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RESUMO

Os peixes sao particularmente sensiveis a contaminagdo ambiental devido a sua
natureza de vida aquatica, meio onde diversos agentes toxicos geralmente ocorrem
e expressam presenca. Biomarcadores da presenga desses agentes que sejam
mensuraveis em peixes podem ser utilizados para avaliar a qualidade ambiental em
locais de interesse, como no caso dos pesque-pagues.Assim, o objetivo principal do
trabalho foi avaliar, por meio de biomarcadores, a presenca de agentes toxicos em
jundia  (Rhamdiaquelen), carpa comum (Cyprinuscarpio) e  tilapia
(Oreochromisniloticus), coletados em lagos de um pesque-pague localizado em
Lages, Santa Catarina. Para isso, 10 peixes de cada espécie foram coletados vivos
e, em seguida, dispostos em caixa térmicas refrigeradas com gelo e encaminhados
para realizagdo das analises.Amostras de tecidos de branquias, figados e cérebro
dos peixes foram retiradas para determinagdo da atividade das enzimas catalase
(CAT), glutationa-S-transferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE). A atividade de
CAT nas branquias foi semelhante entre as espécies, entretanto, no figado, foi maior
em jundia e carpa e menor em tilapias. A atividade de GST no figado foi menor na
carpa em relacao a tilapia, enquanto nas branquias, foi maior em carpas do que nas
duas outras espécies que nao diferiram entre si. A atividade da AChE no cérebro foi
semelhante nas espécies jundia e carpa. Nao foram detectadas alteragdes

expressivas nos biomarcadores bioquimicos avaliados.

Palavras chaves:Biomarcadores; Atividade enzimatica; Agentes toxicos.



ABSTRACT

Fish are particularly sensitive to environmental contamination due to their aquatic life
nature, where the presence of toxic agents is usually found and expressed.
Biomarkers of the presence of these agents that are measurable in fish can be used
to assess environmental quality in places of interest, such as in the case of fishing
ponds. Thus, the main objective of the work was to evaluate, through biomarkers, the
presence of toxic agents in catfish (Rhamdiaquelen), common carp (Cyprinus
carpio)anNile tilapia (Oreochromis niloticus), collected from lakes of a fishing pond
located in Lages, Santa Catarina. For that, 10 fish of each species were collected
and then placed in thermal boxes with ice and sent to the laboratory for analysis.
Samples of gills, livers and brains tissues of the fish were collected to determine the
activityof catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST) and acetylcholinesterase
(AChE) enzymes. Cat activity in the gill was similar among species, however, in the
liver, was larger in catfish and common carp and smaller in tilapia. The activity of
GST in the liver was smaller in common carp than in tilapia, while in the gills, was
larger in carp than in the two other species that did not differ from each other. The
activity of the AChE in the brain was similar in catfish and common carp species. No

significant changes were detected in the evaluated biomarkers.

Key words: Biomarkers;Enzimatic activity;Toxic agents.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura € uma atividade econ6mica importante, pois representa uma
alternativa de geracédo de emprego e renda no meio rural (MORO et al., 2013). Além
disso, quando associada ao servico de pesque-pague, a atividade também
representa uma opcao de lazer para a populacdo (ESPINDOLA, 2008).

Entretanto, as aguas utilizadas nos lagos de criacdo e manutencao de peixes
podem ser afetadas pela contaminagcdo por agentes téxicos, derivados de efluentes
urbanos e industriais e do uso de agrotéxicos na agricultura (COSTA et al., 2008) ou,
ainda,por toxinas geradas por microalgas que podem se multiplicar demasiadamente
em ambientes aquéticos enriquecidos de nutrientes (BORTOLI; PINTO, 2022).

Em funcédo de sua vida aquatica, os peixes sado particularmente expostos a
contaminacao, pois grande parte do descarte de efluentes e residuos da sociedade
moderna, acabam convergindo para 0s mananciais de aguas, aportando agentes
toxicos que representam riscos a saude animal e humana (AMORIM, 2003). A
presenca de agentes toxicos na agua, mesmo em concentragcdes abaixo daquelas
que causam intoxicagdo aguda em organismos vivos, podem gerar alteracdes
fisiolégicas dos peixes que podem ser detectados através de avaliagcbes de
biomarcadores (CUNICO et al., 2006).

Os chamados biomarcadores sao sinalizadores das respostas bioldgicas que
ocorrem em um organismo apds sua exposicdo a um agente téxico(LINS et al.,
2010). A avaliacdo de biomarcadores tem sido utilizada para avaliar o estado de
saude da ictiofauna e outros organismos aquaticos e na avaliacdo da qualidade
ambiental, com resultados altamente promissores e eficazes, especialmente, na
deteccdo preventiva de efeitos adversos de poluentes nas aguas de rios e lagos
(AMORIM, 2003; JESUS; CARVALHO, 2008; LINS et al., 2010).

Assim, a analise de biomarcadores para a presenca de agentes téxicos, que
sejam mensuraveis em organismos vivos, pode ser utilizada para o
monitoramentoda qualidade ambiental e prevenir riscos toxicolégicos em ambientes
naturais e em locais de interesse da sociedade humana.

Vale destacar a importancia dessas avaliagbes da presenca de agentes
toxicos em peixes que sdo tradicionalmente utilizadas nas criagbes para consumo

humano, especialmente em instalacdes do tipo pesque-pague, como as espécies
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jundia (Rhamdia quelen) carpa comum (Cyprinus carpio) e tilapia (Oreochromis

niloticus).

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar efeitos tdxicos em peixes das espécies jundia (Rhamdia quelen),
carpa comum (Cyprinus carpio) e tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),coletados
em pesque-pague localizado em Lages, Santa Catarina, por meio de alteragbes na
atividade das enzimas catalase, glutamina-S-tranferase e acetilcolinesterase nas

branquias, figado e cérebro desses peixes.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar a atividade enzimatica de catalase (CAT) e glutationa-S-
transferase (GST) em branquias e figado em exemplares de peixes das espécies
jundia, carpa comum e tilapia do Nilo, coletados em lagos de pesque-pague de
Lages, SC.

Determinar a atividade enzimatica de acetilcolinesterase (AChE) no cérebro
de exemplares de peixes das espécies, carpa comum e tilapia do Nilo, coletados em
lagos de pesque-pague de Lages, SC.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS DA PICSICULTURA

A piscicultura é a técnica de criar e multiplicar peixes que representa uma
importante atividade econdmica, como fonte de emprego e renda em praticamente
todo o mundo, além de contribuir para aumentar a oferta de proteina para a
populacédo (PEIXE BR, 2022).

A arte da criacao de peixes remonta ao periodo anterior a era crista, pois
existe registros sobre pratica da piscicultura no periodo (3.500 a.C a 476 d.C), em
varios continentes, destacando-se os povos chineses e egipcios(PEIXE BR,
2022).Espécies como carpas (Cyprinus carpio) e tilapias (Oreochromis
niloticus),serviam como ornamentacao e, principalmente, para 0 consumo e, mesmo
tendo técnicas consideradas primitivas, esses povos consociavam a rizicultura com o
cultivo de carpas, em varias regides da Asia (BRABO et al., 2016).

O setor produtivo da psicultura estd em expansdo, devido a escassez do
pescado capturado em ambientes naturais e, com isso,essa atividade vem
assumindo uma importancia cada vez maior em todo o mundo (OLIVEIRA, 2017).

Os peixes constituem cerca de 53% de todas as espécies animais
vertebrados conhecidos, o grupo mais diversificado de vertebrados. Segundo
Nelsonet al. (2016), das 60.000 espécies de vertebrados descritas, 32.000sao
peixes, e esse numero ainda ndo € definitivo.Com isso, existem espécies com
variadas adaptacées morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais, possibilitando
sua ocorréncia nos mais diversos tipos de ambientes (MOROet al.,2013).

Os peixes sao divididos em duas classes, os Condrictes, que incluem todos
as espécies cartilaginosas, como tubardes e raias, e 0sOsteictes que incluem todos
as espéciesdssease estao distribuidos em subclasses e infraclassese compreendem
0 maior numero de espécies (20.812),distribuidas em 35 ordens, 409 familias e
3.876 géneros(NELSONet al., 2016).

As ordens exploradas na piscicultura sdo Cypriniformes, Siluriformes e
Perciformes. Os primeiros sdo peixes endémicos dos continentes africanos e das

Américas. A familia Cyprinidae éconsiderada a mais ampla familia de peixes de



17

agua doce do mundo, poiscongrega mais de 220 géneros e 2.420 espécies
(NELSONet al, 2016).

