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RESUMO

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos é uma grande
preocupacao ambiental em virtude das inUmeras substancias que recebem,
principalmente em economias em desenvolvimento. A industrializagdo e a
agricultura sao os principais responsaveis pelo aumento de contaminantes e
consequentemente da deterioracdo da qualidade da agua. Devido a isso,
surgiu a necessidade de metodologias abrangentes objetivando avaliar e
monitorar a qualidade dos ecossistemas e as suas alteracdes. O
biomonitoramento surge como uma ferramenta potencial nas avaliacdes de
risco de substancias quimicas e de contaminantes emergentes. Por meio
das avaliacbes toxicologicas € possivel obter respostas dos organismos
expostos a compostos quimicos, aumentando a confiabilidade das
avaliacdes. Dessa forma, a utilizacdo de biomarcadores bioquimicos tém
sido aplicados em programas de monitoramento ambiental e por meio da
avaliacdo simultanea com analises quimicas fornecem dados precisos
evidenciando a presenca de poluentes e seus efeitos nocivos sobre os
ecossistemas e sua biota. Com base nisso, esta dissertacdo apresenta a
avaliacdo de biomarcadores bioquimicos em duas situa¢cfes distintas. No
Capitulo 1, foram utilizados como biomarcadores as enzimas catalase,
glutationa-s-transferase e acetilcolinesterase para determinar os efeitos da
acao antropica em um manguezal do litoral norte catarinense, ja no Capitulo
2, as mesmas enzimas foram utilizadas para determinar os efeitos de
diferentes concentracdes de progesterona em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). No Capitulo 1, por se tratar de um estudo preliminar, as enzimas
indicaram a presenca de compostos organicos e metais, contudo sé&o
necessarias novas coletas para elucidar os reais efeitos dos contaminantes
nos locais avaliados. Ja no Capitulo 2, ndo houve significancia da atividade
enzimatica da catalase e GST nas branquias e figado da tilapia do Nilo, em
contrapartida a progesterona foi capaz de inibir expressivamente a atividade
da acetilcolinesterase em todas as concentracdes testadas. Além disso,
houve a mortalidade de todos os individuos submetidos a concentragdo mais
alta do hormbnio, o que indica o grande efeito neuroldgico da progesterona

em peixes da espécie Oreochromis niloticus.
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emergentes.



ABSTRACT

Contamination of aquatic ecosystems is a major environmental
concern due to the substances they reflect, especially in developing
economies. Industrialization and agriculture are mainly responsible for the
increase in contaminants and, consequently, the deterioration of water
quality. Therefore, there was a need for comprehensive methodologies
aimed at evaluating and monitoring the quality of ecosystems and how they
change. Biomonitoring emerges as a potential tool in risk assessments of
transformed substances and emerging contaminants. Through toxicological
evaluations it is possible to obtain responses from organisms exposed to
chemical compounds, increasing the confidence of the evaluations. Thus, the
use of biochemical biomarkers has been defined in environmental monitoring
programs and through simultaneous assessment with accurate data analysis
showing the presence of pollutants and their harmful effects on ecosystems
and their biota. Based on that, this dissertation presents an evaluation of
biochemical biomarkers in two distinct situations. In Chapter 1, catalase,
glutathione-s-transferase and acetylcholinesterase enzymes were used as
biomarkers to determine the effects of anthropogenic action in a mangrove
on the northern coast of Santa Catarina, in Chapter 2, the enzymes were
used for the effects of progesterone spas in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). In Chapter 1, as this is a preliminary study, the enzymes indicated
the presence of mineral compounds and metals, requiring new collections
necessary to elucidate the real effects of the contaminants in the locations
taken. In Chapter 2, there was no significance of the enzymatic activity of
catalase and GST in the gills and liver of Nile tilapia, in contrast,
progesterone significantly inhibited the activity of acetylcholinesterase in all
tested restrictions. In addition, there was a mortality of all peoples found in
the highest concentration of the hormone, which indicates the great
neurological effect of progesterone on fish of the species Oreochromis

niloticus.

Keywords: Biomonitoring. Aquatic organisms. Emerging contaminants.
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INTRODUCAO GERAL

O destino final da maioria dos contaminantes sao rios, lagos,
aquiferos ou mares que recebem aguas residuais com uma mistura
complexa de xenobidticos (DIAZ; LOPEZ, 2013). Nas Ultimas décadas, a
gualidade da agua se deteriorou em virtude do aumento consideravel de
contaminantes, devido a industrializacdo, agricultura e outros agentes, além
da captacdo de agua doce (KIANI; RAHIMPOUR, 2019).

De acordo com Abarikwu e colaboradores (2017), a poluicdo em
ecossistemas terrestres e aquaticos € uma séria preocupacdo ambiental,
principalmente para economias em desenvolvimento. Os efeitos dos
contaminantes nos organismos aquaticos podem se manifestar em todos os
niveis de organizacdo em escala hierarquica desde o nivel celular até atingir
a comunidade e o ecossistema como um todo (DIAZ; LOPEZ, 2013).

Segundo Li; Zheng e Liu (2010) existem demandas urgentes por
abordagens metodoldgicas abrangentes com o objetivo de avaliar o estado
real desses ecossistemas e monitorar sua taxa de alteracGes. Partindo do
pressuposto, 0 monitoramento ambiental da embasamento para
investigacOes de avaliacdo de exposicao da cinética ambiental e dos efeitos
toxicos das substancias, além da prevencdo e do controle dos niveis
ambientais encontrados que podem ter efeito sobre a saude humana
(SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Através das ferramentas de biomonitoramento existe grande
potencial de aumentar a confianca das avaliacées do risco de substancias
guimicas regulamentadas e de poluentes emergentes (GAVRILESCU et al.,
2015).

1.1. Toxicidade, biomonitoramento e biomarcadores

Segundo Abarikwu e colaboradores (2017), a toxicidade ao longo de
uma cadeia alimentar ocorre quando o0 organismo contendo metais
bioacumulados, por exemplo, € ingerido por um organismo de nivel tréfico

mais alto. O mesmo ocorre com outros tipos de contaminantes.



Os estudos de biomonitoramento visam averiguar os impactos de
contaminantes sobre os organismos aquaticos (LI; ZHENG; LIU, 2010). Por
meio desses estudos € possivel obter respostas dos organismos, tanto dos
individuos quanto das comunidades, para avaliar a exposi¢cdo ambiental aos
compostos quimicos (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO. 2013).

Os parametros analisados sdo diretos, quando € medida a
concentracdo da substancia quimica nos organismos, e indiretos sao os que
envolvem um critério biol6gico na avaliacdo da qualidade ambiental, como
mudancas morfoldgicas, citoldgicas, fisiologicas ou bioquimicas dos
individuos, além da auséncia e abundancia de populacbes de individuos
(SISINNO; OLIVEIRA-FILHO. 2013).

Visando avaliar o risco potencial ao ser humano, bem como a
extensdo da poluicdo ambiental, faz-se necessaria a determinacdo da
capacidade de bioacumulacdo de contaminantes em certos organismos
(ABARIKWU et al., 2017).

A absorcdo e a retengcdo de um contaminante por um organismo
podem ocasionar a concentracdo elevada do composto, com a probabilidade
de causar efeitos deletérios (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Essa
acumulacdo pode causar danos graves ao figado, rins, sistema nervoso
central, tecidos mucosos, trato intestinal e aos sistemas reprodutivos, além
de possuirem efeitos cancerigenos em humanos e animais
(RAKNUZZAMAN et al., 2016; SHARMA,; SINGH; SIDDIQI, 2014).

Zagatto e Bertoletti (2008) frisam que a processo de acumulacdo ou
bioacumulacdo pode ocorrer a partir do ambiente ou por meio da ingestéo de

alimentos contaminados, conforme esquematizado na Figura 1.



Figura 1 - Processo de bioacumulagéo
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-

Alimento

Adaptado de Zagatto;Bertoletti, 2008.

