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Resumo: O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de efluentes industriais sobre biomarcadores
de peixes, comparando a peroxidacao lipidica e os danos genotéxicos. Para isso, foi feita a exposicao
de lambaris da espécie Astyanax lacustris em um trecho do cérrego Barreiro que recebe efluente
industrial e em um trecho de nascente que ndo rebe efluente. Para o teste de genotoxicidade
adotamos a técnica de micronlcleo e anomalias nucleares, usando sangue dos lambaris para
confeccionar esfregacos sanguineos. Para o teste de peroxidacao lipidica utilizamos a avaliagdo do
produto formado entre o molondialdeido (MDA), marcador bioquimico decorrente da peroxidagéo
lipidica, e o acido 2-tiobarbitdrico. Para avaliar o efeito dos riachos (que recebe efluentes industriais e
a nascente) os valores de MDA e micronlcleo foram comparados por meio da Analise de Variancia
Fatorial (Two-Way ANOVA). Os resultados indicam que houve efeito genotéxico para o riacho que
recebe efluente, j& que o teste de anormalidades nucleares e microndcleo apresentou resultado
significativo (p<0,05). Ja o teste de peroxidacao lipidica ndo apresentou resultado significativo para
niveis de MDA tanto no figado quanto nas branquias (p=0,30 e p=0,68, respectivamente). Os
resultados obtidos mostram que biomarcadores sdo importantes ferramentas para avaliar respostas
de organismos aquaticos em ambientes impactados.

Palavras-chave: Genotoxicidade. Microndcleo. Anomalias nucleares. Molondialdeido. Peroxidagéo

lipidica. Monitoramento.

A producdo de radicais livres em um organismo é um processo natural e
fisiologico. Contudo, sua producdo excessiva pode acarretar em danos oxidativos
(BARBOSA et. al., 2010) a lipidios da membrana, proteinas, enzimas, carboidratos e
DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). De acordo com Sies (1986) o
desequilibrio entre a producéo de agentes oxidantes e antioxidantes pode causar o

estresse oxidativo.
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As causas deste deseqiill'brio ea producdo em excesso rdici Iiv,
muitas vezes, pode estar ligada ao estresse que o organismo sofre em seu meio
devido ao estado de excitacdo e perturbacdo da homeostase, 0 que desencadeia
diversas manifestacfes sistémicas, tais como disturbios fisiologicos (MARGIS et. al.,
2003). Dentre os fatores que podem causar alteragdes nos organismos estdo as
variacdes naturais como oxigénio, pH, temperatura, bem como as alteracbes
causadas pela acdo antropica, como poluicdo (ESPIRITO-SANTO et al., 2009). Os
niveis de compostos xenobidticos, oriundos de atividade antropogénicas,
aumentaram de forma significativa nos ambientes aquaticos durante os Ultimos anos.
Em decorréncia deste aumento, a biota aquatica esta sujeita a um grande nimero de
substancias téxicas que acabam prejudicando sua qualidade de vida (ARIAS et. al.,
2007). Tais compostos podem levar os organismos a apresentarem distlrbios
bioguimicos, como o estresse oxidativo em espécies que vivem em locais poluidos
(VAN DER OOST, BEYER; VERMEULER, 2003).

Desta forma, peixes podem servir como indicadores de poluicdo em
ambientes aquaticos, por meio da avaliacdo de biomarcadores bioquimicos e
genotdxicos (WALKER et. al., 1996). Os peixes sdo, portanto, 6timos candidatos
para o0 biomonitoramento ambiental por estarem expostos aos estressores
xenobibticos e por serem muito sensiveis a alteragcdes ambientais no meio aquatico
(LEMOS et. al., 2007). A avaliacdo de biomarcadores em peixes pode fornecer
dados sobre o prejuizo ambiental de areas poluidas, ajudando no monitoramento
dos ambientes aquaticos.

Sendo assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito de
ambientes poluidos por efluentes industriais sobre biomarcadores de peixes. Mais
especificamente, pretendeu-se comparar a peroxidacdo lipidica e os danos
genotdxicos entre peixes de locais que recebem efluentes industriais e locais sem

poluicéo.