Os peixes da ordem Siluriformes apresentam, de maneira geral, corpo nu, ou
seja, coberto apenas por pele, ou placas Osseas.Entre outras caracteristicas,
possuem pelo menos um par de barbilhdes, presenca de um raio duro (espinho) nas
nadadeiras dorsal e peitoral (com mecanismo de trava) e auséncia de dentes,
maxilares(NELSON, et al, 2016).

Os Perciformes compdem a maior ordem e, de maneira geral, séo
reconhecidos por apresentarem boca protratil, escamas ctendides, nadadeiras
peitorais localizadas nas laterais do corpo e nadadeiras pélvicas localizadas
anteriormente no corpo, logo abaixo das nadadeiras peitorais. Além disso,
apresentam nadadeira dorsal longa, adiposa ausente e presencga de espinhos nas
nadadeiras (NELSON, et al., 2016). Conforme descrito por esses autores, 0s peixes
dessa ordem ocupam tanto a agua salgada quanto doce, possuindo atualmente a
maior diversidade encontrada na regiao tropical, contando com 160 familias e mais
de 10.000 espécies de peixes.

Na piscicultura sao utilizadas diversasespécies exéticas, assim denominadas
por seremnativas de outro pais ou, mesmo, espécies introduzidas que foram
retiradas de outra area de distribuicao natural (PROENCA et al, 2021). Ja as
denominadas nativas sdo as que ocorrem naturalmente nas bacias hidrolégicas
brasileiras (endémicas).O tambaqui (Colossoma macropomum), por exemplo é um
peixe nativo encontrado na Bacia Amazénica, embora seja considerado exdético na
Bacia do Prata (Parana-Paraguai-Uruguai-Prata). Algumas destas espécies ocorrem
em praticamente em todos os continentes, como exemplo a tilapia do nilo
(Oreochromis niloticus) (LATINI; PETRERE, 2004). Essa espécie possui grande
adaptacdo, sendo considerada perigosa para a biodiversidade caso escape dos
ambientes controlados (CASACA, 2020).

As espécies endémicas apresentam grande variedade e potencial para a
piscicultura, mas a realidade dos empreendimentos existentes no Brasil indica que
ha grande adesao por espécies exéticas, destacando-se as listadas na Figura
1(PEIXE BR, 2022).

No Brasil, apisciculturavem se expandindo a cada ano, em decorréncia dos
recursos hidricos abundante, clima que favorece a producdo do pescado, e da
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crescente procura pela proteina, tanto no mercado interno, quanto no externo
(ZANIBONI-FILHO; PEDRON, J. S;; RIBOLLI, 2018).

Figura 1 - Principais espécies exoticas de peixes produzidas no Brasil

Nome popular Espécie Ocorréncia
Bagre africano Clarias gariepinus Africa (Rio Nilo)
Bagre americano Ictalurus punctatus América do Norte

Carpa cabecuda Aristichthys nobilis Asia
Carpa carpim Ctenopharygodon idella Asia

Carpa comum Cyprinus carpio Europa e Asia
Carpa prateada Hypophthalmichthys molitrix Asia

Jundia Rhamdia quelen América do Sul
Tilapia de mogcambique Oreochomis mossabius Africa
Tilapia de Zanzibar Oreochromis urolepis hornorum Africa
Tilapia do Congo Tilapia redalli Africa
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus Africa

Fonte:Adaptada de PEIXE BR (2022).

A produgédo de peixes no Brasil é diversificada, dependendo da regido
climatica, pois o clima tem grande interferéncia nas escolhas das espécies
utilizadas. Regides Centro-Oeste e Norte, concentram-se em sua maioria, na
producao de peixes nativos, o Sul e Sudeste optam pelo cultivo das tilapias e outras
espécies como carpas, trutas e pangasius (Pangasianodon hypophthalmus)
(SHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017). Segundo esses autores, na regido Nordeste, ndo
ha dominio absoluto de espécies, embora em alguns estados predomine a criacéo
de tilapias (Oreochromis niloticus).

Entretanto, a introducdo de espécies exoticas pode representar grande risco
as populacdes de espécies locais, conforme relatado por Latini; Petrere (2004),
sobre desequilibrio do ecossistema localna bacia do Rio Doce, que resultou no
desaparecimento de espécies endémicas. Outro exemplo de impacto negativo da
introducdo de espécies exoticas foi a disseminacdo do peixe Perca-do-Nilo (Lates
niloticus) no Lago Vitéria, na Africa, ocasionou a extingdo de grande nimero de
espécies de peixes naturais daquele ambiente entre 1977 e 1986 (OGUTU-
OHWAYO0,1990).A insercao de animais hibridos também pode levar a extingao de

populacdes endémicas, devido ao cruzamento entre hibridos e animais dito puros
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contaminando a genética local consequentemente eliminando-os(LATINI;
PETRERE, 2004).

Dadas as diferencas nas caracteristicas edafoclimaticas de cada regiao,
persiste o grande potencial, mas com necessidade urgente de se gerar
conhecimento sobre biologia e desenvolver tecnologia para a producdo de peixes
endémicos (PEIXE BR, 2022).

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca nos dados pesqueiros
brasileiros, sendo a principal espécie produzida no pais (BRANDAO, 2018).
Conforme relatado por esse autor, a espécie é de facil reproducao, resistente a
doencas, tolerante a baixos teores de oxigénio na agua, aceita altas taxas de
densidade no viveiro epossui carne saborosa com poucos espinhos.

Os levantamentos por Associacdes Brasileiras de Piscicultura demonstram
que o crescimento da producdo de pescado vem se mantendo, comcrescimento
médio anual de 5,6% desde 2014. Esse crescimento da piscicultura nacional tem
sido apoiado em uma variedade de espécies, com maior destaque para tilapia,
seguida de tambaqui e seus hibridos, além de espécies tradicionais como as carpas
e o pirarucu (SHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017).

A producgéao brasileira de tilapia chegou a 534.005 toneladas, representando
63,5% da producdo de peixes de cultivo como um todo no pais (PEIXER BR,
2022).A producéo total dessa espécie consolida a posicao do Brasil como o quarto
maior produtor de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) do mundo (PEIXE BR, 2022)

Na Figura 2 estao representados os principais estados brasileiros produtorestilapias.

Figura 2- Producgao (t) de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
nos principais estados produtores no Brasil

m 1% Parana
2° S&o Paulo
32 Minas Gerais
4° Santa Catarina
m 5° Minas Gerais

Fonte: Elaborada pela autora, a partir de PEIXE BR (2022)
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2.2 PISCICULTURA EM SANTA CATARINA

Os piscicultura catarinenses engloba produtores comerciais e amadores, sendo
considerado amador aquele que produz para lazer e venda eventual, ao passo que o
produtor comercial realiza a producao e venda sistematica e regular (SOUZA et a.,
2022).

Entre os aspectos favoraveis para a piscicultura Em Santa Catarina,
destacam-se o fato de ocupar areas que nado sado adequadas para a agricultura e
pecuaria(CORREA; RIBEIRO, 2020). Conforme publicado por esses autores, o
estado se caracteriza por apresentar a maioria de suas propriedades rurais com
tamanhos inferiores a 50 hectares, que apresentam potencial para desenvolver a
atividade de piscicultura.

A tilapia do Nilo também € a principal espécie produzida em Santa Catarina,
conforme se observa na Figura 3. Destaca-se que a pisciculturarepresenta uma
atividade econd6mica importante para esse estado, por sua capacidade de geracao
de renda, utilizacdo de mao de obra familiar e oferta de peixes para o mercado de
consumo (CASACA, 2020).

Figura 3- Producéao das principais espécies de peixes de cultivo em Santa
Catarina

Produg¢do de Peixes em Pisciculturas

656 435 355 212 83 165

@ Tilapia Carpas Jundia Catfish Truta Pacu M Lambari @EOutros

Fonte: Adaptado de SOUZA et al. (2022).

A tilapia responde por mais de 90% da producdo dos piscicultores
catarinenses, enquanto as espécies de carpas sao importantes naproducao
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amadora e de subsisténcia. Além da tilapia e da carpa, também sao produzidos,
emquantidades menores, outros peixes, como o bagre africano, jundia, pacu e a
truta (SOUZA et al., 2022).

2.3PESCA RECREATIVA(PESQUE-PAGUE).

A pesca recreativa realizada em propriedades particulares, conhecidos como
“pesque-pague”, apareceram no Brasil na metade dos anos 80.0 termo “pesque-
pague”, foi adaptado da palavra “pesqueiros” utilizados em outras regides do pais,
ou ainda do termo inglés “recreationalfisher”, utilizado por instituicbes como FAO
(Food and Agriculture Organization).A atividade é exercida por pessoa fisica ou
juridica que mantenha estabelecimento constituido de tanques ou viveiros com
peixes para exploracao comercial da pesca amadora(TORRES et al., 2005).

