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RESUMO

SANTOS, MARILENE BARBARA DOS, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia,
marco de 2018. Biomarcadores de tilapia do Nilo e pardmetros abio6ticos da agua para avaliacéo
da degradacéo do rio Chapadinha. Orientadora: Elissandra Ubricht Winkaler

A preocupacdo com a qualidade ambiental tem desencadeado o surgimento de uma série de
estudos, muitos destes voltados ao monitoramento de ecossistemas aquéaticos. No centro de
muitas destas discussdes encontam-se as atividades antropicas, as quais estdo sendo apontadas
como um dos principais fatores responsaveis pela introducéo de poluentes no meio ambiente.
A fim de encontrar possiveis alteragdes em um corpo hidrico fluvial, o objetivo desse trabalho
foi identificar o nivel de degradacao aquatica de diferentes pontos do rio Chapadinha, Cruz das
Almas (BA), utilizando como marcadores a atividade das enzimas hepéticas Glutationa S-
Transferase (GST) e Catalase (CAT) e os parametros abidticos da agua (oxigénio dissolvido,
pH, temperatura, condutividade e salinidade). Para tanto, exemplares de tilapias (Oreochromis
niloticus), foram expostos durante 96h a amostras de &gua coletadas em 3 pontos do rio
Chapadinha: Tapera, Chapadinha e Campo Limpo, em dezembro de 2017 e janeiro de 2018.
Apbs a determinacdo dos pardmetros abioticos da agua, amostras foram coletadas em baldes
plasticos e transportadas até o Laborat6rio de Ecotoxicologia Aquética da UFRB. A agua foi
transferida para aquérios de vidro (30L) onde foram acondicionados 10 exemplares de tilapias
(15,56 + 3,27 g). Ao encerrar o periodo de exposicao (96h) os animais foram eutanaziados e o
figado retirado para realizacdo das analises enzimaticas. No més de dezembro de 2017, notou-
se que, quando comparadas ao controle e aos demais pontos amostrados, a atividade da GST
hepética foi significativamente maior nos organismos expostos a dgua coletada no ponto da
Chapadinha. A CAT hepética, no mesmo periodo, foi significativamente maior nos organismos
expostos a dgua da Tapera, em compara¢do com o controle e da fazenda Campo Limpo. Ja no
més de janeiro de 2018, quando comparada ao controle, apenas a CAT hepaética teve variacdo
significativa na sua atividade, que foi significativamente menor nos organismos expostos a agua
do Campo Limpo. Comparando-se as duas coletas, pdde-se notar que as atividades das enzimas
em tecido hepatico de tilapias foram mais elevadas no més de dezembro de 2017, em relacao
ao més de janeiro de 2018, apresentando significancia nos organismos expostos a dgua dos
pontos da Chapadinha e do Campo Limpo. Os valores de pH, temperatura e salinidade
registrados, em ambos 0s meses, nos pontos amostrados encontram-se dentro do padréo de
qualidade e caracterizacdo estabelecidos pelo CONAMA. Ja o oxigénio dissolvido abaixo do
ideal e a condutividade elétrica em valores elevados. Com os resultados dos biomarcadores
bioquimicos e os dados abioticos da dgua pode-se indicar que todos 0s pontos estudados do rio
Chapadinha apresentaram certo grau de degradacdo ambiental. Dessa forma, ndo foi possivel
identificar o ponto menos degradado, visto que, a atividade das enzimas GST e CAT variou
significativamente em todos os pontos amostrados. No entanto, a maior variagdo dos
biomarcadores estudados ocorreu nos animais expostos as amostras de agua no més de
dezembro, o que pode estar relacionado com a maior incidéncia de chuva.

Palavras-chave: corpos hidricos, ecotoxicologia, enzimas hepaticas.



ABSTRACT

SANTOS, MARILENE BARBARA DOS, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia,
March of 2018. Nile tilapia biomarkers and abiotic water parameters for evaluation of the
degradation of the Chapadinha river. Advisor: Elissandra Ubricht Winkaler.

Concern about environmental quality has triggered the emergence of a series of studies, many
of them focused on the monitoring of aquatic ecosystems. At the heart of many of these
discussions are the anthropogenic activities, which are being singled out as one of the main
factors responsible for the introduction of pollutants into the environment. In order to find
possible changes in a fluvial water body, the objective of this work was to identify the level of
aquatic degradation of different points of the Chapadinha River, Cruz das Almas (BA), using
as markers the activity of hepatic enzymes Glutathione S-Transferase (GST) and Catalase
(CAT) and the abiotic parameters of water (dissolved oxygen, pH, temperature, conductivity
and salinity). For this purpose, samples of tilapia (Oreochromis niloticus) were exposed for 96h
to water samples collected at 3 points of the Chapadinha River: Tapera, Chapadinha and Campo
Limpo, in December 2017 and January 2018. After determination of the abiotic parameters of
the water samples were collected in plastic buckets and transported to the UFRB Aquatic
Ecotoxicology Laboratory. The water was transferred to glass aquariums (30L) where 10
specimens of tilapia (15.56 + 3.27 g) were packed. At the end of the exposure period (96 h) the
animals were euthanized, and the liver removed for enzymatic analysis. In December 2017, it
was observed that, when compared to the control and other points sampled, the activity of
hepatic GST was significantly higher in the organisms exposed to water collected at
Chapadinha point. The hepatic CAT, in the same period, was significantly higher in the
organisms exposed to tapera water, in comparison with the control and Campo Limpo farm. As
early as January 2018, when compared to the control, only hepatic CAT had a significant
variation in its activity, which was significantly lower in the organisms exposed to water from
Campo Limpo. Comparing the two collections, it was observed that the activities of the
enzymes in hepatic tissue of tilapia were higher in December 2017, in relation to the month of
january, 2018, presenting significance in organisms exposed to water from points of
Chapadinha and Campo Limpo. The values of pH, temperature and salinity registered in both
months at the sampled sites are within the quality and characterization standard established by
CONAMA. Already dissolved oxygen below the ideal and electrical conductivity at high
values. With the results of the biochemical biomarkers and the abiotic data of the water it can
be indicated that all the points studied of the Chapadinha river presented some degree of
environmental degradation. Thus, it was not possible to identify the least degraded point, since
the activity of the GST and CAT enzymes varied significantly in all the points sampled.
However, the greatest variation of the studied biomarkers occurred in the animals exposed to
the water samples in december, which may be related to the higher rainfall incidence.

Key words: water bodies, ecotoxicology, liver enzymes.



1. INTRODUCAO

Os ecossistemas do planeta vém sendo influenciados pelo homem, seja de forma direta
ou indireta, através de acdes como o desmatamento, poluicdo dos corpos hidricos, queimadas e
outros. Assim, o crescimento populacional nas grandes cidades é apontado como uma das
principais causas responsaveis pelo processo de degradacdo dos recursos naturais, que €
agravado devido a pressdo realizada pelos meios de producdo, e a consequente busca
desenfreada por matéria prima (GOULART; CALLISTO, 2003; OLIVEIRA et al. 2016). Além
disso, a auséncia de politicas publicas adequadas, que visem a preservacdo dos recursos
hidricos, também é um fator que contribui para o agravamento da qualidade da 4gua (ZHANG
etal., 2010; BORGA et al. 2018) a qual, esta ligada a incidéncia de diversos problemas de saude
(MERTEN; MINELLA, 2002) e ¢ apontada como responsavel pela morte milhGes de pessoas
anualmente (MORAES; JORDAO, 2002).

Com o aumento da concentragdo de poluentes no meio ambiente, decorrentes do
aumento das atividades antropicas, a quimica ambiental passou a explorar com assiduidade o
tema qualidade de agua (BILA; DEZOTTI, 2007), discutindo abordagens que envolvem o
gerenciamento da 4gua e o surgimento de novas tecnologias, além de mudancas
comportamentais e institucionais para o uso da agua (LARSON et al. 2016). Dentre o0s
problemas que sdo abordados também tem-se as diversas caracteristicas que sdo apresentadas
pelos residuos gerados durante tratamento da agua, estes também apresentam produtos
quimicos e outras impurezas, 0 que contribui para dificultar esse processo de purificacdo
(ACHON et al., 2013).

Oliveira et al. (2016) descrevem que a medida que a populacdo aumenta, a pressao
humana sobre os recursos hidricos também tende a aumentar. De modo complementar,
Mannarino et al. (2013) citam que em geral, o tamanho da cidade é diretamente proporcional
ao nivel de complexidade dos rejeitos, o que dificulta ainda mais o tratamento desses residuos.
Por essa razdo é necessario o uso ferramentas que confirmem a auséncia de toxidade nos
efluente em seu estagio final. Assim, Buss et al. (2003) e Gavrilescu et al. (2014) estabelecem
que o desenvolvimento de metodologias que permitam um diagndstico eficaz, tais como as
ferramentas de biomonitoramento, representa um passo inicial para que problemas de carater
social e ambiental sejam sanados, e também possuem um grande potencial, para avaliacdo de
riscos ambientais.

