacionado ao aumento da peroxidacdo lipidica, uma vez que a isoforma
TrxR1 reduz hidropexddos lipidicos (ZHONG & HOLMGREN, 2000), atuando como uma
forma compensatoria. Com relacdo ao aumento da atividade CAT, esta resposta celular é
muito comum em areas impactadas, como observado no trabalho realizado por BOCCHETTI
et al. (2008), que observou o aumento da atividade da CAT em mexilhGes da espécie
Mytilusgallo provincialis depois da ressuspencdo de sedimentos em uma area portuaria. Em
organismos expostos a metais pesados também podem elevar atividade da CAT e GST devido
a formacgdo de EROS (ATLI & CANLLI, 2007).
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, foi possivel observar que o modelo animal utilizado serviu para o
propdsito de avaliar os danos no ecossistema, através das alteracBes bioquimicas de
biomarcadores de contaminacdo aquética, demonstrando o seu valor como bioindicador. Além
disso, que esses animais representantes desse ecossistema, veem sofrendo estresse e danos
promovidos pela atividade humana no local onde esses organismos foram coletados. Este
trabalho foi o pioneiro em avaliar os danos no ecossistema da bacia do rio Santa Maria e um
dos primeiros do bioma Pampa, porem mais estudos sdo necessarios para determinar quais

contaminantes estdo presentes e a sua fonte.
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