A pescaé praticada em todo o mundo, desde a antiguidade, especialmente
como atividade de subsisténcia. Entretanto, esse tipo de pesca, juntamente com a
pesca industrial descontrolada tem provocado um aumento consideravel no
percentual de captura total de peixes em diferentes partes do mundo (COLEMAN et
al., 2004; SMITH, 2019).

A queda da qualidade e quantidade de pescado nas areas publicas de pesca,
principalmente devido a poluicdo e desmatamento, bem como alto custo de
deslocamento e legislacdo pesqueira mais rigida, motivou o surgimento de pesque-
pagues localizados préximos as cidades (TORRES et al., 2005). Esses autores
destacam que com essa atividade, tornou-se possivel pescar com seguranca, sem a
necessidade de deslocamentos para grandes distancias, além de ser uma atividade
recreativa em familia, pois muitos dos pesqueiros atendem tanto os pescadores
quanto suas familias(ESPINDOLA, 2008). A producdo de peixes, no entanto, ndo
seria a maior fonte de renda, mas sim 0s servigos prestados nos pesqueiros,
visando populagdes urbanas de rendas média e baixa (TORRES et al., 2005).

Nas pisciculturas recreativas observamos duas modalidades; a amadora onde
0s peixes sdo criados em aterros e lagoas de fundo irregular criadas pelo
represamento de pequenos cursos d'agua, usando alimentos produzidos pela
produtividade natural desses ecossistemas (TORRES et al., 2005).
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2.4 RISCOS AMBIENTAIS.

As aguas dos rios, lagos, aquiferos e mares acabam sendo o destino final de
uma ampla gama de agentes téxicos residuais das atividades antrépicas (COSTA et
al., 2008). Segundo esses autores, o ambiente aquatico é extremamente dinamico e
0s organismos que nele vivem enfrentam alteracbes ambientais dificilmente
enfrentadas por animais terrestres, como mudancas rapidas ou extremas de
temperatura, na concentracdo de oxigénio dissolvido, no pH, na concentracdo e nos
tipos de ions.Assim, a contaminacdo dos corpos aquaticos é uma das
consequéncias do crescimento populacional humano que acarreta graves alteracdes
na qualidade da agua, como a presenca de metais pesados, mudancas no pH, na
quantidade de oxigénio dissolvido e na transparéncia, além de outras caracteristicas
fisico-quimicas (LEIRA et al., 2017; ROSA; SANTOS; FREITAS, 2018).

O descarte do efluente da piscicultura de maneira inadequada, também
produz desequilibrio ambiental em diversos niveis, nos campos social, ambiental e
econdmico (MOURA et al., 2014).

Os impactos causados pela atividade pesqueira também necessitam cuidados
e medidas imediatas, quando ocorrem alteracdes nas condicdoes ambientais da area
que é afetada diretamente e indiretamente. Segundo Silva; Camargo (2008), a
piscicultura torna-se uma atividade degradante a medida que aumenta a
produtividade intensificando os impactos causados no meio, o que requer
monitoramento e a avaliacdo de impacto ambiental na area.

Nesse contexto, a resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA, define que as atividades que alteram as caracteristicas fisicas, biologicas
e quimicas no meio, que afetem direta ou indiretamente a saude, bem-estar da
populagao, circunstancias sanitarias e estéticas, a qualidade dos recursos naturais e
outros, causam impactos ambientais (CONAMA, 1986). Assim, a avaliagcdo de
impacto ambiental — AIA deve ser utilizada como instrumento imprescindivel na
gestao ambiental, pois define métodos para a minimizagéo dos efeitos que atingem
diretamente o meio de forma negativa, e corresponde a indicacao de medidas de
prevencao e precaucdo quando prognosticadas sua necessidade (LOPES;
RIBEIRO, 2017).

A piscicultura também pode gerar poluicdo eafetar a prépria produtividade do

pescado, levando a mortalidade dos peixes e gerando um ciclo continuo de poluicao
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local(SUCASAS, 2011). Segundo o autor, por possuirem uma alta concentracao de
material organico, o lancamento dos residuos gerados na psicultura em corpos
hidricos pode proporcionar uma deplecdo na concentracao de oxigénio dissolvido do
curso d’agua receptor. Sipauba-Tavares et al. (2008) também destacam que o
descarte desses residuos nos recursos hidricos gera um aumento significativo na
concentracao de fésforo e nitrogénio, bem como um decréscimo da concentracao de
oxigénio dissolvido, que é essencial para a manuten¢ao da vida aquatica.

A piscicultura requer a aplicacao de técnicas de manejo adequada, incluindo
informacgdes basicas como sobre o peixe produzido, como: consumo de racao, taxa
de crescimento, taxa de reproducdo, que espaco ocupa na natureza e sua relacéao
com outras espécies(GARUTTI, 2003).Conforme descrito por esse autor, em muitos
casos ha caréncia de tecnologia de gestao, orientacao profissional e adequacéo da
atividade as normas vigentes. O autor também destaca que a piscicultura
geralmente depende de agua circulante, ou seja, a agua passa pelo processo e a
agua que sai do viveiro pode se tornar um problema problemas, pois pode nao
atender os requisitos necessarios, tanto para seu reaproveitamento, quanto para o
descarte no ambiente.

A introducao de espécies exoticas nos ambientes aquaticos brasileiros pela
piscicultura também exige cuidados, a medida que altera os habitos alimentares e as
relacdes ecoldgicas da fauna aquatica nativa, o pode causar impacto severo nos
ecossistemas aquaticos (AMERICO et al., 2012).0s autores salientam queo uso de
antibiéticos e outros agentes quimicos também podem causar problemas, como
propiciar o desenvolvimento de bactérias patogénicas resistentes aos antibioticos.

Portanto, tanto na producéo tradicional, quanto nos pesque-pague a psicultura
deve buscar a sustentabilidade, empregando tecnologias com foco na protecao do
meio ambiente para minimizar os impactos negativos e ao mesmo tempo otimizar o

processo produtivo.

2.5 TOXICOLOGIA

A toxicologia é uma ciéncia que estuda os efeitos nocivos das substancias
quimicas nos sistemas vivos. Considerando o conceito mais amplo, a toxicologia
deve ser entendida como uma fonte multidisciplinar, que engloba os conhecimentos

da farmacologia, bioquimica, quimica, fisiologia, genética, entre outros (JESUS;
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SILVA, 2021). A éarea ja foi considerada no século XIX como a “ciéncia dos
venenos”, pois o termo “toxico” deriva do latim foxicus, e também do termo grego
antigo “toxikon”, que significam venenoso e extratos venenosos eram empregados
nas flechas (PERPETUOet al, 2019). Segundo esses autores, a humanidade
conhece desde o0s tempos mais remotos os efeitos toxicos dos venenos de animais
e de plantas.

No século XX ocorreramgrandes avangos tecnolégicos no campo da sintese
quimica. Milhares de novos compostos foram sintetizados para diversos fins, como
farmacos, alimentares (conservantes, corantes, aromatizantes) e agricolas
(pesticidas e herbicidas)(PERPETUO et al., 2019).De acordo com esses autores, a
exposicdo humana a esses agentes resultou em numerosos casos de
envenenamentoe mortes, levando a que algumas muitos ainda os associem a
pocdes mortais que causam danos quase imediatos ou a morte.

Entretanto, a toxicologia atual tem énfasena avaliacdo da seguranga e risco
da utilizacdo de substancias quimicas, como também a aplicacdo de dados gerados
em estudos toxicolégicos como base para o controle regulatério de substancias
quimicas nos alimentos,ambientes, locais de trabalho entre outros (GALLO, 2008).
Esses autores destacam que a toxicologia moderna estuda, em nivel celular,
bioquimico e molecular, os efeitos adversos de agentes quimicos e fisicos sobre
organismos vivos, tanto na perspectiva de compostos exdgenos quanto mecanismos
de compostos enddgenos gerados a partir de xenobidticos.