No sentido de que novas tecnologias de avaliacdo da qualidade ambiental eram

necessarias, surgiu a ecotoxicologia, ramo da ciéncia que se estendeu da toxicologia, e que
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combinou-se com teorias ecoldgicas. Assim, avalia os efeitos tdxicos a niveis moleculares,
bioquimicos, celulares, teciduais, morfologicos e comportamentais dos animais, frente a um
contaminante. O uso da ecotoxicologia pode representar um auxilio na identificacdo de efeitos
indiretos de contaminantes nos organismos (FLYNN; PEREIRA, 2011; GESSNER; TLILI,
2016).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), em sua resolugdo de nimero
357, de 17 de marco de 2005, define testes ecotoxicoldgicos como ensaios que visam avaliar a
capacidade de agentes quimicos ou fisicos em causar efeitos adversos nos mais variados seres
vivos, auxiliando na identificacdo de possiveis perigos a saude dos seres humanos.

Sisinno et al. (2006) e Oliveira Filho et al. (2017) reforgaram a importancia de se realizar
testes ecotoxicoldgicos para que se possa ter indicio de uma resposta com um grau de precisdo
maior do que aqueles que utilizam apenas os parametros quimicos nas verificacdes de variaveis
ambientais, visto que, apenas a analise quimica ndo é capaz de determinar os reais efeitos em
um organismo. Além disso, os testes ecotoxicoldgicos ajudam a identificar os efeitos
prejudiciais de contaminantes ambientais, nos seres a estes expostos. Para Knie e Lopes (2004)
0s organismos tém a capacidade de perceber pequenos teores de substancias no seu habitat,
concentracOes tdo minimas que muitas vezes tornam-se imperceptiveis nas analises quimicas.
Corroborando com os argumentos anteriores, Arias et al. (2007) afirmaram que ao promover a
incorporagdo dos bioindicadores nos estudos de biomonitoramento tem-se a chance de
aumentar a precisdo dos conhecimentos sobre a qualidade do meio ambiente.

Lins et al. (2010) salientaram a importancia de obter o conhecimento sobre as
consequéncias, 0s mecanismos e as principais fontes de contaminacéo, para ter um melhor
monitoramento dos ambientes aquaticos. Chovanec et al. (2003) argumentaram que em alguns
casos a entrada de componentes tOxicos nos ecossistemas aquaticos pode ocorrer de modo
intermitente, provocando uma falsa interpretacéo da auséncia de alteracdes. Os mesmos ainda
relataram que as analises das concentracfes de substancias, muitas vezes sdo incapazes de
revelar adversidades ecologicas e fisioldgicas. Por essa razdo, os autores enalteceram a
importancia do uso de organismos, tais como 0s peixes, que sdo sensiveis a presenca de
produtos quimicos, muitas vezes complexos, em ecossistemas aquaticos caracteristicos.

No meio ambiente, embora alguns niveis de substancias parecam seguros
ecotoxicologicamente, existe o risco de que essas substancias tenham um efeito bioacumulador
nos organismos, ocasionando efeitos deletérios devido sua alta concentracdo (ZAGATTO;
BERTOLET, 2008). Por isso, também ¢é importante a criacdo de medidas que regulamentam a

forma e a quantidade de compostos que podem ser langados no ambiente. Dentre 0s requisitos
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para serem inseridos no meio ambiente, os rejeitos ndo podem ter potencial poluidor, levando
em conta, dentre outros fatores, a capacidade de suporte do corpo receptor e o estabelecimento
da maior concentracdo do composto que ndo causa efeitos deletérios significativos na
sobrevivéncia, e na reprodutibilidade dos organismos (CONAMA, 2011).

A qualidade da agua € problema circunstancial em varias partes do mundo. No
Recdncavo baiano essa situacdo nao é diferente, e pode sofrer agravamento a medida que 0s
poluentes alcangcam o0s estuarios e deste modo comprometem 0s ecossistemas costeiros
(SANTOS; GOIS, 2004). Assim, entendendo a importancia dos ecossistemas hidricos naturais,
0 presente estudo visa a identificacdo do nivel de degradacdo aquatica de diferentes pontos do
rio Chapadinha, localizado na cidade de Cruz das Almas, que esta situada no reconcavo da
Bahia. Este rio, desagua no rio Capivari, o qual é compreendido como um importante afluente
do rio Paraguacu.

Em uma avaliacao da qualidade das &guas, que foi realizada na bacia hidrografica do rio
Paraguacu e em seus afluentes, pode-se observar que a incidéncia de dejetos organicos resultou
no comprometimento da qualidade deste rio (TAVARES; SOUZA, 2016), reforcando assim a
importancia de estudos que identifiquem os aspectos degradativos, para que solucdes possam

ser implementadas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Recursos hidricos e contaminagdo ambiental

Substancia mais abundante no planeta, a 4gua tem seu lugar de destaque, ainda que
contendo caracteristicas e distribuicio espacial diferentes. E um elemento essencial e
indispensavel para a manutencdo da vida (DONADIO et al., 2005). No entanto, as inimeras
atividades humanas estdo promovendo alterac@es no ciclo hidroldgico e também na qualidade
das aguas (TUNDISI, 2006). Sendo assim, o homem é apontado como um agente capaz de
causar alteracGes nas condigdes ambientais. A forma com a qual a humanidade utiliza os
recursos, tais como o emprego do solo, acaba contribuindo para elevar a introducdo de
compostos, como 0s agrotoxicos, na dgua (VON SPERLING, 1996a).

Embora os danos ambientais de grandes proporgdes sejam 0s mais comentados via
recursos midiaticos, deve-se dar igual ou maior atencdo aos pequenos e cumulativos focos de
poluicdo, os quais vao sendo depositados no ambiente de forma constante (MAZZER,;
CAVALCANTI, 2004). A situagdo torna-se ainda mais desfavoravel, pois as proprias



caracteristicas da &gua, que a permite ser descrita como um solvente, torna possivel que a
mesma incorpore a si varias impurezas (VON SPERLING, 1996a; VON SPERLING, 1996b).

No Brasil, 0 esgotamento domeéstico, mais precisamente a auséncia de um tratamento
adequado para 0s esgotos, ja pode ser considerado um enorme problema de satde publica
(SCHIRMER et al., 2009), devido a composicdo dos dejetos, 0s quais possuem aguas utilizadas
para higiene pessoal, coccdo, lavagem de alimentos e utensilios, e etc. (PEREIRA, 2004). Por
esse motivo, Tundisi (2008) relata a importancia da promogéo de estudos que possibilitem
estabelecer no Brasil, uma série de estratégias para gestdo dos recursos hidricos nacionais.

A capacidade dos rios de receberem efluentes esta relacionada a diversos fatores, os
quais influenciam na sua capacidade de viabilizar ou ndo a rapida depuragdo dos compostos
nele despejados. Dentre estes fatores, estdo aqueles de ordem quimica, fisica, geoldgicas, entre
outros, acompanhados da participacdo, ja citada, das atividades antropicas. Deste modo, com
tamanha diversidade estrutural e composicional, torna-se dificil a tentativa de tragar uma forma
geral para cuidar desses corpos d"agua (ANA, 2013).

Com o passar dos anos, nota-se o surgimento de discussdes e esforcos para tentar
elaborar medidas que visem restaurar os sistemas hidricos danificados, tendo em vista que a
relagdo das cidades com os rios que por elas perpassam, vem melhorando, devido ao aumento
do interesse ambientalista (BAPTISTA; CARDOSO, 2013).

2.2. Bioindicadores

O uso do biomonitoramento em estudos que visam avaliar ecossistemas hidricos, tem
sido constantemente realizado, pois € visto como um modelo mais vantajoso para monitorar
tais ambientes, que os métodos que realizam apenas analises quimicas da dgua. 1sso ocorre por
conta da capacidade de expressar alteracdes discretas nos organismos, e apontar, com um grau
de precisdo maior, como poluentes complexos e a biota estdo interagindo. Além disso, o
monitoramento bioldgico permite decifrar com maior velocidade, as reagdes dos organismos ao
expressarem a presenca de um xenobiotico, dentre outros motivos que tornam esse método de
analise mais atraente para determinar a qualidade ambiental (ZHOU et al., 2008).

Mudangas no ambiente, antropicamente estabelecidas ou impostas naturalmente, podem
ser identificadas através do uso dos bioindicadores, estes védo auxiliar no estudo de diversos
tipos de ambientes. Por definicdo os bioindicadores sdo tidos como espécies ou comunidades,
que ao demonstrar qualquer agédo sensitiva a perturbagdes decorrentes no seu habitat, podem

determinar a qualidade daquele ambiente, indicando o surgimento de possiveis alteracbes no
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local onde encontram-se presentes (CALLISTO; GONCALVES, 2002; HOLT; MILLER,
2011).