Para Zagatto e Bertoletti (2008), a extensdo da bioacumulagéo
dependera do numero de niveis e das espécies que compde a teia alimentar,
da natureza do composto, bem como a concentracdo do mesmo em cada
nivel da cadeia e o tempo de contato estabelecido.

Nesse contexto, sao utilizados biomarcadores como preditores
sensiveis aos estresses ambientais (SANTOS et al., 2019), os quais sao
definidos como variacdes genéticas, bioquimicas, celulares, fisiologicas ou
comportamentais que sdo medidas através de amostras de tecido ou fluido
corporal, que evidenciam a exposicdo e efeito de um ou mais poluentes
guimicos (DUARTE et al., 2016).

Um biomarcador ou um marcador biolégico € um indicador biologico
gque fornece informacdes sobre a exposicdo de um organismo a um
xenobidtico, o efeito da exposicdo no organismo ou a susceptibilidade do
organismo aquele xenobidtico (HAMZA-CHAFFAI, 2014; SOGORSB,;
VILANOVA; ESTEVEZ, 2014).

Segundo Hanza-Chaffai (2014) as respostas de biomarcadores
ocorrem em diferentes niveis das organizacdes, desde organismos
subcelulares a organismos inteiros, até atingir o ecossistema. O autor
destaca que primeiramente ocorrem efeitos a nivel molecular, seguidos das
respostas bioquimicas ou celulares, posteriormente tecidos e 6rgaos, e. por

fim, corpo inteiro.



De acordo com Estévez, Vilanova e Sogorb (2019) em concordancia
com Santos e seus colaboradores (2019), os biomarcadores sao
classificados em trés grupos: os marcadores de exposi¢cdo, marcadores de
efeito ou resposta e por fim, os marcadores de susceptibilidade.

Os biomarcadores de exposicao permitem avaliar se o individuo esta
exposto a fonte estressora ou a presenc¢a de um xenobidtico, principalmente
se esse ja foi absorvido pelo organismo (SOGORB; VILANOVA; ESTEVEZ,
2014), em geral sdo usados para prever a dose a que o organismo foi
exposto que pode estar relacionada as alteragbes que resultaram em um
estado de doenca (HAMZA-CHAFFAI, 2014).

Os biomarcadores de efeito determinam o grau de exposicdo é
suficiente para causar um efeito ou uma resposta naquele organismo
exposto, dessa forma, antes do aparecimento de consequéncias clinicas,
ocorre uma fase, dita assintomatica, onde as alteragcbes podem estar se
desenvolvendo a niveis bioquimicos, celulares, tecido e funcionais (DIAZ;
LOPEZ, 2013; ESTEVEZ; VILANOVA; SOGORB, 2019a). Sendo assim, s&o
Uteis na tomada de decisdo antes mesmo do aparecimento dos efeitos
adversos serem identificados (SOGORB; VILANOVA; ESTEVEZ, 2014).

Os biomarcadores de susceptibilidade, por sua vez, permitem
identificar quais individuos de uma populacdo sao particularmente mais
susceptiveis aquele xenobidtico (ESTEVEZ; VILANOVA; SOGORB, 2019a).
De acordo com Diaz e Lépez (2013), as mudancas de cada individuo
incluem fatores genéticos e receptores que alteram a susceptibilidade de um
organismo a essa exposicao.

Para Duarte e seus colaboradores (2019), os biomarcadores tem
sido aplicados em varios programas de monitoramento ambiental. Aliar o uso
de biomarcadores biol6gicos e morfolégicos as analises quimicas, através
de uma avaliacdo simultanea, fornecem dados precisos, evidenciando a
presenca de poluentes, bem como seus efeitos negativos sobre
ecossistemas aquaticos e sua biota, além de possibilitar acdes para
restaurar e preservar o local.

Sogorb e demais pesquisadores (2014) frisam a necessidade do
conhecimento prévio sobre as toxicocinética, ou seja, o tecido onde o

xenobiotico é potencialmente acumulado, as taxas e rotas de excrecéo, bem



como a relevancia de determinar corretamente a amostra biologica a ser

biomonitorada.



1.2.OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar os biomarcadores bioquimicos em diferentes espécies de
crustadceos no ambiente natural e analisar os efeitos da progesterona em

Oreochromis niloticus.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Determinar a atividade da catalase, glutationa-s-transferase em
diferentes tecidos dos crustaceos e peixes coletados no manguezal
do Rio Perequé;

b) Determinar a atividade da catalase em branquias e figado dos
peixes da espécie Oreochromis niloticus, expostos a progesterona;

c) Determinar a atividade da glutationa S-transferase em branquias e
figado dos peixes da espécie Oreochromis niloticus, expostos a

progesterona;

d) Determinar a atividade da acetilcolinesterase no cérebro dos peixes

da espécie Oreochromis niloticus, expostos a progesterona.

1.2.3 Estrutura da dissertacédo

Esta dissertacdo € composta pela introducédo geral e por mais dois

capitulos.

O Capitulo 1, intitulado “Influéncia das acdes antropicas em um
manguezal no litoral norte catarinense” baseia-se em um estudo inicial com
espécies de crustaceos coletadas no manguezal do Rio Perequé. Neste
estudo sdo apresentados os resultados das atividades enzimaticas em
crustaceos e peixes coletados em dois pontos visivelmente afetados pelas
acles antropicas e um ponto ndo antropizado, a fim de verificar a influéncia

dos contaminantes sobre 0s organismos.



O Capitulo 2, intitulado “Efeitos da progesterona em biomarcadores
bioguimicos na tilapia do Nilo”, sdo apresentados os resultados de um teste
de toxicidade estatico realizados com a exposicdo da tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a diferentes concentragdes de progesterona.
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2. INFLUENCIA DAS ACOES ANTROPICAS EM UM MANGUEZAL NO
LITORAL NORTE CATARINENSE

RESUMO

Os manguezais sao ecossistemas de grande relevancia ecolégica e
social em todo o mundo, por possuirem caracteristicas Unicas, abrigar uma
diversidade biol6gica ampla e ser bercario de diversas espécies marinhas,
além de fornecerem bens e servicos para a sociedade. Apesar disso, vem
sendo ameacados pelas atividades antropicas, como o0 progresso de
urbanizacdo, a industrializacdo, a agricultura e aquicultura. No Estado de
Santa Catarina, o balneario de Meia Praia, localizado no municipio de
Itapema, apresentou alta densidade construtiva, verticalizacdo e ocupacao
sazonal nas Uultimas décadas, alterando ecossistemas, organizacoes
preexistentes e modos de vida. O rio Perequé, mais importante recurso
hidrico da regido, vem sofrendo com lancamento de agrotoxicos, efluentes
domesticos nao tratados e residuos, além do aterramento de suas margens
gue tem destruido os manguezais da regido. Sendo os manguezais, fonte de
renda e alimentacéo para as populacdes locais, por meio da pesca artesanal
e exploracdo dos crustaceos, moluscos e peixes, a contaminacdo desses
ambientes torna-se bastante preocupante e uma questdo de saude publica.
Em uma coleta preliminar foram coletados individuos de siri azul (Callinectes
sapidus), siri vermelho (Goniopsis cruentata), siri pintado (espécie nao
identificada), caranguejos chama-maré (Uca spp.) e um siri hdo identificado,
além de individuos de Tainha (Mugil cephalus), Baiacu-mirim (Sphoerodes
testudines), Robalo flecha (Centropomus pallelus), Carapeba (Diapterus
auratus) e Lambari (Astyanax spp) em trés pontos distintos do rio Perequé
em Itapema, Santa Catarina. Os tecidos desses individuos foram submetidos
a analise de determinacéo de atividade enzimatica da Catalase, Glutationa-
S-Transferase e Acetilcolinesterase. A atividade da Catalase foi significativa
para todos o0s crustaceos avaliados, com exce¢do ao siri vermelho
(Goniopsis cruentata), enquanto 0s peixes apresentaram atividade