Estudos da carcinogenicidade, mutagenicidade, assim como aspectos
preventivos e comportamentais de substancias quimicas sao alguns exemplos de

tépicos da toxicologia contemporanea (GALLO, 2008).
2.5.1Toxicologia ambiental

A toxicologia ambiental é a ciéncia que estuda os impactos de produtos
quimicos potencialmente perigosos sob organismos bioldégicos no meio ambiente
(EATON; GILBERT, 2008; RAGAS, 2019). Segundo Costa et al.(2008) a toxicologia
ambiental é a ciéncia que estuda o destino dos agentes téxicos, seus metabdlicos e
produtos de degradacdo no ambiente e nas cadeias alimentares, bem como o0s
efeitos destes contaminantes sobre a saude e o bem-estar de humanos, animais e

plantas, por meio de interacdo desses organismos.
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Apesar da definicdo incluir os seres humanos como alvos dos poluentes
ambientais, em muitos casos ocorre a condugao de estudos sobre os impactos em
organismos ndao humanos, como peixes, passaros, animais terrestres e plantas
(EATON; GILBERT, 2008).Diversos fatos envolvendo danos a saude humana e
contaminacdes ambientais causadas por substancias quimicas entraram no rol das
grandes catastrofes da era moderna (SISINNO; FILHO, 2021).

O efeito letal ou subletalde um agente téxico causado a um individuo pode
afetar sua populacdo como um todo, pois, altera a composicdo da comunidadea
longo prazo, o que pode desestabilizar toda a cadeia ecolégica e afetar a
biodiversidade (BRITO et al., 2018; RAGAS, 2019).

Embora a definicdo de toxicologia ambiental inclua produtos quimicos téxicos
naturalmente presentes no meio ambiente, como venenos de animais e toxinas
microbianas e vegetais, ela é frequentemente associada ao estudo de agentes
quimicos de origem antropogénica (AZEVEDO; CHASIN, 2003). A Figura 4 ilustra as
principais areas e aplicacées da toxicologia ambiental.

A resposta bioldgica de determinada substancia ndo se vale apenas do grau
de concentracao a que um organismo € exposto, mas sim a todas as transformacdes
cinéticas e biolégicas que o contaminante pode causar ao organismo (COSTA et al.,
2008).

A ecotoxicologia € uma area especializada em toxicologia ambiental, focada
mais especificamente nos impactos de substancias tdxicas sob os diferentes niveis
de um ecossistema (NEWMAN; UNGER, 2003; FENT, 2004; RAGAS, 2019).

Segundo Blaise (1984), a ecotoxicologia estuda os efeitos dos poluentes e a
forma como eles interagem nos organismos em seu habitat. Em contrapartida, a
toxicologia analisa 0 mecanismo de acao que os efeitos tdxicoscausam num
determinado organismo (BLAISE, 1984; HOFFMAN, 2003; ZAGATTO, 2008).

Além dos impactos diretos sobre os organismos aquaticos, os impactos
negativos sobre o meio ambiente do entorno dos corpos d’agua, como 0s que
incidem sobre 0s organismos terrestres, como aves piscivoras, também devem ser
considerados. Assim, avaliar os efeitos potenciais de agentes tdéxicos em peixes sao
um componente indispensavel das estratégias integradas de teste de toxicidade
para o ambiente (LAMMER et al., 2009; SU et al., 2021). Conforme descrito por
esses autores o teste de toxicidade nao deve ser um substituto da andlise quimica

tradicional, pois, essa identifica e quantifica as concentracbes de substancias
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enquanto aqueles avaliam o efeito dessas substancias sobre um

Figura 4 — Areas e aplicacdes da toxicologia ambiental

Fonte: Adaptado de Costa et.al (2008).

Biologia
Efeitos das

toxinas no
ambiente

Fisiologia
Efeitos das
toxinas nos

orgaos do corpo

Epidemiologia

Efeito de agentes
suspeitos sobre uma
populacido

2.5.2 Biomarcadores

Bioquimica
metabolismo
dastoxinas

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL

Farmacologia

Entrada e distribuicdo
dastoxinas no corpo

Quimica
Caracterizacdo de
toxinas

Genética
Alteragdes do
codigo
genético

Legislagao

Controle douso
de substancias
toxinas

O gerenciamento dos ecossistemas aquaticos se baseia na verificacao da

qualidade da agua, envolvendo fatores bidticos e abidticos (SILVEIRA,2004). O

monitoramento das aguas naturais através de Dbioindicadores é uma

ferramentaindispensavel para a prevencao da degradacdo de ecossistemas
aquaticos e para a conservacgao da ictiofauna (MASESE et al., 2013; NASCIMENTO

et al., 2020).
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Os biomarcadores podem ser detectados precocemente, permitindo a adocao
de medidas preventivas e reversiveis de degradacdo ambiental (SOGORB et al.,
2014). De forma geral, deve ser especifico, preciso, valido e sensivel (GUPTA,
2014). A sensibilidade refere-se a capacidade de mostrar diferencas marcadas
mesmo em baixos niveis de exposicao toxicoldgica (SOGORB et al., 2014).Segundo
Reddy; Rawat(2013), biomarcadores eficientes proporcionam a deteccao rapida dos
efeitos tdxicos diretos e indiretos de contaminantes nos individuos avaliados.

Os parametros biologicos avaliados como bioindicadores também séao
frequentemente utilizados na pratica clinica, como hematologia, enzimologia e
bioquimica para o diagnostico de doencas e podem ser separados em diferentes
gruposnha elaboracdo de metodologias de monitoramento (AMORIM, 2003; JESUS;
CARVALHO, 2008).

Os biomarcadores sao classificados em trés grupos: de exposicao, de efeito e
de suscetibilidade(SOGORBet al. (2014).De acordo com esses autores, 0S
biomarcadores de exposicaoservem para determinar se um organismo foi exposto a
um determinado xenobi6tico. Esses biomarcadores sado representados por um
composto exdégeno em seu metabdlito, ou ainda um produto da interacdo entre o
xenobioético, ou metabdlito, e um componente endégeno (MANNO et al,
2010).Nospeixes, por exemplo, a inibigdo da acetilcolenesterase € um biomarcador
de exposicdo deagentes de neurotoxicidade, enquanto, peroxidacao lipidica e
enzimas antioxidantes sao bioindicadores deagentescom reflexo oxidativo e as
alteracdes nos niveis de estrogénio, refletemmudancas enddcrinas (CONNON et al.,
2012).

Os biomarcadores de efeito possibilitam a determinacdodo efeito, ou
resposta, do organismo exposto ao xenobidtico e, usualmente, indicam alteracées
em funcdes celulares, de tecidos ou no organismo como um todo (SOGORB et al.,
2014).

Os biomarcadores de suscetibilidade permitem predizer a suscetibilidade ou
resisténcia do organismo frente aos efeitos nocivos de um xenobidtico (SOGORB et
al., 2014). Vale lembrar que a predisposicao genética, bem como fatores externos
tais como a idade, dieta, espécie, habitat, podem influenciar a suscetibilidade de
individuos expostos a substancias quimicas (AMORIM, 2003).
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2.5.2.1Catalase

Catalases (CAT)sao enzimas presentes na maioria dos organismos aerébicos
e auxiliam a célula na detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (SWITALA;
LOEWEN, 2002). Estas enzimas atuam na catélise da conversdao de peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénioe sao presentes nos principais sitios de producao de
H202, como mitocdndria, citosol e cloroplasto (plantas)(SWITALA; LOEWEN, 2002;
BELO; SOUZA, 2016).

A catalase é uma enzima que possui estrutura tetramérica, composta por
quatro grupos heme de ferro férrico e desempenha papel decisivo no processo de
detoxificagdo e no mecanismo antioxidante celular pois impede a formacao de EROs
(KRYCH-MADEJ; GEBICKA, 2017). Sao prioritariamente encontradas nos
peroxissomos € em mitocdndrias, por serem as organelas que sofrem a maior
presenca dessa espécie reativa (HERMES-LIMA, 2004).

Mudancgas na atividade da CAT, apds exposicao a produtos quimicos, sao
indicadoras de producao de perdxido de hidrogénio nas células, que podem causar
lesbes celulares nos organismos, poissua principal funcao é decompor perdxido de
hidrogénio (H202) em agua e oxigénio molecular (KRYCH-MADEJ;GEBICKA, 2017).
Assim, a atividade da catalase € considerada um biomarcador de estresse ambiental
aplicavel na maioria dos casos (GAO et al., 2008).

Os niveis de CAT em peixes da espécie Astyanax bimaculatus coletados em
locais poluidos do rio Una, foram expressivamente maiores do que os valores
encontrados nos peixes de local desse rio com baixa corga poluidora, indicando que
essa enzima antioxidante pode ser utilizada como biomarcadora para mensurar 0s
niveis de stress oxidativo causado por poluentes em bacia hidrografica (BATISTA et
al., 2014).