O uso de bioindicadores esta relacionado com a leitura da dimenséo do estresse através
da interpretacdo de respostas que os niveis de organizacdo bioldgica podem apresentar. 1sso
possibilita um diagndstico da situacdo atual do ambiente (ARIAS et al., 2007). Nos peixes,
niveis bioquimicos e moleculares para indicacdo de estresse, sdo toxicologicamente mais
relevantes, pois, respondem com maior velocidade. Além disso, possuem um nivel de
especificidade mais elevado, possibilitando uma melhor compreensdo dos efeitos que um
xenobiotico pode desencadear (ADAMS et al., 1989). Neste sentido, Chovanec et al. (2003)
reforcam as caracteristicas dos peixes como bioindicadores, comentando a sua capacidade de
responder a um nivel subcelular quando expostos a baixa e limitada acéo de substancias toxicas
e também podem apresentar mudancas funcionais e estruturais ao sofrerem uma exposicédo
severa a um contaminante.

Fatores como a estrutura laboratorial, tipos de tecidos a serem utilizados, tipos de
biomarcadores a serem analisados, devem ser levados em conta na hora da escolha do
bioindicador, para deste modo, tornar possivel a realizacdo de um diagndstico ambiental mais
completo (BRITO; DA LUZ, 2015). Lins et al. (2010) também ressalvam a importancia de
estar atento ao tipo de tecido utilizado. Para estes, seria interessante que se fizesse uso de
estruturas que estivessem em contato com o metabolismo de combate ao xenobidtico, tais como
figados e rins.

As tildpias também sdo utilizadas em ensaios ecotoxicolégicos como indicadora do
efeito de diversas substancias, tais como inseticidas naturais (MILLAN et al, 2013), cloreto de
mercurio (DIAS et al., 2007), oxicloreto de cobre (BOOCK; MACHADO-NETO, 2000), dentre
outros.

A maioria das tilapias sdo de origem africana, chegando a somar mais de 70 espécies
existentes, sendo que as mais difundidas mundialmente no ramo da aquicultura séo, a tilapia de
Mocambique (Oreochromis mossambicus), a tilapia aurea (Oreochromis aureus), a tilapia de
Zanzibar (Oreochromis urolepis hornorum) e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus,
Linnaeus, 1758) (KUBITZA, 2000). As tilapias (Figura 1) fazem parte da familia Cichlidae,
grupo com muitos peixes de interesse do aquarismo, devido a suas coloragdes. No entanto, o
interesse por muitas espécies de tilapias, em especial a Oreochromis niloticus, estd no ramo

econémico, por meio da aquicultura (NELSON, 2006).



Figura 1. Exemplar de tildpia (Oreochromis niloticus) utilizado como bioindicador nos testes
ecotoxicologicos de 96 horas de exposi¢do, para avaliagdo da qualidade da agua do rio
Chapadinha, nos bairros da Tapera, Chapadinha e Campo Limpo, em Cruz das Almas, Bahia,
utilizando biomarcadores bioguimicos enzimaticos (GST e CAT) do tecido hepatico.

No Brasil, a tilapia do Nilo é o grupo mais difundindo da familia Cichlidae, chamando
atencdo ndo so pelo interesse no seu cultivo, mas também, por ja ser caracterizada como uma
espécie exatica, que se tornou invasora, e € apresentada como fator impactante na reducao
falnistica de invertebrados aquaticos e da ictiofauna nacional. Sua limitacdo de temperatura esta
na faixa minima de 8°C e méaxima de 42°C, e com relacéo a oxigénio dissolvido, é uma espécie
com alta tolerdncia em ambientes com baixos niveis de oxigenagdo na dgua (LATINI et al.,
2016). Ao longo dos anos, as espécies de tilapias estdo sendo utilizadas em diversos estudos,
possibilitando avaliar a salde dos ecossistemas aquaticos, seja para monitorar processos de
contaminacgdo por agrotdxico (HENRY'; KISHIMBA, 2006; ARIAS et al., 2007), poluicéo de
bacias hidrogréficas e rios (ERGENE et al, 2007; MOTA et al., 2009; OSMAN et al., 2012;
BUCKER; CONCEICAO, 2012; CARVALHO et al., 2012) ou ainda, indicando a presenca de
poluicdo por esgotamento urbano (CABANELAS; MOREIRA, 2012), contaminagdo por
metais pesados (BIRUNGI et al., 2007; EL-SHEHAW et al., 2007; AUTHMAN et al, 2012;
OMAR et al., 2013), e a poluicdo de areas que estdo sobre influéncia de efluentes industriais
(SOUZA; FONTANETTI, 2006; HOSHINA et al., 2008).

2.3. Biomarcadores

Biomarcadores ou marcadores bioldgicos, sdo respostas biologicas geradas em funcéo
da exposi¢cdo a um ambiente quimico, capazes de representar a dimensdo da exposicao e, em



algumas ocasides, os efeitos dessa exposi¢do. Tais respostas podem ser a nivel celular,
molecular e de organismo (WALKER, 1995).

A utilizacdo de andlises de biomarcadores como ferramenta para realizacdo de estudos
sobre impactos ambientais, trouxe grande auxilio para os programas de monitoramento, pois
permitiram identificar interagGes ocorrentes entre contaminantes e organismos vivos e desse
modo ficou possivel a mensuracdo de efeitos subletais (JESUS; CARVALHO, 2008). A
popularidade do termo vem aumentando com o passar dos anos, isso também desencadeou um
aumento na aplicabilidade desses biomarcadores (BENFORD et al., 2000).

Alguns biomarcadores também sdo vantajosos por possuirem metodologias de facil
desenvolvimento e que sdo bem fundamentadas, além de ndo serem dispendiosos, sao sensiveis
e promovem a obtencao de resultados em um espaco de tempo relativamente curto (FREIRE et
al., 2008). Assim, também fornecem conhecimentos e evidéncias cientificas necessarias para o
desenvolvimento de politicas publicas que visem aplicar medidas de prevencdo e a exercer uma
pratica de controle aos agentes quimicos ambientais (AMORIM, 2003).

Algumas variaveis, tais como os dados biogquimicos, podem ser empregadas no
diagnostico de determinadas enfermidades em animais. Entretanto, para algumas categorias
ainda existe a escassez de trabalhos (BORSA et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2016). Estima-
se que ao serem interpretados de modo adequado, os valores de testes bioquimicos podem
oferecer informacdes valiosas sobre o estado de salde dos animais, determinando como estes
encontram-se clinicamente (GONZALEZ et al., 2001).

Diferentes espécies de organismos aquaticos estdo sendo estudados com o objetivo de
quantificar a acdo enzimatica na presenca de poluentes, notando-se que além de alteracdes no
teor dessas enzimas tem-se também diferentes caracteristicas de respostas a depender do
organismo (VALAVANIDIS et al., 2006). Dentre estes, pode-se citar os mexilhdes Perna
perna (PEREIRA et al.,, 2007) e Mytilus galloprovincialis (TIM-TIM et al., 2009), os
gastropodes Nucella lapillus e Monodonta lineata (TIM-TIM et al., 2009), os caranguejos
Carcinus maenas (GHEDIRA et al., 2011) e Carcinus aestuarii (RICCIARDI et al., 2010), o
camardo Litopenaeus vannamei (WANG et al., 2012) e os peixes Oreochromis niloticus
(FRANCO et al., 2010) e Cathorops spixii (AZEVEDO et al., 2013).

2.4. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos cuja funcao é reduzir ou inibir as avarias que os radicais

livres podem vir a causar nas células. Podendo estar classificados como agentes antioxidantes
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ndo-enzimaticos ou agentes antioxidantes enzimaticos, também denominados como protetores
(BHATTACHARYA, 2015; BIANCHI; ANTUNES, 1999). Para facilitar a eliminagcdo de
compostos toxicos que oferecam riscos a saude, o organismo, por meio de processos
metabolicos, tenta produzir substancias com hidrossolubilidade maior, adicionando alguns
grupos funcionais, tais como ~OH, -COOH ou — SH, mais facilmente aboliveis (GONCALVES
etal., 2014).

As células possuem mecanismos de defesa contra as especies reativas de oxigénio
(EROs) e tais defesas sdo em grande parte proporcionadas por enzimas detoxificantes, como as
Catalases e as Glutationas (BAYR, 2005). O perdxido de hidrogénio, por exemplo, é degradado,
sendo transformado em &gua e oxigénio quando na presenca da catalase (KROTZ et al., 2004).

Essas espécies reativas de oxigénio possuem grupos radicais com extremidades livres.
Para um melhor entendimento, ao se referir a radicais livres, faz-se mencao a moléculas, atomos
ou qualquer outro componente que possua determinada instabilidade na sua distribuicdo de
elétrons e por essa razdo possuem alta reatividade. Na tentativa de se estabilizar, estes acabam
reagindo com outros atomos ou moléculas podendo desencadear aces com capacidade de
ocasionar danos as estruturas dos organismos (VASCONCELOS et al., 2007;
BHATTACHARYA, 2015).