significativa os tecidos avaliados, exceto o Baiacu-mirim (Sphoerodes



testudines) que apresentou menor atividade no figado, j& a Carapeba
(Diapterus auratus) teve atividade menor atividade na branquia. Os lamabris
Lambari (Astyanax spp), apresentaram aumento da CAT no figado. No que
se refere a Glutationa-S-Transferase, apenas o0 siri vermelho apresentou
aumento da atividade no hepatopancreas, indicando mais sensibilidade aos
efeitos do ambiente quando comparado aos demais crustaceos analisados.
Em relagdo aos peixes avaliados, houve aumento da atividade da GST no
cérebro da tainha e do robalo flecha, enquanto o baiacu-mirim apresentou
aumento da enzima no figado, assim como os lambaris, ja a carapeba o
aumento ocorreu nas branquias. Para a Acetilcolinesterase, houve reducéo
da atividade para os caranguejos chama-maré, nos demais houve relevancia
nos resultados encontrados. Nos peixes avaliados a AChE teve atividade
aumentada no figado do carapeba, branquias do robalos flecha, cérebro do
baiacu-mirim, enquanto foi reduzida nas branquias do robalo flecha, assim
como no cérebro dos lambaris. As atividades das enzimas indicam a
presenca de compostos organicos e metais, contudo sdo necessarias novas
coletas para esclarecer os reais efeitos dos contaminantes nos locais
avaliados.

Palavras-chave: Toxicologia. Biomarcadores. Manguezal.

ABSTRACT

Mangroves are ecological and social ecosystems around the world,
as they have unique characteristics, harbor a wide biological diversity and
are a nursery for several marine species, in addition to providing goods and
services to society. Despite this, it has been threatened by human activities,
such as the progress of urbanization, industrialization, agriculture and
aquaculture. In the State of Santa Catarina, the Meia Praia resort, located in
the municipality of Itapema, has a high construction density, verticalization
and seasonal occupation in recent decades, altering ecosystems, preexisting
associations and ways of life. The Perequé river, the most important water
resource in the region, has been suffering from the release of pesticides,
untreated domestic effluents and residues, in addition to the filling of its

banks, which has destroyed the mangroves in the region. As the mangroves



are a source of income and food for local places, through artisanal fishing
and exploitation of crustaceans, molluscs and fish, environmental
contamination becomes quite worrying and a matter of public health. In a
preliminary collection, blue crab (Callinectes sapidus), red crab (Goniopsis
cruentata), spotted crab (unidentified species), tidal crabs (Uca spp.) and one
unidentified crab, in addition to mullet (Mugil cephalus) were collected,
Pufferfish (Sphoerodes testudines), Sea bass (Centropomus pallelus),
Carapeba (Diapterus auratus) and Lambari (Astyanax spp) in three different
points of the Perequé river in Itapema, Santa Catarina. Malignant tissues
were found in the analysis to determine the enzymatic activity of Catalase,
Glutathione-S-Transferase and Acetylcholinesterase. Catalase activity was
summarized for all recovered crustaceans, except for the red crab (Goniopsis
cruentata), while the fish activity wasted on the selected tissues, except for
the Pufferfish (Sphoerodes testudines) which presented lower liver activity,
whereas Carapeba (Diapterus auratus) had less activity in the gills. Lambari
lamabris (Astyanax spp), increased liver CAT increase. With regard to
Glutathione-S-Transferase, only red crab showed increased activity in the
hepatopancreas, indicating more sensitivity to environmental effects when
compared to other related crustaceans. Regarding the fish taken, there was
an increase in GST activity in the brain of the mullet and sea bass, while the
small puffer fish showed an increase in the enzyme in the liver, as did the
lambaris, while the carapeba showed an increase in the gills. For
Acetylcholinesterase, there was a reduction in activity for the tidal crabs, in
the other results obtained in the results found. In fish taken, AChE had
increased activity in the liver of the carapeba, gills of the arrow bass, the
brain of the small puffer fish, while it was reduced in the gills of the arrow
bass, as well as in the brain of the lambaris. Enzyme activities indicate the
presence of liquid ingredients, however further collections are needed to

clarify the effects of contaminants in the locations

Keywords: Toxicology. Biomarkers. Mangrove



2.1.INTRODUCAO

Historicamente o desenvolvimento e o crescimento das populacdes
estdo relacionados a ocupacdo de areas litoraneas. Nesses locais estdo
concentradas éareas densamente urbanizadas e densamente povoadas,
juntamente com portos, industrias e turismo, o que afeta significativamente
0S ecossistemas costeiros, impactando nos servigcos ecossistémicos e
consequentemente a salde humana (BLANCO et al., 2017).

O destino final da maioria dos contaminantes sao rios, lagos,
aquiferos ou mares que recebem Aaguas residuais com uma mistura
complexa de xenobioticos (DIAZ; LOPEZ, 2013). Os manguezais também
estdo expostos a esses contaminantes, além do escoamento de efluentes
industriais e de atividades marinhas (KULKARNI; DEOBAGKAR; ZINJARDE,
2018). Os mangues sao conhecidos por acumularem varios poluentes como
metais pesados, petroleo e pesticidas (ZHANG et al., 2019; ZHANG; XU;
SUN, 2014).

De acordo com Abarikwu e colaboradores (2017), a poluicdo por
metais pesados em ecossistemas terrestres e aquaticos € uma séria
preocupacao ambiental, principalmente para  economias em
desenvolvimento. Os efeitos dos contaminantes nos organismos aquaticos
podem se manifestar em todos o0s niveis de organizacdo em escala
hierarquica desde o nivel celular até atingir a comunidade e o0 ecossistema
como um todo (DIAZ; LOPEZ, 2013).

Sendo o manguezal um importante ecossistema de transi¢cao entre o
ambiente marinho e terrestre, que proporciona condi¢cdes de alimentacao,
protecdo e reproducdo para diversas espécies animais (CRAFT, 2016),
como peixes camardes, siris, caranguejos e algumas espécies de aves
marinhas (PINHO; REIS, 2013), e fonte de renda e alimento para as
populacdes locais por meio da pesca artesanal e exploracdo dos crustaceos,
moluscos e peixes (BRANDAO, 2011), a contaminacdo desses
ecossistemas torna-se bastante preocupante e uma questdo de saude

publica.



Segundo Li; Zheng e Liu (2010) existem demandas urgentes por
abordagens metodologicas abrangentes com o objetivo de avaliar o estado
real desses ecossistemas e monitorar suas taxa de alteracdes. Partindo do
pressuposto, 0 monitoramento ambiental da embasamento para
investigacOes de avaliacdo de exposicao da cinética ambiental e dos efeitos
toxicos das substancias, além da prevencdo e do controle dos niveis
ambientais encontrados que podem ter efeito sobre a saude humana
(SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Os caranguejos sdo sensiveis a poluicdo por metais por viverem nos
sedimentos, onde esses compostos quimicos ficam armazenados. Sao
organismos com bons requisitos para serem utilizados como bioindicadores,
por serem relativamente sedentarios, de facil identificacdo, abundantes no
ambiente, de vida longa, de ampla distribuicdo e disponiveis durante todo o
ano (ZHANG et al., 2019). Dessa forma, espécies de caranguejos se tornam
espécies adequadas como biomonitores de poluicdo por metais pesados
(PINHEIRO et al., 2012; ZHANG et al., 2019).

Com o objetivo de avaliar a qualidade ambiental do manguezal
localizado no litoral norte do Estado de Santa Catarina foram realizadas
analises de biomarcadores bioquimicos em siris, caranguejos e peixes de

trés pontos distintos.

