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RESUMO

A qualidade da 4dgua é de fundamental relevancia no contexto ecotoxicoldgico,
pois o os ambientes aqudticos sdo os principais destinos de milhares de compostos
quimicos de uso cotidiano, que podem atuar como potenciais deturpadores desses
ecossistemas. Nesse contexto se destacam os agrotéxicos, como os organofosforados
(OP) e piretroides (PI), os desreguladores enddcrinos como o 17f3-estradiol (E2) e os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) como o benzo(a)pireno (BaP). Estudos
que avaliam respostas metabdlicas em organismos submetidos a diferentes classes de
contaminantes sdo de extrema valia na tentativa de elucidar os efeitos da toxicidade de
misturas, conhecido por efeito cocktail. O objetivo central desse trabalho foi avaliar em
tilapia (Oreochromis niloticus) os efeitos de misturas de BaP, do E2, e dos agrotéxicos
diazinon (OP) e cipermetrina (PI) em biomarcadores de destoxificagdo, estresse
oxidativo, atividade de esterases e potencial genotéxico. Outro objetivo foi monitorar a
qualidade da 4gua do rio Tiet€ que percorre o municipio de Aragatuba - SP, regido de
intensa atividade sulcroalcooleira e de condominios nduticos, para fins de diagnéstico
ambiental. Foram usadas as concentragdes de 10 pg.L'1 de BaP; 220 ug.L'1 de OP; 0,5
ug.L'] de PI; 0,5 ug.L'] de E2 (mistura em baixa concentracio); 100 ug.L'1 BaP, 500
rng.L'1 de OP; 1,5 ug.L'] de PI; 2,5 pg.L'1 de E2 (mistura em alta concentracdo) e 100
ng.L!' de BaP; 500 pgL”' de OP; 1,5 pg.L!' de PI; 2,5 pugL"' de 17 E2. Foram
realizadas exposi¢des aos quatro contaminantes por 5 dias; pré-exposi¢do ao BaP por 3
dias seguida de exposi¢do ao E2 por 5 dias; pré-exposi¢do ao E2 seguida de exposi¢do
ao BaP por 5 dias; e pré-exposi¢do ao BaP e ao E2, individualmente, por 3 dias, seguido
de exposicdo aos agrotdxicos, individualmente e misturados, por mais 5 dias. Foram
analisadas a atividade da glutationa S-transferase e carboxilesterase e niveis de
malondialdeido e glutationa reduzida no figado e nas branquias dos peixes, atividade da
EROD, BROD e PROD no figado e atividade da acetilcolinesterase no encéfalo. O teste
do microntcleo foi realizado no sangue. No estudo de monitoramento ambiental, na
estacdo seca e chuvosa, foi coletada dgua no rio Tiet€, em quatro diferentes pontos e
colocadas em aqudrios e oxigenados, as tildpias foram mantidas por 3 dias. As
concentracdes 100 pug. L™ de BaP, 500 mg.L'1 de OP; 1,5 ug.L'1 de PI; 2,5 pug.L"' de E2
causaram mais efeitos nas tildpias isoladamente e em misturas. A pré-exposicdo ao BaP
seguida da exposi¢ao ao E2 causou mais respostas nas tildpias do que a associacdo
inversa ocorrendo inducdo da EROD e BROD e GST e variagdes na atividade da CbE e
niveis de GSH. No experimento de pré-exposicdo ao BaP e ao E2 e posterior exposi¢ao
aos agrotoxicos individualmente e misturados, o IBR mostrou que no figado a pré-
exposicao ao E2 seguida da exposi¢do a cipermetrina causou mais efeitos e na branquia
foi a pré-exposi¢cdo ao BaP seguida da exposicdo a cipermetrina. No monitoramento no
rio Tieté foi diagnosticada indugdo da BROD e PROD, estresse oxidativo e diminui¢ao
das esterases, nas dreas sob influéncia antrépica. A associagdo da cipermetrina com o
BaP teve efeito mutagénico nos eritrdcitos. As tildpias podem respoder diferentemente
quando expostas ao contaminante isolado e a ele associado a outro(s) contaminante(s).
No rio Tieté, na estacdo chuvosa e na drea de condominio ndutico, com atividades de
pesca e lazer, observaram-se mais efeitos nas tildpias.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Mistura de contaminantes. Oreochromis niloticus.
Genotoxicidade. Rio Tieté.



ABSTRACT

Water quality is of fundamental importance in ecotoxicological context because
the aquatic environments are the main destinations of thousands of chemicals for daily
use that can act as potential distorters of these ecosystems. In this context we highlight
the pesticides such as organophosphates (OP) and pyrethroid (PI), endocrine disrupters
such as 17B-estradiol (E2) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) such as
benzo(a)pyrene (BaP). Studies on metabolic responses in organisms subjected to
different classes of contaminants are extremely valuable to elucidate the effects of the
toxicity of mixtures, known as cocktail effect. The main objective of this study was to
evaluate in tilapia (Oreochromis niloticus) the effects of mixtures of BaP, E2, and
pesticides diazinon (OP) and cypermethrin (PI) in biomarkers of detoxication, oxidative
stress, esterase activity and genotoxic potential. Another objective was to monitor the
water quality of the Tieté River that runs through the Aracatuba — SP, sugarcane area of
intense activity and nautical condominiums through the same biomarkers, field to apply
the methodology used in the laboratory for environmental diagnosis. The concentrations
used were 10 pg.L™' of BaP; 220 pg.L™' of OP; 0.5 pg.L”' de PI; 0.5 pg.L" of E2
(mixture at low concentration); 100 ug.L'] BaP, 500 mg.L'1 of OP; 1.5 ug.L'] of PI; 2.5
ng.L! of E2 (mixture at high concentration); 100 pg.L™ of BaP; 500 ug.L" of OP; 1.5
ug.L'] of PI; 2.5 pg.L'1 of 17 E2. Exposures to the four contaminants mixed for 5 days
were preceded, pre-exposure to BaP for 3 days followed by exposure to E2 for 5 days;
pre-exposure to E2 for 3 days followed by exposure to BaP for 5 days, and pre-exposure
to BaP and E2 individually for 3 days followed by exposure to the pesticide individually
and mixed for 5 more days. The activities of glutathione S-transferase and
carboxylesterase, and malondialdehyde and reduced glutathione levels in the liver and
gills of the fish, and the activities of EROD, BROD and PROD in the liver and brain
acetylcholinesterase activity in were analyzed. The micronucleus test was carried in the
blood. In the study of environmental monitoring, in dry and rainy seasons, water was
collected in the Tieté river, in four different points and placed in tanks and oxygenated
and the tilapia were maintained for 3 days. The concentrations of 100 ug.L'1 of BaP, 500
mg.L" of OP; 1.5 pg. L™ of PI; 2.5 ug.L™" of E2 caused more effects in the tilapias alone
and in mixtures. Pre-exposure to BaP followed by exposure to E2 responses caused
more effects in tilapia than inverse association and occurred induction of EROD, BROD
and GST and variations in CbE activity and GSH nivels. In the experiment pre-exposure
to BaP and E2 and subsequent exposure to pesticides individually and mixed, IBR
showed that pre-exposure to E2 followed by exposure to cypermethrin caused more
effects in the liver and in the gills was pre-exposure to BaP followed by exposure to
cypermethrin. Monitoring in the Tieté River was diagnosed induction of BROD and
PROD, oxidative stress and decreased esterase in areas under anthropogenic influence.
The association of cypermethrin with BaP had mutagenic effect in erythrocytes. Tilapia
may respond differently when exposed to the contaminant isolated and he associated
with other contaminants. In the Tieté, river in the rainy season and the site of nautical
condo with fishing and leisure activities there were more effects in the tilapias.

Keywords: Ecotoxicology. Mixture of contaminants. Oreochromis niloticus.
Genotoxicity. Tieté river.
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1. Introducao

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas, em 2012 a populacio mundial
atingiu 7 bilhdes de pessoas, enquanto que em 1950 era de 2,5 bilhdes. Com a demanda
populacional, a crescente industrializacdo e urbanizacdo, dezenas de milhares de
compostos quimicos de uso cotidiano sdo produzidos e liberados no ambiente, sendo
muitos deles potencialmente citotéxicos, como os hidrocarbonetos policiclicos
aromdticos (HPAs), os agrotoxicos, os desreguladores enddcrinos (DE) e os metais

pesados.

O principal destino final desses compostos sdo os ambientes aquaticos, sendo
eles carregados por precipitacdo quando estdo presentes no ar € no solo, além do
descarte dos efluentes industriais e sanitarios das redes de esgotos diretamente nos rios e
mares. Esses compostos podem atuar como poluentes e potenciais modificadores dos

ecossistemas aquaticos.

A 4gua € um dos fatores esséncias para a manutengdo das fungdes vitais dos
seres vivos e o uso sustentavel desse recurso deve ser estimulado, pois o consumo direto
ou indireto de dgua contaminada pode causar graves danos a saide dos organismos,

inclusive do homem.

1.1 A contaminacao aquatica no Brasil

O IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, divulgou, em outubro de
2011, um estudo sobre saneamento bdsico no Brasil e constatou que os agrot6xicos sdao
a segunda maior causa de contaminag¢do das dguas brasileiras, superados somente pelo
esgoto sanitdrio; atrds dos agrotoxicos estdo os despejos industriais e atividades

mineradoras (ATLAS DE SANEAMENTO, 2011).

Segundo um dossi€ da ABRASCO, Associagdo Brasileira de Satide Coletiva, o
Brasil ja se tornou o maior consumidor mundial de agrotéxicos, ultrapassando os
Estados Unidos e ainda emprega compostos proibidos pela legislacdo, como

organoclorados (dossi€é ABRASCO, 2012).

O emprego de agrotéxicos € essencial nos sistemas atuais de producio
agropecudria, pois garante alimento e matéria-prima suficientes e de qualidade. Porém,

em contrapartida, o uso indiscriminado deles representa sério risco aos ecossistemas,

2
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pois além dos efeitos desejaveis de controle dos organismos fitéfagos e parasitas, a
toxicidade desses compostos aos organismos nao-alvos afeta as fungdes e o niimero de

individuos de diferentes popula¢cdes, comprometendo assim a ecologia do ambiente.

Os organofosforados (OP) sdo usados como inseticida na agricultura e
parasiticida na pecudria. Os piretréides (PI), de menor toxicidade, estdo sendo mais
empregados em ambientes domésticos e em programas de satide publica, no combate
aos insetos vetores de doencas por serem menos toxicos aos humanos (KOUREAS et

al., 2012).

Os OP sdo potentes inibidores das colinesterases, principalmente da
acetilcolinesterase (AChE), altamente téxicos para vertebrados e invertebrados. Os PI
atuam mantendo abertos os canais de sédio no axdnio, apresentando baixa toxicidade
para mamiferos, porém sdo altamente téxicos para peixes e artrépodes (ANADON et
al., 2009). Acredita-se que a alta suscetibilidade dos insetos e dos organismos aqudticos
(n8o mamiferos) seja resultante da combina¢do da maior suscetibilidade dos canais de
sédio desses animais e da menor temperatura corpérea (piretréides apresentam um
coeficiente de acdo negativo em fungdo da temperatura), e de menor biotransformacgao

nos insetos.

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria), o diazinon
(DZN), um (OP) e a cipermetrina (CPN), um (PI) estdo entre os mais comumente
usados no Brasil, e dentre os mais téxicos de suas categorias. O diazinon é usado contra
a mosca-do-chifre e como carrapaticida na pecudria, e como nematicida no solo e na
agricultura, no cultivo de feijdo, arroz, trigo e contra a mosca-das-frutas. A U.S.EPA
estabeleceu risco a satide humana por diazinon por 1,0 pg.L™' na dgua potdvel. A
cipermetrina € usada contra piolho na avicultura e em culturas de algodao, soja e
amendoim. Segundo a Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e
Teratogénese Ambiental (SBMCTA) a potabilidade da cipermetrina para humanos &

tolerada a 300 pg.L™".

Segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial da Sadde, baseada na CL5y em
ratos (mg/kg peso corporal), a cipermetrina € classificada em “moderadamente toxico” e

o diazinon em “altamente toxico”.
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Usualmente a mistura de OP e PI é empregada na pecudria melhorando a
eficacia contra os carrapatos (PERRY et al., 2007; CETIN et al., 2009), no entanto essa

associacao torna-se mais toxica também ao animal hospedeiro.

A grande preocupagdo com a contaminagdo dos ambientes aquaticos por esgoto
sanitdrio se deve aos desreguladores enddcrinos (DE). Em geral, DE exibem baixa
toxicidade aguda, mas podem provocar efeitos cronicos na reproducio, fisiologia e
crescimento dos seres vivos. Nos ambientes aquéticos podem, por exemplo, alterar o
comportamento e a fisiologia sexual dos peixes reduzindo a fertilidade. O interesse em
micropoluentes, como farmacos, poluentes organicos persistentes (POP) e DE, que
estdo presentes na dgua em escala de ng.L'1 a ug.L”, tem aumentado expressivamente
nos udltimos anos, pois esses poluentes exibem baixa toxicidade aguda mas podem

provocar toxicidade cronica no sistema enddcrino (PAL et al., 2010).

Os DE podem agir pelo menos de trés formas: mimetizando a a¢cdo do hormoénio
produzido naturalmente pelo organismo, desencadeando deste modo reacdes quimicas
semelhantes no corpo; bloqueando os receptores nas células que recebem os horménios,
impedindo assim a acdo dos hormonios naturais; e/ou afetando a sintese, o transporte, o

metabolismo e a excre¢do dos hormonios naturais no organismo (CRAIG et al., 2011) .

Um dos DE que merece enfoque na sociedade moderna devido ao grande
consumo ¢ o estrogé€nio 174-estradiol (E2), de uso em terapias de reposi¢do hormonal e
como contraceptivo pelas mulheres. Os estrogé€nios apresentam altissima atividade
bioldgica e estdo relacionados a etiologia de inimeros tipos de canceres (SOTO et al.,
2009). Por ser excretado na urina, contaminam o ambiente aqudtico por meio dos
lancamentos em esgotos sanitdrios. Pesquisas demonstram que o E2 estd entre os
maiores responsaveis pela atividade estrogé€nica nos efluentes de estacdes de tratamento
de esgoto (SOLE er al, 2003) e um estudo em 4guas superficiais na regido
metropolitana de Campinas — SP revelou que o E2 estd entre os cinco compostos mais
frequentes (SODRE er al., 2007). A Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados
Unidos (U.S.EPA) recomenda concentragio inferior a 0,0005 pg.L™' de E2 na dgua
potavel. Como os processos convencionais de tratamento de 4gua ndo removem
totalmente esse micropoluente (JOBLING er al. 1998), ele pode ser encontrado nas
dguas superficiais e vir a reabastecer as cidades, contaminando a populagdo. Mulheres
gravidas excretam diariamente na urina cerca de 260 ug de 17f-estradiol JOHNSON et
al., 2000).
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Nao menos importante, outra categoria de contaminante considerada prioritaria
em estudos de contaminacdo ambiental sdo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). Os HPAs s3o compostos aromaticos formados por dois ou mais anéis
benzénicos, constituidos exclusivamente por dtomos de carbono e hidrogénio. Alguns
desses contaminantes descritos sdo precursores de acdes mutagénicas e tumorais em sistemas
biolégicos (WHO, 1983). O benzo(a)pireno (BaP) € um dos HPAs mais téxicos e
reconhecidamente genotéxico e mutagénico (VERNA et al., 2012). O BaP € originado
na queima incompleta de biomassa, de combustiveis derivados do petrdleo (diesel e
gasolina), de carvdo e em processos industriais (HARVEY, 1985; JACOB et al., 1991;
FIEDLER; MUCKE, 1995). Recentemente foi reconhecido seu papel como
desregulador endécrino (CORRALES er al., 2014). Segundo a U.S.EPA o BaP ¢

tolerado para a dgua potdvel no limite de 0,2 pg.L™.

Estudos no Brasil mostram que, com a implantacdo do Préalcool a partir da
década de 70, os indices de BaP no ar atmosférico aumentaram significativamente em
decorréncia da queima da cana-de-acticar, especialmente em dreas de grande cultivo,
como o Estado de Sdo Paulo (MARTINELLI; FILOSO, 2008). Além disso, houve um
aumento na frota de veiculos. Enquanto a populagdo no Brasil aumentou 12% de 2000 a

2012, a frota de veiculo cresceu 114% (fonte: http://www2.camara.leg.br/camaranoticias -

25/11/2013).

1.2 Diagnéstico da contaminacio aquatica

Diferentes estratégias podem ser adotadas para se avaliar o estado de
contaminagdo dos ambientes aqudticos, como quantificacdo dos compostos presentes na
dgua, mas isso muitas vezes requer demasiado tempo e recurso financeiro e
principalmente, ndo é suficiente para revelar os efeitos bioldgicos dos contaminantes

sobre os organismos residentes.

Nesse contexto se destacam os ‘“biomarcadores de contaminacdo”, uma
ferramenta que evidencia os efeitos dos contaminantes sobre o estado fisiolégico dos
organismos bem como nos d4 pistas sobre os mecanismos de acdo dos contaminantes

(VAN DER OOST et al., 2003).



1.2.1 Os biomarcadores bioquimicos de contamina¢ao

Dentre os biomarcadores bioquimicos de contaminacdo mais utilizados em
estudos ambientais, destacam-se aqueles relacionados a biotransformagdo de compostos

quimicos, e ao estresse oxidativo.

A metabolizacdo dos compostos quimicos ocorre em 3 fases: as fases [ e I]
correspondem a biotransformacao e a fase /11, a excrecdo extracelular dos subprodutos

da biotransformacao.

A fase I envolve reagdes de oxidacdo, reducao e hidrélise que expde ou introduz
grupos funcionais (-OH, -SH, -NH,, -COOH) a molécula do composto quimico fazendo
com que esta se torne polar ou permitindo as reagdes de conjugacdo da fase /. Na fase
1l, ocorre a conjugacdo do composto quimico ndo transformado ou dos metabdlitos
oriundos da fase /, com substratos endégenos como sulfatos inorgéanicos, aminoacidos e
glutationa, entre outros. A conjugagdo confere ao composto (ou metabdlito da fase I)
maior solubilidade em 4gua para sua posterior excrecio (KLAASSEN; WATKINS,
2011).

Os principais grupos de enzimas envolvidas na fase / sdo as monooxigenases
flavoproteinas (FMOs) e as monooxigenases heme-proteinas (citocromo P450). Ambos
0s grupos sdo expressos em vertebrados aqudticos e invertebrados. Entretanto, os
citocromos P450 dominam a literatura, em mamiferos e em espécies aqudticas

(STEGEMAN; HAHN, 1994).

O complexo multienzimdtico P450 é formado por heme-proteinas, ligadas as
membranas do reticulo endoplasmético liso dos hepatécitos; quando o ferro-heme €
reduzido e complexado em monéxido de carbono, a reacdo absorve luz em
comprimento de ondas préximo a 450 nm, dai o nome citocromo P450. As subfamilias
CYPI1, CYP2 e CYP3 estdo envolvidas no metabolismo de compostos xenobidticos

(compostos estranhos ao organismo) (LEWIS, 2001).

A T-etéxiresorufina O-desalquilase (atividade EROD), biomarcador de fase / da
biotransformacao é comumente utilizada para verificar a indu¢do do citocromo P450,
isoforma 1A, em organismos expostos a contaminantes, como HPA, dentre eles o BaP
(VAN DER OOST et al., 2003). O complexo enzimatico P450 também atua na
metabolizacdo de agrotoxicos, estando relacionado, por exemplo, ao aumento da
toxicidade de OP tidnicos, pois este complexo enzimdtico (isoformas 2 e 3A, em

6
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mamiferos) converte os agrotéxicos da forma tiénica a oxdnica, (WHEELOCK et al.,
2005). A forma oxoOnica apresenta afinidade com a por¢do serina das B-esterases,

ligando-se a elas e inativando a enzima.

Outras isoformas substrato-especificas de P450 podem servir como ferramentas
no diagnéstico de contaminagao aquatica, porém ainda sdo pouco estudadas, como a 7-
pentdxiresorufina O-desalquilase (PROD) e a 7-benziléxiresorufina O-desalquilase
(BROD). Em mamiferos a atividade BROD ¢ reconhecida como indicativo de isoformas
3A, 1A e 2B (HARTL et al., 2007; ARUKWE et al., 2008; HAGEMEYER et al., 2010)
e a PROD em mamiferos é atribuida a isoforma 2B (PORTE et al., 2002), porém até
hoje nao se sabe quais isoformas correspondem a essas atividades em peixes e outros
animais aqudticos. A PROD foi estudada em gastrépodes expostos a BaP e se mostrou
aumentada pelo contaminante (GAGNAIRE et al., 2010). A BROD se mostrou
aumentada em peixes coletados em zona de refinaria de petréleo, considerada como

drea altamente impactada por HPA (TRISCIANI et al., 2011).

Os metabdlitos derivados dos compostos, produzidos durante a fase /I da
biotransformacdo, devem ser ligados a moléculas enddgenas através de reacdes de
conjugacdo (fase [II). Este mecanismo bioquimico de defesa aumenta a
hidrossolubilidade dos compostos facilitando a sua excrecdo. Dentre as enzimas mais
importantes neste processo estdo as glutationas S-transferases (GSTs), estando entre as

mais abundantes classes de enzimas do figado (KLAASSEN; WATKINS, 2011).

A familia das GSTs é composta por proteinas diméricas soldveis que atuam
catalisando reagdes de conjugacdo entre uma grande variedade de compostos com a
glutationa reduzida (GSH) (TAN et al., 1987). Essa reacdo ocorre via ataque
nucleofilico da GSH em produtos derivados dos metabdlitos formados na fase / da
biotransformacao, aumentando a hidrossolubilidade dessas moléculas, facilitando a sua

excrecdo (HAYNE; PULFORD, 1995).

O nivel de atividade de glutationa S-transferase (GST), biomarcador de fase /I da
biotransformacao, também ¢é usualmente avaliado em casos de suspeita de contaminacio
uma vez que sua atividade aumentada pode indicar uma grande produgdo de metabdlitos
derivados da fase I da biotransformacgao de compostos (VAN DER OOST et al., 2003).

Hyne e Maher (2003) sugerem o estudo da GST em casos de suspeita de contaminagao
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por agrotoxicos OP, por exemplo, uma vez que a enzima pode metabolizar certos

compostos dessa categoria.

A glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo com ag¢do antioxidante, é cofator da
GST na metabolizacdo de compostos quimicos, assim sua deplecdo sinaliza a acdo da
GST metabolizando o composto e também aumento no seu nivel pode refletir estimulo
de sintese para suprir o gasto pela GST frente a contaminantes ambientais (HELLOU et

al. 2012).

A biotransformacg@o de compostos quimicos € tipicamente acompanhada de uma
superproducdo de espécies reativas de oxigénio as ERO, tais como o radical anion
superéxido (0,*), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (*OH) (LOPEZ-
BAREA; PUEYO, 1998).

Quando a taxa na producao dessas ERO exceder a sua neutralizacao pela defesa
antioxidante da célula, e para isso hd a atuagcdo de enzima como a catalase, a superéxido
dismutase e a glutationa peroxidase, ocorrerd uma situacdo considerada como “estresse
oxidativo” (EQO). Agrotéxicos, derivados do petréleo, dentre outros contaminantes
induzem ao EO em organismos aquiticos (LUSHCHAK, 2011). EO foi relatado apds
exposicio aos agrotoxicos metil paration (OP), e clorpirifos (OP) e deltametrina (PI),

por Monteiro et al. (2009) e Tuzmen et al. (2008), respectivamente.

Os 4cidos graxos poliinsaturados constituintes das biomembranas sdo bastante
susceptiveis ao ataque por ERO. O abalo nas interacdes lipidicas leva a alteracdes
estruturais ocasionando comprometimento funcional das biomembranas, e os
hidroperéxidos derivados da peroxidacao lipidica podem ser metabolizados originando
uma série de produtos como alcanos, aldeidos, derivados epoxidos, entre outros. Esses
subprodutos podem ser potencialmente citotéxicos, como é o caso do malondialdeido
(MDA). Ele tem a capacidade de reagir com proteinas e também de promover lesdo
oxidativa no DNA (LOUREIRO et al., 2002). Estudos tém avaliado os niveis de MDA
como indicativo de EO celular (CHUNG et al., 2013). Piner et al. (2007) observaram
aumento de MDA em O. niloticus ap6s 4 dias de exposi¢do ao fention (OP). Cossu et al.
(1997), em estudo de biomonitoramento com molusco, diagnosticaram aumento de

MDA nos animais residentes no local contaminado por metais e HPAs, inclusive BaP.