Por esse motivo, as células desenvolveram uma série de linhas de defesa antioxidantes,
tais como o impedimento das reacGes em cadeia com os elementos cobre e ferro, a utilizagédo
de fontes exdgenas como as vitaminas A, C e E, que atuam na interceptacao de radicais livres
e 0 aumento da producéo de enzimas antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

2.5. Glutationa S-Transferase

Com a ampliagdo dos conhecimentos sobre funcdo e estruturas da familia das
Glutationas, foi possivel descobrir novas classes dessas enzimas, ndo apenas nos mamiferos,
mas também em Varios outros organismos. Descobriu-se também que as enzimas desta familia
possuem vastas funcdes, que vao desde a remogao de espécies reativas de oxigénio até a catalise
de conjugacéo e regeneracéo proteica (WILCE; PARKER, 1994; SHEEHAN et al., 2001).

A Glutationa S-Transferase (GST) é uma enzima que esta envolvida em processos de
formacgéo de conjugados envolvendo a Glutationa reduzida (GSH) e xenobiotico, para que estes
sejam eliminados do organismo (HERMES-LIMA, 2004). Atuando nas duas primeiras linhas
defensivas do organismo, a Glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo de extrema importancia

envolvida em processos de remogdo de compostos perigosos para a célula. A GSH tem na GST
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sitios de ligagdo altamente especificos, o que favorece sua ligacdo a enzima de conjugacéo.
Outro fator crucial para GST, que a torna uma importante enzima de fase Il, é a sua
inespecificidade com os xenobioticos, tornando-a eficaz na defesa do organismo contra varias
substancias toxicas, provindas de reacdes que sofreram envolvimento com espécies reativas de
oxigénio (EROs). Isso impede a destruicdo de componentes celulares, e a consequente morte
da prépria célula (WILCE; PARKER, 1994; HAYES; MCLELLAN, 1999).

A ampliacdo dos estudos sobre o grupo das GSTs aponta que estas enzimas tambem
podem ser encontradas em organelas, tais como mitocondrias e peroxissomos, ainda que
originalmente descritas como citosolicas, por inicialmente terem sido descobertas em fracGes
soldveis no organismo. Tais estudos também permitiram avaliar os mecanismos indutores da
atividade da GST, isso possibilitou o reconhecimento de que, ao longo do processo evolutivo,
tal enzima tenha sido estruturalmente moldada para agir na contencéo do estresse oxidativo
(HAYES et al., 2005; MANNERVIK et al., 2005).

Ao longo dos anos, diversos estudos tentam apontar por meio de analises bioquimicas,
alteracdes na atividade cinética da enzima GST hepatica de peixes coletados ou expostos a agua
de ambientes com possiveis focos de polui¢do, como é possivel encontrar nos estudos de
Arojojoye; Adeosun (2016) os quais utilizaram o peixe de gato africano (Clarias gariepinus)
como bioindicador, Kammann et al. (2013), que utilizaram uma espécie de enguia (Anguilla
anguilla), Osorio et al. (2013) utilizando o peixe acard (Geophagus brasiliensis) e Pandey et al.

(2003) tendo como bioindicador o peixe gato (Wallago attu).

2.6. Catalase

A catalase (CAT) é uma enzima responsavel por catalisar a reacdo que tem a finalidade
de decompor o peroxido de hidrogénio (H20:), que eventualmente é gerado pela dismutacéo do
superoxido, acdo realizada pela enzima superoxido-dismutase (SOD). O H.0; é entdo
convertido duas moléculas de agua (H20) e uma de oxigénio molecular (O2), seguindo a
expressdo: 2 H.02> & 2 HO + Oy, processo que ocorre em dois estagios distintos, cujos
mecanismos envolvidos para a quebra da molécula de H20 vai depender do tipo de catalase
que estara envolvida na reacdo (HERMES-LIMA, 2004; CHELIKANI et al., 2004; SINDHU
et al., 2005). Ao inativar o perdxido de hidrogénio, a catalase evita que uma vasta quantidade
de subprodutos, procedentes de rea¢Ges de oxidoreducao sejam formados (FERRO et al., 2010).

A enzima catalase possui elevada especificidade ao seu substrato, ligando-se apenas ao
H20- ou ao hidroperoxido monoalquilico (MAEHLY; CHANCE, 1954), assim a a¢do desta
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enzima torna-se um dos principais meios de decomposicdo destes compostos. Valko et al.
(2007) comentam que o0 peroxissoma tem a capacidade de equilibrar a producéo de H20-, que
é produzido durante o consumo de oxigénio em reacGes metabolicas, essa organela também
regula o teor da enzima catalase que € produzida. Em caso de lesGes na estrutura dessas
organelas, inicia-se o processo de extravasamento do H>O2, contribuindo para ocorréncia de
estresse oxidativo.

Espécies animais, a exemplo da O. niloticus, sdo utilizadas no monitoramento de areas
poluidas. Durante 0s monitoramentos, a ocorréncia de variacGes na atividade da catalase, pode
tornar possivel a confirmacdo do alto grau de poluicdo de determinada area (BAINY et al.,
1996; COGO et al., 2009; SANTANA et al. 2018). Estudos realizados por Fonseca et al. (2002)
apontaram alteracdes na atividade da enzima catalase do peixe Birt (Cyphocharax saladensis)
nos pontos onde a influéncia de atividades antrdpicas era visivelmente mais intensa. Esse
resultado pode reforcar a interpretacdo de que animais que vivem em ambientes com valores
altos de contaminacdo, tendem a desenvolver respostas para reduzir os efeitos do estresse.

Outros trabalhos também tentaram realizar uma interpretacdo da qualidade ambiental
com base na atividade hepética da enzima catalase; Vaseem e Banerjee (2016) conseguiram
comprovar a ocorréncia de estresse oxidativo em carpa indigena (Labeo rohita) ao identificar
alteracdes na atividade da catalase e de outras enzimas. Batista et al. (2014), utilizando o
Lambari (Astyanax bimaculatus) como bioindicador e a catalase como um dos biomarcadores,
buscou avaliar a qualidade de um ecossistema aquatico.

O mesmo foi realizado por Franco et al. (2010) e Wilhelm Filho et al. (2001), os quais
fizeram uso deste biomarcador para avaliar possiveis alteracbes em ambientes aquéticos.
Estudos que visam identificar os efeitos de metais em peixe também usam a catalase como um
biomarcador que pode apontar os riscos destes compostos em determinadas concentraces,
como pode ser encontrado em Atli e Canli (2010), Crestani et al. (2006) e Loveline et al. (2018).

2.7. Parametros fisico-quimicos da agua

O CONAMA ¢ o orgéo consultivo e deliberativo, que faz parte do Sistema Nacional do
Meio Ambiente (SISNAMA), sua finalidade é estudar, propor e assessorar politicas
governamentais para o cuidado com o meio ambiente e com 0s recursos naturais, por meio do
estabelecimento de normas e padrdes que visem garantir o equilibrio ambiental. Esse 6rgao teve
sua instituicdo estabelecida pela Lei 6.938/81, que dispde sobre a Politica Nacional do Meio
Ambiente, a qual € regulamentada pelo Decreto 99.274/90 (BRASIL, 1981).
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Nos ultimos anos, o Brasil esta tentando, de modo inovador, se disciplinar no que diz
respeito a questdes ambientais. E isso, em grande parte, deve-se ao estabelecimento normativo
operado pelo CONAMA. Dentre as preocupacdes deste 6rgdo, esta o controle da poluicédo
ambiental, motivo que levou a criacdo de diversas resolucdes (CONAMA, 2012). Entre essas
temos a resolucdo nimero 357 de 17 de marco de 2005 publicada no diério oficial da unido, de
namero 053 de 18 de margo 2005, a qual dispde sobre a classificacdo dos corpos d’agua, bem
como os valores ideais para seus parametros fisico-quimicos, e as diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, lei regulamenta também o padrdo para o lancamento de efluentes
(CONAMA, 2005).

Fatores fisico-quimicos sdo utilizados como métodos para avaliagdo e monitoramento
da qualidade da agua. Alguns destes fatores sdo usados para calcular o indice de qualidade da
agua. Os padrdes de qualidade dos corpos hidricos séo estabelecidos com o intuito de obter um
controle de poluicdo e limitar a quantidade em que determinadas substancias poderdo se
apresentar em um corpo d’agua (CARVALHO et al., 2000; PAIVA; SOUZA, 2010).

A incorporacdo de matéria organica nos ecossistemas aquaticos pode promover a
diminuicdo do oxigénio dissolvido nesses ambientes. Visto que, efluentes ricos em matéria
organica resultam no aumento da taxa respiratoria de diversos micro-organismos, conduzindo
a elevacdo da quantidade de metano e CO2 na agua, e tornando comum nesses ambientes a
urgente demanda por oxigénio (FIORUCCI; BENEDETTI FILHO, 2005). Outro fator que pode
estar envolvido com formacao caracteristica de um ambiente aquatico é a temperatura. Esta,
pode exercer influéncia na caracterizacdo quimica da dgua, podendo determinar a forma com a
qual um composto quimico pode se apresentar. Isso implica na velocidade das reacfes
quimicas, solubilidade de substancias e no metabolismo dos organismos no meio aquatico
(MEYER, 1994; BRASIL, 2014).