2.5.2.2@Glutationa-S-tranferase

A glutationa-S-transferase (GST)possui um papel determinante na mitigacao
do estresse oxidativo, pois € a principal enzima a catalisar a conjugacdo de
eletrofilos com o tiol reativo hidrofilico da glutationa GSH, facilitando assim o
mecanismo de excrecdo (WON et al., 2011; BATHIGE et al.,, 2014). Enzimas do
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grupo GST compreendem uma familia de enzimas com varias habilidades cataliticas
que podematuar em multiplas fungdes dentro das células de seres vivos eucariontes,
como micrébios, plantas e animais (BATHIGE et al., 2014).

A GSTatua na desintoxificacdo celular decompostos eletrofilicos que séo
importantes na protecao contra cancer e outras doencas degenerativas decorrentes
da exposicao a ambientes contaminados (OLIVEIRA et al., 2016). A modulacdo de
enzimas antioxidantes tem sido frequentemente empregada como biomarcadores
bioquimicos para monitorar os efeitos téxicos em organismos aquaticos (GLISIC,
2015; NATALOTTO et al., 2015).

2.5.2.3Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima responsavel pelo processo
dedegradacdo do neurotransmissor acetilcolina (Ach), presente nas sinapses
nervosas, permitindo que o neurbnio retome a sua condi¢cdo de repouso apos ser
ativado (LIONETTO et al., 2013; ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).

A acetilcolina € um neurotransmissor responsavel por ativar as sinapses
colinérgicas que estao amplamente distribuidas no sistema nervoso central (SNC) e
periférico (SNP), sendo importante para o funcionamento de diversas fungbes do
corpo (GUYTON; HALL, 2006). Esse neurotransmissor € sintetizado a partir da
associacdo entre a acetilcoezima e a colina que fica retido em vesiculas
citoplasmaticas até que ocorra a sua liberacao na fenda sinaptica e posterior ligacao
com os receptores do neurbnio seguinte, para fornecer a resposta referente ao
estimulo especifico(GUYTON; HALL, 2006).

A liberacdo da acetilcolina nas fendas sinapticas permite sua ligagcdo aos
receptores pré e pés-sindpticos, classificados como nicotinicos e muscarinicos
(BERTE, 2009).Alteracdes da atividade da enzima AChE também tem sido referidas
como biomarcadores bioquimicos de efeitos toxicos em organismos aquaticos
(CARDOSO; POMPEO, 2022).

2.6 PEIXESCOMO BIOINDICADORES

Entre as espécies aquaticas, os peixes se destacam comoseres suscetiveis a

contaminacao por agentes toxicos e, por isso, estdo sendo amplamente utilizados
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para a avaliacdo da qualidade do ambiente aquatico, como bioindicadores de
poluicdo ambiental (FIRATet al, 2011). Além disso, 0s peixes possuem alta
capacidade de bioacumulacao, biotransformacao, compensagdao morfofisiolégica e
de regular a forma neuroimunoendécrina, servindo, também, como indicador
preditivo de mutacao e teratogénese (KLAASSEN, 2012).

Os peixes sao indicadores bioldgicos de destaque, pois respondem a
contaminacao e sua utilizacao pode ter diferentes finalidades, dependendo do tipo
de estudo (VAN DER OOST et al., 2003). Segundo esses autores, 0s peixes podem
ser usados para avaliar a exposi¢cao ou a absorcao, avaliar poluentes no corpo, ou
também podem ser usados para avaliar a suscetibilidade individual. Estudos
apontam que estes animais apresentam mudancas fisiolégicas, morfolégicas e
ecoldgicas frente ao impacto que o ambiente sofre pela agdo do homem (CUNICO et
al., 2006).

Varios parametros bioquimicos podem ser avaliados como sinais indicativos
de toxicidade, com destaque para enzimas envolvidas na desintoxicagcdo e
conversao de xenobibticos em moléculas e seus metabdlitos mais facilmente
excretados do corpo (CARDOSO; POMPEO, 2022). Algumas das enzimas e
metabdlitos mais estudados em peixes estdo associadas ao estresse oxidativo,
como a catalase (CAT), a glutationa S-transferase (GST) e a acetilcolinesterase
(AChe) (VAN DER OOST et al., 2003).

Os peixes possibilitam a avaliagdoda intensidade de diversos impactos sobre
a estrutura tréfica dos ambientes aquaticos, ja que permitem inferir acerca de
respostas potenciais da ictiofauna as alteracoes desses ambientes, revelando
aquelas espécies que conseguem sobreviver nas condicdes de degradacao,
enquanto outras se apresentam sensiveis (SILVA, 2016).

Um bom exemplo sdo as tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), espécie
exética muito citada na literatura como bioindicadora, a exemplo do estudo realizado
por Linde-Arias et al., 2008 na bacia do Rio Paraiba no Sul, onde a espécie foi
utilizada para biomonitorar a genotoxicidade proveniente da contaminacado por
agrotoéxicos, pesticidas e deposicao irregular de esgoto sanitario.

Rochaet al., 2022, também utilizaram a tilapia do Nilo para avaliar a toxicidade
da progesterona sintética, horménio muito utilizado em métodos anticonceptivos
femininos, como um agente toxico em relacdo aos biomarcadores nos peixes,

comprovando que o farmaco inibi a acao enzimatica da AChE.
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Além da tilapia, outras espécies podem ser boas indicadora de qualidade do
ambiente, mas ndo tanto da degradacdo ambiental, como por exemplo a Carpa
comum (Cyprinus carpio), que foi empregada no monitoramento de efluentes
tratados e apresentou grande resisténcia a variagcbes de temperatura e oxigénio
dissolvido (PAZ; ALMEIDA; EL-DEIR, 2013).

Devido a facilidade de cultivo e relevancia ecoldgica, o jundia também tem
sido utilizado, tanto na sua forma adulta,quanto no estagio embrido/larval em
estudos ecotoxicolégicos (BARRERA, 2013; SOUZA et al.,, 2018). Segundo Gupta
(2014), estudos do desenvolvimento embrionario permitem observar alteragcbées em
um periodo critico do desenvolvimento de um organismo, uma vez que ha alta taxa
de proliferacdo de células e de diferenciacdo celular, além de um sistema de
desintoxicacao imaturo tornado o embrido/larva mais vulneravel a agentes externos.

A escolha de espécies de peixes para pesquisa também deve levar em
consideracao o fato de serem amplamente utilizadas na piscicultura e ja
teremreferéncia, como bioindicadores de ambientes poluidos ou contaminados(VAN
DER OOST et al., 2003).

2.6.1Carpa-comum

A Carpa comum,(Cyprinus carpio) (Linnaeus, 1758) (Figura 5) é uma espécie
asiatica, onde € cultivada ha mais de 2000 anos, mas também ha registro de ter
ampla distribuicdo pela Europa, Africa e América (LATINI; PETRERE, 2004).

A carpa comum tem escamas cicloides, barbilhdes, nadadeira dorsal que se
estende pela maior parte do dorso, dentes faringeos e auséncia de dentes na
mandibula inferior (MORO et al.,, 2013). As carpas sao um dos peixes mais
cultivados no mundo porque possuem qualidades ideais para uma piscicultura
produtiva, como alta resisténcia e adaptabilidade a diferentes climas, do temperado
ao tropical (MORO et al., 2013). Conforme descrito por esses autores, entre as
vantagens das carpas se destacam as caracteristicas de serem precoces e faceis de
alimentar, pois podem ser classificados como planctonicos, herbivoros a onivoros,
além de ndo serem agressivos.

As carpas reproduzem-se normalmente a temperaturas superiores a 20°C e o
seu desenvolvimento maximo ocorre a uma temperatura de 28°C. (LIMA et al.,
2013).
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Figura 5- Exemplar de Carpa comum (Cyprinus carpio)

to
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Fonte: Autora (2022)

2.6.2 Tilapias do Nilo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Peters, 1852) (Figura 6) se
caracteriza por ser uma espécie natural das bacias de rios africanos que foi
introduzida em varias bacias da América do Sul, sendo amplamente cultivada em
pisciculturas e pesqueiros (MORO et al., 2013), sendo considerada um dos animais
ha mais tempo criados em cativeiro. Segundo esses autores, essa espécie foi
introduzida no Brasil na década de 1970, sendo que atualmente existem até
exemplares modificados geneticamente. O fato de a tilapia ser atualmente um dos
peixes de agua doce mais cultivados no mundo tem a ver com sua facil adaptacao a
temperaturas que variam de 14 a 33°C, sem contar que algumas espécies sao
tolerantes a aguas salinas (SHULTER; VIEIRA FILHO, 2017). A tilapia do Nilo
apresenta excelentes parametros de desenvolvimento, como crescimento acelerado
e alta qualidade do filé, sem espinhas intramusculares e com cheiro e sabor suaves
(MORO et al., 2013).