Os biomarcadores tipicos para indicar exposi¢do aos OP s@o as B-esterases, que

possuem residuo serina na sua estrutura quimica, sitio de ligacdo do agrotéxico. Os OP
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classicamente inibem a atividade da acetilcolinesterase (AChE) e da carboxilesterase
(CbE) (THOMPSON, 1991) enquanto que os PI tenderiam a induzir a atividade da CbE,
pois a enzima participa da metabolizacdo desses compostos que apresentam grupamento
éster (WHEELOCK et al., 2008). A AChE, principal B-esterase, ¢ responsdvel pela
hidrélise da acetilcolina a colina e acido acético nas sinapses, no tecido nervoso de
vertebrados e invertebrados. As CbEs hidrolisam ésteres carboxilicos, presentes

principalmente no figado de vertebrados e glandulas digestivas de invertebrados.

O diazoxon, diazinon bioativado, diminuiu a atividade da AChE em truta, carpa,
zebrafish e lebiste conforme a concentragao aumentou de 0,1 a 10 uM, apds 30 minutos
(KEIZER et al., 1995). Chandrasekera e Pathiratne (2005) expuseram O. niloticus a 10
u g.L'1 do OP clorpirifos por 24 horas e observaram inibi¢do da CbE no figado.

1.2.2 Genotoxicidade

Muitos dos compostos quimicos aos quais os organismos estdo frequentemente
expostos podem induzir modificacoes quimicas no DNA. Estas modificagdes na
estrutura do DNA sao prejudiciais as células, uma vez que podem prejudicar processos
vitais, tais como a duplicacdo do DNA e a transcricdo génica. Elas também podem
causar mutagdes e aberragdes cromossdmicas. A mutacdo em célula somatica pode levar
ao cancer e em célula germinativa, a morte (aborto) ou a aberracdes cromossOmicas e

consequentemente a doencas metabdlicas congénitas (GRISOLIA, 2005).

Os agentes mutagénicos ambientais sdo substincias no ambiente que induzem
alteracdes na molécula de DNA. Essas alteracdes podem ser corrigidas pelo préprio
mecanismo de reparo das células, mas, quando ndo reparadas ou reparadas
erroneamente, originam mutagdes no material genético (CONNOR; FERGUNSON,
1993).

1.2.2.1 O teste do micronucleo

Uma técnica simples, rdpida e de baixo custo para a avaliagdo da
mutagenicidade induzida por agentes contaminantes € o teste do micronicleo (MN)
(LANDOLT; KOCAN, 1983). Micronticleos sdo estruturas delimitadas por membranas

que contém fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros que nio foram
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incorporados a um dos nicleos filhos apds a mitose. Segundo Fenech (2000) os MN
podem ser resultantes de eventos celulares que levam a fragmentacdo do material
genético, como, por exemplo, os fragmentos acéntricos (que perdeu o centrémero),
decorrentes de quebras cromossdmicas, durante o processo de divisdo celular (por

agente clastogénico); ou ainda de perdas de cromossomos inteiros, que nao sao

incorporados ao nucleo principal, durante o ciclo celular (por agente aneugénico).

Embora o microntcleo possa se originar espontaneamente, a sua inducdo ¢ comumente
utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes de agente mutagé€nico

(HEDDLE et al., 1983).

Os eritrocitos de peixes sdo usualmente submetidos a teste de MN na
investigacdo de contaminacido aqudtica por serem células nucleadas, e o sangue
periférico, de facil coleta (GRISOLIA et al., 2001). Além da andlise de MN, alteracdes
na morfologia e no envoltério nuclear, decorrentes de efeitos de substancias quimicas
presentes na dgua podem ser observadas em eritrocitos de peixes. Estas alteracdes
podem estar relacionadas com falhas na divisdo celular, processo de morte celular e
reacdes decorrentes de genotoxicidade e/ou mutagenicidade por compostos quimicos
ambientais (FENECH, 2000) e, portanto, podem ser usadas como indicativas de

reatividade com o material genético, complementando a andlise de micronticleo.

Carrasco et al. (1990) classificaram essas anormalidades, como: blebbed
(evaginagdes sutis do envoltério nuclear); lobed (evaginagdo proeminente do envoltério
nuclear); notched (invaginacido do envoltdrio nuclear ou nicleo em forma de rim) e
brokeneggs (pequena por¢do nuclear ligada ao nucleo principal por uma pequeno
filamento nucleoplasmatico). Estas alteragdes podem estar relacionadas com falhas na
divisdo celular, processo de morte celular e reacdes decorrentes de genotoxicidade de
compostos ambientais (FENECH, 2000) e, portanto, podem ser usadas como indicativas

de reatividade com o material genético, complementando a andlise de MN.

1.3 Situacdo dos ambientes aquaticos: ‘‘cocktail” de
contaminates
Estudos sobre os efeitos de multicontaminantes, situacdo corriqueira nos

ambientes aqudticos, sdo de extrema importdncia, pois pouco se conhece a respeito

dessa questdo sobre a fisiologia dos organismos residentes. Trabalhos ja realizados
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sobre o assunto sdo ainda escassos e geralmente tratam de misturas de uma mesma
categoria, de dois ou mais poluentes orgéanicos, por exemplo, de agrotéxicos da mesma

classe ou de diferentes HPA.

A utilizagdo de uma bateria de biomarcadores poderia ser ttil para se avaliar a
resposta frente a misturas de contaminantes em organismos sob estresse ambiental
(WANG et al., 2010).Como ja comentado, classicamente a inibi¢do da atividade das B-
esterases ¢ ferramenta no diagndstico de exposic¢do a agrotoéxicos OP, enquanto o BaP é
tipico indutor de EROD, o E2 inibe a EROD, e o BaP e os agrotéxicos podem ser
potenciais indutores da GST. Peroxidacdo lipidica e deplecdo ou estimulo de sintese de
GSH ocorrem em situagdo de estresse oxidativo celular, e aumento na taxa de
microntcleos s@o atribuidos a agentes genotoxicos, como o BaP . Porém, nada ou muito
pouco se sabe sobre o efeito da exposicdo a misturas desses contaminantes nos
biomarcadores. E possivel que os efeitos cldssicos desses contaminantes possam ser
afetados ou mascarados pelo efeito de outro contaminante presente em associacdo em
ambientes contaminados. Em consonancia com essa idéia, em estudos prévios de nosso
grupo observamos que 500 ug.L'1 do BaP promoveu inducdo da EROD, mas quando
associado a 500 p g.L'l do diazinon, houve diminui¢do na atividade da enzima,
revelando para a EROD o diazinon reduziu o efeito da pré-exposi¢cdo ao BaP (TRIDICO
et al., 2010).

1.4 Estudo de monitoramento ambiental

Estudos de monitoramento ambiental sdo rotineiros nos paises do hemisfério
norte a partir de 1980. No hemisfério sul, este tipo de estudo é mais recente. No Brasil

especificamente, tem crescido nos ultimos anos.

A contaminacdo do meio aqudtico seja por atividades agricolas, tratamento
ineficaz de efluentes e desastres ecoldgicos representa um crescente problema no Brasil,
como consequéncia do desenvolvimento acelerado e ndo controlado de nosso pais.
Deste modo, estudos diagndsticos da qualidade de nossas 4guas, sejam por andlises
quimicas e/ou estudos com biomarcadores bioquimicos de contaminagdo, assumem um

papel relevante no sentido de se avaliar areas com potenciais riscos ambientais.

Além do foco no efeito de misturas de contaminantes em peixes sob condi¢des

controladas de laboratério, esse trabalho de doutorado propds também a aplicacdo
11
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pratica da metodologia dos biomarcadores bioquimicos em estudo de monitoramento
ambiental, onde objetivamos fazer o diagndstico da qualidade da dgua do rio Tieté€ que

percorre o municipio de Aracatuba - SP.

Segundo avaliacdo da CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental) em 2006, o IVA - Indice de qualidade de dgua para protecio da vida
aquatica — foi classificado em “boa” qualidade, em média, ao longo do ano na regido de
Aracatuba. O IVA é determinado a partir da mensuragdo de pardmetros quimicos e
fisicos, exclusivamente, sendo relevante um melhor esclarecimento a respeito das

condicdes fisioldgicas dos organismos residentes nessas dguas.

1.5 A cana-de-aciicar

O Brasil é o maior produtor mundial de cana, o maior produtor de acicar e
segundo maior produto de dlcool e Sdo Paulo, o maior entre os estados produtores de

cana (fonte: http://www.unica.com.br/fag/ - 25/11/2013).

O plantio se dd no inicio do periodo chuvoso (outubro/novembro). Nos
primeiros 90 dias a cultura fica mais susceptivel as pragas e competicdo com plantas
invasoras por isso requer o uso de agrotéxicos. E também quando a cultura ainda esté

baixa que se que se aplica a vinhaca no canavial, um adubo orgénico.

No primeiro ano de estabelecimento a cana se desenvolverd, passando por um
periodo de repouso de 4 meses, correspondente a estacdo seca (junho a setembro,
retornando o seu crescimento na estagdo chuvosa subsequente. O corte se dard no
préximo periodo seco. A queimada do canavial se faz para que remove a palhada e isso

facilita e agiliza o corte pelos cortadores.

As usinas sucroalcooleiras apresentam elevado potencial poluidor do ponto de
vista ambiental. A queima da palha libera HPAs, como BaP, mondxido de carbono e

oxidos de nitrogénio na atmosfera.

1.6 Os organismos-teste

Os poluentes sdo potencias desreguladores dos ecossistemas aqudticos € a op¢ao

pela ictiofauna como sentinela nesse estudo deveu-se ao fato do grupo possuir grande

12
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representatividade nos ecossistemas dulcicolas, abrange varios niveis tréficos, participa
de complexas relacdes interespecificas com os mais diversos grupos de organismos
aquaticos e apresenta alta taxa de assimilacdo dos poluentes (VAN DER OOST et al.,
2003). Dessa forma € pertinente supor que perturbacdes na sua fisiologia, atribuidas ao
contaminante, poderdo vir a acarretar em consequéncias para a sua fisiologia,

comportamento, ecologia e reprodugao.

1.6.1 A espécie Oreochromis niloticus

A espécie, de origem africana, foi introduzida no Brasil em 1971 em agudes do
nordeste, € no sudeste em 1982 e se adapta facilmente as condi¢des ambientais
brasileiras. Particularmente no estado de Sdo Paulo, € a principal espécie cultivada em

aquicultura, para fonte alimentar.

De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie € um excelente organismo-teste
para ensaios de avaliacdo da toxicidade de substidncias presentes em ambientes
aquéticos. A presenca de contaminantes nos ambientes de produg@o pode gerar danos a
saide dos animais e ambiental e os estudos com os biomarcadores pode ser uma

ferramenta na avaliacdo da toxicologia ambiental.
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2. Objetivos

> avaliar respostas bioquimicas e genotoxicidade em tildpia do Nilo adulta
(Oreochromis niloticus), decorrentes de exposicdo subletal cronica a
benzo(a)pireno e 17p-estradiol (DE) e agrotéxicos diazinon (OP) e cipermetrina

(PI), isoladamente e em misturas;

> avaliar a qualidade da 4gua do rio Tieté no municipio de Aracatuba — SP,
sob influéncia de atividades canavieiras e de condominio ndutico, por meio de

biomarcadores bioquimicos e de genotoxicidade em til4pia.
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Capitulo I

Exposicao aos contaminantes isolados e em misturas em baixas e

altas concentracoes

Os contaminantes raramente estdo sozinhos nos ambientes aqudticos; eles
geralmente estdo presentes em misturas nos ambientes aqudticos, logo as interacdes
entre os compostos podem potencializar a biodisponibilidade, a absor¢do, e a

biotransformacao desse “coktail” de compostos.

Os organismos s3o continuamente expostos a misturas de varios poluentes, de
diferentes composicdes quimicas, e seus metabolitos. Se os compostos quimicos em
uma mistura t€m diferentes sitios-alvo, ndo interagem entre si e tém diferentes
mecanismos, eles agem de forma independente. Se os compostos quimicos nao
interagem, mas agem no mesmo alvo e tém mecanismos de toxicidade semelhante, o

efeitos sdo tipicamente aditivo.

Sdo exemplos na natureza de fontes de emissdo de mistura de poluente as

estagOes de tratamento de dguas residuais de efluentes e escoamento do campo.

Objetivos

» Testar qual das concentragdes testadas promove resposta mais acentuada

nas til4pias;
» Testar se essa resposta é concentragcdo-dependente;

» Testar se o efeito de um contaminante sob seu biomarcador especifico é

afetado pela presenca de outros contaminantes na mistura;

» Testar se os efeitos da mistura dos contaminantes em altas concentragdes

diferem dos efeitos da mistura em baixas concentragdes.

I. Material e Métodos

Os espécimes de tilapias (Oreochromis niloticus) usados nesse trabalho foram

todos machos adultos. O estudo dos efeitos de desreguladores enddcrinos estrogénicos,
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como ¢ caso dos compostos E2 e BaP, é recomendado em organismos machos visto que

eles quando expostos a essa categoria de DE s@o potencialmente sensiveis aos seus

efeitos.

Os peixes usados nos experimentos de exposicdo foram cedidos pela APTA
(Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios) — Monte Alegre do Sul - SP. Os
animas sdo entfo transferidos para a EMBRAPA — Meio Ambiente, em Jaguaritna - SP,
que conta com excelente infraestrutura para manutencgao e criagao dos peixes. Os dados

biométricos dos peixes estdao na tabela 1.

Antes dos experimentos os peixes eram alimentados com ragdo petelizada (24%

de proteina), uma vez ao dia.

Tabela 1: Dados biométricos dos peixes da espécie Oreochromis niloticus usados nos
experimentos.

Experimento Peso (g) Tamanho (cm)
Contaminantes individuais (I): dez 2010 235,15 £ 53,22 19,28 + 1,51
Todos os contaminantes misturados (II): set 2011 185,84 + 52,10 17,66 + 1,51

Os valores estdo expressos em média + desvio-padrao.

O projeto teve aprovacdo da Comissido de Etica na Experimentacio Animal da

“Universidade Estadual Paulista” — (CEEA) IBILCE/UNESP, protocolo n° 025/2010.

a) A determinacao das concentracoes dos contaminantes

Experimento realizado anteriormente em nosso laboratério com biomarcadores
bioquimicos em O. niloticus mostrou efeito subletal do diazinon, como inibi¢cdo da
AChE no cérebro em 74% a 1 mg.L’l, sendo que 2 mg.L'1 foi letal (30 g)
(RODRIGUES, 2009) e Tridico et al. (2010) nao observaram efeito a 0,5 mg.L'l. No
entanto Elnwishy et al. (2007) determinaram a LCsy do DZN em 2,8 mg.L'1 por 96
horas para a espécie (40 g), assim optou-se por testar nesse trabalho as concentragdes de

220, 500 e 1260 pg. L' do diazinon.

Foi também testado previamente o E2 a5 e 15 ug.L'1 na espécie e observou-se
inducdo da BROD a 5 ug.L"' e da PROD a 15 ug.L"' (BITENCOURT, 2011) e Teles et
al. (2005) relatam decréscimo na atividade EROD em Sparus aurata expostos a 4 ug.L'1

de E2. Estudos detectaram concentragcdo de 5 ug.L'1 do hormoénio no Rio Atibaia em
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Campinas/SP (SODRE et al., 2007) e 25,8 ng.L'1 no Coérrego Rico em Jaboticabal/SP
(LOPES et al., 2010), por isso optou-se por testar as concentragdes de 0,5; 2,5 e 5 pg.L’
1
do E2.

Em estudo prévio observou-se também que o BaP a 500 u g.L'1 induziu a EROD
em O. niloticus (TRIDICO et al., 2010) no entanto Costa et al. (2009) relatam indugao
com 10 ug.L'1 do composto na espécie, o que levou a proposta em testar as

concentracdes de 10, 100 e 500 pg.L" do composto.

Para o agrotéxico cipermetrina Sarikaya (2009) estabeleu LCso em 5,99 ug.L']
por 96 horas (25 g) para O. niloticus, sendo que Uner et al. (2001) relatam efeitos em
parametros oxidativos na espécie com 3 ug.L'1 e Korkmaz et al. (2009) observaram
alteracdes morfoldgicas no figado da espécie sob 0,22 ug.L'1 por isso nesse trabalho

foram testadas as concentrag¢des de 0,5; 1,5e 3 ug.L'] do composto.

b) Os experimentos de exposicao controlada aos contaminantes

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia Aquética

(LEA), na EMBRAPA — Jaguaritna (Fig. 1).

Durante os experimentos os peixes foram mantidos em aquarios de vidro de 80 x
50 x 50 cm (comprimento x largura x altura) com 100 litros de 4gua desclorada, de poco
artesiano, sob constante aeragdo e temperatura controlada de 25 + 0,5° C e privados de
alimentacdo durante o periodo de experimental. Antes da adi¢do dos contaminantes eles

foram aclimatados nos aquérios por 3 dias.
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Figura 1: Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica. A e B: area de experimentagdo animal. C e D: coleta
de material biolégico.

No experimento I foram usados 78 animais divididos em 13 aqudrios, formando
1 grupo controle (sem contaminante) e 12 grupos tratados, com 3 concentracdes de cada

um dos 4 contaminantes individualmente, por 5 dias, conforme mostra a figura 2.

As concentracdes de benzo(a)pireno usadas foram: 10, 100 e 500 pg.L'l’ de
diazinon (OP) foram 220, 500 e 1260 pg.L'l, de cipermetrina (PI) foram 0,5; 1,5 e 3,0
pg.L'1 e de 17p-estradiol foram 0,5; 2,5 ¢ 5,0 pg.L'l.
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n=86 n=6 n=g
Benzo(a)pireno Diazinon Cipermetrina
10 pg L 220 pg.L* 0,5 pg.Lt
n=6 n=6 n=86
Benzo(a)pireno Diazinon Cipermetrina
100 pg.L? 500 pg.L* 1,5 pg.L!
n=6 n=6 n=§
Benzo{a)pireno Diazinon Cipermetrina
500 pg.L? 1260 pg L 3,0pg.L"*
n=&
17§-estradiol
0,5ug.L"
n=6
17f-estradiol
2,5pg.L!
n=g
17f-estradiol
5,0 ug.L"

Figura 2: Representacdo esquemadtica do experimento L. As tildpias Oreochromis niloticus foram expostas
por 5 dias aos diferentes contaminantes, individualmente, em 3 concentracdes.

No experimento II foram usados 18 peixes divididos em 3 aquérios, formando 1
grupo controle, 1 grupo exposto a mistura dos 4 contaminantes, em concentragdes
previamente consideradas baixas, e 1 grupo exposto a mistura dos 4 contaminantes, em

concentragdes previamente consideradas altas, por 5 dias, conforme a figura 3.

As concentracdes de usadas na mistura em baixa concentracdo foram:
benzo(a)pireno: 10, ug.L", diazinon 220pug.L", cipermetrina 0,5ug.L™" e 17p- 0,5ug.L™";
na mistura em alta concentracdo foram 100, pg.L”, diazinon 500pg.L", cipermetrina

1,5ug.L " e 17B- 2,5ug.L".

n==o0

n==o0

Mistura em altas
concentragdes

Mistura em baixas
concentracies

n==o

sem contaminante

Figura 3: Representagdo esquemdtica do experimento II. As tildpias Oreochromis niloticus foram
expostas aos 4 contaminantes, misturados, por 5 dias. Baixas concentra¢es: 10 pg.L™! de benzo(a)pireno;
220 pg.L' de diazinon; 0,5 pg.L"! de cipermetrina; 0,5 pg.L™' de 17B-estradiol. Altas concentragdes: 100
pg. L de benzo(a)pireno; 500 pg.L"' de diazinon; 1,5 pg.L™" de cipermetrina; 2,5 pg.L™" de 17p-estradiol.
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A 4gua contaminada, resultante dos experimentos, foi tratada por um sistema de

biofiltro (fig. 4) desenvolvido pelo engenheiro agronomo da EMBRAPA - Jaguaridna,
Luiz Guilherme Rebello Wadt, para absorcao e degradacdo dos contaminantes. O
sistema, composto de quatro caixas de PVC, blocos de argila e planta aqudtica (vetiver),

funciona pelo processo de recirculacdo de dgua.

A primeira caixa recebe a dgua a se tratada; a segunda € preenchida com blocos
de argila, sem as plantas, para facilitar a lavagem; a terceira, com blocos de argila e
plantas aquéticas, que t€m grande capacidade de produzir biomassa radicular a ainda
libera um complexo de enzimas que aceleram o processo de degradacdo de
contaminantes na dgua. A quarta caixa é composta do mesmo material e tem a mesma
funcdo. A dgua da primeira caixa ou reservatdrio fica recirculando pelo sistema por 2

meses e entao estar pronta para ser reutilizada para irrigacao.

Figura 4: Sistema de biofiltro para remocdo dos contaminantes da dgua resultantes dos experimentos,
desenvolvido pela EMBRAPA — Meio Ambiente, com a planta vetiver (Vetiveria zizanioides).

¢) Coleta do material biolégico
Transcorridos os periodos experimentais os peixes foram sedados com

benzocaina (65 mg/L de dgua) e eutanasiados por sec¢@o cervical.

No primeiro experimento foi dissecado o figado dos peixes e no segundo
experimento foram dissecados o figado, brinquias e encéfalo (Fig. 5), e coletado sangue

por puncdo caudal com seringa heparinizada (4 cc).

Os tecidos foram imediatamente congelados a — 80 °C na EMBRAPA e

transportados para Sdo José do Rio Preto em gelo seco. Com o sangue foi feito
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esfregaco (duas laminas por peixe) no momento da coleta do sangue e o material foi

fixado em metanol PA por 10 minutos para estocagem a temperatura ambiente e

posterior coloragdo.

I||||-1||_r||||[1|'|' Hngs
|

L i 2 3

I -.Iuu1||||||||||.||»"ln|||u|||||r|

e

Figura 5: A: Tildpia Oreochromis niloticus. B: figado. LD: lobo direito, LE: lobo esquerdo, VB: vesicula
biliar. C: branquia. AB: arco branquial, La: lamela. D: encéfalo. Ce: cérebro, BO: bulbo 6ptico, Cb:
cerebelo, Bu: bulbo.

d) Avaliacao das esterases

Para o estudo da carboxilesterase (CbE), fragmentos de figado e branquia foram
homogeneizados (1:4 massa:vol) em tampado Tris HCI 0,1 M; pH 8,0 e centrifugados
por 20 min a 9168 x g. A fracdo sobrenadante foi coletada e estocada a — 30 °C. A
atividade da CbE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). Feniltioacetato foi
usado como substrato e a reacio do DTNB com o substrato foi monitorada a 412 nm

por espectrofotdmetro.

Para o estudo da acetilcolinesterase (AChE), fragmento de encéfalo foi
homogeneizado (1:4 massa:vol) em tampdo Tris HCI 0,1 M; pH 8,0 e centrifugado por
20 min a 9168 x g. A fracdo sobrenadante foi coletada e estocada a — 30 °C. A atividade

da AChE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). lodeto de acetiltiocolina foi
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usada como substrato e a reagdo do DTNB com o substrato foi monitorada a 412 nm por

espectrofotémetro.

e) Avaliacdo da glutationa S-transferase (GST) e isoformas do complexo

P450 (CYP)

Para a andlise enzimatica da GST fragmentos de figado e branquia, e para
EROD, BROD e PROD fragmentos de figado foram homogeneizados (1:8 massa:vol)
em tampao Tris HCl 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, sacarose 0,5 M; pH 7,4
contendo inibidor de protease (PMSF 100 uM), e centrifugado a 9168 x g por 20
minutos. A fragdo sobrenadante foi coletada e centrifugada novamente a 50.000 x g por

60 minutos, gerando uma fracio sobrenadante e um pellet.