2.2.MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no manguezal localizado no rio Perequé,
localizado entre os municipios de Porto Belo e Itapema (Figura 1; 27° 08’
41" S e 48° 35’ 07" W), em Santa Catarina e possui aproximadamente 14 km
de extensdo, passando em sua maior extensdo pela area rural dos dois
municipios (OLIVEIRA et al., 2019; SIGNORIN et al., 2010).
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Fonte: SIGNORIN et al.(2010).

O rio Perequé nasce no Morro da Miséria, no conjunto
geomorfolégico da Serra do Tijucas, atravessa a parte rural do municipio na
altura da regido do Sertdo do Trombudo e desagua no Oceano
Atlantico(AGUAS DE ITAPEMA, 2013).

As aguas do rio Perequé sao utilizadas para ao abastecimento
publico dos municipios de Itapema, Porto Belo e Bombinhas (MARIN et al.,
2016), além de dessedentacdo animal, pesca artesanal (OLIVEIRA et al.,
2019) e irrigacdo das lavouras de arroz (AGUAS DE ITAPEMA, 2013).
Oliveira e seus colaboradores (2019), destacam a influéncia da grande area
de rizicultura irrigada realizada junto as suas margens esquerdas do rio
Perequé, cujos efluentes sdo lancados diretamente ao corpo hidrico pelos

canais de drenagem.



2.2.1 Coleta e preparo das amostras

Foram coletados peixes, siris e chama marés em trés pontos do rio
Perequé com diferentes tipos de vegetacao e salinidade.

No ponto 1, onde se encontra 0 manguezal, foram coletados 7 siris,
siri azul (Callinectes sapidus), siri vermelho (Goniopsis cruentata), siri
pintado (espécie ndo identificada) e um siri ndo identificado, conforme Figura
2. No mesmo ponto foram coletados 9 peixes, sendo de 4 espécies
diferentes: 3 individuos de Tainha (Mugil cephalus), 2 individuos de Baiacu-
mirim (Sphoerodes testudines), 2 individuos de Robalo flecha (Centropomus
pallelus) e 2 individuos de Carapeba (Diapterus auratus) (Figura 3).

Figura 2: Crustaceos coletados no Ponto 1.

Font: Iaborado Ia autra, 2019.

No ponto 2, montante do ponto 1, ainda sob influéncia de salinidade
e caracterizado por forte odor de esgoto, foram coletados 20 caranguejos
chama-maré (Uca sp.). No ponto 3, sem nenhuma influéncia de salinidade e
interferéncia antropica, foram coletados 10 lambaris (Astyanax spp) (Figura
4).

Todas as espécies coletadas foram armazenadas em uma caixa
térmica instantes apos a sua coleta, a fim de preservar os tecidos do
processo de decomposicdo. Posteriormente, foram encaminhadas ao
Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX) da Centro de Ciéncias
Agroveterinarias — CAV na UDESC, em Lages/SC. A coleta dos tecidos foi

realizado no LABTOX, sendo as branquias e hepatopancreas dos siris e



chama marés, enquanto dos peixes foram coletados cérebro, musculo,

figado e branquias.

Figura 3: Peixes coletados no Ponto 1.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Figura 4: Chama marés coletados no Ponto 2 e peixes coletados no Ponto 3

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.



2.2.2 Atividades enziméticas

Para a leitura da atividade enzimatica, os tecidos foram
homogeneizados com um agitador mecanico e tampao fosfato pH 7,0. Apés
este processo, os tecidos foram mantidos sob refrigeracdo até a aplicacdo
da metodologia baixo descrita. Para a determinacdo de cada atividade
enzimatica, seguindo o protocolo, as amostras foram descongeladas e
mantidas sob placas de gelo, de modo a ndo perder a atividade enzimatica.
As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro emissdo ultravioleta,
modelo T70+ PG Instruments Ltd.

2.2.2.1 Catalase

Para a determinacdo da Catalase utilizou-se a metodologia proposta
por Beutler (1975). Para a leitura das amostras foram utilizados 1980 pL do
meio de reacdo e 10 pL de amostra e 10 puL de peroxido de hidrogénio,
homogeneizado e realizadas 5 leituras a cada 30 segundos a um
comprimento de onda de 240nm A atividade enzimatica da catalase é
expressa em unidades de H-O> metabolizado por miligrama de proteina

(umol de H>O, metabolizado. min-t. mg de proteina?).

2.2.2.2 Glutationa-S-Transferase

O protocolo proposto por Keen e Jakoby (1976) foi utilizado na
determinacdo da GST. Foram adicionados 1940 uL de solucdo tampéo de
fosfato de potassio, 20 pL de glutationa reduzida (GSH) e 20 pL de amostra,
em seguida adicionou-se 20 L de reativo 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno CDNB,
homogeneizando para iniciar as leituras. Foram realizadas cinco leituras com
intervalos de 30 segundos em 340 nm de comprimento de onda. A atividade
da GST foi expressa em unidades de CDNB conjugado por miligrama de

(nmol CDNB conjugado. mint.mg de proteina™?).



2.2.2.3 Acetilcolinesterase

No protocolo de Ellman et al. (1961), foi realizada a determinacao da
acetilcolinesterase. Para isso, foram utilizados 1mL de tampé&o fosfato para
50 pL de reagente de cor (DTNB) adicionados a 50 pL de substrato, iodeto
de acetilcolina. Apdés esse primeiro momento, adiciona-se 20 uL de amostra
j& homogeneizada e realiza as leituras no espectrofotdbmetro, com
comprimento de onda de 412 nm. A atividade da enzima foi expressa em
unidades de ACh por miligrama de proteina (umol de ACh hidrolisada mg de

proteinal. mint).

2.2.2.4 Proteinas totais

Para a determinacao das proteinas totais, foram utilizados 2,5 mL de
reagengte de biureto, 50 pL de amostra, 50 pyL de solugcdo padréo, de
albumina bovina estabilizada, e 2 gotas de hidréxido de s6dio 6M. A mistura
foi homogeneizada, deixada em repouso por 5 minutos em temperatura
ambiente, e em seguida realizada a leitura em espectrofotometro, em 550

nm.

2.2.25 Andlise estatistica

Todos os procedimentos estatisticos e confeccfes dos graficos foram

executados com o auxilio do software MS Excel®.

2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Catalase

A catalase é uma enzima oxidoredutase, a qual desempenha papel
crucial na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o

peréxido de hidrogénio (H20>), produzido frequentemente como subproduto



da respiracao anaerobia (KAUSHAL et al., 2018), decompondo-o0 em agua e
oxigénio molecular (CAPPARELLI; ABESSA; MCNAMARA, 2016; KRYCH-
MADEJ; GEBICKA, 2017), aliviando o estresse oxidativo (KAUSHAL et al.,
2018).

Avaliando as andlises dos tecidos dos crustaceos coletados no
Ponto 1, verifica-se, conforme Figura 5, que a atividade da catalase
apresentou melhor reposta nas branquias para todas as espécies
analisadas.

Figura 5: Atividade da Catalase em crustaceos coletados no Ponto 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021). Identificacdo: 1 - Siri azul (Callinectes

sapidus); 2- Siri vermelho (Goniopsis cruentata); 3 - Siri pintado (espécie ndo

identificada) e 4 — siri ndo identificado.

Todas as espécies tiveram atividade significativa da catalse no
figado, com excecdo ao siri vermelho, onde a atividade da catalase
encontra-se reduzida.

As branquias dos crustaceos sdo a conexdo entre o ambiente e 0
organismo, além de ser responsavel pela regulacdo ibnica e troca
gasosa(FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008), sendo assim, € o tecido
responsavel pelo contato direto com qualquer contaminante existente no

ambiente.



Considerando que o Ponto 1 é visivelmente contaminado, pois ha o
lancamento de efluentes domésticos, além da carga que acompanha o fluxo
do rio sentido o mar, a presenca da catalase nas branquias de todas as
espécies analisadas, indicam a reacao dos organismos a algum estressor.