A area de estudo incluiu trechos de riachos localizados na reserva ecolégica
do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas — Henrique Santillo da
Universidade Estadual de Goias, situada as margens do Km 98 da BR-153,
municipio de Anapolis/GO. A area corresponde a um trecho do cérrego Barreiro que

recebe efluentes industriais e um trecho de nascente que forma um afluente do
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cOrrego Barreiro. As exposi@s dos aniais e coletas aostrs o |
realizadas entre os meses de margo e junho.

As caracteristicas ambientais dos locais de amostragem foram avaliadas por
meio da mensuracdo das variaveis limnoldgicas: oxigénio dissolvido (OD), pH,
temperatura, potencial de oOxido reducdo (ORP) e condutividade elétrica (CE),
analisadas por meio de sonda multiparametro (YSI Professional Plus) e da
profundidade, medida com profundimetro.

Para avaliar o efeito da poluicdo sobre biomarcadores foram utilizados
lambaris da espécie Astyanax lacustris (lambari do rabo amarelo), espécie da nossa
Bacia hidrografica, obtidos de um estabelecimento comercial especializado em
comercializacao de iscas vivas e peixes ornamentais e transportados de acordo com
as recomendacdes para transporte de peixes. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Estadual de Goias com protocolo
n° 004/2016.

Os lambaris foram colocados em viveiros de nylon, com 38cm de altura e
24cm de largura e introduzidos nos riachos. Para cada condicéo, trecho que recebe
efluentes industriais e de nascente foram depositados, respectivamente, 10 e 13
viveiros com nove peixes em cada. Cada viveiro constituiu um pool de amostra. Os
peixes tinham comprimento médio de 6,15 +0,71cm no riacho que recebe efluente e
5,49 +0,85cm na nascente. O perido e exposicdo dos animais foi de
aproximadamente 72 horas e, durante este periodo, o0s peixes ndo foram
alimentados.

Para a coleta das amostras (sangue, branquias e figados) os animais foram
anestesiados com eugenol diluido em agua (200uL/1000mL). O sangue foi coletado
por meio de veno puncdo com seringa heparinizada e transferido para um microtubo.
Os figados e as branquias foram retirados e congelados no campo em nitrogénio
liquido e transferidos, no laboratério, para freezer -80°C.

Para o teste de micronucleo e demais anormalidades nucleares, foram
confeccionadas laminas pela técnica de esfregaco (extensdes sanguineas) as quais
foram fixadas em metanol absoluto por 10 minutos e, ap6s 24 horas, submetidas a
reacdo de Feulgen que possui duas etapas importantes. A primeira etapa € uma
hidrolise 4cida em que a laminas séo colocadas em cubas e imersas em HCL a 10%
durante 11 minutos em temperatura de 60°C. Na segunda etapa as laminas sao
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colocadas nas cubas e imersa?m reativo de Schiff (corante) prdas ra m |
local escuro e, posteriormente, lavadas por trés vezes.

A analise de micronucleo e demais anormalidades nucleares foram
realizadas com auxilio de microscopio 6ptico sob objetiva de imersdo (100x). De
cada viveiro foram analisadas duas laminas de um unico. Ao todo foram analisados
3.000 eritrécitos de cada peixe (1.500 por lamina) e, posteriormente, a frequéncia de
micronucleos e anormalidades nucleares foram calculadas. As alteracfes nucleares
foram classificadas de acordo com Carrasco (1990) e constituiram a analise de
genotoxicidade.

Para a analise da peroxidacéo lipidica (marcador bioquimico) foi utilizado o
produto formado entre o malondialdeido (MDA), produto final da peroxidacéo
lipidica, e o acido2-tiobarbittrico (TBA) (HEATH; PACKER, 1968). Para isso, o0s
tecidos obtidos a partir de branquias e figados foram homogeneizados (1:3
massa:volume) em tampao Tris-HCI 0,1M, pH8,0. Ap6s a homogeneizacdo foram
adicionados 150uL de acido 2-tiobarbitdrico (TBA) nas amostras. As mesmas foram
incubadas em meio acido, em temperatura de 90°C por 40 minutos. Posteriormente,
as amostras foram resfriadas e adicionou-se 500uL de butanol. Apés a centrifugacdo
a 5.000rpm por 10 minutos para a extracdo do produto formado entre o MDA e o
TBA no butanol, foram retirados 200uL da porcéo sobrenadante.