A atividade enzimatica da GST foi medida na fracdo sobrenadante e as
atividades da EROD, BROD e PROD, como indicativos de citocromo P450 foram
medidas no pellet macerado manualmente em tampao Tris-HC1 0,1 M; EDTA 1 mM,;
DTT 1 mM; KCI1 0,1M e 20% de glicerol; pH 7.5.

As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de
Burke e Mayer (1985). Os substratos 7-etoxiresorufina, 7-benziléxiresorufina e 7-
pentdxiresorufina foram usados nos ensaios da EROD, BROD e PROD
respectivamente, na concentracdo final de 5 pM. A formacdo do produto fluorescente, a
resorufina (A excic = 537 nm, A emiss = 583 nm), foi monitorado por 3 minutos a 30 °C por
espectrofotdmetro fluorimetro. Foi feita uma curva padrio com concentracdes
conhecidas de resorufina e usada para quantificar resorufina formada nos ensaios das

1isoformas.

A andlise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976). A
amostra foi adicionada em um meio de reacdo contendo CDNB, como substrato, e
glutationa reduzida, e o aumento de absorbancia devido a formagao do produto CDNB-

SG foi acompanhado a 340 nm por espectrofotdmetro.

A quantificacio de proteinas total das amostras foi realizada segundo o método
de Bradford (1976). Os valores das atividades da GST, AChE e CbE foram expressos
como U/mg de proteina e os valores da atividade da EROD, BROD e PROD foram
expressos como pmol resorufina/min/mg proteina. A quantificacdo de proteinas foi

realizada por espectrofotdmetro de cubetas ou por leitor de microplacas
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f) Avaliacao da peroxidacao lipidica (niveis de MDA)

Para anédlise dos niveis de malondialdeido (MDA) fragmentos de figado e
branquia foram homogeneizados (1:3 massa:vol) em tampao Tris HCI, 0,1 M, pH 8,0.
Em seguida, foi adicionado 300 pL de solu¢do de TBA 0,4% diluido em HC1 0,2 M. As
amostras foram incubadas por 40 minutos a 90 °C. Apds este periodo, as amostras de
MDA-TBA foram extraidas com 1 mL de r-butanol apds centrifugagdo por 3 min a x
1123 g e mantidas & 0 °C por 15 minutos e posteriormente injetadas diretamente no
HPLC (20 puL) acoplado a um detector UV e monitoradas a 532 nm (ALMEIDA et al.,
2003; 2004).

A fase movel consistiu em solucdo KH,PO4 50 mM, pH 7,0 com 40 % metanol,
bombeada (1 ml.min'l). A coluna utilizada foi LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 um de didmetro
de poro).

A quantificagdo do MDA foi feita com base em uma curva padrdo injetando-se
previamente no HPLC concentracdes conhecidas de padrdes auténticos de MDA

derivatizado com o TBA. Os dados foram expressos em pmol MDA/mg tecido.

g) Avaliacio dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

Para andlise dos niveis de GSH nos tecidos, fragmentos de figado e branquia
foram homogeneizados (50 mg) em 500 pL de acido perclorico 0,25 M / 10% metanol e

centrifugados a 9168 x g por 5 minutos a 4°C. A fra¢do sobrenadante foi coletada.

A andlise de GSH foi realizada por meio de HPLC acoplado a um detector
eletroquimico, seguindo a metodologia de Rodriguez-Ariza et al. (1994). O detector foi
ajustado para os potencias de 300 mV (canal 1) para GSH e 650 mV (canal 2) para
GSSG.

A fase movel consistiu em solugdo fosfato de sédio monobésico 50 mM, &cido
octanosulfonico 0,25 mM e acetonitrila 2%, pH 2,5; bombeada (0,9 mL.min'l). A
coluna usada foi C-18 (250 x 4,6 mm 5 pm de didmetro de poro). As amostras foram

filtradas em filtros de polietileno e posteriormente 20 puL. foram injetados.

A quantificagdo de GSH foi feita com base em uma curva padrio injetando-se

previamente no HPLC concentragdes conhecidas de padrdes auténticos de GSH
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preparado a partir de uma solugdo estoque a 10 mg/mL em fase mével. A concentragdo

de GSH foi expressa em nmol/g tecido.

h) Teste do micronucleo

Para o teste do microniicleo e anormalidades nucleares, apds a fixacdo dos
esfregacos procedeu-se o processo de coloragdo pela reacdo de Schiff, seguindo o
protocolo:

1. colocar as laminas no recipiente com HCI 10% e deixar em banho-maria & 60°C por 11
min;
2. lavar as 1aminas com dgua destilada, na cumbuca;

3. colocar o reativo de Shiff na cumbuca e embrulhar com papel aluminio e colocar no

escuro por 2 horas;
4. devolver o reativo de Shiff e lavar as laminas com 4gua destilada, na cumbuca;
5. colocar as laminas para secar, no rack, overnigh.
Ap6s a coloracdo, em cada lamina foram analisados 1500 eritrécitos, totalizando

3000 eritrécitos por peixe, em objetiva de 100x, em 6leo de imersao, no microscopio de

luz.

Durante as andlises, além da contagem dos microntcleos, os nicleos foram
avaliados para a presenca de anomalidades que, quando notadas foram classificadas
como blebbed, lobed, notched, brokeneggs, célula binucleada e caridlise, de acordo com

Carrasco et al. (1990).

Todos os reagentes usados nas andlises bioquimicas, inclusive os contaminantes,

foram comprados da Sigma-Aldrich.

Todos os residuos quimicos resultantes das andlises bioquimicas foram
armazenados em recipientes apropriados e recolhidos pela Comissdo Interna de

Seguranca Quimica do IBILCE/UNESP.

i) Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas no software Statistica 7.1 com auxilio

do BioEstat 5. Foram usadas como apoio as bibliografias Biostatiscal Analysis (ZAR,
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2010) e Experimental Design and Data Analysis for Biologists (QUINN; KEOUGH,
2002).

No experimento I os dados foram submetidos a andlise por regressdo linear e
polinomial para se testar se havia relacdo entre a variacdo da atividade da enzima pela
variag@o do nivel da concentragdo dos contaminantes. Também foi realizada andlise de
varidncia para nos mostrar qual concentracdo causaria alteracdo significante dos
biomarcadores em relacdo ao grupo controle e assim poderiamos determinar as

concentragdes (baixa e alta) de cada contaminante que seriam usadas nas misturas.

Para os dados dos experimentos I e II foram aplicados o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e o teste de homogeneidade das variancias (Levene). Para dados
paramétricos € homogéneos aplicou-se Anova one-way seguido do teste post hoc de
Tukey. Para os dados ndo paramétricos e/ou ndo homogéneos foi aplicado Kruskal-

Wallis seguido do teste post hoc de Dunn.

Os resultados foram expressos em média = desvio padrdo. Diferengas

significativas foram aceitas para valor de p < 0,05.

I1. Resultados
a) Analise por regressao

A atividade da CbE no figado mostrou relacdo linear negativa em relagdo a

concentracdo do diazinon (OP) nas tildpias (p < 0,07) e fraca interagcdo (R2 < 0,3).

A atividade da BROD no figado mostrou relacdo polinomial (parabdlica)
negativa em relagdo a concentracdo do E2 nas tildpias (p < 0,05) e moderada interagdo
(R*>03). A figura 6 mostra os graficos de regressio para as atividades em funcdo das

concentragdes dos contaminantes.
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Figura 6. Graficos de dispersdo em Oreochromis niloticus expostas por 5 dias aos contaminantes. A:
Regressdo linear. Atividade da carboxilesterase x concentracdo do diazinon. B: Regressdo parabdlica.
Atividade da 7-benziloxiresorufina O-desalquilase x concentragdo do 17f-estradiol.

A tabela 2 apresenta as informacoes referentes a andlise por regressao. Para os
demais tratamentos o modelo de fun¢do linear e polinomial ndo € indicado, ou seja, a
interacdo entre as varidveis dependente em funcdo da varidvel independente nio se
mostrou significativa, para p < 0,05 para estimar os valores das atividades enzimaticas

analisadas em fung¢fo das concentracdes dos contaminantes testadas.

Tabela 2: Dados gerados pelas regressdes do experimento I
de exposi¢do de Oreochromis niloticus aos contaminantes
benzo(a)pireno, 175-estradiol, cipermetrina e diazinon por 5
dias, individualmente.

R2 a b ¢ P a: coeficiente angular

b: coeficiente de regressdo

BROD - 17p-estradiol ~ 0,3189  -1,1166  8,0043 14,322 0,0117* ¢ coeficiente livre
CbE - diazinon 0,2546  -0,0003  0,8346 0,0657 R’: ajuste dos pontos da reta de regressdo

* Significativo para p < 0,05.
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b) Analise de comparacao entre os grupos experimentais

O E2 na concentragdo intermedidria de 2,5 ug.L'1 promoveu aumento na

atividade da EROD no figado das tilapias apds 5 dias de exposi¢do, porém as outras

concentragdes e o BaP, o diazinon e a cipermetrina ndo afetaram a enzima (Fig. 7).
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pmol resorufina/minfmg proteina
(=]

EROD no figado

m controle
oBaP 10 pg/L
mBaP 100 pg/L
m BaP 500 pg/L
OCPN 0,5 pg/L
BCPN 1,5 pg/L
BCPN 3,0 pgiL
ODZN 220 pg/L
BDZN 500 pg/L
mDZN 1.260 pg/L
DE20,5pg/L
mE22,5 ug/L
mE25,0 pg/L

Figura 7: Atividade da enzima EROD (7-etéxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 5 dias de exposi¢do aos contaminantes individualmente. * indica diferenca significativa
entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Dunn.

As 3 concentracdes do BaP (10, 100 e 500 pg.L™) causaram aumento na

atividade da BROD no figado das tildpias e também a concentracido de 1,5 ug.L'1 da

cipermetrina (intermedidria). O diazinon e o E2 nfo afetaram a atividade da enzima

(Fig. 8).
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BCPN 3,0 pgll
ODZH Z20 pgil
BOZN 500 pgiL
®DIH 1.260 pgll
DEZ0.5pgL
BE22.5pglL

BEZ 5,0 pgiL

Figura 8: Atividade da enzima BROD (7-benziléxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 5 dias de exposi¢do aos contaminantes individualmente. * indica diferenca significativa
entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Dunn.
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O E2 na maior concentracio (5,0 pg.L") promoveu diminui¢do na atividade da

PROD no figado das tildpias. As demais concentracdes e o BaP, diazinon e a

cipermetrina ndo afetaram a enzima (Fig. 9).
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OCPN 0,5 pg/L
BCPN 1,5 pg/L
BCPN 3,0 pgiL
ODZN 220 pgiL
BDZN 500 pgiL

BDZN 1.260 pg/L

OE20,5 pglL
BE22,5uglL
mE2 5,0 ug/L

Figura 9: Atividade da enzima PROD (7-pentiléxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 5 dias de exposi¢do aos contaminantes individualmente. * indica diferenca significativa
entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey.

O E2 na menor concentra¢do (0,5 pg.L™") causou diminuicio na atividade da

GST no figado das tildpias. As demais concentracdes e o BaP, o diazinon e a

cipermetrina ndo afetaram a enzima (Fig. 10).
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Figura 10: Atividade da enzima glutationa S-transferase no figado de Oreochromis niloticus ap6s 5 dias
de exposicdo aos contaminantes individualmente. * indica diferenca significativa entre o grupo controle

(p < 0,05). Teste de Dunn.
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O diazinon causou inibi¢do da CbE no figado das tildpias, nas 3 concentracdes.

Os demais contaminantes ndo afetaram a enzima (Fig. 11).

CbE no figado ——
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BOZN 1.260 gL
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8E2 2,5 pgll
BEZ 6,0 pgil

Uimg protedna

Figura 11: Atividade da enzima carboxilesterase no figado de Oreochromis niloticus ap6s 5 dias de
exposicdo aos contaminantes individualmente. * indica diferenca significativa entre o grupo controle (p <
0,05). Teste de Dunn.

A mistura em alta concentracdo dos contaminantes promoveu aumento na
atividade da EROD e BROD no figado das tildpias apds 5 dias de exposicao (fig. 12-A e
12-B, respectivamente). A atividade da PROD nio foi afetada pelas misturas (Fig. 12-
O).
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Figura 12: Atividade de enzimas de fase I no figado de Oreochromis niloticus ap6s 5 dias de exposicdo as
misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 pg. L de benzo(a)pireno; 220 pg.L"' de diazinon;
0,5 pgL”' de cipermetrina; 0,5 pgL"' de 17p-estradiol. Altas concentragdes: 100 pgL™' de
benzo(a)pireno, 500 mg.L" de diazinon; 1,5 ug.L™" de cipermetrina; 2,5 pg.L" de 17p-estradiol. * indica
diferenca significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey.

31



Capitulo |

As misturas dos contaminantes ndo afetaram a atividade da enzima GST no figado

e nas branquias das tilapias (Figs. 13-A e B).
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Figura 13: Atividade de enzima glutationa S-transferase no figado de Oreochromis niloticus apés 5 dias
de exposi¢do as misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 pg.L™' de benzo(a)pireno; 220
ng.L" de diazinon; 0,5 ug.L™" de cipermetrina; 0,5 pg.L" de 17B-estradiol. Altas concentragdes: 100 pg.L”
" de benzo(a)pireno, 500 mg.L" de diazinon; 1,5 pg.L" de cipermetrina; 2,5 pg.L" de 17p-estradiol.

As misturas dos contaminantes ndo afetaram a atividade da enzima AChE no

encéfalo das tilapias (Fig. 14).
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Figura 14: Atividade de enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus apds 5 dias de
exposicdo as misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 ug.L’lde benzo(a)pireno; 220 |J.g.L_1
de diazinon; 0,5 pg.L" de cipermetrina; 0,5 pg. L' de 17p-estradiol. Altas concentragdes: 100 pg.L" de
benzo(a)pireno, 500 mg.L" de diazinon; 1,5 ug.L" de cipermetrina; 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol.
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As misturas, em alta e baixa concentracdes, causaram inibi¢do da CbE no figado

das tilapias (Fig. 15-A) mas ndo causaram efeito na branquia (Fig. 15-B).
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Figura 15: Atividade de enzima carboxilesterase no figado e na branquia de Oreochromis niloticus ap6s
5 dias de exposi¢io as misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 ng.L" de benzo(a)pireno;
220 pg.L"' de diazinon; 0,5 ug.L™" de cipermetrina; 0,5 pg.L" de 17B-estradiol. Altas concentragdes: 100
pg. L de benzo(a)pireno, 500 mg.L" de diazinon; 1,5 pg.L" de cipermetrina; 2,5 pg.L™" de 17B-estradiol.
* indica diferenca significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Dunn.

As misturas dos contaminantes ndo afetaram os niveis de MDA no figado das
tilapias (Fig. 16-A), porém na brinquia, a mistura em altas concentracdes diminuiu o

nivel de MDA nas tilapias (Fig. 16-B).
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Figura 16: Niveis de malondialdeido no figado e brinquia de Oreochromis niloticus ap6s 5 dias de
exposicdo as misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 pg.L™"' de benzo(a)pireno; 220 pg.L™
de diazinon; 0,5 pg.L" de cipermetrina; 0,5 pg.L" de 17B-estradiol. Altas concentracdes: 100 pg.L™"' de
benzo(a)pireno, 500 mg.L" de diazinon; 1,5 pg.L" de cipermetrina; 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol. * indica
diferenca significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey.
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Os niveis de GSH foram afetados nos dois tecidos nas tildpias e de forma

diferente pelas misturas. No figado ocorreu uma diminui¢do gradual no nivel da GSH
com o aumento da concentracdo da mistura dos contaminantes (Fig. 17-A). Na branquia
ocorreu um aumento gradual no nivel de GSH com o aumento da concentragdo da

mistura (Fig. 17-B).
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Figura 17: Niveis de glutationa reduzida no figado e branquia de Oreochromis niloticus apds 5 dias de
exposicdo as misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 pg.L™"' de benzo(a)pireno; 220 pg.L™
de diazinon; 0,5 pg.L" de cipermetrina; 0,5 pg.L"' de 17B-estradiol. Altas concentracdes: 100 pg.L™"' de
benzo(a)pireno, 500 mg.L" de diazinon; 1,5 pg.L"' de cipermetrina; 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol. * indica
diferenca significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey.

O teste do microndcleo ndo mostrou aumentou significativo na frequéncia de
microndcleos promovido pelas misturas dos contaminantes e as misturas também néo
causaram alteracdes na frequéncia de anormalidades nucleares nos eritrécitos das

tilapias (Fig. 18).

6 - B micronucleo BEanormalidades nucleares
5
— 4 7
=
o
2 3
D
=]
g
C 2 A
1 4
0 - .
controle mistura em baixas mistura em altas
concentracdes concentracdes

Figura 18: Taxa de microntcleo e anormalidades nucleares nos eritrécitos de Oreochromis niloticus apds
5 dias de exposicdo as misturas dos contaminantes. Baixas concentracdes: 10 pg.L" de benzo(a)pireno;
220 pg.L™! de diazinon; 0.5 pg.L™" de cipermetrina; 0.5 pg.L™" de 17B-estradiol. Altas concentragdes: 100
pg. L de benzo(a)pireno; 500 pg.L"' de diazinon; 1.5 pg.L™" de cipermetrina; 2.5 pg.L™" de 17f-estradiol.

34



Capitulo |

As frequéncias de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched >

lobed > blebbed > brokeneggs. Ndo foi observada célula binucleada e caridlise.

Tabela 3: Incidéncia de anormalidades nucleares (média e desvio
padrdo) em eritrocitos de Oreochromis niloticus apés 5 dias de
exposicdo a misturas de contaminantes.

Alteracoes Controle Baixa concentracdo  Alta concentracao
BL 72+£4,19 24 +£1,51 2,2+248
NT 26,0 £ 19,06 48,6 + 11,10 32,6 +29,55
LB 6,2 £5,56 5+£5,19 6,0 5,65
BE 30+1,41 1,6 £1,51 1,6 £2,60
BN 0,0 £0,00 0,0 £0,00 0,0 + 0,00
CA 0,0 £ 0,00 0,0 £0,00 0,0 + 0,00
MT 7,0+£7,23 9,6 £4,30 7,0+ 11,38
TA 352 426 352
NCA 18000 18000 18000

BL: nicleo blebbed; NT: nicleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula
binucleada; CA: caridlise; MT: média total; TA: total de células analisadas com
alteracdes; NCA: niimero total de células analisadas.

Baixa concentracdo: 10 ug.L" de benzo(a)pireno; 220 ug.L’1 de diazinon; 0.5
ng.L"' de cipermetrina; 0.5 pg.L" de 17B-estradiol. Alta concentragio: 100 pg.L™"
de benzo(a)pireno; 500 ug.L’1 de diazinon; 1.5 ug.L’1 de cipermetrina; 2.5 ug.L’1
de 17p-estradiol. Teste de Kruskal-Wallis.

I11. Discussao

Analisando a interagcdo concentracido-resposta, a curva de efeito para a atividade
da CbE mostrou que a medida que aumenta a concentracdo do diazinon, a atividade da

enzima no figado diminui linearmente.

O OP clorpirifos a 10 M inativou a CbE, in vitro, no crustaceo Procambarus
clarkii (VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2007) e no girino de Scinax fuscovarius, 1 e 3
rng.L'1 de diazinon causou inibicao da CbE ap6s 2 dias (LEITE et al., 2010). Em O.
niloticus Tridico et al. (2010) observaram inibi¢do da CbE apds 5 dias com 500 p g.L'l.

As CbEs sdo enzimas que hidrolisam compostos xenobidticos que contenham
grupamento éster como os piretrdides, assim a cipermetrina poderia induzir a atividade
da enzima, que atuaria na sua metabolizacdo mas isso ndo foi observado. Wheelock et
al. (2005) testaram o PI esfenvalerato de 0,01 a 1 p g.L'1 em Chinook salmon a também
nao observaram efeito do composto ne espécie. Em mamiferos sabe-se que as isoformas
hCE-1 e hCE-2 hidrolisam os piretréides (ROSS et al., 2006). Porém para peixes as

isoformas envolvidas nesse processo ainda ndo estio estabelecidas.
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Na representacdo gréifica da relagdo dose-resposta, as curvas de efeito sdo

geralmente sigmdides, para a maioria dos compostos quimicos e a curva de distribui¢do
normal sigmdide tem uma proporc¢do linear entre 16 e 84% (KLAASSEN; WATKINS,
2011). A curva correspondente a acdo de estrogénios e substincias que mimetizam os
estrogénios tem a forma de U invertido, num conceito conhecido por Hormese.
Caracteristicamente para compostos quimicos em geral a resposta é proporcional a dose
até um limite maximo de resposta. Para hormonios em geral, na hormese, os efeitos
benéficos sdo promovidos por doses baixas, sendo que as doses maiores tendem a

desativar o sistema de resposta ou produzir efeitos adversos.

Observamos na curva de efeito para a atividade da BROD em funcdo do E2 que
a medida que aumenta a concentragdo do hormonio inicialmente a atividade aumenta,
porém, a propor¢ao que a concentracdo continua a crescer, a atividade passa a decrescer,
numa relacdo parabdlica. Esse resultado sugere a participacdo da enzima de fase [

BROD na metabolizag¢do do E2.

O aumento nas atividades de enzimas de biotransformacéo de fases I ¢ II, como
citocromo P450 e GST, respectivamente, sdo considerados os primeiros sinais
biolégicos da presenca de contaminantes indutores da biotransformagdo no ambiente

aquético, como HPAs, por exemplo (VAN DER OOST et al., 2003).

Nio observamos efeito na atividade da EROD no figado das tildpias promovido
pelo BaP em nenhuma das concentragdes testadas. Esse achado pode ser atribuido ao
periodo de exposi¢do, a concentracdo do composto para a massa corpdrea dos peixes. O
BaP € um tipico indutor da EROD. Curtis et al. (2011) relataram aumento na atividade
da enzima em Oncorhynchus mykiss expostas a 3 pg BaP/g peixe/dia por 3 e 14 dias e
Brammell et al. (2010), em Lepomis macrochirus submetidos a 10 e 50 mg/kg do BaP
por 7 dias. Tridico et al. (2010) observaram aumento da EROD em O. niloticus expostas

a 500 p.L'l de BaP por 3 dias e os peixes eram menores.

Nio observamos efeito na atividade da EROD no figado das tildpias promovido
pelo diazinon em nenhuma das concentragdes testadas. Wheelock et al. (2005)
avaliaram o efeito do OP clorpirifos na espécie Oncorhynchus tshawytscha e detectaram
diminui¢do na atividade da EROD nos peixes submetidos a dose subletal de 7,3 pg.L”
enquanto que os peixes submetidos a 1,2 pg.L'1 apresentaram leve diminuicdo na

atividade da enzima, apds 4 dias; nesse caso o efeito se mostrou concentragdo -
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dependente. Flammarion ef al. (1998) também relataram que o OP metidation a 30
ug.L'1 aumentou a EROD na espécie Gobio gobio apds 4 dias. Assim, os efeitos de
agrotéxicos OP sob CYP1A variam para compostos diferentes dessa categoria, em

espécies diferentes de peixes.

Segundo Wheelock et al. (2005) o efeito dos compostos OP no CYP é resultante
da metabolizacio mediada pelas isoformas a que estdo sujeitos esses compostos; a
dessulfuracdo dos OP pelo CYP (subfamilias 2 e 3A) leva a liberacdo de um ion enxofre
livre que se liga ao grupamento heme do CYP1A, inibindo sua atividade catalitica na
biotransformag@o do OP. Trabalhos anteriores em nosso laboratério também mostraram
diminuicdo na atividade da EROD pelo diazinon em O. niloticus (RODRIGUES, 2009;
TRIDICO et al., 2010) revelando ser a atividade EROD um biomarcador sensivel a
contaminag@o por diazinon. Tridico ef al. (2010) observaram inibi¢do da EROD pelo
por diazinon 500 u.L" por 2 dias sendo as tildpias menores o que mostra a atividade

EROD como biomarcador sensivel ao OP.

Nao observamos efeito na atividade da EROD no figado das tildpias promovido
pela cipermetrina em nenhuma das concentragdes testadas. O PI deltametrina causou
aumento na atividade da EROD em Ancistrus multispinis a 300 e 400 pg.L'1 por 4 dias
(ASSIS et al., 2009) e em cultura de hepatécitos de mamiferos foi relatado aumento na
atividade da EROD pela cipermetrina (SOUZA et al., 1997) sugerindo a atuacdo de

CYPIA na metabolizacdo de piretrdides.