Em relacdo aos peixes coletados no Ponto 1 (Figura 6), ambos os
tecidos apresentaram atividade significativa para catalase, com exce¢ao ao
Baiacu-mirim (Sphoerodes testudines) e a Carapeba (Diapterus auratus) que
apresentaram menor atividade para o figado e branquia, respectivamente.

Atli; Canli(2010) menciona que o aumento da atividade da catalase
esta associado ao sistema de defesa, atuando contra o estresse oxidativo ou

compensando a diminui¢do de outras enzimas antioxidantes.

Figura 6: Atividade da Catalase em peixes coletados no Ponto 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021). Identificagdo das espécies: A: Tainha (Mugil
cephalus), B: Baiacu-mirim (Sphoerodes testudines), C: Robalo flecha

(Centropomus pallelus) e D: Carapeba (Diapterus auratus)

Oliveira e outros pesquisadores(2019) identificaram a lancamento da
agua de drenagem proveniente da rizicultura e a contaminacgéo por efluentes
domésticos em estudo realizado no Rio Perequé. Os pontos utilizados pelos
pesquisadores localizam-se a montante dos pontos utilizados neste estudo,

logo os organismos coletados estdo sob influéncia de pesticidas utilizados



no plantio de arroz, além de diversos outros contaminantes presentes nos
efluentes domésticos.

No Ponto 2, ambiente notavelmente contaminado por atividades
antropicas, os individuos de chama-maré apresentaram atividade
semelhante para os dois tecidos analisados para CAT (Figura 7). Sabe-se
gue em locais com alto grau de poluicdo os organismos podem apresentar
uma certa tolerancia aos compostos presentes no meio, sendo capazes de
sobreviver nesses ambientes. Este resultado pode indicar que o organismo é
capaz de metabolizar os compostos, sem alterar significativamente o

funcionamento de suas enzimas.

Figura 7: Atividade da Catalase para caranguejos Chama-maré coletados
no Ponto 2 e peixes coletados no Ponto 3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

JA os peixes coletados no Ponto 3, apresentaram aumento da
enzima para o figado, mantendo-se semelhante para branquia, cérebro e
musculo, de acordo com a grafico representado na Figura 7.

Apesar de o Ponto 3, caracterizar-se por ser o ambiente natural e
sem influéncia antrépica, os individuos de Astyanax spp apresentaram

aumento da catalase no figado.



2.3.2 Glutationa-s-transferase

A GST é uma proteina envolvida no processo de detoxificagdo
celular e dos efeitos causados por poluentes ambientais como compostos
guimicos carcinogénicos, drogas e herbicidas (COGO et al., 2009), produtos
farmacéuticos, metais pesados, pesticidas, herbicidas, poluentes organicos
persistentes (POPs) e hidrocarbonetos poliaromaticos (GLISIC et al., 2015).

Os crustaceos coletados no P1, ndo apresentaram atividades
significativas para GST para branquias e hepatopancreas, com excecéo ao
siri vermelho que apresentou a GST bastante elevada no hepatopancreas
(Figura 8).

Figura 8: Atividade da Glutationa-S-Transferase nos crustaceos coletados no Ponto
1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021). Identificacéo: 1 - Siri azul (Callinectes
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sapidus); 2- Siri vermelho (Goniopsis cruentata); 3 - Siri pintado (espécie nao

identificada) e 4 — siri ndo identificado.

Jesus et al. (2020), em seu estudo realizado com caranguejos da
espécie Ucides cordatus observou aumento da atividade da GST nas
branquias dos individuos coletados nas areas potencialmente impactadas,

guando comparadas a area referéncia, relacionando esse aumento ao



estresse ambiental e ao esforco para biotransformar os poluente carreados
para a regido estuarina.

A alta atividade encontrada no hepatopancreas do siri vermelho,
pode indicar que esta espécie seja mais sensivel aos contaminantes

presentes no local amostrado.

J4 a atividade da GST nos peixes coletados no Pl apresentou
diferencas de acordo com a espécie. A tainha (Mugil cephalus) (Figura 9)
apresentaram atividade significativa apenas para o cérebro, assim como o
Robalo flecha (Centropomus pallelus), apesar do cérebro ndo ser preparado
com defesas antioxidantes (ISLAS-FLORES et al., 2013).

Figura 9: Atividade da Glutationa-S-Transgferase peixes coletados no Ponto 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021). Identificacdo das espécies: A: Tainha (Mugil
cephalus), B: Baiacu-mirim (Sphoerodes testudines), C: Robalo flecha

(Centropomus pallelus) e D: Carapeba (Diapterus auratus).

O Baiacu-mirim apresentou atividade aumentada para o figado, o
gue corrobora com o encontrado em peixes da espécie Sciades herzbergii,
onde apresentaram aumento da atividade da GST para ambientes com
elevadas concentracdes de metais como Al,Cd, Pb, Cr, Fe, Hg, indicando o
estresse oxidativo gerado por esses compostos (CARVALHO-NETA;

ABREU-SILVA, 2013). Sendo assim, € esperado que frente ao estresse



oxidativo o figado apresente as mais altas atividades de enzimas
antioxidantes (ATLI; CANLI, 2010).

Carapeba (Diapterus auratus), por sua vez, apresentou maior
atividade da GST para as branquias. Nos caranguejos chama-maré
coletados no P2, ndo houve atividade significativa da enzima GST.

Figura 10:Atividade da Glutationa-S-Transgferase em caranguejos chama-
maré coletados no Ponto 2 e peixes coletados no Ponto 3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Ja os peixes coletados no Ponto 3, a atividade da GST néo teve
atividade significativa para branquias, cérebro e masculo, enquanto o figado
apresentou reducao da atividade. Sanches, (2014) evidenciou a reducéao da
GST no figado de lambaris expostos a 3,4- dichlorofhenylurea (DCPU),
contudo a reducdo nao foi interpretada como inibicdo enzimatica, uma vez
gue em teste in vitro essa opcdo foi descartada, o que levou os
pesquisadores a relacionar a redugcdo a um declinio metabdlico do
organismo.

Outro dado interessante é para os lambaris coletados no Ponto 3,
houve um aumento da catalase e reducdo da GST. Este resultado indica,
gue mesmo que area coletada aparente ser livre de contaminacao, possa ter
a presenca de uma ou mais substancias que estdo ativando o sistema de

defesa antioxidante, fazendo com que a CAT esteja ativada para remover o



excesso de peréxido de hidrogénio formado. Porém, a GST esta com
atividade reduzida, indicando que ela pode néao estar participando dos

processos bioquimicos.

2.3.3 Acetilcolinesterase

A atividade da AChE esta associada principalmente ao cérebro e
atua como um dos importantes marcadores bioquimicos usados para
estudos de toxicidade em meio aquatico com animais (KUMAR et al.,
2019a). A AChE é responséavel por fechar os canais de sbédio entre as
membranas nervosas. O nao fechamento desses canais, pela inibicdo da
AChE, causa um desequilibrio, gerando disturbios de ac&do, com
consequente descargas descontroladas e repetitivas nos nervos (WALKER
et al., 2006).

Os tecidos analisados dos siris ndo sdo 0os mais relevantes para
analise esta enzima, visto que pelos resultados apresentados na Figura 11
nao é possivel detectar se as variacdes observadas sao disturbios causados

pelos compostos toxicos presentes na agua.

Figura 11: Atividade da Aceltilcolinesterase em crustaceos coletados no Ponto 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021). Identificacéo: 1 - Siri azul (Callinectes
sapidus); 2- Siri vermelho (Goniopsis cruentata); 3 - Siri pintado (espécie nao

identificada) e 4 — siri ndo identificado.



Cada espécie de peixe coletados no P1, assim como 0s crustaceos
apresentaram diferentes resultados para a atividade enzimatica entre si,
sendo que o aumento significativo da atividade da AChE observado ocorreu
no figado da Carapeba (Diapterus auratus), bem como o0s mesmos

individuos apresentaram a menor atividade nas branquias (Figura 12).