A presenca ou quantidade de substancias na agua, sejam estas por influéncias naturais
ou artificiais, também podem alterar a intensidade do potencial hidrogenidnico (pH) o qual
determina as condigdes de acidez e alcalinidade de um liquido (BRASIL, 2014).

O transporte de elétrons na agua, também é uma variavel medida em estudos de
gualidade da &gua, como encontrado em Silva et al. (2008), Silva et al. (2011) e Loock-Hattingh
etal. (2015). Essa capacidade da agua em realizar a conducéo de corrente elétrica € denominada
de condutividade elétrica. Este parametro possui ligacdo com a quantidade de ions presentes na
no corpo hidrico. A relacdo da quantidade de ions e a condutividade elétrica, pode ser descrita
como diretamente proporcional, deste modo a medida que a condutividade elétrica aumenta, a

quantidade de ions dissolvidos também tenderd a aumentar (SOUZA et al., 2010). Essa variavel
11



pode apresentar uma relagdo com a salinidade, pois a condutividade representa a quantidade de
sais dispostos na dgua (OLIVEIRA et al., 2010). Boeuf e Payan (2001) citam a importante

funcdo da salinidade como um dos fatores determinantes ao crescimento de peixes.

2.8. Rio Chapadinha

O rio Chapadinha nasce no ponto de coordenadas 12°40°21”’S e 39°7°32”W, e flui até
chegar ao ponto de coordenadas 12°38°54”S; 39°2°40”W, local onde encontra sua foz, no rio
Capivari (CONERH, 2010). O rio Chapadinha esta localizado no municipio de Cruz das Almas,
no recdncavo da Bahia. O rio teve seu enquadramento transitério estabelecido na resolucédo de
namero 79 de 18 de novembro de 2010, pelo Conselho Estadual de Recursos Hidricos —
CONERH. Assim, além da sua trajetdria, foi estabelecida também a sua classifica¢do, com base
no teor de sais disponiveis e na sua destinacdo de uso. O rio foi definido como pertencente a
categoria de agua doce, dentro da classificacdo de nimero 2 (CONERH, 2010).

Os corpos hidricos dulcicolas que se encontram na classe 2, tem por caracteristica
possuir salinidade igual ou inferior a 0,5 %o, além disso, Seu uso pode ser destinado ao
abastecimento para consumo humano. Caso receba tratamento adequado, pode servir a protecdo
dos organismos aquaticos, também podendo ser utilizada na irrigacdo de vegetais, atividades
aquicolas e recreativas (CONAMA, 2011).

N&o h& muitas informac6es sobre o rio Chapadinha, o que visualmente se contempla é
um corpo hidrico com baixa profundidade, trechos encobertos pela vegetacdo, onde quase ndo
se nota a presenca de &gua, outros bastante antropizados, com presenca de residuos solidos em
seu entorno. A principal atividade notada proxima aos pontos onde este estudo foi realizado foi
0 uso da agua na dessedentacdo de animais, mais precisamente cavalos e a criacdo de gado. A
instalacdo recente de uma estacao de tratamento de esgoto nas proximidades do rio Chapadinha
tem atraido a atencdo para esse corpo hidrico, na busca pela interpretacdo sobre o tipo de
influéncia que este tipo de empreendimento pode trazer para o rio, e para 0s demais COrpos

d’agua ligados a este.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi identificar o nivel de degradagdo aquética de diferentes
pontos do rio Chapadinha, Cruz das Almas (BA), utilizando como marcadores a atividade das
enzimas hepaticas Glutationa S-Trasferase (GST) e Catalase (CAT) e os parametros abioticos

da agua (oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade).

3.2. Objetivos especificos

e Determinar a atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) no figado dos
peixes apos 96 horas exposicdo as amostras de dgua do rio Chapadinha;

e Determinar a atividade da enzima Catalase (CAT) no figado dos peixes ap0s 96

horas exposicdo as amostras de agua do rio Chapadinha;

e Identificar o ponto mais degradado utilizando os resultados dos biomarcadores
bioguimicos de tilapias (GST e CAT).

e Observar a ocorréncia de diferencas significativas nos resultados dos animais

expostos a agua coletada nos diferentes pontos do rio Chapadinha e do grupo controle.

e Comparar os parametros abidticos da &gua (oxigénio dissolvido, pH,

temperatura, condutividade e salinidade) com os dados preconizados pelo CONAMA.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aquisicao dos bioindicadores

As tilapias foram fornecidos pela Aquavale piscicultura, Itubera, BA. Um total de 250
animais (15,56 + 3,27 g e 9,79 + 0,72 cm) foram acomodados em sacos plasticos contendo
oxigénio, e cuidadosamente transferidos para o Laboratorio de Ecotoxicologia Aquatica
(LABEA), no Setor de Ciéncias Biologicas “Prof. Elinsmar Adorno” da Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia (UFRB). No laboratorio, os peixes foram transferidos gradualmente
para tanques de polietileno com capacidade para 250 L de 4gua e com sopradores de ar.

Os animais passaram por periodo de aclimatacdo de 15 dias, com fotoperiodo controlado

(12 horas claro/ 12 horas escuro), temperatura ambiente (28°C) e alimentacdo ad libitum.
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Durante o periodo de aclimatacao foram feitas trocas parciais da agua dos tanques e diariamente
0s tanques foram sifonados para retirada de dejetos.

4.2. Area de estudo

Para a realizagdo do estudo, escolheu-se 3 pontos do rio Chapadinha, localizado no
municipio de Cruz das Almas, BA (Figura 2).

Figura 2. Mapa do Brasil, com destaque para o estado da Bahia. No detalhe, o municipio de Cruz das
Almas e os pontos de coleta de dgua no rio Chapadinha: Tapera (P01), Chapadinha (P02) e
Campo Limpo (P03), que foram utilizadas em testes ecotoxicoldgicos (96 horas) com tilapias
(O. niloticus).

[ BRasIL
W BAHIA

N

Legenda
® P01 Tapera
® P02 Chapadinha

® P03 Campo Limpo
Hidrografia
[] Cruz das Almas 10123 4km

O]

O primeiro ponto possui as coordenadas latitudinais 12°41'29.05"S e longitudinais 39°
5'27.03"0 e esté situado no bairro da Tapera (Figura 3), na lateral direita do rio Chapadinha.
Esse ponto caracteriza-se por extensa area de pastagem, intercaladas por arvores, e vegetacao

ribeirinha.
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Figura 3. Local da coleta de 4gua no rio Chapadinha (Cruz das Almas, BA), no bairro da Tapera, para

realizagdo de testes ecotoxicologicos (96 horas) com tilapias (O. niloticus) como organismo
bioindicador. A seta indica o curso do rio.

O segundo ponto, de coordenadas latitudinais 12°41'16.60"S e longitudinais 39°
4'41.06"0, fica no entorno da estacdo de tratamento de esgoto doméstico, no bairro da
Chapadinha (Figura 4), a margem esquerda do rio. O local de coleta encontra-se encoberto por
macrdfitas, ocultando o leito do rio e dificultando o acesso. No entorno encontra-se uma area
de pasto, com a presenca de animais.
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Figura 4 Local da coleta de &gua no rio Chapadinha (Cruz das Almas, BA), no bairro da Chapadinha,
para realizacdo de testes ecotoxicoldgicos (96 horas) com tilapias (O. niloticus) como organismo
bioindicador. A seta indica o curso do rio.

O terceiro ponto, cujas coordenadas latitudinais e longitudinais sdo 12°40'35.09"S e
39° 3'46.04"0 respectivamente, esta localizado dentro da fazenda Campo Limpo (Figura 5),
que fica alguns metros do bairro da Sapucaia e faz divisa com a UFRB. Nesse ponto observa-
se uma vegetacao rasteira, com a presenca de algumas arvores. Também foi notada a presenca

de um grande nimero de macrdfitas no curso do rio.
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Figura5 - Local da coleta de &gua no rio Chapadinha (Cruz das Almas, BA), na fazenda Campo Limpo,
para realizacdo de testes ecotoxicoldgicos (96 horas) com tilapias (O. niloticus) como organismo
bioindicador. A seta indica o curso do rio.

4.3. Coleta da agua

Para a realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos, em cada ponto de amostragem foram
realizadas duas coletas de agua: em dezembro de 2017 e janeiro de 2018. No momento da coleta
da agua nos pontos selecionados, foram determinados os parametros (oxigénio dissolvido, pH,
temperatura, condutividade e salinidade) com auxilio de uma sonda multiparametro da marca
Hanna, modelo H19828.
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As amostras de dgua foram coletadas com o auxilio de baldes e gales de 30 L™ (Figura
6A) e na sequéncia foram transportadas para Laboratorio de Ecotoxicologia Aquatica
(LABEA), no Setor de Ciéncias Biologicas “Prof. Elinsmar Adorno” da Universidade Federal
do Recbdncavo da Bahia (UFRB), onde foram peneiradas para retirada de particulas solidas
contidas na dgua. Apds o processo de remogdo das particulas maiores (Figura 6B), as amostras
de agua foram distribuidas em aquéarios de vidro (30 L) compondo os seguintes grupos:

Tapera, Chapadinha e Campo Limpo.