O E2 € conhecido por reduzir a atividade EROD nos organismos aquéticos.
Teles et al. (2005) relataram diminui¢@o na atividade da enzima em Sparus aurata com
4 plg.L'1 do E2 ap6s 4 horas. Navas e Segner (2001) descrevem dois eventos: inibi¢ao
direta pelo E2 do sitio catalitico da enzima CYP1A e a ligacdo do E2 com seu receptor-

estrogeno inibe a transcricdo de CYP 1A.

Observamos aumento na atividade da EROD pela concentracio de 2,5 p g.L'1 do
E2. Teles et al. (2004) expuseram Dicentrarchus labrax a 36 pg.L'], uma concentracao
mais de 10 vezes mais alta, por 24 horas e ndo observaram efeito na enzima e
expuseram D. labrax a2 g.L'1 por 10 dias e também nao observaram efeito (TELES et
al., 2006). Esses achados podem sugerir que concentracdo elevada do horménio ou
periodo de exposi¢do mais prolongado ndo revelaria uma resposta na atividade da

EROD.
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Segundo Badawi ef al. (2001) a CYP1 Al participa da metabolizagdao do E2 em
tecidos extra hepdticos em humanos. Esse relato poderia explicar nosso achado para a
concentracdo de 2,5 g.L'l, onde o figado, quando o organismo submetido a alta

concentracdo do hormdnio, passaria a atuar na metabolizacdo dele.

As atividades PROD e BROD sao biomarcadores que também tém se mostrado
sensiveis em estudos de biomonitoramento, porém, sido estudados com menos
frequéncia em peixes, sendo a BROD ainda menos avaliada, e ainda ndo se sabe qual
(is) isoforma(s) especifica de P450 € responsavel pela atividade dessas duas enzimas em

peixes.

Bitencourt et al (2011) observaram aumento da PROD em O. niloticus expostas
a 15 ugL"' de E2, contrariando nossos achados, onde observamos diminui¢io na

enzima com 5 pg.L'1 de E2.

Ja a BROD parece atuar na metabolizacdo da cipermetrina e do BaP, segundo
nossos resultados. Porte et al. (2002) em estudo de biomonitoramento diagnosticaram
aumento de atividade da PROD em Mullus barbatus residentes em local contaminado
com HPAs. Mortensen e Arukwe (2009) observaram em Salmo salar aumento na
atividade da BROD, PROD e EROD por exposicdo ao tributilestanho de 1 a 5 uM, de
12 a 48 horas.

Analisando a interac@o concentracio-resposta, a curva de efeito para a atividade
da PROD mostrou que a medida que aumenta a concentracdo do BaP, a atividade da

enzima no figado diminui linearmente.

Meimberg et al. (1997) observaram aumento na atividade da EROD, BROD e
PROD em gastropodes expostos ao Aroclor (mistura de bifenilas policloradas). Parente
et al. (2004) detectaram aumento na EROD e PROD em O. niloticus residentes no rio
Guandu, principal abastecedor de 4gua da cidade do Rio de Janeiro alertando para a

presenga de indutores de CYP1A no local como HPAs.

Ainda que trabalhos indiquem que o BaP (TRIDICO et al. 2010), a cipermetrina
(GOWLAN et al., 2002) e o diazinon (PINER et al., 2007) induzem a GST, no presente
trabalho esses compostos, nas condi¢des testadas, ndo foram capazes de alterar a
atividade dessa enzima. E possivel que maiores concentragdes ou tempo de exposi¢io
fosse necessdrio para causar aumento na atividade da GST. Com relac@o a exposi¢cdo ao

E2, causou um decréscimo na atividade da GST, efeito similar ao observado por
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Vaccaro et al. (2005), que observaram diminui¢do da GST em Dicentrarchus labrax

expostos a 0,1 a 5 mg/Kg de E2.

A GST € um potencial biomarcador de fase II em organismos aquaticos para o
BaP, a cipermetrina e o diazinon. Porém nesse estudo apenas o E2 promoveu
diminuicdo na sua atividade. No entanto a principal enzima de fase II que atua no
metabolismo do E2 € a glucuronil transferase em humanos (STANCZYK et al., 2013),
mas essa enzima também € atuante na metabolizagdo do hormdnio em peixe (JAMES,
2011). Vaccaro et al. (2005) relatam que doses de 0.1 a 5 mg/kg em exposicoes de 3 a
14 dias causaram diminuicdo da GST em Dicentrarchus labrax. Abel et al. (2004)

observaram que metabdlitos de E2 inibem a GST em humanos.

Em relag@o as misturas dos contaminantes, para as enzimas de fase /, somente a
EROD e a BROD foram responsivas, induzidas provavelmente pelo BaP, cipermetrina
mas principalmente pelo E2, conforme os resultados da resposta individual aos
compostos. A PROD, que ndo foi induzida pelos contaminantes individualmente,

também nao foi pelas misturas.

A GST que também ndo foi induzida pelos contaminantes individualmente no
figado, ndo foi pelas misturas, nem no figado nem na brinquia revelando que a
associacdo dos compostos nas concentracdes testadas ndo teve efeito potencializador
sobre a enzima. Porém a brinquia mostrou uma leve tendéncia a indugdo, mas ndo

significativa.

A atividade da AChE no encéfalo mostrou uma ligeira inibicdo pela mistura na
maior concentrac¢do, porém nao significativa. Nesse caso esse efeito possivelmente seria
atribuido aos agrotoxicos. A AChE é uma B-esterase € como ja foi discutido, é
potencialmente inibida por compostos OP como o diazinon, A cipermetrina , um PI,
também tem mostrado efeito inibidor sobre a AChE. Kumar et al., (2009) relatou

inibi¢io da enzima no encéfalo de Channa punctatus com 60 ug.L™" apés 3 dias.

As misturas se mostraram inibidoras da CbE, nas duas concentragdes, € no
figado apenas, sugerindo um mecanismo protetor nas brinquias contra o efeito do
diazinon pela CbE . No figado a atividade da CbE foi inibida pelo diazinon
individualmente pela menor concentracao em 40% e pela maior em 50%. Ja na mistura
em baixa concentracdo, a inibicdo foi de 67% e em alta concentracdo foi de 75%.

Possivelmente a mistura dos agrotéxicos potencializou o efeito sobre a enzima, pois
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Elhalwagy e Zaky (2009) observaram em rato que, a associa¢do do diazinon com o

deltametrina, um PI, inibe mais intensamente a CbE no sangue do que quando usado

individualmente.

Os niveis de MDA no figado mostraram uma leve tendéncia ao aumento, porém
nao significativo enquanto que na brinquia, a mistura em maior concentra¢do, diminuiu
o nivel de MDA revelando atuac@o do sistema de defesa antioxidante neutralizando os
radicais livres gerados na biotransformacdo dos contaminantes e que causaram
peroxidacdo lipidica. A mistura em menos concentracio mostrou uma leve diminui¢io
no nivel de MDA também sugerindo uma resposta do tecido contra os contaminantes,

apesar de ndo significativo (Chung et al., 2013).

Enquanto no figado ocorreu deplecio de GSH proporcional ao aumento na
concentragdo dos contaminantes nas misturas, na brinquia o efeito foi inverso,
ocorrendo estimulo de sintese proporcional ao aumento na concentracio dos
contaminantes. Porém os efeitos ndo sdo concentracio-dependente. A GSH esta entre as
principais defesas celulares antioxidantes e que participam da detoxicacdo de compostos
quimicos. E uma potente molécula nucleofilica e redutora, neutralizando radicais livres
como metabdlitos na lipoperoxidag¢do e atuando como cofator da GST (Hellou et al,

2012).

O teste do microntcleo ndo revelou genotoxicidade ocasionada pelas misturas
dos contaminantes aos eritrocitos de Oreochromis niloticus. As anormalidades foram
mais frequentemente observadas em relagdo aos microndcleos e elas sdo mais
espontaneamente encontradas (Cavas e Ergene-Goziikara, 2003). Segundo Fenechand e
Crott (2002), anormalidades nucleares em linfécitos humanos tem se mostrado em

condic¢do de deficiéncia de acido félico.

No experimento de exposicdo as misturas a brinquia se mostrou mais sensivel as
respostas a mistura dos contaminantes para indicadores de estresse oxidativo. O
estimulo de sintese de GSH revela uma resposta mais tardia que corrobora com a
diminuicdo no nivel de MDA. No figado a resposta acarretada pelas misturas dos
contaminantes foi mais inicial, de deplecio de GSH ainda. Além de que houve na

branquia uma discreta tendéncia ao aumento da atividade da GST com o aumento da

concentracdo das misturas.
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Para as enzimas de fase I o figado se mostrou sensivel e as atividades da EROD

e da BROD se mostraram concentragdo-dependente e apesar dessa inducio da fase I os
resultados como um todo parecem nio indicar forte indicio de estresse oxidativo celular
no figado, pois ndo ocorreu aumento significativo na atividade da GST e principalmente

alteracdo no nivel de MDA.

A diminuicdo no nivel de MDA na branquia foi concentracdo-dependente. Os
achados sugerem que quanto maior a concentracdo dos contaminantes na mistura, mais
o estresse oxidativo gerado em nivel celular acarretando em metabdlitos da peroxidacao

lipidica, como o MDA.

Para o experimento de exposicdo individual aos contaminantes, nossos
resultados sugerem que a BROD atua na biotransformacdo do BaP, cipermetrina e do
E2. Nas concentracdes testadas, o E2 diminuiu as atividades da PROD e GST e
aumentou EROD e o diazinon, como classico inibidor de esterase, inibiu a CbE, em

Oreochromis niloticus

Também pdde se concluir que a espécie respondeu de forma adversa quando
submetida a concentrag¢des diferentes dos contaminantes e a resposta foi concentragao —
dependente para a atividade da CbE em fun¢@o do diazinon e da BROD em funcio do

E2.

As conclusdes do experimento I nos levaram a determinar as concentracdes que
seriam usadas nos proximos experimentos, com misturas. Como as concentracdes mais
baixas e intermedidrias causaram efeitos, foram essas escolhidas para as misturas em
baixas concentracdes (as menores) e altas concentracdes (as intermedidrias). As
concentracdes mais altas do experimento I ndo foram selecionadas por receios de serem

excessivamente altas de forma a levarem a morte dos peixes.
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Capitulo 11

Pré-exposicao ao 17f-estradiol por 3 dias, seguida de exposicao
ao benzo(a)pireno por mais 5 dias e pré-exposicao ao BaP seguida de

exposicao ao 17f-estradiol por mais S dias

Como j4 discutido o BaP é reconhecido indutor da EROD e o E2 é potencial
inibidor da enzima, mas ndo ha estudos que relatam a associagdo dos dois compostos,
quando o organismo ¢é pré-exposto a um desses e posteriormente € exposto ao outro, nao

se conhecendo entdo os efeitos dessa interacdo na atuacdo da enzima.

Nao se sabe também, se a ordem de exposi¢ao seqiiencial de compostos pode
acarretar em respostas diferentes, ou seja, se ao pré-expor os peixes ao E2, seguido do

BaP, se a resposta serd a mesma que pré-expor os animais ao BaP seguido do E2.

Objetivos
> Testar se os efeitos do BaP sdo alterados pela pré-exposicdo ao E2?
> Testar se os efeitos do E2 sdo alterados pela pré-exposi¢do ao BaP?

1. Material e Métodos

Os espécimes de tildpias usados foram todos machos adultos. Os peixes foram

cedidos pela APTA e entdo transferidos para a EMBRAPA — Meio Ambiente.

No experimento de pré-exposicdo ao E2 seguido de exposicdo ao BaP foram
usados peixes de 192,42 + 26,59 e 18,43 + 0,86 cm e no experimento de pré-exposicao

ao BaP seguido de exposicdo ao E2, peixes de 168,82 + 25,33 ge 18,44 £ 1,57 cm.

Durante os experimentos os peixes foram mantidos em aquarios de vidro de 80 x
50 x 50 cm (comprimento x largura x altura) com 100 litros de 4gua declorada, de poco
artesiano, sob constante aeragio e temperatura controlada de 25 + 0,5° C e privados de
alimentacdo durante o periodo de experimental. Antes da adi¢do dos contaminantes eles

foram aclimatados nos aquarios por 3 dias.
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O experimento III foi feito em repeticdo por blocos (trés blocos). Cada bloco foi

constituido por 4 aquarios, formando 1 grupo controle e 2 aquarios receberam 174-
estradiol. Apés 3 dias, 1 desses aqudrios recebeu BaP e o quarto aqudrio, que nao
continha nenhum tratamento, também recebeu BaP. A figura 19 ilustra 1 bloco, assim
no total foram usados 48 peixes (12 por bloco). Ao final de 8 dias de exposicdo, os
animais foram coletados para andlise. As concentracdes de usadas foram de

benzo(a)pireno: 100 pg.L" e de 17p-estradiol: 2,5ug.L'1.
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Figura 19: Representacdo esquemdtica de 1 bloco do experimento III, no qual um grupo de tildpias
Oreochromis niloticus foi pré-exposto ao 17f-estradiol por 3 dias e depois exposto ao benzo(a)pireno por
mais 5 dias, totalizando 8 dias de exposicdo. Concentracdes: de 100 pg.L™! benzo(a)pireno e 2,5 pg.L"' de
17B-estradiol.

O experimento IV também foi feito em repeticdo por blocos (3 blocos). Cada
bloco foi constituido por 4 aquérios, formando 1 grupo controle e 2 aquérios receberam
benzo(a)pireno. Apds 3 dias, um desses aqudrios recebeu 17f-estradiol e o quarto
aquario, sem tratamento, também recebeu E2. Ao fim de 8 dias, os animais foram
coletados para analises. A figura 19 ilustra um bloco, assim no total foram usados 48
peixes (12 por bloco). As concentragdes de usadas foram de benzo(a)pireno: 100 p g.L'1

e de 17B-estradiol: 2,5ug.L".
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Figura 19: Representacdo esquemdtica de 1 bloco do experimento IV, no qual um grupo de tildpias
Oreochromis niloticus foi pré-exposto ao benzo(a)pireno por 3 dias e depois exposto ao 17f-estradiol por
mais 5 dias, totalizando 8 dias de exposi¢do. Concentracdes: de 100 pg.L™! benzo(a)pireno e 2,5 pg.L"' de
17B-estradiol.
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Capitulo 11
Transcorridos os periodos experimentais, os peixes foram sedados com

benzocaina (65 mg/L de dgua) e sacrificados por sec¢ao cervical e o figado, branquias e

encéfalo foram dissecados e coletado sangue.

A atividade da CbE e da AChE foi medida pelo método de Ellman ez al. (1961).
As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de Burke e
Mayer (1985). A anélise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976).
A quantificacdo de proteinas total das amostras foi realizada segundo o método de
Bradford (1976). Os niveis de MDA foram quantificados por HPLC com detector UV e
monitorados a 532 nm (ALMEIDA et al., 2004; 2003). A andlise de GSH foi realizada
por meio de HPLC acoplado a um detector eletroquimico, seguindo a metodologia de
Rodriguez-Ariza et al. (1994). Para o teste do micronicleo e anormalidades nucleares,
ap6s a fixacdo dos esfregacos procedeu-se o processo de coloracdo pela reacdo de

Schiff.

Para os dados foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste
de homogeneidade das variancias (Levene). Para dados paramétricos e homogéneos
aplicou-se Anova one-way seguido do teste post hoc de Tukey. Para os dados ndo
paramétricos e/ou nao homogéneos foi aplicado Kruskal-Wallis seguido do teste post

hoc de Dunn.
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II. Resultados

O E2 inibiu a atividade da EROD no figado das tildpias ap6s 5 dias de
exposicdo. O grupo exposto ao somente ao BaP apresentou atividade da enzima
aumentada em relagdo ao grupo pré-exposto ao E2 por 3 dias e posteriormente exposto

ao BaP por 5 dias (Fig. 20).
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Figura 20: Atividade da enzima EROD (7-etéxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus ap6s 8 dias de exposi¢do as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de
mais 5 dias de exposi¢do ao outro contaminante). Concentragdes: 100 pg.L™" de benzo(a)pireno (BaP) e
2,5 ug.L’l de 17p-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou
diminuicdo em relacdo ao grupo controle. * indica diferenca em relacdo ao grupo controle. Letras iguais
indicam diferenca significativa. P-valor < 0,05foi considerado significativo. Teste de Dunn.
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Capitule 11

O E2 induziu a atividade da enzima BROD no figado das tilapias ap6s 8 dias de
exposicao e a pré-exposicdo ao E2 seguida da exposi¢do ao BaP e a pré-exposicao ao
BaP seguida da exposicdo ao E2 . A pré-exposi¢dao ao BaP induziu a atividade da
enzima em relacdo ao grupo exposto ao BaP por 8 dias e em relacdo ao grupo exposto

ao E2 por 5 dias (Fig. 21).

BROD

Atividade da BROD (% em relagdo ao controle)

BHE2
200 - HEar
=E2 +BaP
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8 dias 3 dias + 5 dias 5 dias

Figura 21: Atividade da enzima BROD (7-benziléxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 8 dias de exposicdo as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢cdo seguido de
mais 5 dias de exposi¢do ao outro contaminante). Concentra¢des: 100 ug.L" de benzo(a)pireno (BaP) e
2,5 pgL' de 17B-estradiol (E2). Os resultados estio expressos em porcentagem de aumento ou
diminuicdo em relacdo ao grupo controle. * indica diferenca em relacdo ao grupo controle. Letras iguais
indicam diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. Teste de Dunn.
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Capitulo 11
O BaP diminuiu a atividade da enzima PROD no figado das tilapias apds 8 dias

de exposicdo ao BaP e os tratamentos de pré-exposicdes nao afetaram a atividade da

enzima (Fig. 22).
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Figura 22: Atividade da enzima PROD (7-pentiléxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus ap6s 8 dias de exposi¢do as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de
mais 5 dias de exposi¢io ao outro contaminante). Concentra¢des: 100 pg.L" de benzo(a)pireno (BaP) e
2,5 ugL"' de 17p-estradiol (E2). Os resultados estio expressos em porcentagem de aumento ou
diminui¢@o em relacdo ao grupo controle. * indica diferenca em rela¢do ao grupo controle. P-valor < 0,05
foi considerado significativo. Anova one-way para o experimento III. Teste de Dunn para o experimento
Iv.
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Os grupos expostos ao E2 por 8 dias, pré-exposto ao E2 por 3 dias e
posteriormente exposto ao BaP por mais 5 dias, e exposto ao BaP por 5 dias,
apresentaram aumento na atividade da GST no figado. O grupo pré-exposto ao BaP por
3 dias e posteriormente exposto ao E2 por mais 5 dias apresentou atividade da enzima

diminuida em relacdo grupo exposto somente ao E2 e em relacdo ao controle (Fig. 23).
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Figura 23: Atividade da enzima glutationa S-transferase no figado de Oreochromis niloticus apés 8 dias
de exposicdo as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais 5 dias de exposi¢ao
ao outro contaminante). Concentracdes: 100 ug.L™" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 pg.L" de 17p-estradiol
(E2). Os resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminuicdo em relagdo ao grupo
controle. * indica diferenca em relagdo ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-
valor < 0,05 foi considerado significativo. Teste de Tukey para o experimento III e Teste de Dunn para o
experimento IV.
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As tilapias expostas ao BaP por 8 dias apresentaram aumento da atividade da
GST na branquia. Os tratamentos de pré-exposi¢des ndo afetaram a atividade da enzima

(Fig. 24)
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Figura 24: Atividade da enzima glutationa S-transferase na branquia de Oreochromis niloticus apds 8 dias
de exposicdo as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo
ao outro contaminante). Concentragdes: 100 pg.L" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 ug.L" de 17f-estradiol
(E2). Os resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢cdo em relacdo ao grupo
controle. * indica diferenca em relacdo ao grupo controle. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Anova one-way para o experimento III. Teste de Dunn para o experimento IV.
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A atividade da enzima AChE no encéfalo das tildpias ndo foi afetada

significativamente por nenhum dos tratamentos (Fig. 25)
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Figura 25: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus apds 8 dias de
exposicdo as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢ao seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao
outro contaminante). Concentracdes: 100 ug.L" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 ug.L"' de 17f-estradiol
(E2). Os resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢cdo em relacdo ao grupo
controle. Teste de Kruskal-Wallis.
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O E2 aumentou a atividade da CbE no figado das tilapias apds 5 dias e o grupo
pré-exposto ao E2 por 3 dias e posteriormente exposto ao BaP por 5 dias teve a

atividade da enzima diminuida (Fig. 26).
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Figura 26: Atividade da enzima carboxilesterase no figado de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de
exposicdo as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao
outro contaminante). Concentracdes: 100 ug.L"' de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 ug.L"' de 17f-estradiol
(E2). Os resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminuicdo em relagdo ao grupo
controle. * indica diferenca em relacdo ao grupo controle. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Dunn.
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A atividade da enzima CbE na brinquia das tildpias ndo foi afetada

significativamente por nenhum dos tratamentos (Fig. 27).
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Figura 27: Atividade da enzima carboxilesterase na branquia de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de
exposicao as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢ao seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao
outro contaminante). Concentragdes: 100 ug.L" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 ug.L"' de 17f-estradiol
(E2). Os resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminuicdo em relagdo ao grupo
controle. Teste de Kruskal-Wallis.
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Os niveis de MDA no figado das tildpias ndo foram afetados significativamente

por nenhum dos tratamentos (Fig. 28).
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Figura 28: Niveis de malondialdeido no figado de Oreochromis niloticus apés 8 dias de exposi¢do as
misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao outro
contaminante). Concentracdes: 100 pg.L”" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 pg.L"' de 17f-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relacdo ao grupo controle.

Anova one-way.

Os niveis

de MDA na brinquia das tildpias ndo foram afetados

significativamente por nenhum dos tratamentos (Fig. 29).
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Figura 29: Niveis de malondialdeido na branquia de Oreochromis niloticus apds 8 dias de exposicdo as
misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao outro
contaminante). Concentragdes: 100 pug.L”" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relagcdo ao grupo controle.

Anova one-way.
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Capitule 11

O BaP ap6s 5 dias aumentou o nivel de GSH no figado das tildpias. Também
ocorreu um aumento no nivel de GSH no grupo exposto somente ao BaP em relacio ao
grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao BaP. O grupo pré-exposto ao BaP
e posteriormente exposto ao E2 apresentou diminuicdo no nivel de GSH em relacdo ao

grupo exposto somente ao BaP (Fig. 30).

I

=)

E 1507 GSH no figado

o

m

w100

&

= PE2

§ so Hear

& =E2 +BaP
s #BaP+E2
g o

=

[=]

| -

% 50

@ - b

< 8 dias 3 dias + 5 dias 5 dias

2 -100 -

=

Figura 30: Niveis de glutationa reduzida no figado de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de exposicdo as
misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao outro
contaminante). Concentragdes: 100 ug.L" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 ug.L' de 17f-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relaciio ao grupo controle. *
indica diferenca em relacdo ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05
foi considerado significativo. Teste de Dunn para o experimento III e Teste de Tukey para o experimento
IVv.
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O BaP e o E2 causaram deplecdo de GSH na branquia das tilapias ap6s S dias e
as duas associacdes de pré-exposicdo seguida de exposicdo aos contaminantes. A
deplecdo foi maior no grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao BaP em
relacdo ao grupo exposto somente ao E2 e no grupo pré-exposto ao BaP e

posteriormente exposto ao E2 em relacdo ao grupo exposto somente ao BaP (Fig. 31).
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Figura 31: Niveis de glutationa reduzida na branquia de Oreochromis niloticus apds 8 dias de exposicdo
as misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢ao seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao outro
contaminante). Concentragdes: 100 ug.L" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 ug.L" de 17p-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relacdo ao grupo controle. *
indica diferenca em relagdo ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05
foi considerado significativo. Teste de Tukey para o experimento III e Teste de Dunn para o experimento
Iv.
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Em relagdo a genotoxicidade, ndo houve diferenca para taxa de microntcleos

entre os grupos no experimento de pré-exposicao ao E2 seguido de exposicdo ao BaP
porém para anormalidades nucleares nos eritrécitos das tildpias, o grupo pré-exposto ao
HPA e depois exposto ao hormdnio apresentou maior taxa de alteracdes do que o grupo

exposto somente ao hormonio (tabela 4).