Figura 12: Atividade da Acetilcolinesterase em peixes coletados no Ponto
1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021). Identificacdo das espécies: A: Tainha (Mugil
cephalus), B: Baiacu-mirim (Sphoerodes testudines), C: Robalo flecha

(Centropomus pallelus) e D: Carapeba (Diapterus auratus).

Os peixes da espécie Mugil cephalus, ndo apresentaram atividades
significativas para branquias e cérebro, contudo observa-se uma pequena
alteracdo na atividade da enzima no figado. O robalo flecha, apresentou
pequeno aumento da enzima AChE nas branquias, enquanto o baiacu-mirim,
apresentou atividade normal para as branquias, reducdo no figado e
pegueno aumento da no cérebro.

MIRON e colaboradores(2005) identificaram aumento da AChE no
cérebro de alevinos de jundia (R. quelen) submetidos a testes com

herbicidas utilizados no cultivo de arroz. Os autores interpretaram o aumento



a um efeito toxicolégico prejudicial, ou seja, que 0s animais estao
compensando o efeito do estresse, aumentando a AChE. O mesmo pode ser
considerado para este estudo, tendo em vista que o Rio Perequé recebe
uma carga de defensivos agricolas utilizados na rizicultura.

Nos caranguejos chama-maré coletados no Ponto 2 observa-se que
a atividade da AChE esta reduzida para ambos os tecidos coletados (Figura
13). A AChE é considerada o melhor biomarcador para inseticidas
organofosdorados, por ser o principal alvo (ESTEVEZ; VILANOVA;
SOGORB, 2019), gerando a inibicdo da enzima, causando acumulo de
acetilcolina nas sinapses nervosas e perturbacdo na funcdo nervosa
(WALKER et al., 2006).

Figura 13: Atividade da Acetilcolinesterase dos caranguejos chama-maré coletados
no Ponto 2 e peixes coletados no Ponto 3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Ja os individuos coletados no Ponto 3, apresentou aumento da
atividade no figado. Destacando a baixa atividade da AChE no cérebro dos
individuos.

Nos estudos de Oliveira et al.(2019) no Rio Perequé, a atividade da
AChE foi reduzida no cérebro e musculo dos individuos de cara (Geophagus

brasiliensis) coletados no ponto mais proximo a area de cultivo de arroz,



independente da estagéo avaliada, em relacdo ao ponto a jusante. Segundo
0s autores, o resultado se deu pela maior exposi¢cdo dos individuos aos
contaminantes naquele ponto. Contudo, o P3 ¢é considerado sem
antropizacdo, sem a descarga de efluentes e residuos da rizicultura que

possam justificar a redugcéo da enzima.

2.4.CONCLUSAO

Este artigo é resultado de um estudo preliminar que compde o
projeto de avaliagdo e monitoramento do manguezal do Rio Perequé. Devido
a Pandemia do Covid 19, as atividades de campo ficaram suspensas por
cerca de um ano, o que impossibilitou as coletas sazonais e a realizacao as
analises fisico-quimicas que complementariam o estudo.

Fica evidente que mais coletas precisam ser realizadas, para
elucidar os reais efeitos que 0s contaminantes presentes nos locais de
coleta sdo capazes de realizar, bem como se fazem necessarias analises de
agua e sedimento afim de identificar os compostos presentes no ambiente.

Percebe-se que nesta etapa preliminar os efeitos observados de
modo geral para peixes e crustaceos, indicam a presenca de compostos
organicos e de metais, provenientes principalmente da rizicultura e de

efluentes domésticos.
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3. EFEITOS DA PROGESTERONA EM  BIOMARCADORES
BIOQUIMICOS NA TILAPIA DO NILO

RESUMO

Contaminantes emergentes sao substancias nocivas ao meio ambiente, aos
organismos aquaticos e a saude humana. A lista de contaminantes
emergentes € vasta, ganhando destaque aos originados das industrias de
fertilizantes e farmacéutica. Esses compostos chegam aos corpos hidricos
devido a ineficiéncia das estacbes de tratamento de efluentes. Entre os
diversos compostos, os hormoénios tém gerado grande preocupacdo devido
ao intenso uso pela populacdo feminina, e os efeitos adversos que essas
substancias podem causar sob os organismos aquaticos. Com o objetivo de
avaliar os efeitos dos horménios, peixes da espécie Oreochromis niloticus
foram expostas as concentracbes de 200, 400, 600 e 800 pg/L de
progesterona. Foram determinadas as atividades enzimaticas da Catalase e
Glutationa-S-Tranferase nas branquias e figado e a Acetilcolinesterase no
cérebro de tilapia do Nilo. Para a catalase, ndo houve diferenca significativa
da atividade entre as concentracdes e o grupo controle, contudo a maior
atividade foi observada na concentracdo de 600 pg/L tanto para nas
branquias quanto no figado. No teste realizado constatou-se que a GST néo
participa do processo de eliminacdo da progesterona, uma vez que nao
apresentou diferenca significativa entre o0s tratamentos. Ja a
Acetilcolinesterase foi inibida proporcionalmente ao aumento da
concentragcdo de progesterona, além disso houve a mortalidade de todos os
individuos submetidos a concentracdo de 800 pg/L, natacdo erratica e
lateralizada nas demais concentracdes, indicando efeitos neurologicos da

toxicidade da progesterona na tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Horménios. Toxicidade. Efeitos neuroldgicos.



ABSTRACT

Emerging contaminants are substances that are harmful to the environment,
aquatic organisms and human health. The list of emerging contaminants is
vast, with emphasis on those originating from the fertilizer and
pharmaceutical industries. These compounds reach water bodies due to the
inefficiency of effluent treatment plants. Among the various compounds,
hormones have generated great concern due to their intense use by the
female population, and the adverse effects that these substances can cause
on aquatic organisms. In order to evaluate the effects of hormones, fish of
the species Oreochromis niloticus were exposed to concentrations of 200,
400, 600 and 800 ug/L of progesterone. The enzymatic activities of Catalase
and Glutathione-S-Transferase in the gills and liver and Acetylcholinesterase
in the brain of Nile tilapia were determined. For catalase, there was no
significant difference in activity between the concentrations and the control
group, however the highest activity was observed at the concentration of 600
ug/L for both the gills and the liver. In the test performed, it was found that
GST does not participate in the process of elimination of progesterone, as it
did not show any significant difference between treatments.
Acetylcholinesterase was inhibited proportionally to the increase in the
concentration of progesterone, in addition there was a mortality of all
individuals submitted to a concentration of 800 ug/L, erratic and lateralized
swimming in the other concentrations, indicating neurological effects of

progesterone toxicity in Nile tilapia

Keywords: Hormones. Toxicity. Neurological effects.



3.1.INTRODUCAO

Os contaminantes organicos emergentes sao um grupo de novas
substancias que nao tem limites maximos estabelecidos pela legislacdo
(OMAR et al., 2019; VANDERMEERSCH et al., 2015). Essas substancias
fazem parte do modo de vida moderna e contribuem para a saude e os
elevados padrdes de vida dos seres humanos (KUMMERER, 2011).

Sao as principais fontes de contaminantes emergentes a industria
farmacéutica, produtos de cuidados pessoais, industria de fertilizantes,
pesticidas, hormdnios, antibiéticos, surfactantes, adocantes artificiais,
retardadores de chama, drogas ilegais, antibacterianos, compostos por
fluorados, solventes de limpeza, adesivos para roupas, almofadas de
espuma, pomadas, protecdo solar, cosmeéticos, cuidados de beleza,
refeicobes e bebidas e alimentos embalados (CABEZA et al., 2012;
KUMMERER, 2011).

Esses contaminantes estdo associados a diversos tipos de efeitos a
saude humana como cancer de prostata e de mama, perturbacao da funcéo
da tiredide, alteracbes no sistema de reproducdo e mudancas no
neuroendocrinologia, comportamento e metabolismo (OMAR et al., 2019).

