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RESUMO

Os estudos experimentais ecotoxicoldgicos in situ sdo usados para demonstrar a
eficacia do uso do peixe como uma ferramenta de avaliagdo ambiental em programas
de biomonitoramento. Nesta tese sédo apresentados pesquisas e conceitos de como 0s
peixessdfousados como or ga sjgespmessanddiosgean deiexpesicé e
de toxicidade dos poluentes antropogénicos sobre estes organismos, assim como o
impacto, que estes podem gerar sobre a saide humana. Destaca-se também o impacto
da poluicdo urbana sobre o0s ecossistemas aquaticos naturais e artificiais. Para

demonstra-lo esta tese foi dividida nos seguintes capitulos:

Capitulo 1 - Pei xe®mnt ifise |l as dtoramentonamhbiental?, o qual
apresenta alguns conceitos ecotoxicolégicos de importancia para o0

desenvolvimento de experimentos de avaliagdo ambiental in situ.

Capitulo 2 - Use of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) as bioindicator of
aquatic pollution in two reservoirs in Itabapoana River, Rio de Janeiro,
Brazil, que consiste num experimento in situ, usando biomarcadores
bioquimicos em tilapias expostas por curtos periodos a condicdes ambientais

naturais em reservatorios hidrelétricos.

Capitulo 3 - Bioacumulacdo de metais chumbo e zinco em peixes durante o
Programa de Biomonitoramento Ecotoxicolégico na represa da Pampulha,
Belo Horizonte (MG), que trata de um experimento in situ executado na
Represa da Pampulha para determinar se existe bioacumulacdo de metais

pesados nos tecidos das tilapias, durante o processo de dragagem da represa.

Os resultados evidenciaram que 0s peixes sdo 6timos organismos sentinelas, e que
podem ser usados em programas de biomonitoramento ambiental para ecossistemas

aquaticos.
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ABSTRACT

Experimental studies ecotoxicological in situ are used to demonstrate the effectiveness
of using fish as an environmental assessment tool in biomonitoring programs. In this
thesis are shown researches and concepts of how the fish are used as organisms
"sentinels"”, expressing the degree of exposure and toxicity of anthropogenic pollutants
on these organisms and the impact they can generate on human health. It also
emphasizes the impact of urban pollution on natural and artificial aquatic ecosystems.

To demonstrate it, this thesis was divided into the following chapters:

Chapter 1 - Fi s h: Asentinel so of e ?,vthig sectione nt &
show some important ecotoxicologic concepts to the development of in situ

experiments of environmental assessment

Chapter 2 - Use of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) as bioindicator of
aquatic pollution in two reservoirs in Itabapoana River, Rio de Janeiro,
Brazil, that consist in an in situ experiments using biochemical biomarkers in
tilapias exposed by short time periods to natural environmental conditions in

hydroelectric reservoirs.

Chapter 3 - Bioaccumulation of metals lead and zinc in fishes during the
Ecotoxicologic Biomonitoring Programm in the Pampulha Reservoir, Belo
Horizonte (MG-Brazil), this part of the thesis present an in situ experiment
carried out in the Pampulha Reservoir to determine if there is bioaccumulation of

heavy metals in tilapia tissues during a dredging operations in the reservoir.

The results evidenced that the fish are great sentinels organisms, and can be used in

environmental biomonitoring programs for aquatic ecosystems.
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PREAMBULO

Desde os primordios da civilizacdo, os homens tém conseguido se adaptar as
mudancas ambientais e socioecondmicas ocorridas nos diferentes pontos do planeta.
Como consequéncia disso, e com 0s avancos tecnoldgicos pés-Revolucdo Industrial, o
homem tém introduzido matéria e energia de diversas formas e niveis nos

ecossistemas, especificamente nos ambientes aquaticos.

Com a aparicao de uma sociedade pds-moderna, agrupada em grandes cidades e com
uma insaciavel sede de consumo, o0 homem acostumou-se a despejar 0s esgotos
urbanos nos corpos de agua mais proximos, contaminando-os e, em muitos casos,
extinguindo a vida aquatica que neles proliferam, sendo os peixes um dos alvos criticos

a serem atingidos na cadeia trofica. (Figura P.1)

Esta contaminacao pode ser diferenciada em dois grandes tipos de esgoto: urbano de
natureza domeéstica, e os efluentes industriais. Segundo Ferreira (2005), a degradacao
dos ecossistemas aquaticos esta diretamente relacionada a combinacdo de
industrializacdo e urbanizacdo. Assim, os processos de desenvolvimento econdmico e
politico sdo fatores determinantes na ocupacdo de terras. Os usos variados dos
recursos ambientais em estados e cidades colocam, muitas vezes, uma pressao que
ultrapassa a capacidade de resiliéncia desses sistemas. Estes efluentes urbanos, na
grande maioria de cidades nos paises em desenvolvimento como o Brasil, sdo
descarregados nos rios, lagos e mar sem nenhum ou com pouco tratamento, gerando

assim impactos ambientais cada vez mais severos.