Figura 6. Coleta (A) e triagem (B) da agua dos pontos amostrados da Tapera, Chapadinha, Campo
Limpo utilizadas em testes ecotoxicol6gicos com duragdo de 96 horas, utilizando tilapias (O.
niloticus) como organismo bioindicador.

Concomitantemente, um aquario serviu como grupo controle (CTR), contendo apenas
agua proveniente do sistema de abastecimento do laboratorio. Para cada grupo foi realizado
uma réplica, totalizando assim 8 tratamentos.

Os peixes foram transferidos individualmente para os aquarios com auxilio de redes,
totalizando 10 individuos por aquario. Como para cada grupo foi montada uma réplica, o
numero final de organismos por grupo foi igual a 20. Os grupos foram dispostos casualmente
em um sistema de aquarios de 30 L™ (Figura 7), com controle do fotoperiodo (12 horas claro/

12 horas escuro) e oxigenacdo por sopradores de ar.
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Figura 7. Sistema de aquérios com agua coletada em diferentes pontos do rio Chapadinha: Tapera,
Chapadinha, Campo Limpo, utilizadas em testes ecotoxicoldgicos com duracdo de 96 horas de
exposicdo utilizando tilapias (O. niloticus) como organismo bioindicador.

O teste realizado foi do tipo estatico (sem renovagdo de agua) e com duracdo de 96
horas. Durante esse periodo os animais ndo foram alimentados e os parametros abidticos da
agua: oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade foram medidos
diariamente, com auxilio de sonda multiparametro (Hanna, HI9828). Os valores estdo dispostos

nas Tabelas 1, para os experimentos realizados no més de dezembro de 2017 e janeiro de 2018.
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Tabela 1. Valores de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade da &gua
coletadas nos 3 diferentes pontos do rio Chapadinha: Tapera, Chapadinha e Campo Limpo, em
dezembro de 2017 e janeiro 2018. Dados correspondem a média + desvio padrao dos valores
obtidos em 24, 48, 72 e 96 horas do inicio do teste. O CTR indica grupo controle: dgua de
abastecimento.

Dados Abidticos do Experimento 1 — dezembro de 2017
Pontos de — _ _
Coleta Oxigénio H Temperatura Condutividade Salinidade
dissolvido (mg.L"Y) P (°C) (uS.cm) (%o)
CTR 4,03+1,75 7,38 £ 0,55 26,73 £ 1,08 426,3 + 65,43 0,20+ 0,03
Tapera 452 +1,43 7,94 £ 0,65 26,53 £0,98 934,5 £ 256,04 0,46 £ 0,13
Chapadinha 5,36 + 0,47 7,87 0,20 26,62 £ 0,98 510,03 £ 193,55 0,28 £ 0,03
Campo Limpo 5751041 8,12+ 0,28 26,51 £0,79 724 £ 115,85 0,34 £ 0,07
Pontos de Dados Abidticos do Experimento 2 — janeiro de 2018
Coleta Oxigénio H Temperatura Condutividade Salinidade
dissolvido (mg.LY) P (°C) (uS.cm™) (%o)
CTR 3,67 +0,63 7,38 £ 0,27 26,21 £1,04 372,75 £ 26,61 0,17+ 0,01
Tapera 3,95+ 0,47 8,13+0,12 26,99 + 0,88 775,25 + 140,51 0,37 +£0,07
Chapadinha 4,24 +0,29 8,43+0,79 26,92 £ 0,94 842,5 + 183,57 0,41 £ 0,09
Campo Limpo 4,08+0,19 8,18 £ 0,10 27,02 £ 0,87 877,25 + 104,30 0,43 £ 0,08

Os dados pluviométricos e as temperaturas referentes aos periodos da coleta foram
adquiridos no site do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), foi feito o somatorio do
volume de chuva de 15 dias antes até o dia da primeira coleta, e dos dias subsequentes até a

data de realizacdo da segunda coleta, e a temperatura foi registrada nos dias cada amostragem.

4.4. Coleta do material biologico

Ao término do periodo de exposi¢do (96 h), os animais foram retirados individualmente
dos aquarios e analgesiados por hipotermia. Para tanto, foram transferidos para um balde
contendo &gua e gelo, onde permaneceram até reducdo da atividade natatdria e reducdo do
batimento opercular, averiguados por observacdo e via tentativas de estimulo com bastdo de
vidro. Na auséncia da demonstracdo de sensibilidade evidente, os organismos foram,
rapidamente, retirados da situacéo hipotérmica e envoltos em pano umido. Em seguida realizou-
se a eutanasia por sec¢do medular, seguida da abertura cirurgica da regido ventral para remocao
do figado, que foi utilizado para as analises dos biomarcadores bioguimicos.

Os figados dos animais foram acondicionados em microtubos (Eppendorf) rotulados e

imediatamente levados ao ultrafreezer (Sanyo, MDF-U33V) a -80°C, onde permaneceram
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congelados até o momento das andlises. Em seguida, foram anotados os valores de massa

corporea (mg), comprimento total e comprimento padrao (cm) dos animais utilizados nos testes.

4.5. Preparacgdo das amostras

Para a determinacdo dos biomarcadores bioquimicos, o figado retirado dos organismos
foi pesado ainda congelado e em seguida, disposto em becker sobre superficie resfriada, onde
adicionou-se ao recipiente o tampéo fosfato de potéssio, pH: 7,0 com o volume correspondente
a 10 vezes o valor do peso do figado. Na sequéncia o figado foi macerado até se caracterizar
em uma solu¢do homogénea. Com o auxilio de um micropipetador monocanal (Discoveri
Comfort, DV1000), essa solucdo foi transferida para microtubos criogénicos (Eppendorf) e
centrifugada durante 25 minutos, com rotacdo de 12000 RPM, na temperatura de 4°C em
microcentrifuga refrigerada (Hettich, Mikro 220R). Apds esse procedimento, o sobrenadante
foi separado com auxilio de micropipetador e armazenado novamente no ultrafreezer, para
posterior determinacdo da atividade cinética das enzimas Glutationa S-Transferase e Catalase

e para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais hepaticas.

4.6. Biomarcadores bioquimicos

A atividade da GST foi determinada segundo o método descrito por Keen et al (1976),
método baseado na catalisacdo da reacdo de conjugacdo do substrato 1-26 cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH) pela GST, o que resulta em um tio
éter. As leituras foram realizadas em espectrofotobmetro UV/Vis (Biochom, Libra S32 PC)
utilizando o software Reaction kinetics, no comprimento de onda de 340 nm, usando cubetas
de acrilico com quatro lados 6pticos.

A atividade cinética da catalase (CAT) hepética foi avaliada pelo método de Aebi
(1984). O método se baseia na degradacdo do perdxido de hidrogénio (H202) exdgeno, pela
CAT, gerando como subproduto a agua e o oxigénio. As leituras foram realizadas no
espectrofotémetro UV/Vis, utilizando o software Reaction kinetics, no comprimento de onda
de 240 nm, usando cubetas de quartzo.

A atividade das enzimas GST e CAT hepaticas é baseada na quantidade de proteinas
totais do figado. Para tanto, a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais hepaticas foi
realizada com kits comerciais (Interkit), utizaliando a solucdo de biureto (reagente), solucéo
padrdéo e o zero (Adgua destilada). Apds as preparacdes das amostras, estas foram

homogeneizadas em vortex e colocadas em repouso por um periodo de 15 minutos, em seguida
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fez-se a transferéncia do conteido para cubetas de acrilico com quatro lados Opticos, e a leitura
foi realizada em espectrofotdmetro UV/Vis, com comprimento de onda de 545 nm.
Os valores da atividade das enzimas GST e CAT foram expressos em micromolar por

minuto a cada miligrama de proteinas (umol.min"t.mg de proteina®).

4.7. Analise estatistica

O resultado foi submetido a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o software
estatistico PAST versdo 2.17 C. Na ocorréncia de variacGes entre as médias (p< 0,05) o teste
de TUKEY foi aplicado para identificar os grupos que se distinguem (HAMMER et al., 2001).

5. RESULTADOS
5.1. Dados pluviométricos

O observado para o indice pluviométrico, foi a ocorréncia de um volume de chuva de
101,8 mm e 60,8 mm na primeira e segunda amostragem, respectivamente. Também foram
registradas as médias de temperaturas maximas ambientais, dos meses de dezembro e janeiro,
sendo 26,04°C e 25,40°C, respectivamente, as quais ndo diferiram muito das temperaturas

encontradas na agua do rio Chapadinha.