Respostas relacionadas a exposicao de varios compostos toxicos tém sido
observadas para esta espécie (CAMPOSet al.,, 2019; FOLLE et al, 2021). Por
apresentar habito nectbnico, este peixe pode ser afetado tanto por particulas
insollveis, quanto por compostos sollveis em agua, sendo assim uma espécie muito
utilizada em modelos experimentais de estudo de ecotoxicologia (BEDIN, 2013).
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Figura 6- Exemplar de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
y \, _ ¥ "ll f " o I "‘ |

2.6.3 Jundia

O jundia (Rhamdia quelen) (Quoy; Gaimard, 1824)(Figura 7)é um bagre de
agua doce pertencente a familia Heptapteridae Siluriformes que tem despertado
grande interesse na piscicultura, principalmente na regido sul do Brasil. Destaca-se
pela rusticidade, bom desempenho, tolerdncia a baixas temperaturas, carne
saborosa e sem espinhas intramusculares e apresenta alto rendimento de
carcaca(MOROQet al., 2013).

Figura 7 - Exemplares de jundia (Rhamdia quelen)

Fonte:Autora (2022).
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Peixes da espéciejundidtambém tém sido utilizados em estudos
ecotoxicolégicos (BARRERA, 2013; SOUZA et al., 2018).

2.7 TECIDOSUTILIZADOS NA AVALIACAO TOXICOLOGICA EM PEIXES

As branquias dos peixes sao consideradas 6rgaos dominantes na captacao e
absorcdo de substancias dissolvidas na aguaque podem causar alteragdes
fisiolégicas no organismo, porque apresentam caracteristicas como: grande
superficie de absorcdo, pequenas distancias de difusdo e grande fluxo
contracorrente(GARCIA-SANTOS, et al., 2007). Tecidos debranquias de peixes tem
sido utilizados em estudos como indicadores da presenca de contaminantes em
ambientes aquéticos (BATISTA et al., 2018; CAMPOS; DAL-MAGRO et al., 2018;
DORIA et al., 2017).

Santos et al. (2011) observaram alteracdes severas em branquias de enxovas
(Trachinotus carolinus) apds exposi¢cdo ao naftaleno, enquanto e Altinok; Capkin.
(2007), observaram danosdo efeito do agrotoxico endosulfan sobre branquias,
figado, rins, bago e cérebro de trutas arco-iris.

O figado de organismos também é um dos principais 6rgaos utilizados para
se avaliar o estado de saude, ou de possivel intoxicacdopor agentes tdxicos
(YANCHEVA et al., 2016; ONDARZA et al., 2019; ROCHA et al., 2022; CREMONINI;
BARCAROLLI; 2022).Quando um organismo € exposto a agentes quimicos, o
metabolismo desse 6Orgao sofre alteracées, devido ao seu alto potencial de
biotransformacao, com alta concentracdo de glutationa-S-transferase, bioativacao e
excrecdo de xenobidticos, o que o torna um alvo eficiente para avaliacdes
toxicoldgicas(YANCHEVA et al., 2016).

Geralmente, o figado é a principal fonte de GST em peixes, sendo esta
enzima responsavel por uma grande fracdo da proteina soluvel do figado. A
atividade da GST também foi descrita em 6rgaos extra-hepaticos de peixes, mas sua
atividade nesses tecidos € geralmente menor que o figado (MARTINEZ, 2004).A
GST é a principal enzima da fase Il do processo de desintoxicacdo celular, que
catalisa a conjugacgao de eletrofilos aos tidis ativos hidrofilicos da glutationa (GSH),
facilitando o mecanismo de excre¢ado de xenobiodticos (BATHIGE et al., 2014).

Alteracdes no cérebro também tem sido avaliadas em estudos de exposicao

de peixes a agentes tdxicos, cuja acao se reflete em neurotoxicidade, que pode ser
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detectada através de alteracbes da atividade da enzima da acetilcolinesterase
(AChE) (CASTRO et al, 2017;ROCHA et al., 2022; CREMONINI; BARCAROLLI;
2022). Através dessa medida, podeser identificada a presenca de uma grande
variedade de contaminantes ambientais, como inseticidas organofosforados e
carbamatos e metais pesados (BEAUVAIS, 2000). O mecanismo de toxicidade
traduz-se na inibicdo da enzima, resultando na acumulacdo de acetilcolina nas
fendas sindpticas e a alteragdes da funcionalidade do SNC, levando a alteracdes de
comportamento e mesmo a morte do organismo (SANTOS, 2009).

Em estudo com espécimes pirarucu (Arapaima gigas) realizado por Cruz et al.
(2019), com triclorfon, foram observadas alteracées comportamentais e mortalidade,
devido a interacdo desse produto com o sistema nervoso central, onde 0 mesmo
causa efeito inibitério a acdo da acetilcolinesterase, incapacitando-a,
provocandoacumulo na fenda sinaptica, gerando a interrupcao do impulso nervoso e

consequentemente a morte.
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3 MATERIAL E METODOS

4.1LOCAL DE ESTUDO

As avaliacdes foram realizadas em exemplares de peixes das espécies carpa
comum (Cyprinus carpio), tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) e jundia (Rhamdia
quelen) coletadas no més de outubro de 2022 em um pesque-pague localizado
préximo a rodovia SC 114 (Figura 8), na localidade dos indios do municipio de
Lages Santa Catarina.

O empreendimento, ilustrado pela Figura 9, estd em atividade ha mais de 25
anos e possui 16 lagos abastecidos por nascentes e riacho que séo tributarios do rio
Canoas. Os dois maiores desses lagos possuem aeradores tipo chafariz, para
melhor oxigenacédo da agua. Sao criados e mantidos peixes jovens e adultos de
espécies endémicas, como jundida e exoticas, como carpas e tilapias, a partir de
alevinos periodicamente adquiridos de pesqueiros do Vale do ltajai. Quando chegam
ao pesque-pague, os alevinos sdo mantidos em lago separado dos demais por uma
semana, para observacao de seu estado de saude.

O ambiente conta com espaco de restaurante, caso o cliente,opte por

comerpescado no local e, a partir de 2022,também passou a oferecer estadia

em cabanas.

Figura 8- Localizagao geografica depesque-pague, proximo a rodovia SC 114

FAZENDA @
SCHUMACHER™ Vgt «

I Google = S i
Fonte: Google Maps — satélite (2022).



37

3.2COLETA DOS PEIXES

Inicialmente, foram coletados de 3 lagos diferentes entre 15 e 20 exemplares
de cada uma das espéciesavaliadas. A coleta foi realizadano inicio da manha, sob
condigbes climaticas amenas e antes dos peixes serem alimentados,com auxilio de
uma rede tarrafa de fionylon de 0,40mm e malha 30mm.Em seguida, foram
selecionados 10 peixes de cada espécie, com tamanho de aproximadamente 20cm,
e peso médioem torno de 600gr.

Apoés a coleta, os peixes foram imediatamente dispostos em caixas de isopor
com gelo para manter a viabilidade das estruturas e transportados por cerca de
20minutos até o Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX) da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC), onde foram eutanasiados por ruptura
cervical,em conformidade com parecer do comité de ética da universidade.A técnica
de eutanasia deve ser adequada, para que ocorra com insensibilizagcao, evitando dor
ou sofrimento aos peixes durante o procedimento. A Figura 9 mostra exemplares de

peixes apds a retirada dos tecidos para analise.

Figura 9- Exemplares de tilapia apos eutanasiados e
retiradas amostras de tecidos para analise

Fonte: Autora, 2022.

3.3PREPARACAO DOS TECIDOS PARA ANALISE

Logo apds os peixes serem eutanasiados, foram retiradas porcbes dos
tecidos das branquias, cérebro e figado, com emprego de tesoura e pinca de
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inox.Amostras dessestecidos foram imediatamente colocados em micro tubos do tipo
“Eppendorf’de polietilieno, devidamente identificados (Figura10). Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas com solugcao-tampéao e dispostas sob refrigeracédo
para evitar a degradacdo dos tecidos. Cabe ressaltar que para o jundia nao foi
possivel coletar o cérebro, pois 0s peixes ja se encontravam em estagio com forte
formacao 6ssea.

Figura 10- Amostras de tecidos de branquias homogeneizadas e

prontas para serem levadas a refrigeracao

Fonte: Autor, 2022.

3.4 ANALISE DE CATALASE.

O protocolo para determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi
proposto por Beutler (1975). Os coeficientes utilizados na equagao para estimar a
atividade da enzima catalase foram obtidos a partir de dados experimentais
realizados pelo autor do protocolo em condi¢cdes especificas, reproduzidas nos
métodos utilizados neste trabalho.