O tipo de esgoto urbano que a civilizacdo atualmente gera difere muito daquele do
inicio do século XX. Na atualidade, sdo criados mais de mil de novos compostos
guimicos anualmente (Walker et al.,, 2012). Essas substancias sdo lancadas no
mercado, sendo importante destacar que a ciéncia ndo consegue determinar, ainda,
guais os possiveis efeitos tdxicos desses quimicos xenobidticos nos organismos

aquaticos.
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Estes compostos ingressam, segundo Walker et al. (2012), na cadeia trofica atravées de
sua absorcédo pelos organismos aquaticos mais simples (plancton), para depois serem
biomagnificados nos organismos maiores, ao longo da cadeia alimentar. Assim,
dependendo do tipo de xenobidtico e da sua concentracdo no meio e do tempo de
exposicao, os efeitos toxicos desses quimicos podem variar, o que é agravado com o
agrupamento destes quimicos, formando compostos novos, podendo os efeitos
deletérios e sinérgicos serem ainda superiores aos compostos originais, se

considerados isoladamente (Lam, 2009).

BIOTA-E

° Antes da

Revolugao

COMPARTIMENTO Industrial

ABIOTICO

B) BIOTA—E +P
Depois da
Revolugao

Industrial

COMPARTIMENTO
ABIOTICO

. Legenda:
CIVILIZACAO E = Elemento essencial
P = Poluente

Figura P.1.- Relacdo entre o compartimento bidtico e abiético em um ecossistema

aquatico sem poluicédo urbana (A) e com influéncia da polui¢édo urbana (B)

Enquanto o monitoramento ambiental abrange apenas um compartimento (abidtico),
diferentemente, os estudos ecotoxicolégicos abrangem todos os compartimentos e

rotas metabdlicas existentes no ecossistema aquatico. (Figura P.2)



Esses estudos ecotoxicoldgicos tém como finalidade, segundo Lam (2009), avaliar os
efeitos dos téxicos sobre o ecossistema aquatico (compartimento abidtico e bidtico), ou
também o nivel de bioacumulacdo de quimicos nos organismos aquaticos (ver figura
P.2), usando biomarcadores. No Brasil, foram realizados alguns programas de
biomonitoramento com estudos ecotoxicologicos que utilizaram peixes (Pessoa et al.,
2011; Ferreira et al., 2012; Salvo et al., 2012; Pereira et al., 2014).

Segundo Arana (1999), a visdo sustentavel aponta que o principal problema no uso dos
ecossistemas aquaticos esta relacionado a deposicdo de residuos, gerando impacto
ecossistémico de alcance global e afetando todos os compartimentos ecolégicos
presentes. Assim, para executar atividades sustentaveis nesses ambientes e conserva-
los, € necessario determinar seu nivel de poluicdo capaz de gerar impactos ambientais.
Hoje, é uma prioridade global o desenvolvimento e aplicagcdo de fferramentaso

necessarias para a recuperacao e gestao dos corpos de agua.

Estudos
Ecotoxicoldgicos

BIOTA-E+P

W I——
COMPARTIMENTO
ABIOTICO (E +P)
Legenda:
E = Elemento essencial
P = Poluente

Monitoramento

Figura P.2.- Aplicacdo dos estudos ecotoxicolégicos no ecossistema aquatico em

relagdo ao monitoramento ambiental tradicional
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Atualmente, para se determinar a ocorréncia desses impactos ambientais no meio
ambiente aquatico séo utilizados os programas de biomonitoramento ambiental. Esses

programas baseiam-se no uso de organismosfis ent.i nel ao

Esses organismos sdo capazes de responder biologicamente a exposicdo aos mais
importantes contaminantes, mostrando seus efeitos e o grau de poluicdo gerada nos
ecossistemas aquaticos (Gabbott, 1976; Viarengo & Canesi, 1991; Sheehan & Power,
1999; Schlenk, 1999; Walker et al., 2012). Essas respostas podem mudar por variagdes
sazonais e fisiol6gicas préprias desses bioindicadores. (Walker et al., 2012). Dessa
forma, torna-se importante a escolha do organismo i s e B t daghie possa fornecer
informacéo sobre o efeito toxico no ecossistema aquatico (Viarengo & Canesi, 1991).