5.2. Biomarcadores bioquimicos

No primeiro teste (dezembro de 2017), a maior atividade da enzima GST (237,98 £
54,48 umol.min"t.mg de proteina™®) foi observada nos peixes expostos durante 96 h a dgua da
Chapadinha, quando comparado com os resultados dos pontos Tapera (157,20 + 39,05
umol.mint.mg de proteina™; p < 0,001) e Campo Limpo (181,73 + 56,68 umol.mint.mg de
proteina®; p < 0,01). A atividade hepatica da GST dos peixes expostos a dgua da Chapadinha
também foram significativamente maior que a dos animais do grupo controle (157,59 * 31,36
umol.mint.mg de proteinal; p < 0,001), que foram expostos a agua de abastecimento do
laboratdrio. Os grupos da Tapera, Campo Limpo e o controle ndo diferiram entre si (p > 0,05).
Nos experimentos realizados em janeiro de 2018, a atividade da GST das tilapias foi igual para

0sS peixes expostos aos diferentes pontos do rio Chapadinha (Figura 8).
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Figura 8. Valores médios da atividade hepatica da enzima Glutationa-S-Transferase (GST) em O.
niloticus ap6s 96 horas de exposicdo a agua do rio Chapadinha, Cruz das Almas, (BA) em
experimentos realizados em dezembro de 2017 e janeiro 2018. Colunas indicam médias e barra
vertical indica + desvio padrdo, com n = 20. Letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os tratamentos (p < 0,05). Letras maiUsculas indicam diferenca significativa entre o0s
pontos na mesma amostragem. Letras mindsculas indicam diferencas entre os experimentos. (*)
indica variacdo em relacdo ao controle.
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Na comparacdo entre as datas de realizacdo dos testes (dezembro e janeiro), observa-se
que a atividade da GST foi maior nos peixes expostos a dgua da Chapadinha (237,98 + 54,48
umol.mint.mg de proteina®; p < 0,001) e Campo limpo (181,73 + 56,68 pumol.mint.mg de
proteina™®; p < 0,05) no més de dezembro de 2017, quando comparados respectivamente, com
janeiro de 2018 (123,19 + 43,34 pmol.min.mg de proteina™ e 136,65 + 69,83 pmol.mint.mg
de proteina™l). Ndo houve diferenca significativa na atividade da GST hepatica dos peixes
expostos a agua do ponto da Tapera entre 0s meses de amostragem (p > 0,05) (Figura 8).

Para a atividade da CAT (Figura 9), nos experimentos realizados em dezembro de 2017,
notou-se que a atividade dessa enzima foi significativamente maior nos animais expostos a agua
da Tapera (22,04 + 7,24 umol.min"t.mg de proteina?), quando comparado com os resultados
de exposi¢do ao ponto do Campo Limpo (14,31 + 5,53 umol.min"t.mg de proteina™*; p < 0,01)
e ao grupo controle (15,23 + 5,78 umol.min"t.mg de proteina; p < 0,05). Os dados para 0
experimento no ponto da Chapadinha (20.66 + 7.16 umol.min"t.mg de proteina®) e Campo
Limpo também foram significativamente distintos entre si (p < 0,05). A atividade da enzima
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ndo diferiu entre 0s organismos expostos a dgua do ponto da Tapera e aqueles do ponto da
Chapadinha (p > 0,05).

Figura 9. Valores médios da atividade hepatica da enzima Catalase (CAT) em O. niloticus ap6s 96
horas de exposi¢do a &gua do rio Chapadinha, Cruz das Almas, (BA) em experimentos
realizados em dezembro de 2017 e janeiro 2018. Colunas indicam médias e barra vertical indica
+ desvio padrdo, com n = 20. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os
tratamentos (p < 0,05). Letras mailsculas indicam diferenca significativa entre os pontos na
mesma amostragem. Letras minusculas indicam diferencas entre os experimentos. (*) indica
variacdo em relacdo ao controle.
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No experimento realizado em janeiro de 2018, a menor atividade da CAT foi observada
nos organismos expostos a dgua do ponto da fazenda Campo Limpo (8,89 + 2,70 pmol.min
L mg de proteina®) e Chapadinha (12,21 + 4,71 umol.mint.mg de proteina) quando
comparados com os resultados da exposicéo a agua da Tapera (17,41 + 5,53 umol.min™.mg de
proteinal; p < 0,01). Os resultados da atividade da CAT referente a exposicéo a agua da fazenda
Campo Limpo também foram significativamente menores quando comparados com 0 grupo
controle (15,79 + 2.92 pmol.mint.mg de proteina™; p < 0,001). A atividade da enzima nos
organismos do controle e da Tapera ndo diferiram significativamente (p > 0,05). Na comparagéo
entre 0s meses em cada ponto, observa-se a menor atividade da CAT foi observada no més de

janeiro de 2018, nos pontos da Chapadinha (p < 0,001) e Campo Limpo (p < 0,001) (Figura 9).
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5.3. Parametros abidticos da agua

Na Tabela 2. estdo apresentados os valores dos dados abioticos da agua de cada ponto
de coleta no rio Chapadinha, durante o primeiro experimento, realizado em dezembro de 2017.
Com os resultados pode-se observar que a concentracéo de oxigénio dissolvido foi praticamente
zero nos pontos da Tapera e Chapadinha. O maior valor de oxigénio dissolvido foi no ponto do
Campo Limpo, enquanto que, no mesmo ponto foram observados os maiores valores de
condutividade e salinidade. A temperatura da agua ndo variou de maneira expressiva entre 0s

pontos de coleta da gua.

Tabela 2. Valores de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade da agua nos
pontos de coleta no rio Chapadinha: Tapera, Chapadinha e Campo Limpo, amostrados em

dezembro de 2017.
Dados Abidticos do Experimento 1 — dezembro de 2017
Pontos de — —
Colte | e oy pr RIS CORUI  uindade
Tapera 0,20 7,8 25,7 721 0,3
Chapadinha 0,17 7,4 25,6 515 0,2
Campo Limpo 2,24 7,8 26,4 784 0,4

Nas medicOes referentes ao més de janeiro de 2018 (Tabela 3), o oxigénio dissolvido na
agua dos pontos coletados, baixou ao extremo, chegando a ser registrado situacdes anoxicas
nos pontos da Tapera e da Chapadinha. O ponto da fazenda Campo Limpo, novamente,
apresentou maior concentracdo de oxigénio dissolvido e os maiores valores de pH,
condutividade elétrica, temperatura e salinidade.

Tabela 3. Valores de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade da agua nos

pontos de coleta no rio Chapadinha: Tapera, Chapadinha e Campo Limpo, amostrados em
janeiro de 2018.

Dados Abidticos do Experimento 2 — janeiro de 2018
Pontos de
Coleta Oxigénio pH Temperatura Condutividade Salinidade
-1 0

dissolvido (mg.L %) (°C) (uS.cm?) (%)

Tapera 0 7,2 25,2 828 0,4

Chapadinha 0 7,1 26,2 1023 0,5

Campo Limpo 0,35 7,4 31,7 1040 0,5
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, ao analisarmos a atividade da enzima GST, pode-se perceber que sua
maior atividade ocorreu nos individuos expostos a agua do ponto de coleta que esta situado no
bairro da Chapadinha, um dos trechos mais antropizados no curso do rio, e que fica no entorno
da estacdo de tratamento de esgoto da cidade de Cruz das Almas. Pandey et al. (2003), ao
averiguarem a sanidade do rio Yamana, na india, encontraram maior atividade da enzima GST
(1,455,06 + 114,95 pumol.mint.mg de proteina™) nos figados de wallago (Wallago attu), no
ponto considerado com o maior nivel de poluigdo.

Azevedo et al. (2013) ao realizar estudos utilizando o peixe bagre (Cathorops spixii)
como bioindicador, conseguiram registrar as respostas antioxidadantes destes animais frente a
diferentes intensidades de contaminacdo por acdes antropicas. Segundo o autor, a atividade da
enzima GST, no periodo do verdo, foi mais elevada em individuos de dois, dos trés pontos com
niveis de danos ambientais maiores que o local referéncia, classificado como livre de poluicao.

Resposta semelhante também foi observada por Osorio et al. (2013) para a mesma
estacao do ano, utilizando o acara (Geophagus brasiliensis) como bioindicador. Em seu estudo,
esses autores perceberam que a atividade da enzima GST, teve maior atividade no grupo
amostrado em um local onde ha intensa atividade agricola (pouco mais de 20 pmol.min"t.mg
de proteina!). Dessa forma, podemos inferir que a maior atividade da GST hepatica de peixes
pode estar relacionada a ambientes aquaticos mais impactados.

A cidade de Cruz das Almas possui atividade agricola expressiva, com atuacdo na
producdo de hortaligas, frutas, mandioca, etc. (RODRIGUES; GUEDES, 2006). Com isso
torna-se importante a realizacdo do monitoramento dos corpos hidricos presentes na cidade,
visto que, o processo de escoamento superficial, pode carrear agroquimicos que poderao poluir
tais ambientes. Merten e Minella (2002) salientam que a atividade agropecuaria exerce uma alta
influéncia na elevacdo da contaminagdo de mananciais. A situacdo ainda pode sofrer um
agravamento caso o solo esteja sendo erroneamente utilizado, pois, segundo os autores, isso
favoreceria a ocorréncia de deflavio superficial.