Tabela 4: Incidéncia de micronicleos e anormalidades nucleares (média e desvio
padrao) em eritrécitos de Oreochromis niloticus apés 8 dias de exposicdo a misturas de
contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do ao 17f-estradiol seguido de 5 dias de exposicdo
ao benzo(a)pireno).

Alteracoes Controle E2 8 dias E2 8 dias e BaP 5 dias BaP S dias
MN 3,8 +8,28 1,4 +1,67 6,7 £5,39 3,8+2,79
BL 4,7+6,83 4,0 +3,74 10,2 £13,35 7.5+6,76
NT 65,6 +35,54 16,2 +7,80 62,8 +£2145 52,3 +22,18
LB 13,5+691 7,3+9,89 30,5 +£17,55 22,0 +£11,48
BE 1,3+239 0,3+0,70 0,7 1,20 0,8 +1,36
BN 0,3 +1,00 0,0 £ 0,00 0,1 +£0,33 0,1 +£0,33
CA 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £0,00 0,0 £ 0,00
MT 14,2 +8,78 4,6 +3,69 17,4 +£8,98 13,8 +7,02
TA 1542 1198a 1882a 1492

NCA 36000 36000 36000 36000

MN: microndcleos; BL: nicleo blebbed; NT: nucleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula
binucleada; CA: caridlise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alteracdes; NCA: nimero
total de células analisadas. Concentragdes: 100 ug.L" de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 pg.L™" de 17p-estradiol
(E2).Letras iguais indicam diferenca significativa. Teste de Dunn.

As frequéncias de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched

> lobed > blebbed > brokeneggs > célula binucleada. Nao foi observada caridlise.

No experimento de pré-exposi¢do ao BaP seguido de exposi¢cdo ao E2 ndo houve
diferencas nas taxas de micronticleos e anormalidades nucleares nos eritrécitos das

tilapias (tabela 5).

57



Capitule 11

Tabela 5: Incidéncia de micronicleos e anormalidades nucleares (média e desvio
padrao) em eritrécitos de Oreochromis niloticus apés 8 dias de exposi¢do a misturas de
contaminantes (3 dias de pré-exposicdo ao benzo(a)pireno seguido de 5 dias de
exposicdo ao 17f-estradiol).

Alteragdes Controle BaP 8 dias BaP 8 dias e E2 5 dias E2 5 dias
MN 10,0 £9.48 10,0 £8,02 10,0 + 18,84 7,1 £6,30
BL 0,7 +1,20 0,3+0,51 3,4 +£4,00 0,7+0,83
NT 63,5 +£49,57 33,0+16,23 79,4 + 4,00 71,7 £64,01
LB 15,7 +£9,47 16,7+ 13,01 20,3 £3,00 10,6 +7,26
BE 0,0 +£0,00 0,2+0,44 0,7 £8,00 0,2+0,44
BN 0,0 +£0,00 0,2+0,44 0,0 +£0,00 0,0 £ 0,00
CA 0,0 £0,00 0,0+ 0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
MT 13,3 £10,04 8,4+5,10 17,3 £3,00 13,9 + 12,09
TA 1442 1402 1872 1502

NCA 36000 36000 36000 36000

MN: microntcleo; BL: nicleo blebbed; NT: nicleo notched, LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula
binucleada; CA: cariélise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alteragdes; NCA: nimero
total de células analisadas. Concentragdes: 100 ug.L"' de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol
(E2). Teste de Kruskal-Wallis.

As frequéncias de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched

> lobed > blebbed > brokeneggs > célula binucleada. Nao foi observada caridlise.

II1. Discussao

Na atividade da EROD no figado das tildpias o efeito inibidor do E2 se
sobressaiu ao efeito indutor da enzima pelo BaP em associagdo com o E2. J4 na situacgdo
contrdria, a reversdo da taxa de inibi¢do na atividade da EROD pela associacdo dos dois
compostos causada pela posterior exposicdo ao E2 ndo foi significativa. Assim esses
achados mostram que a ordem na interagdo dos dois contaminantes causam efeitos

diferentes na atividade da EROD.

A atividade da BROD no figado das tilapias foi induzida pelas pré-exposi¢cdes ao
BaP e ao E2 sugerindo, independente da ordem, que o histdrico de pré-exposicdo a um
composto pode induzir a uma isoforma da fase / da biotransformacdo e um posterior
exposicdo a outro composto aumenta ainda mais a atividade dela. Esses achados
sugerem que a associacio desses compostos potencializa a atuagido desta isoforma do

P450.

A atividade da PROD no figado das tilapias nao foi afetada pelas associa¢des do
BaP com o E2 em nenhuma ordem, sugerindo que essas situacdes de pré-exposicdes

testadas ndo induzem essa isoforma que atuaria na biotransformagdo dos compostos.
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A atividade da GST no figado das tildpias se mostrou aumentada em todos os
grupos do experimento de pré-exposicdo ao E2, sem diferenca no nivel de atividade
entre os grupos, revelando que a associacdo do E2 com o BaP ndo potencializou a
inducdo da fase II da biotransformacgdo. J4 a pré-exposicdo ao BaP potencializou a
atividade da enzima mostrando que o composto potencializa a inducdo da fase Il em
comparagdo ao E2 apenas. Esses achados revelam que a ordem da associacdo dos

compostos, nesse caso, influencia na resposta de inducdo da GST no figado das tildpias.

Diferentemente do figado as duas situacdes de associacdes do BaP e E2 nio

induziram a GST na branquia das tilapias.

A AChE no encéfalo também nao foi afetada mas isso deve ser atribuido ao fato
dos compostos BaP e E2 ndo apresentarem efeitos especificos nas B-esterases. No
entanto o E2 aumentou a atividade da CbE no figado das tildpias e a pré-exposi¢do ao
E2 seguida da exposi¢do ao BaP diminuiu a atividade da enzima. A CbE embora seja
uma B-esterase, € uma enzima de biotransformacio de ésteres e amidas (das amidas, a
hidrélise ocorre de forma mais lenta). A estrutura quimica do E2 ndo apresenta
grupamento éster nem amida, mas pode ser que metabdlitos do hormonio apresentem,
justificando a indu¢@o da enzima pelo E2. De qualquer forma, os resultados mostraram
que quando as tildpias foram pré-expostas ao BaP e depois expostas ao E2 esse efeito de
aumento na atividade da enzima ndo foi observado, pelo contririo, ocorreu diminuicao
na atividade da enzima. Esses achados mostraram que um histdrico prévio de exposicdo

ao BaP pode mudar o efeito na atividade da CbE no figado de tildpias expostas a E2.

J4 na branquia, as associacdes do BaP e E2 ndo afetaram a atividade da CbE
sugerindo que a biotransformacido desses compostos nesse tecido acontece de forma

diferente por essa enzima comparado ao figado.

Os niveis de MDA nao foram afetados pelas associacdes de BaP e E2 no figado
e branquia nas condicdes testadas nas tildpias. Houve inducdo de enzimas de fase I,
como EROD e BROD, no figado, mas conflitando esses achados com os resultados para
peroxidacao lipidica provavelmente nio deve ter ocorrido situagcdo de estresse oxidativo

celular promovido pelas associacdes dos compostos.

No figado das tildpias, a pré-exposi¢cdo ao E2 minimizou o estimulo de sintese
de GSH que o BaP viria a causar. Porém comparando a exposicdo ao BaP por 5 e 8 dias,

no oitavo dia o nivel de GSH caiu e o grupo pré-exposto ao BaP e depois exposto ao E2

59



J
apresentou maior deplecdo em relagdo a esse grupo mostrando novamente que a
associagdo com o E2 diminuiu o nivel de GSH na célula. Assim, no caso do efeito das
combinagdes do BaP e E2 no nivel de GSH no figado das tilapias, a ordem da

associacdo nio altera o efeito.

No experimento de pré-exposi¢cdo ao E2 o estimulo na sintese de GSH, um
resposta mais tardia a metabolizac@o, corroboraria com o aumento na atividade da GST
observado no figado, refletindo inducdo da fase II. Porém no experimento de pré-
exposicdo ao BaP ocorreu deplecdo de GSH pela mistura dos contaminantes e
diminuicdo da atividade da GST. Nesse caso a glutationa peroxidase pode estar atuando
e assim usando a GSH como cofator para neutralizar per6xidos organicos que podem vir
a ser formados, como outros produtos da peroxidacgdo lipidica, j4 que o nivel de MDA,

por exemplo, ndo variou no figado (FARBER et al. 1990).

Na branquia s6 ocorreu deplecdo de GSH. E esse tecido responde diferente as
associacdes dos compostos. Na pré-exposicdo ao E2 seguida da exposicdo ao BaP, o
BaP potencializa a deplecio de GSH mas na pré-exposicdo ao BaP seguida da
exposicdo ao E2, o efeito observado é o mesmo do figado, o E2 potencializa a deplecao.
Assim, na branquia alteracdes nos niveis de GSH nas tildpias independem da ordem da

associa¢do dos compostos.

A pré-exposi¢do ao E2 seguida da exposi¢do ao BaP diminuiu a incidéncia de
anormalidades nucleares. Esse efeito protetor do hormoénio nao foi observado no grupo
exposto a associacdo invertida. Assim os resultados sugerem um efeito protetor prévio
do E2 contra uma posterior exposicio ao BaP em tildpias mas numa situacdo de
exposicdo invertida ndo. Butala et al., (2004) relataram que a exposi¢do ao BaP em
Ictalurus punctatus aumenta a taxa de formacdo do hidroxiestradiol, um metabdlito do

E2, que apresenta potencial genotdxico.

Analisando os resultados de forma geral podemos concluir que a pré-exposicao
ao BaP seguida da exposicio ao E2 se mostrou ligeiramente mais responsiva nos
biomarcadores avaliados nas tildpias, logo a ordem da pré-exposicdo a um composto
seguida da exposi¢ao ao outro composto afeta a maioria das respostas testadas. Nos dois
tipos de associacdes do BaP e E2 testados o figado, de modo geral, se mostrou mais
responsivo do que a branquia, houve indugdo da fases / (EROD e BROD) e I (GST) e

variagOes na atividade da CbE e niveis de GSH.
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Os experimentos de pré-exposicdo ao BaP seguido de exposi¢do ao E2 e pré-

exposicao ao E2 seguido de exposicdo ao BaP mostrou que as tildpias responderam que
maneira adversa conforme se inverteu a ordem dos tratamentos e a pré exposi¢do ao
BaP causou mais respontas nos biomarcadores , provavelmente porque o HPA é um
composto xenobidtico, indutor de CYP 1A, que tende a causar situagdo de extresse
oxidativo celular. Também o organismo pré-exposto ja apresenta indugdo do sistema de
biotransformacdo e com isso, metabdlito (s) mais téxico pode estar sendo gerado

comprometendo a metabolizacdo nas tildpias.

A atividade EROD (CYP 1A) é induzida por agonista de receptor aril
hidrocarboneto (WHYTE et al., 2000). J4 o E2 inibe CYP 1A por ligacdo direta no sitio
catalitico da enzima e a ligagdo do hormdnio com seu receptor-estrogeno inibe a

transcri¢do da isoforma (NAVAS; SEGNER, 2001).

Winzer et al. (2002) expuseram cultura de hepatdcitos de Platichthys flesus a 1
uM de E2 e 100 uM de BaP e quando associou os dois compostos observaram
diminuicdo da atividade da EROD menor do que a promovida sé pelo E2 revelando o

efeito da intera¢@o dos dois compostos na atividade da EROD nas células do peixe.

Son et al., (2002) observaram em cultura de células s de ovarios de ratos que a
dioxina aumenta a expressdo da CYP 1A e que o E2 aumentou a expressdo isoforma nas
células. Esses dados mostram que a interacdo de compostos antagonistas e agonistas

pode ter efeito adverso sobre o organismo.
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Capitulo 111

Pré-exposicaio ao benzo(a)pireno e ao 17B-estradiol,
individualmente, por 3 dias, seguido de exposicao aos agrotoxicos
diazinon (OP) e cipermetrina (PI), individualmente e associados, por

mais 5 dias

E preciso nos defrontar com a problemitica do efeito “cocktail” nas
respostas metabodlicas dos organismos, principalmente no possivel envolvimento das
enzimas de fase [/, inibicAo ou ativacdo delas - chave na biotransformacdo -
particularmente as CYPs (CELANDER, 2011). Isto ird ajudar substancialmente na
interpretacdo de dados de biomarcadores em situacdes de exposicdo a misturas

complexas de poluentes.

Ainda muito pouco se conhece a respeito dos efeitos da interacdo de metabdlitos
na biotransformacgéo de misturas de compostos de catergorias diferentes uma vez que a
metabolizacdo de xenobidticos leva a formacdo de inimeros subprodutos e a grande
maioria deles ainda nio foi descrita. Mas estudos estdo sendo dados nesse sentido, na

tentativa de se tentar elucidar o efeito das misturas complexas nos organismos.

Objetivos
> Testar se os efeitos do BaP, do OP ou do PI sdo influenciados pela pré-
exposicao ao E2;

> Testar se os efeitos do E2, do OP ou do PI sdo influenciados pela pré-

exposicao ao BaP;

> Testar de a inibicio de P450 decorrente da pré-exposicdo ao E2
potencializa a agdo téxica do OP (inibicdo de esterases) e, por conseguinte,

potencializa a a¢do téxica do PI?

> Testar se a biotransformacio de (OP + PI) por P450 € efetada pela pré-

exposicao ao E2?
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> Testar se a biotransformacio de (OP + PI) por P450 € efetada pela pré-

exposicao ao BaP?

> Testar qual combinagdo de mistura de contaminantes afeta mais a

espécie?

1. Material e Métodos

Os espécimes de tildpias usados foram todos machos adultos. Os peixes foram

cedidos pela APTA e entdo transferidos para a EMBRAPA — Meio Ambiente.

No experimento de pré-exposicdo ao E2 seguido de exposicdo ao BaP foram

usados peixes de 146,39 £ 33,57 ge 17,65 + 1,24 cm.

Durante os experimentos os peixes foram mantidos em aqudrios de vidro de 80 x
50 x 50 cm (comprimento x largura x altura) com 100 litros de dgua declorada, de poco
artesiano, sob constante aeragdo e temperatura controlada de 25 + 0,5° C e privados de
alimentagdo durante o periodo de experimental. Antes da adicdo dos contaminantes eles

foram aclimatados nos aquarios por 3 dias.

No experimento V foram usados 72 peixes divididos em 12 aqudrios. Grupos
foram pré-expostos ao BaP e ao E2 por 3 dias, individualmente, e posteriormente
expostos aos agrotéxicos, em mistura e individualmente, por mais 5 dias, conforme
ilustra a figura 32. As concentracdes usadas foram: 100 ug.L'] de benzo(a)pireno; 500

ug.L'] de diazinon; 1,5 ug.L'] de cipermetrina; 2,5 ug.L'] de 17B-estradiol.
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n=6/, n==o6 n=a6
BaP 8 dias BaP 8 dias BaP 8 dias e
e DZN 5 dias e CPN 3 dias (DZN+ CPN) 5 dias
n=6/, n==o6 n==a
E2 8 dias E2 8 dias E28 dias e
e DZN 5 dias e CPN 5 dias (DZN+ CPN) S dias
n=:06/, n==o6 n=0o
DZN 5 dias ‘ CPN 5 dias (DZN+ CPN) S dias
n=6/, n=a n=a
sem BaP8 dias E2 8 dias
contaminante

Figura 32: Representacdo esquemdtica do experimento V, no qual 3 grupos de tildpias Oreochromis
niloticus foram pré-expostos ao benzo(a)pireno e 3 grupos foram pré-expostos ao 17f-estradiol por 3 dias
e depois os grupos foram expostos aos agrotoxicos por mais 5 dias, totalizando 8 dias de exposicao.
Concentragdes: 100 pg.L"' de benzo(a)pireno; 500 pg.L™"' de diazinon; 1,5 pg.L™" de cipermetrina; 2,5
pg. L de 17B-estradiol.

Transcorridos os periodos experimentais, os peixes foram sedados com
benzocaina (65 mg/L de dgua) e sacrificados por sec¢ao cervical e o figado, branquias e

encéfalo foram dissecados e coletado sangue.

A atividade da CbE e da AChE foi medida pelo método de Ellman ez al. (1961).
As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de Burke e
Mayer (1985). A andlise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976).

A quantificacdo de proteinas total das amostras foi realizada segundo o método
de Bradford (1976). Os niveis de MDA foram quantificados por HPLC com detector
UV e monitorados a 532 nm (ALMEIDA et al., 2004; 2003). A analise de GSH foi
realizada por meio de HPLC acoplado a um detector eletroquimico, seguindo a

metodologia de Rodriguez-Ariza et al. (1994).

Para o teste do microniicleo e anormalidades nucleares, apds a fixacdo dos

esfregacos procedeu-se o processo de coloragdo pela reagdo de Schiff.

Para os dados foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste
de homogeneidade das variancias (Levene). Para dados paramétricos e homogéneos

aplicou-se Anova one-way seguido do teste post hoc de Tukey. Para os dados ndo
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paramétricos e/ou ndo homogéneos foi aplicado Kruskal-Wallis seguido do teste post

hoc de Dunn.
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2. Resultados

A atividade da EROD foi induzida pelo BaP no figado das tilapias apds 8 dias de
exposicao, pelo diazinon apds 5 dias de exposicdo e pela pré-exposicdo ao BaP por 3
dias seguida da exposicdo ao diazinon, cipermetrina e misturas deles apds 5 dias. A
atividade da enzima se mostrou diminuida no grupo pré-exposto ao E2 por 3 dias
seguido da exposicdo ao diazinon por 5 dias em relagcdo ao grupo exposto ao E2. O
grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto a cipermetrina apresentou maior
atividade em relacdo ao grupo exposto somente ao E2. O grupo pré-exposto ao BaP e
posteriormente exposto a cipermetrina apresentou inducdo bem acentuada da enzima
que enquanto o grupo exposto somente a cipermetrina apresentou a atividade inibida. O
mesmo ocorreu para os grupos pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto a mistura
dos agrotoxicos e somente a mistura dos agrotéxicos, e exposto ao diazinon e mistura
dos agrotéxicos. O grupos exposto somente ao BaP apresentou indu¢do da enzima mais
acentuada do que o grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente a mistura dos

agrotoxicos (Fig. 33).

400 - EROD m E2 8 dias

350 - *
o B BaP 8 dias
300 -
B DZN 5 dias
250 -
m CPN 5 dias

200 -
& (DZN+ CPN) 5 dias
150 -+

Il E2 3 dias DZN 5 dias
100 -

= E2 3 dias + CPN 5 dias

Atividade da EROD (% em relagéo ao controle)

50 -
0 B E2 3 dias (DZN + CPN) 5 dias
50 4 1 BaP 3 dias + DZN 5 dias
100 4 . BaP 3 dias + CPN 5 dias
C
150 # BaP 3 dias + (DZN+ CPN) 5 dias

Figura 33: Atividade da enzima EROD (7-etéxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 8 dias de exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais
5 dias de exposi¢do ao outro(s) contaminante(s)). Concentra¢des: 100 ug.Ll de benzo(a)pireno (BaP);
500 pg.L" de diazinon (DZN); 1,5 pg.L"' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L"' de 17B-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relacdo ao grupo controle. *
indica diferenca em relagdo ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05
foi considerado significativo. Teste de Dunn.
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Nas tilapias, todos 0s grupos experimentais, exceto o grupo pré-exposto ao BaP

e posteriormente exposto a mistura dos agrotoxicos, apresentaram inibicdo da BROD no
figado, superior a 50% em relacdo ao grupo controle. Os grupos exposto somente ao
BaP e mistura dos agrotéxicos apresentaram inibi¢do da enzima bem acentuada em
relacdo ao grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto a mistura dos

agrotoxicos (Fig. 34).

100 -
BROD ® E2 8dias
)
S B BaP 8 dias
= ab
8 s0 -
9 M DZN 5 dias
[e]
§ m CPN 5 dias
(0]
£ 01 % (DZN+ CPN) 5 dias
I
; Il E2 3 dias DZN 5 dias
o}
& -50 + = E2 3 dias + CPN 5 dias
©
§ % E2 3 dias (DZN + CPN) 5 dias
(0]
S 100  BaP 3 dias + DZN 5 dias
<C
.+ BaP 3 dias + CPN 5 dias
*
-150 - # BaP 3 dias + (DZN+ CPN) 5 dias

Figura 34: Atividade da enzima BROD (7-benzildxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 8 dias de exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais
5 dias de exposi¢io ao outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 pg.L"' de benzo(a)pireno (BaP);
500 pg.L"' de diazinon (DZN); 1,5 pg.L"' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L™" de 17B-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relacdo ao grupo controle. *
indica diferenca em relagdo ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05
foi considerado significativo. Teste de Dunn.
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A atividade da PROD foi induzida apenas pelo E2 apdés 8 dias no figado das

tilipias. Foi inibida pelo BaP apds 8 dias, pelos agrotéxicos individualmente e
misturados, apds 5 dias, e nos grupos pré-expostos ao E2 e BaP e depois expostos aos
agrotéxicos. A inibicdo foi mais acentuada nos grupos expostos somente ao diazinon e
cipermetrina em relacdo ao grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto ao
diazinon e cipermetrina, respectivamente. O mesmo efeito ocorreu para a pré-exposicao
ao E2 e os agrotoxicos. Enquanto que o grupo exposto somente ao E2 apresentou
inducdo de quase 50% na atividade da enzima, o grupo pré-exposto ao E2 e
posteriormente exposto a cipermetrina apresentou ligeira inibicdo na atividade, e o
grupo pré-exposto ao hormdnio e posteriormente exposto a mistura dos agrotdxicos

apresentou inibi¢do em torno de 100% (Fig. 35).

09 cfeg PROD m E2 8 dias
M BaP 8 dias
. B DZN 5 dias
m CPN 5 dias

® (DZN+ CPN) 5 dias

Atividade da PROD (% em relagdo ao controle)

-50 il 2 3 dias DZN 5 dias
= E2 3 dias + CPN 5 dias
® E2 3 dias (DZN + CPN) 5 dias
-100
= BaP 3 dias + DZN 5 dias
« BaP 3 dias + CPN 5 dias
150 # BaP 3 dias + (DZN+ CPN) 5 dias

Figura 35: Atividade da enzima PROD (7-pentdxiresorufina O-desalquilase) no figado de Oreochromis
niloticus apds 8 dias de exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais
5 dias de exposi¢do ao outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L"' de benzo(a)pireno (BaP);
500 pg.L"' de diazinon (DZN); 1,5 pg.L"' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L™" de 17B-estradiol (E2). Os
resultados estdo expressos em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relacio ao grupo controle. *
indica diferenca em relagdo ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05
foi considerado significativo. Teste de Dunn.

69



Capitule T11

A atividade da GST no figado das tildpias se mostrou diminuida pelo E2 e BaP

apos 8 dias, diazinon apds S dias, pré-exposicdo ao E2 e posterior exposi¢do ao diazinon
e pré-exposicdo ao BaP e posterior exposi¢do aos dois agrotoxicos individualmente. A
diminuicdo na atividade foi mais acentuada no grupo exposto somente ao BaP em
relacdo ao grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto ao diazinon e também
mais acentuada no grupo pré-exposto ao BaP e depois exposto ao diazinon em relacio
ao grupo exposto somente ao agrotoxico. A diminui¢do da enzima também foi mais
acentuada no grupo exposto somente ao BaP em relacio ao grupo pré-exposto ao BaP e
posteriormente exposto a cipermetrina. Porém a pré-exposicdo ao E2 seguida da
exposicao ao diazinon acentuou a diminui¢do da atividade em relacdo ao grupo exposto

somente ao hormonio (Fig. 36).