Os principais bioindicadores utilizados atualmente nos diferentes programas de
biomonitoramento ambiental aquatico sdo os bivalvos e os teledsteos, 0s quais
possuem caracteristicas especiais (Viarengo et al., 2000) que serdo esclarecidas no
capitulo 1 desta tese (pag 18). Os peixes tradicionalmente sdo usados em pesquisas
de avaliacdo ambiental (Bainy et al., 1996; Van der Oost et al., 2003; Barsiene et al.,
2006; Kubota et al., 2013; Pereira et al., 2014). Nesses estudos, os tecidos dos peixes
servem para determinar o grau de bioacumulacdo de poluentes ou para fornecer

informacdes sobre os efeitos toxicos desses quimicos nos peixes.

Esta tese trata de estudos ecotoxicologicos experimentais i i N &md ferramenta de
avaliacdo ambiental, usando peixes como bioindicadores de poluicdo aquatica. No
primeiro capitulo, serdo apresentados alguns conceitos ecotoxicolégicos que serao
utilizados nos dois capitulos posteriores. Pretende-se mostrar as bases para o uso dos
peixes como bioindicadores, identificando os principais poluentes, definindo a poluicdo
urbana, e abordando os conceitos de programas de biomonitoramento ambiental. Sera
feita também a diferencia entre os termos bioindicadores e organismos sentinela, e de
biomarcadores, como ferramentas ambientais, valorizando os atributos que os peixes

oferecem na avaliacdo e gestdo ambiental.

No segundo capitulo sera apresentado um estudo ecotoxicolégico experimental in situ

realizado em dois reservatorios hidroelétricos de pequeno porte no rio Itabapoana (Rio



de Janeiro-Brasil), avaliando a variacdo de biomarcadores bioquimicos (enzimas do

metabolismo intermediério) em peixes expostos a polui¢do urbana.

No ultimo capitulo, também serd apresentado um estudo experimental in situ que teve
por objetivo central a avaliagdo dos possiveis impactos gerados pelos trabalhos de
despoluicdo da Represa da Pampulha (Belo Horizonte, Minas Gerais i Brasil ). Nesse
estudo, foi determinando o grau de bioacumulagcéo de metais pesado em dois tecidos
de peixes durante o periodo de realizacdo das obras de dragagem nesse reservatorio

urbano.

Em ambos os estudos foi avaliado, o possivel efeito toxico da poluicdo urbana e
industrial sobre as tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Esses peixes previamente
criados em locais isentos de poluicdo, foram introduzidos nos locais de estudo, por
periodos de exposicao variados, para avaliar os efeitos da poluicdo nos tecidos desses

peixes.

Bibliografia

1 Arana, L.V., 2004. Principios quimicos da qualidade da agua em aquicultura:
uma revisao para peixes e camardes. 2a Ed. UFSC. Florianopolis, 231pp.

1 Bainy, A.C.D., Saito, E., Carvalho, P.S.M., Junqueira, V.B.C., 1996. Oxidative
stress in gqill, erythrocytes, liver and kidney of nile tilapia (Oreochromis
niloticus) from a polluted site. Aquatic Toxicology. 34 (2) 151-162.

1 Barsiene, J, Lehtonen, KK, Koehler, A, Broeg, K, Vuorinen, PJ, Lang, T,
Pempkowiak, J, Syvokiene, J, Dedonyte, V, Rybakovas, A, Repecka, R,
Vuontisjarvi, H, Kopecka, J. 2006. Biomarker responses in flounder (Platichthys
flesus) and mussel (Mytilus edulis) in the Klaipeda-Butinge area (Baltic Sea).
Marine Pollution Bulletin 53, 4227 436

1 Ferreira RS, Monserrat JM, Ferreira JLR, Kalb AC, Stegeman JJ, Bainy ACD,
Zanette J. 2012. Biomarkers of Organic Contamination in the South American
Fish Poecilia vivipara and Jenynsia multidentata. Journal of Toxicology and
Environmental Health, Part A. 75 (16-17), 1023-1034.