A elevacdo na atividade da GST hepatica, muitas vezes, pode ser sinal da sua a¢éo no
mecanismo de defesa contra xenobioticos e/ou endobidticos com capacidade para danificar as
células. Como tal enzima encontra-se envolvida no processo de protecdo do organismo contra
compostos toxicos que podem vir a causar danos a estrutura celular (BRITO et al., 2012), o
aumento na sua atividade pode indicar uma resposta frente a exposicdo de poluentes e

contaminantes presentes no ambiente aquéatico, e que podem vir a causar estresse oxidativo.
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Assim, para proteger o organismo, pode haver o aumento na producdo de enzimas antioxidantes
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Franco et al. (2010) ao realizarem testes in situ no rio do Brago (SC), registraram uma
maior atividade da GST em tecido hepatico de O. niloticus em um local com um alto nivel de
antropizacdo e com forte influéncia industrial (cerca de 1,000 umol.min™.mg de proteina™).

O ponto do Tapera situa-se trecho do rio Chapadinha que fica a pouco mais que 4
quildmetros da sua nascente, e assim como o ponto da Chapadinha também é bastante
antropizado. Em um estudo com o peixe acara (Geophagus brasiliensis) pesquisadores
analisaram a atividade das enzimas antioxidantes nos exemplares desta espécie, coletados em
um local poluido e em outro ndo poluido, como resultado, puderam notar atividade mais elevada
da atividade da enzima catalase (29,2 + 2,4 umol. min™t.mg de proteina*) nos peixes dos locais
onde havia poluicdo (WILHELM FILHO et al., 2001).

Franco et al. (2010) em seu estudo também encontraram maior atividade hepatica da
enzima catalase (em torno de 150 umol.mg.min"t.mg de proteina®) em um local onde o desafio
oxidativo apresentava-se mais elevado, o que corrobora com o0s resultados encontrados na
primeira amostragem do presente trabalho, onde foi registrado uma maior atividade da enzima
catalase (22,04 + 7,24 pmol.mint.mg de proteina) nos organismos expostos ao ponto
localizado no bairro do Tapera. Tais resultado reforca a importancia uso das enzimas
detoxificantes como biomarcadoras, com grande potencial para ser utilizada na sinalizagdo
possiveis focos de poluicdo ambiental.

Uma menor atividade da enzima Catalase também pode indicar alguma interferéncia no
processo de defesa antioxidante dos animais (JONSSON; AOYAMA, 2010). Na amostragem
do més de janeiro, atividade da enzima catalase, no tecido hepético de O. niloticus, declinou no
grupo exposto a agua no ponto da fazenda Campo Limpo (8,89 + 2,70 pmol.mint.mg de
proteina™®) em relacéo aqueles do grupo controle (15,79 + 2,92 umol.mint.mg de proteina®). A
atividade tambem diferiu da demonstrada nos organismos expostos a &gua do ponto da Tapera
(17,41 + 5,53 umol.min™.mg de proteina™).

Alguns trabalhos descrevem a diminui¢do da atividade cinética da enzima catalase em
peixes, ao realizarem exposicdo deste organismos a diferentes tipos e percentuais de metais e
agroquimicos, como observado por Atli e Canli (2010) apds exposicéo de tilapias (O. niloticus)
ao cobre e ao crémio (511,37 + 31,5 umol.min">.mg de proteina), e em Crestani et al. (2006)
ao exporem o jundia (Rhamdia quelen) ao clomazona (cerca de 1,75 e 1,85 E.minl.mg de
proteina!). Jonsson e Aoyama (2010) salientaram que inibicdo da atividade enzimatica pode

ocorrer em virtude de um processo metabdlico competitivo, onde enzima e xenobidtico
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disputam por um substrato especifico. Como a interagdo enzima substrato diminui, tende
igualmente a diminuir o processo catalitico, e consequentemente hd diminuicéo na atividade da
enzima.

Por outro lado, alguns estudos realizados em rios, ndo conseguiram determinar a
ocorréncia de variacdo dessas enzimas, tais como o realizado no Yellow river, na China, onde
pesquisadores ndo encontraram diferencas significativas na atividade da enzima catalase no
figado de carpas (Cyprinus carpio) (Huang et al, 2007). O mesmo relatado por Avci et al. (2005)
que ndo obteve diferencas significativas na atividade da enzima catalase no tecido hepatico de
peixes siluros (Silurus glanis) coletados em pontos a jusante e montante de um empreendimento
petroquimico na Turquia.

As variagOes nas atividades das enzimas dos peixes expostos a agua coletada nos pontos
da Tapera, Chapadinha e Campo Limpo pode ter sido influenciada pelo volume de chuva. Silva
e Souza (2013) comentam que a intensidade, qualidade e quantidade dos materiais carreados
para os corpos d’agua durante a chuva podem exercer alguma influéncia em alguns parametros
analisados. Em um estudo realizado no rio Paraiba do Sul (Sdo Paulo, Brasil), Souza e
Fontanetti (2006) sugeriram que a concentracdo de poluentes tinha dependéncia da
precipitacdo, tornando-se mais diluidos com o aumento do volume de &gua. Corroborando com
isto, Carvalho et al. (2000) concluiram que possiveis efeitos de diluicdo de acidos organicos
podem acontecer com o a ocorréncia de volumes de chuva maiores.

No presente estudo, a precipitacdo pode ter contribuido para diminuicdo do valor da
condutividade elétrica durante a primeira coleta, quando relacionada com a segunda, onde
houve aumento desse fator em todos os pontos. Lemos et al. (2010) relataram que 0 aumento
da condutividade elétrica da agua, no estudo que realizaram, estaria associado a falta de
precipitacdo e ao aumento na taxa de evaporacdo da agua. Os autores também notaram que a
condutividade mais elevada se deu em conjunto com uma maior concentracao de sais na agua.
No presente estudo, o periodo amostrado onde o indice pluviométrico foi menor, teve-se um
aumento na condutividade e na salinidade nos pontos amostrados, conforme o discutido por
Lemos et al. (2010).

Segundo Brasil (2014), o valor da condutividade para aguas naturais, devem ser de 10
a 100 pS/cm™. Em ambientes com determinado grau de poluigdo por residuos industriais ou
por esgotamento domésticos, essa caracteristica pode elevar-se a 1000 uS/cm™. Tal informagc&o
leva-nos a inferir a possibilidade da existéncia de poluentes, com caracteristicas similares,
presentes no rio Chapadinha, devido ao valor elevado deste parametro que foi registrado. No

presente estudo, os valores registrados ultrapassaram em até cinco vezes o valor maximo
28



descrito para aguas naturais, estando relativamente altos. O valor para condutividade com maior
expressdo foi encontrado na fazenda Campo Limpo (1040 uS/cm™). Os autores também
comentam que, com exce¢do dos estados sulistas, a temperatura dos ecossistemas aquaticos
nacionais, estdo dentro da faixa de temperatura que vai 20°C a 30°C, o padrdo encontrado no
rio Chapadinha.

Com base na indicacdo da resolucdo do CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente), secdo Il, destinado a caracterizacdo das condicdes e padres para aguas doces,
podemos apontar um teor de oxigénio dissolvido na &gua em todos os pontos amostrados, estdo
muito abaixo do considerado como ideal, sendo estabelecido como desejado valores acima de
5mg.L™. Essa reducéo na concentracéo de oxigénio dissolvido pode estar associada a processos
de decomposicdo de matéria organica e pelo processo respiratorio da fauna e flora aquatica.
Para pH, os valores desejados estariam de 6 a 9, deste modo, todos os pontos amostrados
apontaram estar dentro dos padrfes considerados 6timos ja que apresentaram um minimo de
7,2 no ponto da Chapadinha e maximo de 7,6. A salinidade inferior a 0,5 %o reforca a
caracterizagdo do ambiente como dulcicola, apenas havendo medic¢Ges em torno de 0,5 %o nos
pontos da Chapadinha e do Campo Limpo, no periodo em que foi realizada segunda

amostragem.

7. CONCLUSAO

N&o foi possivel estabelecer um maior ou menor nivel de degradacdo para os locais
amostrados do rio Chapadinha, visto que, todos os pontos deste rio apresentaram certo grau de
degradabilidade ambiental, tanto representado pela variacdo na atividade das enzimas GST e
CAT em tilapias, quanto ao ser relacionado aos parametros abidticos analisados (oxigénio
dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade).

A variacdo da atividade das enzimas hepaticas de tilapias, observadas entre os meses de
dezembro e janeiro, nos pontos da Chapadinha e no Campo Limpo, sdo um indicativo da
necessidade de maior atencdo para esses trechos do rio, visto que tal diferenca pode estar
relacionada a mudancas na intensidade e na diversidade dos compostos depositados neste rio.

Os valores de oxigénio e condutividade da agua apontam uma baixa qualidade para o
rio Chapadinha sendo necessario aprofundar as investigacGes para descobrir quais os tipos de

compostos quimicos e/ou organicos podem estar afetando este rio.
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