GST no figado
— ® E2 8 dias
H BaP 8 dias
m DZN 5 dias
B CPN 5 dias

& (DZN+ CPN) 5 dias
Il E2 3 dias DZN 5 dias

= E2 3 dias + CPN 5 dias

% E2 3 dias (DZN + CPN) 5 dias

Atividade da GST (% em relacéo ao controle)

-80 - % # BaP 3 dias + DZN 5 dias
acd
90 - <. BaP 3 dias + CPN 5 dias
-100 - % BaP 3 dias + (DZN+ CPN) 5 dias

Figura 36: Atividade da enzima glutationa S-transferase no figado de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias
de exposi¢@o a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo
ao outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L’1 de diazinon
(DZN); 1,5 ug.L" de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L”' de 17B-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos
em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relag@o ao grupo controle. * indica diferenga em relagéo
ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Tukey.
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A atividade da GST na brinquia das tilapias se mostrou diminuida pelo E2 e BaP

apds 8 dias, pelo agrotoxicos individualmente pos 5 dias, pela pré-exposicdo ao E2
seguida da exposicdo a cipermetrina e pela pré-exposicido ao BaP seguida da exposicio
a mistura dos agrotoxicos. E a atividade da enzima na brinquia se mostrou aumentada
pela pré-exposicdo ao BaP seguida da exposicdo aos agrotdxicos individualmente. A
exposicdo somente ao E2 acentuou a diminuicio na atividade da enzima em relagdo aos
grupos pré-exposto ao E2 e depois expostos ao diazinon, cipermetrina e mistura dos
agrotoxicos. A pré-exposicdo ao BaP e posterior exposicdo ao diazinon aumentou a
atividade da enzima em relagdo ao grupo exposto somente ao BaP e ao diazinon, que

diminuiram a atividade (Fig. 37).

GST na branquia

mE2 8 dias

M BaP 8 dias

m DZN 5 dias

m CPN 5 dias

® (DZN+ CPN) 5 dias
lilE2 3 dias DZN 5 dias
=E2 3 dias + CPN 5 dias

% E2 3 dias (DZN + CPN) 5 dias

2 BaP 3 dias + DZN 5 dias

Atividade da GST (% em relagéo ao controle)

“« BaP 3 dias + CPN 5 dias

-100 - % BaP 3 dias + (DZN+ CPN) 5 dias

Figura 37: Atividade da enzima glutationa S-transferase na branquia de Oreochromis niloticus apds 8 dias
de exposi¢@o a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo
a0 outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L‘1 de diazinon
(DZN); 1,5 pg.L" de cipermetrina (CPN); 2,5 pug.L™" de 17p-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos
em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relacdo ao grupo controle. * indica diferenca em relagéo
ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Tukey.
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No encéfalo das tildpias, somente a cipermetrina afetou a AChE, promovendo

aumento na atividade da enzima. E esse aumento foi em torno de 100% maior do que a
atividade da enzima nos grupos de pré-exposi¢do ao BaP e E2 seguidos de exposi¢io a

cipermetrina e mistura dos agrotoxicos em relacdo a cipermetrina somente (Fig. 38).

AChE no encéfalo

150
E2 8 dias
M BaP 8 dias
m DZN 5 dias
100 m CPN 5 dias

® (DZN+ CPN) 5 dias
Il E2 3 dias DZN 5 dias

= E2 3 dias + CPN 5 dias

Atividade da AChE (% em relagao ao controle)

> B E2 3 dias (DZN + CPN) 5 dias
= BaP 3 dias + DZN 5 dias
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Figura 38: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus apds 8 dias de
exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais 5 dias de exposi¢cdo ao
outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 pg.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L‘l de diazinon
(DZN); 1,5 pg.L" de cipermetrina (CPN); 2,5 pug.L™" de 17p-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos
em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relag@o ao grupo controle. * indica diferenga em relagdo
ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Dunn.
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A atividade da CbE no figado das tildpias foi diminuida pelo E2 ap6s 8 dias, pelos

agrotéxicos individualmente e misturados apds 5 dias, pré-exposicdo ao E2 seguida da
exposicdo ao diazinon e pré-exposi¢do ao BaP segioda da exposicdo aos agrotéxicos
individualmente e misturados. A atividade da enzima foi aumentada pelo BaP apds 8
dias e pela pré-exposicdo ao E2 e posterior exposi¢do a cipermetrina. A mistura dos
agrotéxicos inibiu a atividade da enzima em relagdo ao grupo pré-exposto ao E2 e
depois exposto a mistura dos agrotéxicos. Enquanto a pré-exposicao ao E2 seguida da
exposicdo a cipermetrina aumentou a atividade da enzima em mais de 150%, a
cipermetrina inibiu a enzima em mais de 50%. O grupo exposto ao diazinon apresentou
inibicdo mais acentuada em relagdo ao grupo pré-exposto ao BaP e depois exposto ao
agrotoxico, enquanto que o grupo exposto ao BaP somente apresentou aumento na
atividade da enzima e esse mesmo efeito se repetiu para a cipermetrina. Ainda,
enquanto o grupo pré-exposto ao E2 e depois exposto a cipermetrina apresentou
aumento na atividade da enzima em mais de 150%, o grupo exposto ao E2 somente

mostrou diminui¢do em mais de 50% na atividade (Fig. 39).
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Figura 39: Atividade da enzima carboxilesterase no figado de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de
exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais 5 dias de exposi¢cdo ao
outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L’l de diazinon
(DZN); 1,5 ug.L" de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L" de 17B-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos
em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relagdo ao grupo controle. * indica diferenga em relagdo
ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Dunn.
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Na bréinquia das tilapias, a atividade da CbE foi aumentada pelo E2 ap6s 8 dias e

pela cipermetrina apds 5 dias. O grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto a
cipermetrina mostrou menor aumento na atividade em relacdo ao grupo exposto a
cipermetrina e também em relagio ao grupo exposto ao hormdnio. A atividade da
enzima foi aumentada pelo E2 em mais de 200% em relacdo ao grupo pré-exposto ao
E2 e posteriormente exposto ao diazinon. A pré-exposicido ao BaP e posterior exposicio
aos agrotoxicos aumentou a atividade da enzima em relagdo ao grupo exposto somente
aos agrotoxicos. Enquanto que a pré-exposi¢cdo ao E2 e posterior exposi¢do a mistura
dos agrotéxicos causou ligeira inibicdo da enzima, a pré-exposi¢do ao E2 e posterior

exposicdo somente a cipermetrina causou aumento na atividade da enzima (Fig. 40).
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Figura 40: Atividade da enzima carboxilesterase na branquia de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de
exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais 5 dias de exposi¢cdo ao
outro(s) contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L’l de diazinon
(DZN); 1,5 ug.L" de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L" de 17B-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos
em porcentagem de aumento ou diminui¢do em relag@o ao grupo controle. * indica diferenga em relagdo
ao grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Dunn.
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Os niveis de MDA no figado das tildpias ndo foram alterados pelos tratamentos

testados (Fig. 41).
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o
% o1 BaP 3 dias + DZN 5 dias
“. BaP 3 dias + CPN 5 dias
0 - # BaP 3 dias + (DZN+ CPN) 5 dias

Figura 41: Niveis de malondialdeido no figado de Oreochromis niloticus apés 8 dias de exposi¢do a
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo ao outro(s)
contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L’1 de diazinon (DZN); 1,5
pg.L' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol (E2). Os resultados estio expressos em
porcentagem de aumento ou diminui¢do em relagdo ao grupo controle. Teste de Kruskal-Wallis.
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Na branquia das tilapias ocorreu aumento no nivel de MDA pelo tratamento de

pré-exposicdo ao E2 seguido de exposicdo a cipermetrina e diminuicdo pela pré-
exposicdo ao E2 seguida de exposi¢cdo ao diazinon e pela exposicdo ao BaP somente.
Ocorreu aumento nos niveis de MDA nos grupos pré-expostos ao BaP e posteriormente
expostos aos agrotoxicos individualmente em relagdo ao grupo exposto ao BaP
somente, que apresentou diminui¢do de MDA. J4 no grupo pré-exposto ao E2 e
posteriormente exposto ao diazinon ocorreu diminuic@o no nivel de MDA em relagdo ao
grupo exposto somente ao hormonio. Mas no grupo pré-exposto ao E2 e depois exposto
a cipermetrina ocorreu aumento no nivel de MDA em relagdo aos grupos expostos

somente ao hormoénio e a cipermetrina (Fig. 42).

MDA na branquia
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Figura 42: Niveis de malondialdeido na branquia de Oreochromis niloticus apds 8 dias de exposicdo a
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo ao outro(s)
contaminante(s)). Concentragdes: 100 ug.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L'1 de diazinon (DZN); 1,5
pg.L' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol (E2). Os resultados estio expressos em
porcentagem de aumento ou diminui¢cdo em relacdo ao grupo controle. * indica diferenca em relagdo ao
grupo controle. Letra igual indica diferenca significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Tukey.
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Os niveis de GSH no figado das tildpias aumentaram pelo BaP apds 8 dias, pelos

agrotéxicos individualmente apds S5 dias e pela pré-exposicdo ao E2 seguida da
exposicdo a mistura dos agrotéxicos. O grupo exposto somente ao BaP apresentou
maior nivel de GSH em relagdo aos grupos pré-expostos ao HPA e depois expostos aos
agrotéxicos individualmente. O grupo exposto somente ao diazinon apresentou maior
nivel de GSH do que os grupos a mistura dos agrotéxicos, e pré-expostos ao BaP e ao
E2 e depois expostos a ele. O grupo exposto somente a cipermetrina apresentou maior
nivel de GSH do que os grupos expostos a mistura dos agrotoxicos e pré-exposto ao E2

e depois exposto a ela (Fig. 43).
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Figura 43: Niveis de glutationa reduzida no figado de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de exposicdo a
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo ao outro(s)
contaminante(s)). Concentracdes: 100 ug.L’l de benzo(a)pireno (BaP); 500 ug.L’l de diazinon (DZN); 1,5
pg.L"' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L"' de 17B-estradiol (E2). Os resultados estdo expressos em
porcentagem de aumento ou diminui¢do em relagdo ao grupo controle. * indica diferenca em relagdo ao
grupo controle. Letra igual indica diferenga significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Dunn.

Os niveis de GSH na brinquia das tildpias aumentaram pelo BaP apds 8 dias,
pelos agrotoxicos individualmente, pela pré-exposicdo ao E2 e posterior exposicdo a
mistura dos agrotoxicos e pré-exposicio ao BaP seguida de exposicdo aos dois
agrotoxicos individualmente. O grupo exposto somente ao BaP apresentou nivel de
GSH aumentado em relacido aos grupos pré-exposto ao BaP e posteriormente expostos

as agrotoxicos individualmente. O grupo exposto ao diazinon somente apresentou nivel
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de GSH aumentado em relacdo ao grupo exposto a mistura dos agrotéxicos e pré-

exposto ao E2 e depois exposto a ele. O grupo exposto a cipermetrina somente
apresentou o mesmo efeito, nivel de GSH aumentado em relagdo ao grupo exposto
mistura dos agrotoxicos e pré-exposto ao E2 e depois exposto a ela. O grupo exposto a
mistura dos agrotéxicos apresentou menor nivel de GSH do que os grupos expostos aos
agrotéxicos individualmente e em relagdo ao grupo que foi pré-exposto ao E2 e
posteriormente exposto a mistura dos agrotéxicos, e o grupo que foi pré-exposto ao BaP
e posteriormente exposto a mistura dos agrotéxicos apresentou deple¢do no nivel de
GSH em relacdo ao grupo exposto a mistura. O grupo pré-exposto ao BaP e
posteriormente exposto a mistura dos agrotéxicos também apresentou deplecao no nivel
de GSH em relacdo ao grupo exposto somente ao BaP. E o grupo pré-exposto ao E2 e
posteriormente exposto a mistura dos agrotéxicos apresentou aumento de mais de 150%

no nivel de GSH em relacio ao grupo exposto somente ao E2 (Fig. 44).
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Figura 44: Niveis de glutationa reduzida na branquia de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de exposi¢do a
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposicdo seguido de mais 5 dias de exposicdo ao outro(s)
contaminante(s)). Concentra¢des: 100 pg.L’1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 pg.L’l de diazinon (DZN); 1,5
pg.L' de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L"' de 17p-estradiol (E2). Os resultados estio expressos em
porcentagem de aumento ou diminui¢cdo em relacdo ao grupo controle. * indica diferenca em relagdo ao
grupo controle. Letra igual indica diferenga significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo.
Teste de Dunn.
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No figado o IBR foi mais alto para o tratamento de pré-exposicdo ao E2 e

posterior exposi¢do a cipermetrina (6,641) seguido do tratamento de pré-exposicdo ao

BaP e posterior exposicdo a mistura dos agrotéxicos (6,403) (Fig. 45-A).

Na branquia o IBR foi mais alto para o tratamento de pré-exposicdo ao BaP e
posterior exposicao a cipermetrina (8,903) seguido do tratamento de pré-exposicdo ao

BaP e posterior exposicdo ao diazinon (6,979) (Fig.45-B).
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Figura 45: Indice integrado de resposta de biomarcadores (IBR) para o figado e brinquia em de
Oreochromis niloticus apés 8 dias de exposicdo a mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do
seguido de mais 5 dias de exposicio ao outro(s) contaminante(s)). Concentracdes: 100 pg.L”' de
benzo(a)pireno (BaP); 500 pg.L" de diazinon (DZN); 1,5 pg.L" de cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L™' de
17B-estradiol (E2).
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Em relacdo a efeitos genotdxicos das misturas, a exposicdo ao BaP aumentou a
frequéncia de anormalidades nucleares nos eritrécitos das tildpias ap6s 8 dias em
relac@o ao grupo controle. A pré-exposi¢do ao BaP seguida da exposicdo a cipermetrina
diminuiu a frequéncia de micronticleos em relacdo ao grupo exposto somente a
cipermetrina e o grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao diazinon
apresentou maior frequéncia de anormalidades em relagdo ao grupo exposto somente ao

diaizinon (tabela 6).

Tabela 6: Incidéncia de microndcleos e anormalidades nucleares (média e desvio
padréo) em eritrécitos de Oreochromis niloticus ap6s 8 dias de exposicao a mistura dos
contaminantes (3 dias de pré-exposi¢do seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao outro(s)
contaminante(s)).

Alteragdes controle  BaP Sdias 5:-;;‘“;’ E:-Eg:l; l E 3+dl;;;} mﬂ:ﬂzfm DIN Sdias  CPN Sdias E2 fdias Ifelz: :izai g;ii;'; Eﬁa:e
dias diay £ dias - - - CFN) & dias

MN 142108 L1:18 Te447 ERII ] 1B2240 102126 112160 131500 102154 05083 012040 0.B:204
BEL 0682142 064121 0i+121 052112 15833 014040 0+ 1,60 03+ 0,81 551836 171335 0,6+ 0,81 044098
NT 19141032 24821334 58:08F 1102684 200121384 1502740 27521688  2T6: 1879 1712738 64,02 30,18 165007 16821012
LB 184£841  273:30 T1+73 2562983 1282842 18321685 33822360 201:1040 24021226  535:2400 136:688 26821421
BE 04105 0,04 0,00 031051 064121 L0t 126 064121 152312 084132 L5+250 014037 0.3+ 081 05122
BN 0,0 0,00 0,04 0,00 0,02 0,00 002000 012040 002000 01040 0,02 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00
CA 0,0+ 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00 0,0+ 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00 0,0 0,00 0,04 0,00 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00
MT 642353 1042292 182318 632318 TTE455 562432 1082 7,60 81522 802516 20,02 865 512308 TArd 4l
TA 426a THda 04 454 60 410 TR 58 78 1686 ¢ iy 40
NCA 18000 1800 18000 18000 18000 18000 18000 18000 18000 18000 L3000 18000

MN: microndcleo; BL: nicleo blebbed; NT: nicleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula
binucleada; CA: caridlise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alteracdes; NCA: nimero
total de células analisadas. Concentragdes: 100 pg.L"' de benzo(a)pireno (BaP); 500 pg.L" de diazinon
(DZN); 1,5 pg.L"' de cipermetrina (CPN); 2,5 pgL”' de 17p-estradiol (E2). Letras iguais indicam
diferenca significativa.Teste de Dunn.

As frequéncias de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched
e lobed > blebbed > brokeneggs > célula binucleada. Nao foi observada caridlise. A
figura 47 mostra eritrécitos normais, micronucleados e as anormalidades nucleares

observadas nas til4pias.
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Figura 47: Esfregaco sanguineo de tilapias Oreochromis niloticus apds 8 dias de exposicdo a mistura dos
contaminantes (3 dias de pré-exposicao seguido de mais 5 dias de exposi¢do ao outro(s) contaminante(s)).
Concentragdes: 100 pg.L‘1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 pg.L‘1 de diazinon (DZN); 1,5 ug.L‘1 de
cipermetrina (CPN); 2,5 pg.L" de 17B-estradiol (E2). A: eritrécitros normais. B: microniicleo (seta). C:
célula binucleada (seta). D: nidcleo notched (seta). E: nucleo lobed (seta). F: nicleo blebbed. G:
brokeneggs (seta). Coloragdo: Reacgdo de Feulgen.

3. Discussao

Os grupos pré-expostos ao BaP apresentaram inducdo ao EROD e a posterior
exposicdo aos agrotdxicos ndo teve efeito significativo na atividade da enzima
mostrando que o HPA ¢ indutor da isoforma mas esses achados sugerem que a isoforma
ndo € importante na biotransformagdo do diazinon e cipermetrina. Ja a pré-exposi¢do ao
E2 teve efeito adverso; associado a cipermetrina aumentou a atividade da EROD e,
associado ao diazinon e mistura deles diminuiu a atividade da enzima. O E2 sozinho
ndo afetou a atividade da EROD, mas reduziu o nivel da atividade para valor bem
préximo ao do grupo controle e com a adi¢do do diazinon a atividade reduziu ainda
mais. Os resultados para pré-exposicdo ao E2 e adicdo do parecem sugerir que a

interag@o deles tem efeito na diminuicdo da atividade da EROD.
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As misturas dos contaminantes de modo geral, independentemente do
agrotéxico, promoveu inibicio da BROD no figado nas tildpias. Apenas o BaP teve
efeito indutor na atividade mas somente com a posterior adicdo dos agrotoxicos em
conjunto, resultado diferente do observado para a exposicdo ao BaP associado a cada

agrotéxico isoladamente.

O mesmo efeito de inibi¢cao foi observado para a PROD no figado das tildpias.
As pré-exposi¢cdes ao BaP e ao E2 minimizaram a inibicdo da enzima pela exposicdo
aos agrotoxicos individualmente mas nas exposicdes subsequente as misturas deles o
BaP e o E2 ndo tiveram efeito sobre a atividade da enzima. Esses resultados sugerem
que € a interacdo do efeito da pré-exposicdo a um dos compostos com um agrotéxico
que induz a enzima. A adi¢do dos agrotéxicos, individualmente, mas principalmente
misturados, reduziram a atividade da enzima que fora induzida pelo E2 sozinho,
sugerindo a atuagdo desta isoforma P450 na biotransformacao do hormonio e a ag¢do dos

agrotoxicos principalmente a associagdo deles, inibindo esse mecanismo.

A pré-exposicdo ao E2 ndo foi significativa na atividade da EROD, quando o
diazinon, a cipermetrina e o BaP foi adicionados, na atividade da BROD, quando o os
agrotéxicos foram adicionados e na atividade da PROD quando o BaP foi adicionado.
Quando o BaP foi adicionado, houve inducdo na atividade da BROD e quando os
agrotoxicos foram adicionados, houve diminuicdio na atividade da PROD. A pré-
exposicdo ao BaP nio foi significativa na atividade da EROD quando o diazinon e o E2
foram adicionados, na atividade da BROD quando nenhum dos compostos foi
adicionado. Quando a cipermetrina foi adicionada, houve induc¢do na atividade da
EROD, e quando os agrotdxicos foram adicionados houve diminui¢do na atividade da
PROD. Esses achados mostram que a PROD foi mais responsiva as pré-exposicoes € a

adicao dos agrot6xicos causam mais efeitos nas enzimas de fase / do que o BaP.

Logo, esses achados parecem sugerir que a pré-exposicdo ao E2 induzindo a
atividade da BROD com a adi¢do do BaP poderia vir a acelerar a sua biotransformacao;
ja a diminui¢do na atividade da PROD com a adi¢do dos agrotoxicos poderia vir a
diminuir a biotransformacgdo deles. A pré-exposicao ao BaP induzindo a atividade da
EROD com a adi¢do da cipermetrina, poderia vir a acelerar sua biotransformacio; ja a
diminuicdo na atividade da PROD com a adicdo dos dois agrotéxicos poderia vir a
diminuir a biotransformacgdo deles. Entdo, de modo geral, a adicao dos agrotdxicos,

independente da pré-exposicdo, causa diminui¢do na atividade da PROD.
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A mistura do BaP, E2, diazinon (OP) e cipermetrina (PI), juntos, em maior
concentracdo foi mais responsiva nos biomarcadores nas tildpias. E a resposta sobre os
biomacardores nas tildpias pode ser adversa quando o contaminante esta associado a
outro, de outra categoria, sendo que um efeito se sobressai ao outro. Houve inducio da
EROD mostrando que o efeito do BaP se sobressaiu ao inibidor do E2 e a inibicdo da
CbE no figado foi mais acentuada pelas misturas dos contaminantes do que pelo
diazinon isolado mostrando que a interacdo dos compostos estd potencializando o efeito

sob a enzima.

Apesar do grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao diazinon
mostrar diminuicdo na atividade da EROD em relagdo ao grupo exposto somente ao
hormdnio, em relacdo ao grupo pré-exposto ao hormonio e posteriormente exposto a
mistura dos agrotdxicos nao houve diferenca. Esses achados mostram que a associacio

dos dois agrotéxicos ndo se potencializou.

O que pode ter acontecido, por exemplo, foi que a inducdo de isoforma (s) CYP
por um dos agrotoxicos gerou metabdlito (s) que induziu ou potencializou a
biotransformagdo do outro agrotéxico. Para as associagdes do E2 e do BaP com a
cipermetrina, que foram mais responsivas nos biomarcadores no figado e branquia
respectivamente, pode ter também ter acontecido o inverso. A biotransformacdo do
primeiro composto inibiu alguma isoforma (s) CYP que atuaria na biotranformacdo da
cipermetrina. Ou talvez outro fendmeno, a biotransformag¢do do primeiro composto
gerou metabdlito (s) que inibiu a biotransformacdo da cipermetrina ou potencializou as
respostas. A isoforma 1A aumentou (EROD) com a concentracio de 2,5 pg.L'1 do E2
por 5 dias, no primeiro experimento, de exposicdo 5 por dias, coincidindo com o
periodo de pré-exposi¢do das tildpias. A adicdo da cipermetrina diminuiu a atividade da
EROD, no experimento V. A atividade da EROD néo foi avaliada na branquia, assim

nao temos como inferir se a resposta foi a mesma.

Na atividade da GST no figado das tildpias, a posterior exposicdo ao diazinon
minimizou a reducdo na atividade da enzima causada pela pré-exposicdo ao BaP mas ao
contrdrio, o BaP sozinho, potencializou a diminuicdo na atividade da enzima. Ja na pré-
exposicao ao E2 a posterior exposicdo ao diazinon potencializa a reduc@o na atividade
da GST. Assim nossos resultados mostraram que, de maneira geral, os tratamentos

testados ndao induziram a GST no figado das tildpias, ao contrdrio, diminuiram a
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atividade. E o s6 diazinon, e somente na presenca do BaP, parece induzir a fase /I da

biotransformacao nas tildpias.

Na branquia, a atividade da GST respondeu diferente, pois ocorreu indugao e foi
pela pré-exposicio ao BaP seguida das exposi¢cdes aos agrotoxicos isolados.
Individualmente, o BaP, o diazinon e a cipermetrina diminuiram a atividade da enzima
revelando que € atribuida ao efeito da pré-exposicdo seguido da associacdo com o
agrotéxico o aumento na atividade. O E2 sozinho causou maior diminuicdo na atividade
da GST do que a pré-exposicio ao E2 seguida das exposi¢cdes aos agrotdxicos
individualmente e misturados, sendo que a associagdo com o diazinon levou o nivel da
atividade préxima ao do grupo controle. Também observamos que associado com o BaP
o diazinon minimiza a reducfo na atividade da GST no figado. De modo geral as taxas
de variacdes observados nos grupos experimentais com relacdo ao grupo controle
observadas na branquia comparadas com o figado foram menores e a brinquia
apresentou grupos com indug¢do na atividade da enzima mostrando que a esta estrutura é

mais sensivel no processo de biotransformacio das misturas testadas do que o figado.