O crescente consumo de anticoncepcionais pela populagéo feminina
em todo o mundo vem gerando uma nova preocupacdo ambiental: a
contaminacdo do meio ambiente pelos hormdénios sexuais femininos
(MACHADO et al., 2014). Além de hormdnios sintéticos pela industria
farmacéutica, segundo Machado e seus colaboradores (2014),horménios
como estrogénios e a progesterona sao produzidos naturalmente pelo
organismo humano e animal.

Apés a administracdo, os hormbénios sdo excretados pelo homem por
meio da urina e fezes (FRANCA et al., 2020; TORRES et al., 2021). Vérios
organismos excretam diferentes quantidades de horménios (MACHADO et
al., 2014). Os efluentes domésticos com ou sem tratamento lancados em
ambientes aquaticos sao as fontes mais importantes de horménios para o
meio ambiente, sejam eles sintéticos ou naturais (MACHADO et al., 2014).

Pesquisas tém mostrado que as estacdes de tratamento de efluentes

tradicionais sao insuficientes para tratar ou remover substancias organicas



devido a sua estrutura molecular (RATHI; KUMAR; SHOW, 2020;
STARLING; AMORIM; LEAO, 2019), sendo registrada a porcentagem de
remocao de apenas 10% (RATHI; KUMAR; SHOW, 2020).

Apesar dos baixos niveis, a deteccdo desses compostos na agua
destinada ao abastecimento sdo uma grande preocupacdo a saude e ao
meio ambiente (NAIDU et al.,, 2016; RATHI; KUMAR; SHOW, 2020). A
exposicao recorrente e crescente desses compostos causa efeitos adversos
em organismos aquaticos (BERETTA et al., 2014; FRANCA et al., 2020),
podendo causar vitelogenese, feminizacdo em peixes machos, infertilidade
(PIMENTEL et al., 2016; TORRES et al., 2021).

Segundo Omar e seus colaboradores (2019) a bioacumulagéo e a
biomagnificagdo desses compostos tem sido observado em organismos
aquaticos. Peixes sdo considerados organismos sensiveis as alteracdes
ambientais, dessa forma seu uso no monitoramento e avaliagdo ambiental
tem sido frequente, uma vez que séo afetados apenas por fatores quimicos,
fisicos e bidticos, mas também devido as caracteristicas hidromorfoldgicas,
assim muitas espécies de peixes sdo0 adequadas para testes
ecotoxicologicos (FRANCA et al., 2020).

Tendo em vista a presenca de hormdnios em corpos hidricos em
virtude do lancamento de efluente tratados e nao tratados, o objetivo deste
estudo é verificar, por meio de biomarcadores bioquimicos, a toxicidade da

progesterona em peixes da espécie Oreochromis niloticus.

3.2.MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Toxicologia Ambiental
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do estado de Santa
Catarina (CAV — UDESC), no municipio de Lages, Santa Catarina.

Os peixes da espécie Oreochromis niloticusforam adquiridos de
criadouros da regido foram mantidos por 6 dias em aquarios de 100 L para
aclimatacdo. As tilapias eram alimentadas com racdo duas vezes ao dia e
trocas de agua do aquario eram realizadas diariamente, sendo substituidas
em 90%.



Para preparo das solucdes de progesterona, os comprimidos foram
macerados e dissolvidos em uma solugdo mae com concentracdo de 1,95
mg/L. A partir da solu¢gdo mée, foram obtidas as diluicdes utilizadas no teste.

Ap6s o periodo de aclimatacdo foram preparados cinco aquarios,
com 10 L de 4gua cada e identificados de acordo com a concentracao de
progesterona a ser administrada, sendo eles controle, 200 pg/L, 400 pg/L,
600 pg/L e 800 pg/L.

Para a realizacdo do experimento, a alimentacdo dos peixes foi
suspensa 24h antes do seu inicio. Realizou-se, entdo, o teste de toxicidade
estatico durante 96h, sem a troca de agua e sem alimentacdo. Apés o
periodo de 96h, os peixes foram sacrificados e realizou-se a coleta dos

tecidos branquias, figado e cérebro dos peixes de cada tratamento.

3.2.1 Atividade enzimatica

Para a leitura da atividade enzimatica, os tecidos foram
homogeneizados com um agitador mecéanico e tampéao fosfato pH 7,0. ApGs
este processo, os tecidos foram mantidos sob refrigeracdo até a aplicacéo
da metodologia baixo descrita. Para a determinacdo de cada atividade
enzimatica, seguindo o protocolo, as amostras foram descongeladas e
mantidas sob placas de gelo, de modo a nao perder a atividade enzimatica.
As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro emissdo ultravioleta,
modelo T70+ PG Instruments Ltd

Nas branquias e figado foram realizadas as leituras da atividade
enzimatica catalase e glutationa s transferase, enquanto no cérebro foi

determinada a atividade da acetilcolinesterase.

3.2.1.1 Catalase

Para a determinacdo da Catalase utilizou-se a metodologia proposta
por Beutler (1975).. Para a leitura das amostras foram utilizados 1980 uL do
meio de reacdo e 10 pL de amostra e 10 puL de peroxido de hidrogénio,

homogeneizado e realizadas 5 leituras a cada 30 segundos a um



comprimento de onda de 240nm A atividade enzimatica da catalase é
expressa em unidades de H202 metabolizado por miligrama de proteina

(umol de H>02 metabolizado. min-t. mg de proteina?).

3.2.1.2 Glutationa-s-transferase

O protocolo proposto por Keen e Jakoby (1976) foi utilizado na
determinacdo da GST. Foram adicionados 1940 uL de solucdo tampao de
fosfato de potéssio, 20 uL de glutationa reduzida (GSH) e 20 uL de amostra,
em seguida adicionou-se 20 pL de reativo 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno CDNB,
homogeneizando para iniciar as leituras. Foram realizadas cinco leituras com
intervalos de 30 segundos em 340 nm de comprimento de onda. A atividade
da GST foi expressa em unidades de CDNB conjugado por miligrama de

(nmol CDNB conjugado. min-t.mg de proteina?).

3.2.1.3 Acetilcolinesterase

No protocolo de Ellman et al. (1961), foi realizada a determinacédo da
acetilcolinesterase. Para isso, foram utilizados 1mL de tampéao fosfato para
50 pL de reagente de cor (DTNB) adicionados a 50 pL de substrato, iodeto
de acetilcolina. Apds esse primeiro momento, adiciona-se 20 UL de amostra
jd& homogeneizada e realiza as leituras no espectrofotbmetro, com
comprimento de onda de 412 nm. A atividade da enzima foi expressa em
unidades de ACh por miligrama de proteina (umol de ACh hidrolisada. mg

de proteinat. min).

3.2.1.4 Proteinas totais

Para a determinacao das proteinas totais, foram utilizados 2,5 mL de
reagengte de biureto, 50 pL de amostra, 50 pyL de solucdo padréo, de

albumina bovina estabilizada, e 2 gotas de hidréxido de s6dio 6M. A mistura



foi homogeneizada, deixada em repouso por 5 minutos em temperatura
ambiente, e em seguida realizada a leitura em espectrofotometro, em 550

nm.

3.2.1.5 Andlise estatistica

As andlises estatisticas referentes aos resultados das atividades
enzimaticas dos biomarcadores das leituras espectrais foram submetidas ao
Teste de Levene para averiguar a homogeneidade das variancias.
Subsequentemente, realizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA), o Teste de
Dunnett como um complemento para o estudo da andlise de variancia e
verificacbes de possiveis diferencas entre as amostragens com 0 grupo
controle e posteriormente o Teste de Tukey. Todos os procedimentos
estatisticos e confeccdes dos graficos foram executados com o auxilio do

software MS Excel®.