A solucao-tampéao da CAT foi preparada com a seguinte composigéo: Tris HCI
imol L' (PM = 121,1), EDTA 5mol L' (PM = 372,24) e pH igual 8,0 e o substrato da
reacao foi preparado em uma propor¢dao de 100 pL de H202 30% em 100 mL de
agua destilada.
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As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo, tendo-se utilizado uma
cubeta para o branco que recebeu somente 2,0 mL da solugao-tampao CAT.

As cubetas com amostras dos tecidos dos peixes, receberam 2,0 mL de
solucdo-tampao CAT, 10 yL da amostra a ser analisada (figados ou branquias) e 10
ML de substrato de perdxido de hidrogénio H202. As leituras de absorbancia foram
feitas em espectrofotbmetro com comprimento de onda ajustado em 240 nm. Em
cada amostra, foram efetuadas 5 leituras, separadas por intervalos de 30 segundos.
Os valores obtidos foram transferidos para uma planilha para o calculo final da

atividade enzimaticaque foi realizadoconforme estabelecido pela equacgéao (1).

Ativ Cat A Abs amostra 1
IrLar =
Qprot= 0,071+ 0,01 1)

onde Ativ Cat corresponde a atividade da enzima catalase (umol H202 metabolizada
min' mg de proteina'), A Abs amostra é a média dos valores de absorbancia de
cada amostra e Q prot= Quantidade de proteina para cada amostra (mg).

3.5 ANALISE DE GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

O protocolo para determinacdo da atividade da enzima glutationa-S-
transferase (GST) foi proposto por Keen; Habing; Jacob (1976). A solucdo tampao
de GST foi preparada com a seguinte composicao: 400 mL de agua destilada, 3,4 g
de fosfato de potassio monobasico (PM = 136,09), 4,35 g de fosfato de potassio
dibasico (PM = 174,18) e pH igual 7,0. Foram preparadas duas solucbes para
substrato da reagéo. A primeira solucdo contendo 0,02 g de CNDB (1-cloro-2,4-di-
nitrobenzene) para 1,0 mL de alcool 100% e a segunda contendo 0,03 g de GSH
para 1,0 mL de solucao tampao de GST.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro ajustado no comprimento
de onda 340 nm, utilizando-se cubetas de quartzo. Em uma cubeta preparou-se o
branco com 2,0 mL de solucédo tampao de GSH, enquanto, nascubetas para leituras,
foram adicionados 2,0 mL de solucdo tampao, 10 pL de amostra (figado ou
branquias), 10 uL de substrato de CDNB e 10 uL de substrato de GSH. Foram

realizadas 5 leituras por amostra com um intervalo de 30 segundos entre elas.
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Os valores obtidos foram transferidos para uma planilha eletrénica para o
calculo final da atividade da enzimatica, conforme estabelecido pela equacgéao (2).

At ] GS] —_— l 2
i

onde Ativ GST corresponde a atividade da enzima glutationa-s-transferase (nmol
CDNB conjugado mg™' de proteina min™),Q pront é a quantidade de proteina para
cada amostra (mg) e A Abs amostra corresponde a média dos valores

deabsorbancia de cada amostra.

3.6 ANALISE DA ACETILCOLINESTERASE

Na determinacao da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), utilizou-
se o método baseado em Ellmanet al. (1961) que consiste na determinacdo da taxa
de producado de tiocolina. O substrato, iodeto de acetilcolina, é hidrolisado pela
enzima, liberando tiocolina e acetato. A tiocolina reage com o ion 5,5'-ditiois-(2-
nitrobenzoato) para produzir o &nion amarelho 5-tio-nitrobenzoato.

A solucdo tampao de fosfato foi preparada utilizado 8,5 g de KH2POs4
dissolvido em 250 mL de 4gua destilada e 2,5 g de hidréxido de sédio (NaOH) em
250 mL de agua destilada. Foram misturadas 50 mL da solugdo de KH2PO4 com
39,5 mL da solugédo de NaOH e o pH foi ajustado em 7 4.

O substrato foi preparado pesando 5,4 mg de iodeto de acetilcolina para 1 mL
de agua destilada. Como reagente de cor foi dissolvido 39,6 g de acido 5,5'-ditiois-
(2-nitrobenzoato) (DTNB) em 10 mL de tampéo fosfato (0,1M) e apéds, adicionado 15
mg de bicarbonato de sédio (NaHCOs3).

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 2,0 mL de tampéao fosfato, 100,0 pL
de substrato, 100,0 pL de reagente de cor (DTNB) e 100,0 yL de amostra.Foram
realizadas 4 leituras em cada amostra, com um intervalo de 30 segundos entre elas,
em espectrofotdmetro comcomprimento de onda ajustado em 412 nm. Os valores
obtidos foram transferidos para uma planilha eletrénica para o calculo final da

atividade da enzimatica, conforme estabelecido pela equacgao(3).
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] A Abs amostrax 73,03
Ativ AChE = (3)
Q prot

onde Ativ AChE corresponde a atividade da acetilcolinesterase (umoles.mg™ de

protéinas.min’'),A Abs amostra € a média dos valores de absorbancia de cada

amostra e Q prot corresponde a quantidade de proteina para cada amostra (mg).
Cabe registrar que para o jundia nao foi possivel coletar o cérebro, pois os

peixes ja se encontravam em estagio com forte formagao 6ssea.
3.7 ANALISE DE PROTEINAS

A determinacdo da quantidade de proteinas de cada amostra foi realizada
pelo método do biureto. Para isso, foram adicionados 50 yL de amostra, 1,5 mL do
reagente de biureto e duas gotas de NaOH em cubetas de quartzo. Foi realizada
uma unica leitura por amostra em espectrofotbmetro com comprimento de onda
ajustado em 550 nm. Os valores obtidos foram transferidos para uma planilha
eletrénica para o calculo final do teor de proteina de cada amostra, conforme
estabelecido pela equacgao (4).

0 f A Abs amostra 40 0
PTOt = =\ Abs padrio * ()

Onde Q prot corresponde a quantidade de proteina para cada amostra (mg), A Abs
amostraé a média dos valores de absorbancia de cada amostra e A Abs padrao
corresponde a absorbéancia padrao do equipamento (Abs = 0,111).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva seguidas da
andlise da variancia (ANOVA) utilizando o software Jamovi(2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CATALASE

Na Tabela 1, encontram-seas médiasda atividade enzimaticade catalase
(CAT)determinada nas branquias e figado das trés espécies de peixes analisados,

com o respectivo desvio padrdao amostral.

Tabela 1 - Atividades enzimatica média e desvio padrao da enzima CAT em tecidos
de branquias e figado de trés espécies de peixes coletado em pesque pague em
Lages, SC.

ESPECIES BRANQUIAS FIGADO

—pumol H20. metabolizada min' mg™' de proteina —

Rhamdia quelen 0,00362 + 0,00113 0,00628+ 0,00163
Cyprinus carpio 0,00384 + 0,00103 0,00527 + 0,00133
Oreochromis niloticus 0,00415 + 0,00077 0,00218 + 0,00089

Fonte:Elaborada pela autora(2023)

Os resultados da atividade enzimatica de catalase nas branquias e figado das
trés espécies de peixes, e seu respectivo desvio padrdo, encontram-se
representados de forma grafica na Figura 11.

Constatou-se que a atividade da catalase nas branquias foi semelhante nas
trés espécies avaliadas, nao tendo diferenca estatistica entre os peixestestados. No
entanto, no figado, a atividade dessa enzima também apresentou valor semelhante
para jundia e carpa, porém, nessas duas espécies a atividade da CAT foi maior do
que oobservado para tilapia.

A enzima CAT esté presente em ampla variedade de tecidos dos vertebrados,
mas sua atividade geralmente € maior no figado, rim, tecido adiposo e heméacias
(SWITALA; LOEWEN, 2002)e sua atividade geralmente é alterada pela exposicao a
agentes, como amino triazéis, certos ions metalicos, pH acido e altas concentracdes

de peroxido de hidrogénio e é sensivel a cianeto e azida (GALLO, 2008).
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Figura 11 - Atividade da enzima CAT em tecidos de branquias e figado das espécies
de peixes jundia (1), carpa comum (2) e tilapia (3) coletados em pesque pague em

Lages, SC

Elaborado pela autora (2023).