A atividade da AChE no encéfalo das tildpias sé foi afetada pela cipermetrina,
individualmente, apesar do potencial efeito inibidor do diazinon. Nos grupos onde a
cipermetrina estava em associacdo nio ocorreu esse efeito de aumento na atividade da
enzima e no grupo exposto a mistura dos dois agrotoxicos, o efeito inibidor do diazinon
ndo se sobressaiu. Na literatura ha relatos de efeito contririo na enzima pela
cipermetrina em peixes. Marigoudar et al. (2009) observaram inibicdo em Labeo rohita
com 0,33 pg.L”" por 14 dias pelo composto. E Kumar er al., (2009) observaram

inibicdo por concentragcdes de 60-80 ug.L'1 por 4 dias em Channa punctatus.

Em relacdo a atividade da CbE no figado das tildpias, apesar de somente o
diazinon ser o potencial inibidor da enzima, em geral houve diminuicdo na atividade.
No grupo pré-expostos ao BaP e depois expostos ao diazinon e cipermetrina houve
inibicdo mas o BaP sozinho promoveu aumento na atividade da enzima. A
carboxilesterase ¢ uma hidrolase de fase I; assim nossos resultados poderiam estar
mostrando a atuacdo da enzima na biotransformacio de algum metabdlito do HPA. O
diazinon potencializou a inibicio da CbE no grupo pré-exposto ao BaP, ai sim
evidenciando o seu efeito. A pré-exposi¢do ao E2 seguida da exposicdo a mistura dos
agrotoxicos causou ligeiro aumento na atividade da enzima, mas a s6 a mistura dos

agrotoxicos inibiu, novamente revelando o efeito do diazinon. E a pré-exposicdo ao E2
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seguida da exposi¢do a cipermetrina promoveu um aumento na atividade da enzima
enquanto que s6 o E2 e sé o agrotéxico causaram diminui¢do na atividade; esses
achados sugerem que a associag@o desses dois compostos induz a biotransformacdo de

algum(s) metabdlito(s) pela hidrolase.

Assim como a GST, a CbE respondeu de modo bem diferente do observado do
figado, na branquia das tildpias. O grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto a
mistura dos agrotéxicos apresentou atividade bastante diminuida em relagdo ao grupo
exposto somente ao E2, efeito atribuido ao papel inibidor do diazinon na mistura. O
mesmo ocorreu para o grupos pré-expostos ao BaP e depois exposto a mistura dos
agrotoxicos e E2 e depois ao diazinon, sempre se sobressaindo o efeito inibidor do
organofosforado. A pré-exposicdo ao E2 seguida da exposicdo a cipermetrina diminuiu
a atividade da enzima em relacdo aos compostos individualmente, diferente do
observado no figado, onde a interacdo dos dois aumentou a atividade da enzima. Isso

ressalta as particularidades metabdlicas entre a branquia e o figado.

Na branquia das tilapias, independentemente da posterior exposi¢do aos
agrotoxicos, individualmente, os grupos pré-expostos ao BaP apresentaram maiores
niveis de MDA do que o grupo exposto somente ao BaP, que apresentou diminuico;
isso sugere que as células respondem melhor quando expostas somente ao BaP pois
conseguem combater esses metabdlitos indicativos de estresse oxidativo. A pré-
exposicdo ao E2 seguida da exposicdo ao diazinon teve o nivel de MDA diminuido pelo
agrotoxico em relacdo ao E2 também sugerindo uma resposta das células ao EO, mas a
pré-exposicdo a cipermetrina teve efeito inverso, sendo que o agrotdéxico aumentou o
nivel de MDA, mostrando efeito adverso entre os agrotéxicos para biomarcador de
estresse oxidativo. E a pré-exposicdo ao E2 potencializou o aumento no nivel de MDA

causado pela cipermetrina.

No figado das tildpias nos niveis de GSH se mostraram menores nos grupos
submetidos as associagdes de contaminantes em relacio aos contaminantes
individualmente; a dnica exce¢do foi o grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente
exposto a mistura dos agrotdxicos, que apresentou nivel semelhante ao dos grupos
expostos aos contaminantes isolados, mas esse efeito se deve a mistura dos agrotdéxicos,
pois o E2 sozinho também foi exce¢do dentre os contaminantes individualmente pois o

grupo de tildpias exposto a ele apresentou nivel de GSH préximo ao do grupo controle.
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Ou seja, é a pré-exposicdo ao hormodnio associada ao efeito da interacdo dos dois

agrotoxicos que estimula a sintese de GSH.

Os niveis de GSH na branquia das tildpias se mostraram em um padrio
semelhante ao encontrado no figado. De um modo geral os resultados observados para
0s grupos expostos as misturas sugere deplecio de GSH, podendo ser atribuida a
atividade da GST que usa a glutationa como cofator, ou situagdo de estresse oxidativo
onde a glutationa é requerida para neutralizar radicais livres. Variagdes no nivel de
MDA como foram observadas na branquia pode estar atrelado a esses achados.

Em relacio a efeitos genotoxicos nos eritrécitos das tildpias, a posterior
exposicdo a cipermetrina no grupo pré-exposto ao BaP promoveu diminuicdo na
frequéncia de microndcleos; no entanto apesar no potencial genotéxico do BaP, ele
sozinho ndo acarretou em aumento na taxa de MN. J4 a adi¢do do diazinon no grupo
pré-exposto ao E2, cujo potencial genotoxico ndo € significativamente reconhecido,
aumentou a frequéncia de anormalidades nucleares e o diazinon sozinho também nio
acarretou em alteracdo na taxa de anormalidades como também ndo € significativo seu

potencial genotdxico, mas a interacdo deles sim teve efeito.

A pré-exposicdo do E2 e do BaP com a cipermetrina ter se mostrado mais
responsiva do que a associacdo com o diazinon, um composto organofosforado, nio &
surpreendente. De fato para peixes os piretrdides sdo agrotéxicos mais toxicos do que
para mamiferos com a CLsg da cipermetrina para vérias espécies variando de 0.4-3.20

Ig/L em 96 hs (Anadén et al. 2009).

Essa resposta observada é bastante instigante. Os peixes machos nao sintetizam
vitelogenina, proteina precursora da proteina constituinte da gema do ovo, mas eles
apresentam o gene para sintese dela, a partir do estimulo do E2 caso sejam expostos a
ele. Assim o figado dos peixes machos € bastante sensivel ao hormoénio passando a
sintetiza-la quando expostos ao E2, pois os hepatdcitos tém receptores para ele (Navas e
Segner, 2001). Logo ndo é de nos surpreendermos do figado de tildpias machos se
mostrar mais sensivel ao hormdnio do que ao BaP, que ja estd sendo metabolizado pela

branquia e sangue até que chegue até ele.

Apesar dos dois agrotoxicos usados no estudo serem neurotdxicos, a associagdo
deles ndo acarretou em mais respostas nos biomarcadores avaliados para as tildpias,

pelo contrario, o IBR para o tratamento com os dois agrotoxicos isolados foi maior nos
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dois tecidos do que para o IBR dos tratamentos dos agrotdxicos misturados. Na
branquia os valores de IBR para os tratamentos com misturas estdo menores do que os
tratamentos com misturas no figado e o IBR do figado também se mostra maior do que
na branquia. Ou seja, as misturas, mais do que os contaminantes isolados afetaram os

biomarcadores e o figado apresentou mais altera¢des nos biomarcadores.

Os dois agrotéxicos (PI e OP), mesmo de categorias bioquimica diferentes, sdo
neurotdxicos e ndo observamos efeitos potencializados quando associados. Pelo
contrario, o IBR mostrou que misturados, eles nao causam menos efeitos nos
biomarcadores estudados, no figado e na branquia. O esperado era que, a exposi¢do ao
diazinon (OP) inibindo a CbE, diminuisse a taxa de hidrdlise da cipermetrina, como um

composto piretréide, um éster (WHEELOCK et al., 2008).

E mais uma vez o figado se mostrou responder diferente das branquias, pois o
figado se mostrou mais sensivel a pré-exposi¢do ao E2 enquanto que a branquia foi a

pré-exposicdo ao BaP.

Ha na literatura relatos de que exposicdo a BaP causa diminui¢do do nivel de E2
(HOFFMANN; ORIS, 2006) pois induz atividade P450, em rato (VAN LIPZIG et al.,
2005). Estudo mostrou que a exposi¢do aos organosforados clorpirifos e fonofos e
piretréides deltametrina e permetrina inibem a metabolizacio do E2 por CYP3A4
(USMANI et al., 2006). Assim estudos t€ém mostrado que a associacdo de
contaminantes afeta a biotransformacdo deles individualmente e é importante que isso

seja avaliado.

N

Observamos que a exposicdo ao BaP em tildpias pré-expostas a mistura de
cipermetrina (PI) e diazinon (OP) induz a BROD e a exposicdo ao E2 em tildpias pré-
expostas a mistura de cipermetrina (PI) e diazinon (OP) diminui a atividade da PROD.
Estudo anterior em nosso laboratério mostrou que a pré-exposicdo por 3 dias a 500
u g.L'1 de BaP nao afetou a atividade da CbE na branquia de tilapias mas a adi¢do de
500 ug.L'1 de diazinon inibiu a enzima apds 2 dias, revelando que a pré exposicdo ao
HPA nio teve efeito na atividade da esterase e que prevaleceu o efeito inibido do

agrotoxico (TRIDICO et al., 2010).

Elhalwagy e Zaki observaram que o clorpirifos a 20 mg/Kg (OP) inibiu a CbE

ap6s 7 e 14 dias em ratos e a deltametrina a 2 mg/Kg (PI) ndo, mas a mistura deles
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também inibiu, mostrando que o feito inibidor do organofosforado se sobressai, como

também observamos no nosso experimento de mistura a todos os contaminantes.

Liu et al. (2006) observaram em ratos que 1/600 da CL50 de cipermetrina em
mistura com metil paration (OP) diminuem os niveis de E2 atuando, em associagao,

como desreguladores enddcrinos nos animais.

Micronticleos (MN) e aberracdes cromossOmicas (quebras) foram
diagnosticados em Channa punctata expostos a cipermetrina em concentragdes de 0,4-
1,2 pg.L'1 por periodos de 48 a 72 horas (ANSARI ef al., 2011). Em baixas
concentracdes, de 10"'% ¢ 10® M, o diaznon causou MN em culturas de células de
mamiferos MCF-7 (UKPEBOR et al., 2011) e a 750 uM causou MN em linfécitos
humanos (KARAMIAN et al., 2013).

O E2 nio € reconhecido por apresentar potencial genotdxico, até porque € um
hormdnio natural, mas causou MN e anormalidades nucleares em Dicentrarchus labrax

em concentracdes de 200 e 2000 ng.L'] (TELES et al., 2000).

Observamos que a pré-exposi¢do ao E2 potencializou a taxa de anormalidades
nucleares em relagdo a adi¢do ao diazinon. O que pode ter acontecido € que a pré-
exposicdo gerou algum metabdlito que ao reagir com o diazinon ou algum metabdlito

seu, gerou um composto genotoxico.

Também vimos que a pré-exposi¢do ao BaP minimizou a frequéncia de MN em
relacd@o a adi¢@o da cipermetrina. Como o BaP sozinho ndo induziu aumento na taxa de
MN, pode ter acontecido evento semelhante ao descrito anteriormente; a pré-exposicao
gerou algum metabdlito que ao reagir com a cipermetrima ou algum metabdlito seu,

gerou um composto genotoxico.

Tem se discutido que os micronicleos possam ser uma forma de eliminacio de
algum tipo de dano sobre o material genético. Fernandes et al., 2007 demostraram em
Allium cepa que o sistema-teste quando exposto ao agrotéxico herbicida trifluralina,
tem o material nuclear amplificado, em decorréncia de acdo aneugénica do composto
(aumento no nimero de cromossomo) e houve a eliminacdo de material sob a forma de
MN. Evento similar foi observado em tumores humanos; a presenca de oncogene
amplificado nesses tumores, geralmente presentes em elementos extracromossdmicos

seria acelerada pela formacdo de MN (VON HOFF et al., 1992).
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As anormalidades, nesse trabalho como um todo, foram mais frequentemente
observadas em relagdo aos microndcleos. Elas sdo mais espontaneamente encontradas
em relacdo aos microndcleos (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003). Fenechand e
Crott (2002) atribuem a alta taxa de anormalidades nucleares em linfécitos humanos em
condicdo de deficiéncia de acido félico. O folato participa do processo de sintese e

reparo do DNA, atuando na metilacdo da citosina, e na sintese de purinas e pirimidinas

(DUTHIE, 2011).
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Capitulo IV

Estudo de monitoramento ambiental do rio Tieté no trecho do

municipio de Aracatuba — SP

A cidade de Aracatuba € conhecida como a ‘“capital do boi gordo” pela
importante atividade de pecudria, mas que vem sendo substituida pela atividade
sucroalcooleira em virtude da disponibilidade de terras, proximidade com o rio Tieté e

incentivos fiscais.

No entanto nos ultimos 10 anos tém ocorrido na regido significativo aumento do
setor sulcroalcooleiro em substituicao a pecudria e constru¢do de condominios e clubes
nduticos na cabeceira do rio e ainda ndo se conhece a influéncia dessas atividades na

saide da fauna aquética da regiao.

De 2004 a 2009 o cultivo de cana-de-agticar aumentou 238,5% em Aracatuba; é
a segunda regido que mais cresce em producgdo, sé perde para Sdo José do Rio Preto
(RUDOREFEF et al., 2010).

Objetivos

»  Testar se as tilapias expostas as aguas coletadas nos pontos do rio Tieté
apresentam alteracdes bioquimicas, influenciados pelas atividades de lazer
dos condominios nduticos e atividades canavieiras na regido ou pelos

contaminantes decorrentes dessas atividades;

»  Testar se ha diferenga nas respostas bioquimicas entre as estacdes seca e
chuvosa, influenciadas por fatores ambientais e econdmicos caracteristicos da

regifo.

1. Material e Métodos

Os peixes usados nos experimentos de exposicdo a dgua do rio Tiet€ foram
machos adultos, foram cedidos pela Profa. Dra. Eliane Gongalves de Freitas (do Dep.
Zoologia e Botanica, IBILCE, UNESP, Sao José do Rio Preto) e transportados até um
rancho no condominio Copacabana, em Aracgatuba - SP, onde foram mantidos por 5 dias

em caixa de PVC com 500 litros de dgua, com oxigenagao.
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Antes dos experimentos os peixes eram alimentados com racdo petelizada (24%

de proteina), uma vez ao dia.

O experimento na estacido seca foi realizado em setembro de 2012 e foram
usados peixes de 89,81 = 8,01 ge 14,51 £ 0,15 cm. O experimento da estagdo chuvosa
foi realizado em fevereiro de 2013 e foram usados peixes de 87,52 + 8,41 ge 13,47 +
0,20 cm.

Inicialmente foi proposto no projeto que o estudo de monitoramento seria
realizado no rio (Fig. 48), onde os peixes seriam alojados em gaiolas e estas presas as
margens e mantidas 14 por 3 dias, e entdo coletados. No entanto em visita prévia dos
pontos diagnosticou-se baixa concentracao de oxigénio dissolvido na 4gua nesses locais
atribuida a presenca de superpopulagdo de macrofitas elodea, vulgarmente conhecida
por rabo de gato, nas margens do rio (Fig. 48-D e E), um problema que afeta ndo

somente a regido de Aragatuba.

Em todos os pontos analisados a concentragdo de oxigénio dissolvido ndo
chegou a 4 mg.L"' e o recomendado para tildpias é de 6-8 mg.L"'. Entdo tivemos a ideia
de coletar a dgua, colocé-la em aquarios de 20 litros, oxigena-la por meio de bomba e 14
manter os peixes durante o periodo experimental. Os experimentos de exposicdo dos
peixes a agua do rio foram realizados no rancho, no condominio Copacabana, em
Aracatuba. Galdes foram usados para coletar d4gua de 4 pontos do rio por meio de um

bote movido a motor de popa.

Os experimentos de exposicdo dos peixes a dgua do rio foram realizados no
rancho, no condominio Copacabana, em Aracgatuba. Galdes foram usados para coletar

dgua de 4 pontos do rio por meio de um bote movido a motor de popa.
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Figura 48: Fotografias do rio Tieté, no municipio de Aragatuba — SP (fonte: autora). A: Tieté Resort
Convention Aragatuba. B: condominio Residencial Copacabana. C: usina sulcro-alcoleira Raizen. D e E:
margem do rio habitada por algas elodea.
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O mapa na figura abaixo mostra a drea do rio Tieté que foi estudada.

A  Ponto 4.,

*
1

"
L] .

Ponto3"""

L]

A: Foto de satélite do trecho do rio Tieté em Aragatuba —
SP onde foi realizado o estudo de monitoramento. (fonte:
Google Earth, data 5/10/2013. Localizagdo 20°55725.71”S
50°24°12.56”0

B: Detalhe do Ponto 1, considerado “referéncia” pois a
area € margeada por mata preservada e o fluxo do rio corre
em direcdo aos outros pontos. Localizagdo: 21°07°16.65”S
50'14°14.57°0

C: Detalhe dos Pontos 2 e 3. O Ponto 2 localiza-se no
condominio ndutico Copacabana (a) e o Ponto 3 localiza-
se proximo a canavial (a) e usina sucroalcooleira Raizen
(b). Localizagdo: 21°02°47.62”S 50°26°30.61°0

D: Detalhe do Ponto 4. Brago do rio localizado a 0,5 Km
da usina sucroalcooleiraa Aralco. Localizacdo:
20'54735.37”S 50°24°23.65”0

O rio corre no sentido do ponto 1 ao 2. O ponto 1 (B), o primeiro da drea
escolhida, ¢ margeado por mata preservada com mais de 1 Km de extensio e forma uma
espécie de lagoa natural na regido, conforme a foto B e por isso foi considerado o ponto

“referéncia”.

O ponto 2 (C — x) € margeado por condominio ndutico com cerca de 700 lotes

residenciais (a), com intensa atividade de lazer, principalmente nos finais de semana,
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feriados e periodo de férias escolares. O local serve para banho, atividade de pesca e

embarque/desembarque de lanchas, moto aqudtica e motores de popa.

O ponto 3 (C-+) é margeado por drea impactada ocupada por canavial (c) e

préximo a usina sucroalcooleira (b).

O ponto 4 (D) é um braco do rio, proximo a usina sucroalcooleira. Ndo ha
canavial nas redondezas, porém, ha relatos de funciondrio da usina que o braco do rio

recebe efluente direto da usina (comunicagéo pessoal).

A figura 49 mostra em detalhe cada um dos pontos estudados.

Figura 49: Detalhe dos pontos do rio Tieté, Aragatuba - SP (fonte: autora)
A: Ponto 1 - drea preservada (referéncia)

B: Ponto 2 - condominio Residencial Copacabana

C: Ponto 3 - drea proxima a canavial e usina sucro-alcooleira

D: Ponto 4 - brago do rio Tieté que recebe efluente de usina sucro-alcooleira

No rancho, caixas de plastico que serviram como aqudrios foram preeenchidas
com 20 litros de dgua e oxigenadas artificialmente e entdo os peixes foram colocados
(um animal por caixa) e mantidos nessa dgua por 3 dias (periodo experimental). Foram
usados no estudo 5 peixes expostos a dgua de cada um dos 4 pontos de coleta,

totalizando 20 animais (Fig. 50).
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Figura 50: Experimento de exposicdo das tildpias Oreochromis niloticus & dgua do rio Tieté de Aragatuba -
SP. A: rancho no condominio Copacabana onde foi montado o experimento. B: caixa (500 litros) onde os
peixes permaneceram por 5 dias para aclimatacdo apds a viagem. C: galdes usados para coleta de dgua do
rio. D e E: experimento de exposi¢do dos peixes a dgua do rio. F: mensurag@o de parametro fisico-quimico
da 4dgua. G e H: coleta de material bioldgico.

Transcorridos os periodos experimentais, os peixes foram sedados com
benzocaina (65 mg/L de 4dgua) e sacrificados por sec¢do cervical e o figado, branquias e
encéfalo foram dissecados e coletado sangue. Os tecidos foram armazenados em
nitrogénio liquido e transportados para o laboratério. Com o sangue foi feito esfregaco e

entdo fixados com metanol.
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A atividade da CbE e da AChE foi medida pelo método de Ellman ez al. (1961).

As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de Burke e
Mayer (1985). A andlise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976).

A quantificagio de proteinas total das amostras foi realizada segundo o método
de Bradford (1976). Os niveis de MDA foram quantificados por HPLC com detector
UV e monitorados a 532 nm (ALMEIDA et al., 2004; 2003). A analise de GSH foi
realizada por meio de HPLC acoplado a um detector eletroquimico, seguindo a

metodologia de Rodriguez-Ariza et al. (1994).

Para o teste do microniicleo e anormalidades nucleares, apds a fixacdo dos

esfregacos procedeu-se o processo de coloragdo pela reacao de Schiff.

Para os dados foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste
de homogeneidade das varidncias (Levene). Os dados ndo paramétricos foram
normalizados por transformacao quadratica, logaritmica ou reciproca. Aplicou-se Anova

two-way seguido do teste post hoc de Tukey.

2. Resultados

As caracteristicas quimicas e fisicas da dgua coletada nos pontos estudados estdo

descritas na tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas da dgua coletada no trecho do rio Tiet€ no
municipio de Aragatuba — SP. Exposicao de tildpias Oreochromis niloticus a dgua do rio
por 3 dias.

COLETA DA AGUA EXPOSICAO DOS PEIXES
Inicio do periodo Final do periodo (3 dias)
[0,] dissolvido Temperatura pH Temperatura [0,] dissolvido pH Temperatura [0,] dissolvido
(mg.L™") (C) (0 (mg.L") 0 (mg.L™")

ESTACAO

SECA

Ponto 1 3,89 27,5 7,72 +0,24 26,8 +0,23 6,51 +0,31 7,89 +0,04 28,5+0,22 6,23 +0,14

Ponto 2 2,81 28,5 7,99 £0,24 26,7 0,50 6,84 +0,21 7,92 £0,08 28,3+0,10 6,15+0,21

Ponto 3 3,55 27,6 7,84 £0,07 27,0+0,12 6,66 0,17 7,88 £0,08 28,6 £0,21 6,15+0,22

Ponto 4 4,11 26,8 7,85 +0,08 27,9+0,19 6,58 +0,25 8,03 £0,06 28,9+0,15 6,19+0,18
ESTACAO
CHUVOSA

Ponto 1 2,31 29,1 7,90 +0,03 27,3+0,74 6,88 +0,19 7,46 +0,12 28,0+0 6,17 +0,21

Ponto 2 3,18 28,1 7,88+0 26,7+0 6,74 + 0,24 747+0,14 279+0 6,15+ 0,20

Ponto 3 2,97 28,5 7,89 +0,01 26,6 +0 6,67+0,33 7,41+0,13 279+0 6,17+0,15

Ponto 4 4,34 27,8 7,92 +0,01 26,6 0,08 6,63 0,30 7,54£0,11 279+0 6,18 £ 0,15

Os valores dos parametros dos pontos para exposi¢do dos peixes referem-se a média e desvio-padrdo das
mensuragdes nos aqudrios, para cada grupo experimental. Na estagdo seca o experimento ocorreu em
setembro de 2012 e na estacdo chuvosa, em fevereiro de 2013.
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Como pode ser observado, pH, temperatura e nivel de oxigénio dissolvido ndo
mostraram oscilacdes considerdveis durante o periodo experimental e nem entre os
grupos experimentais. O uso da oxigenacdo artificial melhorou consideravelmente o

) z P P [ -1
nivel de O, na 4gua, que passou para niveis recomenddveis para tildpias de 6-8 mg.L™".

No figado das tildpias a atividade da EROD ndo se mostrou diferente entre

grupos expostos as dguas coletadas nos diferentes pontos do rio Tieté e nem na estacio

N

seca em relacdo a estacdo chuvosa (Fig. 51).