Os niveis de peroxidacao lipidica foram entdo mensurados a partir da leitura
por espectrofotometria em 535nm. A quantificacdo foi realizada pela comparagéo
com uma curva padrao, de diferentes concentracées, de MDA obtida pela hidrélise
de tetrametoxipropano (TEP) reagido com o TBA submetido as mesmas condi¢des
gue as amostras. Os dados foram expressos em pmol/mg de tecido, ou seja, a
absorbancia obtida referente a 50mg de tecido.

Para comparar os valores das varidveis ambientais entre os riachos, utilizou-
se o Teste t independente. Para avaliar o efeito dos riachos (que recebe efluentes
industriais e a nascente) e das estacdes em que as amostras foram coletadas
(marco e abril que corresponde a seca e julho que corresponde a chuva) os valores
de MDA, micronucleo e demais anormalidades nucleares foram comparados por
meio da Analise de Variancia Fatorial (Two-Way ANOVA).
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Os valores obtidos para as variaveis limnologicas e para profundidade nos
trechos da nascente e nos trechos do riacho que recebe efluentes industriais estéo

apresentados na Tabela 1.

Verificou-se que houve Tgpea 1: Valores médios *desvio padrao das variaveis

diferen(;a significativa entre os ambientais nos riachos avaliados.
Nascente Riacho com efluentes

riachos para os valores de ORP, ORP (mv) 108,64 +35,56 76,46 +18,49 *
CE e profundidade. Os valores CE (bS) 4,60+1,13 39,18 +1,42*
] ) Profundidade (cm) 22,41 +2,60 45,05 +8,17 *
de ORP, também conhecido com OD (mg/L) 7.96+0.55 767 +0.15
potencial redox, foram maiores pH 7,44 +0,76 7,37 0,29
Temperatura (°C) 21,84 +0,58 21,29 +1,75

no riacho que recebe efluentes * Diferenca estatisticamente significativa.
industriais (p<0,02).

O valor de ORP representa a tendéncia de uma substancia receber elétrons e
pode per usada para determinar o carater redutor ou oxidante do corpo d’agua
(VALLE JUNIOR et al., 2013). Contudo o ORP n&o tem limite maximo ou minimo
exigidos pela resolucdo do CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005). Jardim (2014)
afirma que os dados de ORP devem ser analisados com cautela uma vez que a
cinética dos sistemas aquaticos naturais ndo permite condigbes de equilibrio
termodinamico.

Os valores de CE obtidos nesta pesquisa para a nascente (4,60
1+1,13uS/cm) e para o corrego que recebe efluente (39,18 +1,42uS/cm) estéo dentro
dos limites de condutividade para aguas naturais estabelecidos pelo Ministério da
Saude. Segundo a resolugdo do CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005) ndo ha
limites para a CE. Contudo, segundo o Ministério da Saude, aguas naturais devem
apresentar CE entre 10 a 100uS/cm, enquanto &aguas poluidas por esgotos
domésticos ou industriais apresentam valores que podem chagar a 1.000uS/cm
(BRASIL, 2014). Renovato, Sena e Silva (2013) afirmam que CE acima de
100uS/cm indica que a agua sofreu algum impacto. Em relacdo a profundidade,
embora os ambientes avaliados tenham apresentado diferengas, ndo ha limites
minimos ou maximos segundo a legislacdo brasileira, até porque ha uma enorme
variac&ao nos rios e riachos.

Os dados de OD para nascente (7,96+0,55) e para o riacho que recebe
efluentes industriais (7,67 +0,15) estdo de acordo com os padrdes preconizados pela
Resolucdo 375/05 do CONAMA, que estabelece como limites minimos igual a 6mg/L

para recursos hidricos classe I, que inclui a nascente, e 5mg/L para recursos hidricos
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classe I, que inclui o riacho qugeceb fluentes industriais (BRSL, 205). oD
€ 0 parametro mais significativo para analisar a qualidade de um ambiente aquatico,
pois avalia as condi¢cbes naturais da agua e detecta impactos ambientais como
eutrofizacdo e poluicdo organica (PINTO, 2007; VALLE JUNIOR et al.,, 2013;
BRASIL, 2014).

O valores de pH obtidos na nascente (7,44 £0,76) e no cOrrego que recebe
efluentes (7,37 +0,29) também estdo dentro dos limites estabelecidos pela nossa
legislacdo, que segundo a Resolucdo do CONAMA 375/05, valores de pH
adequados para recursos hidricos de classe | e Il devem estar entre 6 e 9 (BRASIL,
2005).