Cremonini; Barcarolli, (2022), observaram aumento na atividade da CAT nas
branquias de tildpia submetidas a um efluente do tratamento de residuos do
processamento de carne de frango, na diluicdo de 10% do residuo, em relacédo a
agua potavel, utilizada como controle. Os autores, atribuiram esse resultado a
geracao de peroxido de oxigénio nas células devido o contato dos peixes com
compostos quimicos presentes no efluente que provocoumaior producédo da enzima
para decompor o perdxido, em agua e oxigénio molecular. Com isso, 0 organismo
evita que essas espécies reativas de oxigénio (EROs) causem lesdes celulares.
Ramos et al.,(2014), também relatam que um aumento da atividade CAT pode ser
resultado da geracdo de maiores quantidades de perdxido de hidrogénio, que sua
vez, € consequéncia de aumento de EROs.

Batista et al. (2014) ao avaliar os niveis de CAT em peixes Astyanax
bimaculatus coletados em trés locais do rio Una, observou que nas duas areas com
maior concentracao de poluentes, a atividade dessa enzima foi 149% e 202% maior
do que os valores encontrados nos peixes do local com baixo indice de polui¢cdo.Ja,
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Rocha et al. (2022), observaram aumento na atividade da CAT nas branquias de
tilapias submetidas a meio aquatico enriquecido com doses subletais de
progesterona.

Estudando efeito toxico do herbicida atrazina, Silva et al (2023) encontraram
aumento da atividade das enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) nos
musculos de peixes lambari (Astyanaxalti paranae), causada pela concentracdo de
11,66 um L' do composto na 4gua em comparagédo como o controle, sem adi¢édo do
produto.

Gallep et al, (2018) em trabalho com exposicdo de Danio rerio a
nanoparticulas de oOxidos de Fe203 (ferro), também constataram que a atividade
enzimatica da catalase, aumentou no figado, confirmando o papel deste érgdo no
processo de desintoxicacdo e a capacidade do 6rgao de eliminar o peroxido de
hidrogénio H20x.

Em estudo envolvendo carpas incubadas em &aguas contendo pesticidas
utilizados em lavouras de arroz, Clasenet al. (2018)também observaram que a
atividade da catalase aumentou no figado dos peixes.Rochaet al. (2022), em estudo
avaliando a toxidade da progesterona sintética em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus), também observaram aumento na atividade enzimatica de CAT nas
branquias dos peixes expostos em meio com concentracdo de 600ug/L" do
composto.

4.2 GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GST)

Na Tabela 2, encontram-se descritos os resultados da atividade enzimatica
média, com respectivo desvio padrdo amostral, de Glutationa-S-transferase (GST)
nas branquias e figado dos peixes avaliados.

Os resultados da atividade enzimaticade glutationa-S-transferase, com seu
respectivo desvio padrdao, nas branquias e figado dos peixes, encontram-se
representados de forma grafica na Figura 12.

Nas branquias, houve maior expressdo da atividade enzimatica de GST na
Carpa em relagdo as demais espécies. Entretanto, no figado, a atividade dessa
enzima foi menor em carpa do que em tildpia, embora teve semelhanteentre essa

espécie e jundia.
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Tabela 2 - Atividades enzimatica média e desvio padrdao da enzima GST em tecidos
de branquias e figado de trés espécies de peixes coletado em pesque pague em

Lages, SC
ESPECIES BRANQUIAS FIGADO
—nmol/CDNB conjugado mg' de proteina min-' —
Rhamdia quelen 51,447 + 26,672 33,011 £ 13,309
Cyprinus carpio 177,37 £ 40,162 22,310 + 7,293
Oreochromis niloticus 85,381 £ 27,483 65,360 + 24,115

Fonte: Autora(2023).

Figura 12- Média e desvio padrdao da enzima GST em tecidos de branquias e figado
das espécies de peixes jundia (1), carpa (2) e tilapia (3) coletados em pesque pague
em Lages, SC

250 +

200 ~

150 -
B Branquias

100 - W Figado

50 A

nmol/CDNB conjugado mg-1 de
proteina min-1

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Clasen et al. (2018) observaram que a atividade da enzima GST aumentou no
figado, branquias e musculos em carpas incubadas em aguas contendo pesticidas
utilizados em lavouras de arroz.Silva et al (2023)também observaram aumento da
atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) no figado de peixes lambari
(Astyanaxalti paranae), provocada pela presenca do herbicida atrazina na agua
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composto em comparagao ao controle, mesmo em baixas concentracdes, como 0,56
ug L' do composto.

Em estudo realizado na area da Baia do Mucuripe, no estado do Ceara, onde
hapresenca de compostos derivados de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PHA) e alquilbenzenos lineares (LAB) em seus sedimentos, Moreiraet al
(2020),0bservaram que apos 28 dias de analise,0 sedimento ndo provocou efeito
téxico em Anomalocardia flexuosa. No entanto, foi observada bioacumulacédo desses
poluentes nos tecidos dos organismos testados, o que a longo prazo causaria danos
crénicos a sua fisiologia.

Estudos realizados por Girvan; Munro, 2016 e Srikanthet al., 2013 também
relatarammaior atividade da enzima GST em organismos submetidos a presenca de
agentes toxicos, destacando essa enzima como marcador da rota responsavel pela
desintoxicacao xenobibtica, corroborando para sua importancia com biomarcador de

estresse ambiental.

4.3 ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

Na Tabela 4 encontramos os resultados obtidos para atividade
enzimatica e o desvio padrdao amostral para Acetilcolinesterase (AChE) no cérebro

das espécies de peixes carpa e tilapia.

Tabela 3 - Atividades enzimatica médiae desvio padrao da enzima AChEem

tecido cerebral de duas espécies de peixes coletado em pesque pague em Lages,

SC
Espécies pmoles mg-! de protéinas min-’
Cyprinuscarpio 0,159 £ 0,055
Oreochromis niloticus 0,476 + 0,361

Fonte:Elaborado pela autora(2023).

A Figura 13, apresenta de forma grafica os resultados da atividade
enzimatica da AChE, com seu respectivo desvio padrao. Os resultados mostraram
valores numéricos distintosde atividade da acetilcolinesterase no cérebro dos

organismos testados, porém nao houve diferenca estatisticamente significativa. Essa
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falta de efeito significativo, provavelmente, resultou do alto desvio padrao amostral
observado na determinacdo dessa atividade enzimatica no tecido cerebral da
espécie tildpia.

Em estudo relatado por Gupta (2014), foi observada uma diminuicao de 47%
na atividade da AChE em relacdo ao controle, no cérebro de alevinos de carpas
comum (Cyprinus carpio), ap6s 15 dias de exposicao ao produto fipronil. Entretanto,
Antunes et al (2016) constataram um aumento inesperado da atividade da
acetilcolinesterase em peixes truta arco-iris expostos a concentracdes de Cloreto de

benzalconio a partir de 0,180 mg L.

Figura 13- Média e desvio padrdo da atividade da enzima acetilcolinesterase AChE

em exemplares de peixes carpa (1) e tildpia (2) coletados em pesque pague em Lag.

Elaborado pela autora (2023).

Em estudo sobre efeitos toxicos do organofosforado Chlorpyrifos realizado por
Kavitha; Rao (2008),0s resultados mostraram que,em concentracdo de 297ugL",
esse agrotoxico causou efeito inibitério sobre a enzima AChE em peixes mosquito
(Gambusia affinis).

Vale destacar que a enzima AChE ocorre principalmente no sistema nervoso
central, nos mausculos esqueléticos e na membrana dos eritrécitos, sendo
responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas e atua transmitindo a mensagem de um neurénio a outro (ARAUJO et

al., 2016). Essas sinapses colinérgicas estdo amplamente distribuidas no sistema
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nervoso central (SNC) e periférico (SNP), sendo importante para a manutencao de
inimeras funcoes fisiolégicas(LIONETTO et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

A enzima catalase medida nas branquias, apresenta atividade semelhante
entre as espécies de peixes avaliadas, porém, no figado, apresenta maior expressao
em jundia e carpa € menor em tilapia.

A atividade da enzima glutationa-S-transferase variou entre as espécies
avaliadas, tanto nas branquias, onde € maior em carpa, quanto no figado, onde é
maior em tilapia.

A acetilcolinesterase, no cérebro ndo apresenta variacao de atividade entre as
espécies carpa e tilapia.

Nao foram detectadas alteracées expressivas nos biomarcadores catalase,
glutationa-S-transferase e acetilcolinesterase avaliados nos tecidos de peixes das
espécies carpa (Cyprinus carpio), jundia (Rhamdia quelen) e tilapia (Oreochromis
niloticus)

Dessa forma, com base nos biomarcadores analisados, ndo se pode avaliar
com seguranga, se meio onde os peixes foram coletados pode estar sofrendo

alguma influéncia de substancias potencialmente toxicas.
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