3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa realizada com O. niloticus e progesterona é um teste
pioneiro, tendo em vista que os hormdnios sdo considerados contaminantes
emergentes e ainda pouco estudados, bem como o efeito dos mesmos em
organismos aquaticos, com isso pesquisas envolvendo a progesterona e

biomarcadores bioquimicos sdo escassos na literatura.

3.2.1 Atividade da Catalase

A catalase é uma enzima oxidoredutase, a qual desempenha papel
crucial na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o
peréxido de hidrogénio (H20>), produzido frequentemente como subproduto
da respiracdo anaerobia (KAUSHAL et al., 2018), decompondo-o em agua e
oxigénio molecular (CAPPARELLI; ABESSA; MCNAMARA, 2016; KRYCH-



MADEJ; GEBICKA, 2017), aliviando o estresse oxidativo (KAUSHAL et al.,
2018).

Nas branquias a atividade enzimatica foi semelhante para os
individuos controle e aos que foram expostos a 200 ug/L de progesterona
(Figura 14), houve reducdo pouco significativa para o tratamento de 400
Mg/L. Ja os individuos expostos a 600 ug/L houve aumento da atividade.

Figura 14: Atividade da Catalase nas branquias.
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Em relacdo ao figado (Figura 15), a atividade da catalase foi
reduzida para o controle e concentracédo de 400 ug/L, enquanto apresentou-

se elevada para a teste de 600 pg/L.



Figura 15: Atividade da Catalase no Figado.
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O teste estatistico confirmou que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas para a CAT nas branquias (p=0,09) e figado
(p=0,13), enquanto o Teste de Dunnett relatou uma pequena assimetria
entre alguns resultados com o grupo controle em ambos os estudos
enzimaticos, confirmada pelo Teste de Tukey.

GOMES e colaboradores(2019) testaram diferentes concentracdes
dos medicamentes carbamazepina e comazepam e observaram aumento da
atividade da catalase no figado de peixes da espécie Danio rerio para ambos
0os medicamentos, além dos peixes submetidos a combinacdo dos
medicamentos. Indicando que a atividade da catalase aumentada esta
associada ao sistema de defesa do organismo, indicando que o sistema
antioxidante esta atuando contra o estresse oxidativo (ATLI; CANLI, 2010),
eliminando espécies reativas de oxigénio, como ocorreu com os individuos
submetidos a concentracéo de 600 ug/L de progesterona.

De acordo com TKACHENKO e KURHALUK (2014), o figado é um
o6rgdo com maior potencial antioxidante, seguido das branquias, cérebro e
rins para a determinacdo do estresse oxidativo (KUMAR et al., 2019a).

Sendo assim, é esperado maior atividade enzimatica da catalase no figado.



3.2.2 Atividade da Glutaiona-S-Transferase

A funcdo a da GST é aliviar a toxicidade de diversas substancias
endogenas e exdgenas, como 0s compostos xenobioticos (GLISIC et al.,
2015). A converséo ocorre por meio da transformacé@o dos xenobioticos em
metabdlitos menos toxicos e mais sollveis em dgua (BATHIGE et al., 2014).

Os resultados obtidos para GST nas branquias, indicou que esta
enzima nao sofreu alteracdo em funcéo da progesterona, ou seja, ndo houve
alteracao significativa em relacdo ao grupo controle (p=0,33). Apesar da
GST catalisar a conjugacéo de diversos compostos estranhos ao organismo,
como produtos farmacéuticos, metais pesados, pesticidas, herbicidas,
poluentes organicos persistentes (POPs) e hidrocarbonetos poliaromaticos
(GLISIC et al., 2015), os resultados indicam que a enzima nao esta atuando
em nenhum processo de metabolizacdo e excrecao da progesterona (Figura
16).

Figura 16: Atividade da Glutaiona-S-Transferase nas branquias.
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O mesmo resultado pode ser observado para o figado (p=0,18). Ou
seja, a GST é uma enzima que ndo participa da eliminacdo da progesterona
e nem dos seus metabdlitos, sendo que outras enzimas podem estra

participando deste processo (Figura 17). Neste caso, se faz necessario mais



estudos, abrangendo outras rotas metabdlicas, para que se possa conhecer
guais enzimas atuam na metabolizacdo da progesterona e seus derivados
no tecido analisado.

Figura 17: Atividade da Glutationa-S-Transferase no figado.
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3.2.3 Atividade da Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas, nessas
sinapses a ACh atua transmitindo a mensagem de um neurdnio a outro
(ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016). Essa enzima é encontrada em
abundancia no sistema nervoso central, nos muasculos esqueléticos e na
membrana dos eritrécitos (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).

A analise da AChE do cérebro das Tilapias do Nilo (Figura 18) indica
gue a progesterona inibiu significativamente a atividade enzimatica,
(p=0,00012). Observa-se gque em todos os tratamentos a atividade é
reduzida, na medida em que a concentracdo aumenta. De acordo com
pesquisadores, medicamentos (CASTRO et al., 2017), compostos
organofosforados e inseticidas carbamatos (WALKER et al., 2006; CASTRO
et al., 2017), causam a inibicdo da AChE.



Figura 18: Atividade da Acetilcolinesterase no cérebro.
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Durante a execucdo desta pesquisa nao foram realizados testes
avaliativos, contudo observou-se alteracdes comportamentais, como natacéo
erratica e lateralizada e espasmos musculares, indicando alteracbes no
sistema nervoso das Tilapias do Nilo submetidas aos testes. Aléem disso,
todos os individuos de Oreochromis niloticus submetidos ao tratamento com
800 ug/L vieram a Obito durante a execucdo do teste, 0 que mostra o
extremo estresse enfrentado por esses organismos.

A AChE é responsavel por fechar os canais de sédio entre as
membranas nervosas. O ndo fechamento desses canais, pela inibicdo da
AChE, causa um desequilibrio, causando distarbios de acdo, gerando
descargas descontroladas e repetitivas nos nervos (WALKER et al., 2006), o
gue corrobora com o evidenciado durante os testes.

Kumare seus colaboradores(2019) observaram as atividades da
AChE inibidas nos testes conduzidos com alevinos Pangasianodon
hypophthalmus submetidos a arsénio e arsénio combinado com alta
temperatura, sendo que a ocorreu maior inibicdo na exposi¢ao simultanea de
arsénio e alta temperatura.

Um estudo com Piavas (Leporinus obtusidens) submetidas a
glifosato por 90 dias, os pesquisadores observaram a inibicdo da atividade

da AChE no cérebro dos individuos quando comparado ao controle. Os



pesquisadores justificam a inibicdo em funcéo do estresse e o aumento dos
radicais livres gerados pela exposicdo a herbicidas (SALBEGO; PRETTO;
ROSA, 2010).

De acordo com MILATOVIC; ZAJA-MILATOVIC e GUPTA (2019), o
cérebro é bastante susceptivel ao dano oxidativo, uma vez que é deficiente
em sistemas antioxidantes quando comparado a outros 6rgdos. Sendo
assim, o estresse oxidativo é prejudicial ao funcionamento normal do cérebro
(LEE; CHA; LEE, 2020).

Dessa forma, a progesterona utilizada neste estudo, provocou o
estresse oxidativo dos individuos de O. niloticus, causando a inibicao da
atividade enzimatica da AChE, bem como a morte dos individuos

submetidos a maior concentracao testada.

3.4.CONCLUSAO

A progesterona foi capaz de inibir significativamente a
acetilcolinesterase no cérebro dos peixes testados a partir da menor
concentracao testada 200 pg/L.

No figado e nas branquias ndo houve alteracdes significativas das
atividades da catalase e da GST, indicando que este composto atua
diretamente no tecido nervoso das tilapias.

Dessa forma, podemos concluir que a progesterona interfere
significativamente em processos do sistema nervoso central, atuando no
comportamento da  acetilcolinesterase, com consequéncias no

comportamento dos peixes testados.
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