Em relacdo a temperatura, obtivemos uma média de 21,84 +0,58na
nascente e de 21,29 +1,75 no coOrrego poluido, temperaturas normais comparadas
as temperaturas dos ambientes aquaticos brasileiros que apresentam valores entre
20°C e 30°C. Contudo, em regides frias a temperatura pode chegar a valores entre
5°C e 15°C (BRASIL, 2014). Na Resolucdo do CONAMA N n° 357/05 nao hé limites
de temperatura estabelecidos.

N&o houve efeito da estacdo para os valores de micronucleo e demais
anormalidades nucleares, bem como para MDA (p>0,15 e p>0,43, respectivamente).
Portanto, ndo houve variacdo dos dados em relacdo ao periodo em que as amostras
foram coletadas.

A avaliagédo de genotoxicidade foi realizada pela técnica de micronucleo, que
sdo estruturas visiveis no citoplasma de células interfasicas resultantes de
fragmentos cromoss6micos ou de cromossomos inteiros que nao se ligaram a fibra
do fuso no processo de divisdo celular (HEDDLE et al. 1983). Sua presenca € um
fenbmeno natural, contudo exposi¢cdes a compostos genotdxicos aumentam a sua
frequéncia nas células apés ciclos de divisdo celular (SALVADORIet al., 2003;
VILCHES, 2009).

Além da andlise de micronucleo também foram analisadas alteragbes
morfolégicas do ndcleo. Essas alteracbes sdo chamadas de anormalidades
nucleares (Figura 1) e sdo decorrentes de erros durante a divisdo celular (FENECH,
2000).
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A frequéni demicroﬂlo |
mostrou diferenca significante entre
a nascente e o riacho que recebe
efluentes industriais (p=0,01). Nas
analises das anormalidades
nucleares, notched, lobed, blebbed e
células binucleadas n&o houve
diferenca  significativa  (p>0,06).
Contudo os valores de vacuolos e
i broken-eggs apresentaram diferenca
Figura 1: Micronlcleos e alteracBes ulairésier;i1 significativa (p<0’01 e p:0,0Z,

eritrécitos de Astyanax lacustris. A-C. micronucleos; D.

nlcleo notched; E. nlcleo lobed; F. vacuolo; G. nucleo respectivamente). Em rela(;éo ao total
broken-eggs; H. ndcleo blebbed; I. célula binucleada.

de anormalidades, encontramos
diferenca significativa (p<0,01), indicando efeito da exposicdo ao riacho que recebe
efluentes industriais.

A concentracdo de MDA foi analisada no tecido branquial, que possui
relacdo direta com o ambiente aquatico, sendo o primeiro érgdo de contato com o
ambiente e também no tecido hepético que, segundo Jimenez e Stegeman (1990),
apresenta sensibilidade a xenobibticos e apresenta funcao importante no acumulo,

biotransformacéo e excrecdo de xenobidticos em peixes.

Os resultados de MDA Tabela 2: Valores médios, *desvio padrdo, minimo e

, . A , maximo de MDA em branquia e figado de Astyanax
obtidos em figados e branquias |3 stris. q g Y

Nascente Riacho com efluentes
Figado Branquia Figado Branquia
apresentados na Tabela 2. Ndo 71,31+36,45 62,15+20,53 64,81+16,07 54,71 +7,85
40,83-132,67 37,12-119,75 3555-88,33  43,56-65,25

de Astyanax lacustris estao

encontramos diferenca

significativa tanto para figado quanto para branquia entre a nascente e o riacho que
recebe efluentes industriais (p=0,31 e p=0,68 respectivamente).

Entre as espécies de peixes, 0 nivel de peroxidacdo lipidica pode variar
bastante devido a diversidade nos mecanismos antioxidantes (AHMAD et. al., 2000).
Devido a isso ndo ha valores fixos de MDA para peixes, 0 que faz com que a andlise

seja feita com a comparacao de um grupo controle.
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Nossos resultados mdstram qe a andlise de micront’JcIo e deis |
anormalidades nucleares € um importante biomarcador de alteracdes ambientais e
que a presenca de possiveis efluentes industriais pode causar o0 aumento dessas
alteracdes em peixes, embora ndo tenha causado aumento nos valores de MDA. A
avaliagdo das caracteristicas ambientais, comparada aos valores de referéncia, é de
grande importancia, pois complementam as informagfes dos biomarcadores

genotoxicos e biquimicos.
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