EROD no figado

45 o
40 H

35
Pontos: n.s.
30 B
Estagoes: n.s.
25
20 | Pontos x estagbes: n.s.
157 mseca
10
m chuvosa
5 4
0 - . : :

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4

pmol resorufina/min/mg proteina

Figura 51: Atividade da enzima EROD no figado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a dgua do
rio Tiet¢é no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - 4rea preservada. Ponto 2 - condominio ndutico
residencial. Ponto 3 - drea proxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. Anova two-way. n.s.: ndo significativo para p < 0,05.
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Para a atividade da BROD no figado das tildpias houve interacdo dos efeitos
“ponto do rio” e “estacdo do ano”. O grupo exposto a dgua coletada no ponto 4 (brago
do rio Tieté que recebe efluente de usina sucroalcooleira), na estacdo chuvosa,

apresentou nivel aumentado da atividade da enzima em relacio aos demais grupos (Fig.

52).
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Figura 52: Atividade da enzima BROD no figado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a dgua do
rio Tiet€ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio nautico
residencial. Ponto 3 - drea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté€ que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. Teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca.

No figado das tildpias a atividade da PROD se mostrou aumentado no grupo
exposto a dgua coletada no ponto 3 (drea pr6xima a canavial e usina de cana-de-actcar)
em relacdo aos pontos 1 (area referéncia) e ponto 2 (drea de condominio ndutico), na

estacao chuvosa (Fig. 53).
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Figura 53: Atividade da enzima BROD no figado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a d4gua do
rio Tiet€ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio nautico
residencial. Ponto 3 - drea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - bragco do rio Tieté€ que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferenca.
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Capitule IV
No figado das tilapias a atividade da GST se mostrou maior nos grupos expostos

a agua coletada na estacdo chuvosa em relagdo a estacdo seca, mas ndo diferiu entre os

pontos (Fig. 54)
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Figura 54: Atividade da enzima glutationa S-transferase no figado de Oreochromis niloticus expostas por
3 dias a dgua do rio Tiet¢ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 -
condominio ndutico residencial. Ponto 3 - drea pr6xima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 -
braco do rio Tieté que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste
de Tukey.

Na branquia das tildpias a atividade da GST se mostrou maior nos grupos
expostos a dgua coletada na estagdo seca em relacdo a estagdo chuvosa e aumentado nos
grupos exposto a agua coletada nos 3 pontos sob influéncia antrépica em relacdo ao

grupo referéncia (Fig. 55).
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Figura 55: Atividade da enzima glutationa S-transferase na branquia de Oreochromis niloticus expostas
por 3 dias a dgua do rio Tiet€ no municipio de Aragatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 -
condominio ndutico residencial. Ponto 3 - 4rea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 -
brago do rio Tieté que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste
de Tukey. letras diferentes indicam diferenca.
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Capitulo IV
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No encéfalo das tildpias a atividade da AChE se mostrou menor nos grupos
expostos a dgua coletada em todos os pontos na estacdo chuvosa em relacio a estagdo
seca, € 0 grupo exposto a dgua coletada no ponto 2 (drea de condominio ndutico) se
mostrou aumentada em relacio aos grupos expostos a dgua coletada nos outros pontos,

na estacdo seca (Fig. 56).
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Figura 56: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus expostas por 3
dias a dgua do rio Tieté no municipio de Aragatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio
ndutico residencial. Ponto 3 - drea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - brago do rio Tieté
que recebe efluente de usina sucroalcooleira. ndo significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. n.s.: ndo
significativo para p < 0,05. Letras diferentes indicam diferenca.

No figado das tildpias a atividade da CbE se mostrou menor nos grupos expostos
a 4gua coletada na estacdo chuvosa em relacdo a estacdo seca, mas ndo diferiu entre os

pontos (Fig. 57).
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Figura 57: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus expostas por 3
dias a 4dgua do rio Tiet€ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio
ndutico residencial. Ponto 3 - drea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - brago do rio Tieté
que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de Tukey.
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Na branquia das tilapias, assim como no figado, a atividade da CbE se mostrou
menor nos grupos expostos a dgua coletada na estagdo chuvosa em relacdo a estagdo
seca, e no grupo exposto a adgua coletada no ponto 2 (drea de condominio ndutico) se

apresentou maior em relagdo aos demais pontos (Fig. 58).
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Figura 58: Atividade da enzima carboxilesterase na branquia de Oreochromis niloticus expostas por 3
dias a 4dgua do rio Tiet€ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio
ndutico residencial. Ponto 3 - drea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté
que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de Tukey.

No figado das tildpias os niveis do MDA se apresentaram aumentados nos
grupos expostos as dguas coletadas na estacdo chuvosa e diminuidos dos grupos

expostos as dguas coletadas na estacado seca (Fig. 59).
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Figura 59: Niveis de malondialdeido no figado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a 4gua do rio
Tiet¢ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio ndutico
residencial. Ponto 3 - drea proxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté€ que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de Tukey.
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Capitulo IV
J

Para os niveis de MDA na brinquia das tildpias houve interacdo dos efeitos
“ponto do rio” e “estacdo”. Na branquia das tildpias os niveis de MDA se apresentaram
maiores nos grupos expostos as dguas coletadas na estacdo chuvosa e aumentado no
grupo exposto ao ponto 2 (drea de condominio ndutico) em relagdo aos outros grupos e
na estagdo seca, o nivel de MDA se apresentou diminuido no grupo exposto a dgua
coletada no ponto 3 (drea préxima a canavial e usina) em relacio ao ponto 1 (referéncia)

(Fig. 60).
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Figura 60: Niveis de malondialdeido na branquia de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a dgua do
rio Tiet¢ no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - 4rea preservada. Ponto 2 - condominio ndutico
residencial. Ponto 3 - drea proxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. Teste de Tukey. Letras difentes indicam diferenca.
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Capitulo IV
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No figado das tildpias os niveis de GSH se apresentaram maiores nos grupos
expostos as dguas coletadas na estacdo seca e aumentado no grupo exposto a dgua
coletada no ponto 2 (4drea de condominio ndutico) em relacdo aos outros grupos, na
estacdo. Na estacdo chuvosa o nivel de GSH se apresentou menor no grupo exposto a

dgua coletada no ponto 1 (referéncia) em relagdo aos demais pontos (Fig. 61).
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Figura 61: Niveis de glutationa reduzida no figado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a dgua
do rio Tiet¢ no municipio de Aragatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio niutico
residencial. Ponto 3 - drea préxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tiet€ que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de TukeyLetras
diferentes indicam diferenca.
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Na branquia das tildpias os niveis de GSH se apresentaram maiores nos grupos
expostos as dguas coletadas na estacdo seca e diminuido no grupo exposto a dgua

coletada no ponto 2 (drea de condominio nautico) em relacdo os grupos expostos a dgua

coletadas nos outros pontos na estagdo chuvosa (Fig. 62).
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Figura 62: Niveis de glutationa reduzida na branquia de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias a dgua
do rio Tieté no municipio de Aracatuba — SP. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio ndutico
residencial. Ponto 3 - drea proxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté€ que
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de TukeyLetras
diferentes indicam diferenca.
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Para a frequéncia de microndcleos nos eritrécitos das tilapias houve interagio
dos efeitos “ponto do rio” e “estacdo do ano”. Houve aumento na taxa de micronticleos
no grupo exposto a dgua coletada no ponto 1 (referéncia), na estagdo chuvosa, em

relacdo a todos os outros grupos (Fig. 63-A).

Para a frequéncia de anormalidades nucleares nos eritrécitos ndo houve
diferencas entre grupos expostos as dguas coletadas nos diferentes pontos do rio Tieté e

nem na estagdo seca em relagfo a estagdo chuvosa (Fig. 63-B).
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Figura 63: Taxa de microntcleos e anormalidades nucleares em eritrécitos de Oreochromis niloticus
expostas por 3 dias a dgua do rio Tieté no municipio de Aracatuba — SP. A: Taxa de microntcleo. B: Taxa
de anormalidades nucleares. Ponto 1 - drea preservada. Ponto 2 - condominio ndutico residencial. Ponto 3
- drea proxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braco do rio Tieté que recebe efluente de
usina sucroalcooleira. n.s.: ndo significativo para p < 0,05. Teste de Dunn. * diferente de todos os grupos.
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estacdo chuvosa, mais do tipo notched (tabela 9).

Capitule IV

Na estacdo seca foi observada mais anormalidade do tipo lobed (tabela 8) e na

Tabela 8: Incidéncia de alteragdes nucleares (médias e desvios padrdo) encontradas em
eritrocitos de Oreochromis niloticus ap6s 3 dias de exposi¢do em diferentes amostras de
dgua coletadas ao longo do rio Tiet€ em Aracatuba - SP em estagdo seca.

Alteracoes Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
BL 0,6 +1,34 5,0 £4,06 0,6 +1,34 34+197
NT 1,0£2.23 4.8 +6,90 3,2+2,38 11,8 +8,37
LB 4,6 £3,57 9,8 +5,49 3,6 £3,36 11,6 +8,14
BE 0,0 +£0,00 0,6 +1,34 0,0 £ 0,00 0,6 +1,34
BN 0,0 £0,00 0,0 £0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £0,00
CA 0,0 +£0,00 0,0 +£0,00 0,0 £ 0,00 0,0 +£0,00
MT 301,19 3,3+2,96 1,2+1,18 4,5+3.80
TA 62 202 74 274

NCA 15000 15000 15000 15000

BL: ntcleo blebbed; NT: nicleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula
binucleada; CA: caridlise; MT: média total; TA: total de células analisadas com

alteracdes; NCA: ntimero total de células analisadas. Teste de Kruskal-Wallis.

As frequéncias de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: lobed

> notched > blebbed > brokeneggs. Nao foi observada célula binucleada e caridlise.

Tabela 9: Incidéncia de alteracdes nucleares (médias e desvios padrao)
encontradas em eritrécitos de Oreochromis niloticus apds 3 dias de exposi¢cao em
diferentes amostras de 4gua coletadas ao longo do rio Tieté em Aracatuba - SP em

estacao chuvosa.

Alteracoes Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
BL 0,3 +0,57 0,0 £0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
NT 12,3 £8,50 8,2 £10,80 33,6 £22,67 2,2+1,70
LB 1,0+£1,73 3,7£191 3,0+£2,64 5,1 +£3,74
BE 33+493 0,0 £0,50 0,0 £ 0,00 0,5 +1,00
BN 0,0 £ 0,00 0,0 £0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
CA 0,0 £ 0,00 0,0 £0,00 0,0 £ 0,00 0,0 + 0,00
MT 2,8+5,12 1,9 +5,68 6,1 +3,05 1,2+3,03
TA 120 94 222 64

NCA 15000 15000 15000 15000

BL: nicleo blebbed; NT: ntcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula
binucleada; CA: caridlise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alteracdes;

NCA: nimero total de células analisadas. Teste de Kruskal-Wallis.

As frequéncias de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched >

lobed > blebbed > brokeneggs. Nio foi observada célula binucleada e caridlise.
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Capitule IV

3. Discussao

De modo geral as enzimas de fase / mostraram maior nivel de atividade nas
tildpias expostas as dguas coletadas em 4reas proximas de usina e usina e canavial

(pontos 4 e 3).

A atividade da EROD ndo mostrou variacdo entre os pontos nem entre as
estacdes. Esses achados mostraram que entre os pontos, nos periodos estudados, ndo
haveria na dgua compostos que pudessem estar induzindo a isoforma em concentragao
suficiente para elevar o nivel basal da enzima, em relacdo ao do ponto 1, como

referéncia.

A atividade da BROD nas tildpias expostas a dgua coletada no bracinho do rio
préximo a usina, se apresentou elevada, independente da estacdo, sugerindo a presenca
no ponto 4 de composto (s) indutor(es) da isoforma de fase I, que seria oriundo da
propria usina e independentemente da fase de funcionamento dela e de fatores

ambientais.

A atividade da PROD nas tildpias expostas a dgua coletada em area de usina a
canavial se apresentou aumentada comparada com darea de referéncia e ocupada por
condominio ndutico, na estacdo chuvosa. Esses achados sugerem a presenca no ponto 3
de composto (s) indutor (es) da isoforma de fase I que poderia ser oriundo do canavial
e/ou usina. Essa observagdo ocorreu na estacdo chuvosa que coincide com o periodo de
plantio da cana, momento onde os fertilizantes e agrotoxicos sdo usados, que poderiam

ser carregados pela chuva para o rio.

Mortensen e Arukwe (2009) observaram em Salmo salar aumento na atividade
da BROD e PROD por exposicdo ao tributilestanho de 1 a 5 pM, de 12 a 48 horas.
Meimberg et al. (1997) observaram aumento na atividade da EROD, BROD e PROD
em gastropodes expostos ao Aroclor (mistura de bifenilas policloradas). Parente et al.
(2004) detectaram aumento na PROD em O. niloticus residentes no rio Guandd,

principal abastecedor de d4gua da cidade do Rio de Janeiro.

Na estacdo chuvosa a atividade da GST no figado se mostrou maior nas tildpias
expostas a agua coletada na estagdo chuvosa e menor na branquia quando expostas a
dgua coletada na estacdo seca. Uma das explicagdes para os maiores niveis na atividade
da enzima da fase II na estagdo chuvosa pode ser também a questio do uso de

agrotdxicos nos canaviais, mas também fatores ambientais devem influenciar. Na

108



J
estacdo chuvosa, o fluxo de dgua € mais corrente consequentemente, mais material e
compostos estdo circulantes. Além disso, as chuvas carregam para o rio material
particulado como agrotéxicos usado nos canaviais e pastos da regido. Isso explicaria a

inducdo da biotransformag@o por compostos presentes na dgua do rio nas tilapias.

Na estag@o seca, os maiores niveis de GST na branquia das tildpias poderiam ser
atribuidos a influéncia dos ventos, que carregam material particulado para a dgua,
oriundos da queima da cana, como HPAs, que coincide com o periodo (abril a

novembro). Tridico et al. (2010) observaram que BaP induzem a atividade da GST.

Também na estacdo seca, na branquia, houve indu¢do da GST nos grupos
expostos a dgua coletada nas dreas sob influéncia de condominio, usina e canavial. O
condominio fica préximo do ponto 3 e assim préximo a canavial e usina. Logo o vento
pode estar carregando material particulado pelas usinas (pontos 3 e 4) e canavial (ponto
3) e com isso atingir o rio. E o préprio condominio com atividades de lazer, como uso
de motor de popa e moto d’4gua na prainha, entre outros, contamina a dgua. A coleta foi

feita aos domingos justamente quando é maior a atividade humana no condominio.

A menor atividade da AChE no encéfalo das tildpias expostas a dgua coletada na
estacdo chuvosa pode ser decorrente do escoamento pela chuva dos agrotéxicos usados
ndo s6 nos canaviais mas na agricultura e pecudria de forma geral, em toda a regido,
pois até no ponto referéncia observou-se esse efeito. Além disso, o fluxo mais corrente,
caracteristico da estacdo, contribui para o efeito. Mas houve um aumento na atividade

da enzima nas tildpias expostas a dgua coletada no condominio ndutico.

Os niveis da CbE no figado e na branquia também se mostraram diminuidos na
estacdo chuvosa. Provavelmente pela mesma influéncia da lavagem dos agrotéxicos
pela chuva e pelo fluxo mais corrente na estacdo que potencializa esse efeito. Na
branquia, também ocorreu aumento na atividade da enzima nas tildpias expostas a dgua
coletada no condominio; pode ser pelo fator que causou o aumento na atividade da
ACHhE ou pelo fato da CbE ser uma hidrolase de fase /, ter sido aumentada pela presencga

de composto (s) indutores na dgua (KLAASSEN; WATKINS, 2011).

Na estagdo chuvosa ocorreram os maiores niveis de MDA nas tildpias. O
aumento nos niveis de MDA poderia ser consequéncia do estresse oxidativo celular

gerado na biotransformacdo dos compostos presentes na dgua, que corroborando com os
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maiores niveis de GST observados no figado das tildpias, sugerem que nessa estagdo

esses compostos estdo em maiores concentragdes (CHUNG et al., 2013).

Na branquia o grupo exposto a dgua coletada na drea do condominio apresentou
nivel de MDA aumentado em relagdo a todos os outros pontos em ambas as estacdes
revelando que independentemente da época do ano as atividades antrdpicas na drea
devem estar depositando na 4gua algum tipo de material e/ou residuo que esteja
causando estresse oxidativo celular no epitélio branquial dos peixes. Na estacdo seca,
houve diminui¢ao no nivel de MDA no grupo exposto a dgua coletada na drea préxima

a usina e canavial em relacdo a drea referéncia.

Na estac@o chuvosa houve deplecdo de GSH no figado das tildpias em relacdo a
estacdo seca corroborando com os outros resultados. Nossos achados sugerem que na
estacdo chuvosa, o aumento na concentracdo de compostos na dgua carregados pela
chuva, estd causando indug@o da GST e com isso depletando GSH, seu cofator. Porém,
na estacdo chuvosa, os grupos expostos a dgua coletada nas dreas sob influéncia
antropica, ou seja, de condominio, canavial e usina e usina, apresentaram estimulo de
sintese em relagcdo ao grupo exposto a dgua da area referéncia, sugerindo uma resposta
mais tardia a metabolizacdo de compostos que devam estar presentes na dgua. E na
estacdo seca, 0 grupo exposto a 4gua coletada na drea do condominio apresentou

estimulo de sintese da GSH em relacdo aos outros grupos também sugerindo uma

resposta mais tardia a metabolizacdo (HELLOU et. al., 2012).

Na branquia das tildpias também houve deplecdo de GSH em relagdo a estagdo
seca, mas esse achado ndo condiz com a atividade da GST no tecido, que diminuiu.
Esse achado pode estar relacionado com a atividade da gluationa peroxidade que nao foi
avaliada, que pode ter aumentado e consumido GSH (FARBER et al., 1990. E essa
deplecdo foi significativamente maior no grupo exposto a agua coletada na area do

condominio o que pode sugerir um comprometimento mais expressivo desses peixes.

Em relacdo aos efeitos genotdxicos, as tildpias expostas a dgua coletada na drea
referéncia apresentaram aumento na taxa de micronicleos revelando a presenca no local

de composto (s) com potencial genotdxico, independentemente da estagdo do ano.

Os efeitos observados no ponto 2, como aumento na atividade da AChE,
aumento no nivel de MDA, e estimulo de sintese de GSH podem estar relacionados com

a presenca de metais na 4gua. Lima et al. (2013) observaram que o cobre a 0,06 mg.L"
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e Sant’Anna et al. (2011) observaram que o ferro a 2,6 mM causam aumento na

atividade da enzima em Danio rerio. E Jebali et al. (2006) observaram que o chumbo a

50 (ng/Kg) aumenta a atividade da AChE em Seriola dumerilli.

Os motores de popa e motos d’dgua sdo movidos 4 gasolina, que pode conter
metais (SANCHEZ-HERNANDEZ, 2000). E comum usudrios do condominio
“esgotarem” o combustivel que resta no motor, no final dia, queimando-o liberando os
residuos ainda na dgua. Aumento nos niveis de MDA e estimulo de sintese de GSH
observados também podem estar associados a presenca de metais na dgua, que estdao

induzindo estresse oxidativo (CHUNG et. al., 2013; SRIKANTH et al., 2013).

A estacdo chuvosa e a drea de condominio residencial ndutico acarretaram em
mais alteragdes nos biomarcadores bioquimicos testados, em relag@o a estacio seca e a

area referéncia e areas sob influéncia de usina sucroalcooleira e usina a canavial.

Avaliando a regido estudada, como um todo, ela é caracterizada pela atividade
sucroalcooleira, com canaviais e trés usinas que produzem actcar e dlcool préximos ao
rio e a cidade, além de dreas de criacdo de gado. As usinas estdo em periodo de

producdo de margo a dezembro.

Tanto no cultivo da cana quanto na pecudria usam-se agrotoxicos para o controle
de pragas que sdo carregados pela chuva para o rio. Na esta¢do chuvosa o fluxo do rio é
maior do que na estacdo seca e com isso, o aporte dos contaminantes trazidos pela dgua
da chuva também é maior e mais substincias e material sdo carregados pela correnteza.
Isso explicaria nossos achados. Além disso, a estagdo chuvosa coincide com o periodo
de maior producdo das usinas sucroalcooleiras. E a queima do bagaco libera pelas
caldeiras HPAs e 6xidos de nitrogénio e mondxido de carbono (Paoliello, 2006) que

também pode ser carregados da atmosfera para a 4gua do rio.

Na estacdo chuvosa, mais precisamente no més de fevereiro, periodo em que
realizamos o estudo, a temperatura ambiental € maior do que em setembro, periodo em
que realizamos o estudo na estacdo seca. Mas como nao fizemos o trabalho com os
peixes exposto a d4gua no rio e sim em aqudrio, em estagdo experimental, como mostram
os dados na tabela 7, a temperatura nao oscilou significativamente entre os dois

experimentos, entdo esse fator ndo deve ter influenciado nas respostas.

A estacdo chuvosa coincide com o periodo de aplicagdo dos agrotéxicos nos

canaviais, de janeiro a fevereiro, entdo a chuva lava a plantacdo carregando esses
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compostos para o rio. Isso corrobora com os niveis diminuidos das esterases observados

na estacdo em relacdo a estacdo seca.

Carvalho et al. (2011) em estudo de biomonitoramento observaram aumento de
mutagenicidade em lagosta na estacdo chuvosa, em relacdo a seca e atribui esse achado
ao aumento do lixiviamento de compostos das areas ciliares dos corpos pluviais que

desdguam no mar.

A 4gua coletada na drea do condominio, sob influéncia antrépica, acarretou em
mais efeitos nas tildpias sugerindo que as atividades de lazer humanas estdo

comprometendo o metabolismo dos peixes.

No estudo de monitoramento ambiental na area referéncia, observamos aumento
na taxa de MN, independente da estacdo. Pode ser uma caracteristica inerente do local,
como a presenca de alga ou planta na margem do rio que produza substincia
mutagénica. A taxa de anormalidades nio mostrou o mesmo resultado. No entanto esse
local pode ter a presenca de composto (s) com potencial mutagénico em relacio aos

pontos outros estudados.

Concluindo, no estudo de monitoramento, as enzimas de fase / que se mostraram
induzidas foram a BROD e a PROD. A atividade da GST foi afetada de forma adversa
na estacdo seca e chuvosa. A atividade da AChE e da CbE se mostrou diminuida na
estagdo chuvosa. Os niveis de MDA aumentaram e de GSH diminuiram, na estacdo
chuvosa. Mais efeitos nas tildpias foram observados nos biomarcadores, na estacio
chuvosa, e o grupo exposto a dgua coletada na drea do condominio nautico (ponto 2)

apresentou mais efeitos nos biomarcadores .
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3. Conclusoes

v 100 ug.L'1 de benzo(a)pireno; 500 ug.L'1 de diazinon; 1,5 pgL"' de
cipermetrina; 2,5 ug.L'] de 17p-estradiol, isoladamente, promove alteracdo mais

acentuadas nas til4pias;

v Enquanto na exposi¢do aos contaminantes isolados a atividade da EROD
ndo variou pela exposicdo ao BaP e E2, a atividade da BROD foi induzida pela

BaP e da PROD diminuida pelo E2;

v O efeito de um contaminante pode ser afetado pela presenca de outro
contaminante;
v O efeito da mistura pode ser potencializado em relacdo ao efeito do

contaminante individualmente;

v As tilapias podem responder diferentemente a mistura em alta e baixa
concentragdo dos contaminantes e em alta concentragdo causou respostas mais

acentuadas;

v Os efeitos do BaP , do OP ou do PI podem ser influenciados pela pré-

exposicio ao E2 e ao BaP;

v A inibi¢do de P450 decorrente da pré-exposicdo ao E2 ndo potencializou
a acdo toxica do OP (inibi¢do de esterases) e, por conseguinte, ndo potencializou

a acdo tdxica do PI;

v A biotransformacio de (OP + PI) por P450 ndo foi afetada pela pré-

exposicao ao E2;

v A biotransformacdo de (OP + PI) pela EROD e BROD ¢ afetada pela

pré-exposicao ao BaP.
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v No estudo de monitoramento no rio Tieté na regido de Aragatuba — SP,
as tilapias apresentam diminuicio das esterases, inducdo de enzimas de fase / e

estresse oxidativo;

v A drea que se mostrou mais impactada foi a ocupada por condominio

ndutico, de atividades de pesca e lazer;

v Mais efeitos foram observados nas tildpias expostas as aguas coletadas

na estacio chuvosa.
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