1 Franco J, Trevisan R, Posser T, Trivella D, Hoppe R, Rosa J, Dinslaken D, Decker
H, Tasca C, Bainy R, Marques M, Bainy A.C.D., Dafre A. 2010. Biochemical


http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.697813
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.697813

1€

alterations in caged Nile tilapia Oreochromis niloticus. Ecotoxicology and
Environmental Safety 73. 8641 872

Gabbott, PA. 1976. Energy metabolism. In: Marine Mussels: Their ecology and
physiology. Ed. Bayne BL. Cambridge: Cambridge University Press. pp 293-355.
Kubota, A., Bainy, A.C.D., Woodin, B.R., Goldstone, J.V., Stegeman, J.J. 2013. The
cytochrome P450 2AA gene cluster in zebrafish (Danio rerio): Expression of
CYP2AAland CYP2AA2 and response to phenobarbital-type inducers.
Toxicology and Applied Pharmacology, Volume 272(1); 172-179

Lam, PKS. 2009. Use of biomarkers in environmental monitoring. Ocean &
Coastal Management 52. 3481 354

Pereira, C.D.S., Abessa, D;M;S., Choueri, R.B., Almagro-Pastor, V., Cesar, A.,
Maranho, L.A., Martin-Diaz, M.L., Torres, R.J., Gusso-Choueri, P.K., Almeida, J.E.,
Cortez, F.S., Mozeto, A.A., Silbiger, H.L.N., Sousa, E.C.P.M., Del Valls, T.A., Bainy,
A.C.D. 2014. Ecological relevance of Sentinels' biomarker responses: A multi-
level approach. Marine Environmental Research, Volume 96; 118-126

Pessoa, P.C., Luchmann, K.H., Ribeiro, A.B., Veras, M.M., Correa, J.R.M.B.,
Nogueira, A.J., Bainy, A.C.D., Carvalho, P.S.M. 2011. Cholinesterase inhibition
and behavioral toxicity of carbofuran on Oreochromis niloticus early life
stages. Aquatic Toxicology, 105 (3i 4), 312-320

Salvo LM, Bainy AC, Ventura EC, Marques MR, Silva JR, Klemz C and Silva de
Assis HC. 2012. Assessment of the sublethal toxicity of organochlorine
pesticide endosulfan in juvenile common carp (Cyprinus carpio). Journal of
environmental science and health. Part A, Toxic/hazardous substances and
environmental engineering 47(11) 1652-8.

Schlenk, D. 1999. Necessity of defining biomarkers for use in ecological risk
assessments. Marine Pollution Bulletin 39:48-53.

Sheehan, D., Power, A., 1999. Effects of seasonality on xenobiotic and
antioxidant defence mechanisms of bivalve molluscs. Comp. Biochem. Physiol.
C 123, 193i 199.

Van der Oost, R., Beyer, J., Vermeulen, N.P.E. 2003. Fish bioaccumulation and
biomarkers in environmental risk assessment: a review. Environmental

Toxicology and Pharmacology 13; 57 /149



17

Viarengo A, Burlando B, Ceratto N, Panfoli I. 2000. Antioxidant role of
metallothioneins: a comparative overview. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand)
46(2):407-17

Viarengo, A., Canesi, L. 1991. Mussels as biological indicators of pollution.
Aquaculture 94. 225-243

Walker, C.H. Sibly, R.M. Hopkin, S.P. Peakall D.B. 2012. Principles of
Ecotoxicology, Fourth Edition. Londres: Taylor & Francis Group. New York

Zhao S, Feng C, Quan W, Chen X, Niu J, Shen Z. 2012. Role of living
environments in the accumulation characteristics of heavy metals in fishes
and crabs in the Yangtze River Estuary, China. Mar Pollut Bull; 64:1163e71.



Capitulo 1

Peixes: sentinelas do monitoramento ambiental?

18



Peixes: nsentinelas ao monitoramento ambiental?

L. Alberto Sédenz Isla & Ricardo M. Pinto-Coelho

Resumo

O objetivo deste capitulo € mostrar como 0s peixes sdo usados como organismos
sentinelas da exposicdo e da toxicidade dos poluentes antropogénicos, assim como na
determinacdo do impacto sobre a salde humana. Destacam-se o0s atributos
necessarios para ser considerado como um organismo sentinela, indicando as
diferencas com os outros bioindicadores ambientais. Previamente serd esclarecido o
conceito de poluicdo urbana e a acdo dos esgotos industriais ou domésticos nos corpos
de agua. Sao discutidos criterios de como esses esgotos ingressam nos ecossistemas
aquaticos, de como sao langcados sem tratamento apropriado, identificando alguns
desses poluentes ou xenobidticos (quimicos organicos e inorganicos), destacando os
efeitos do esgoto domeéstico (Cap 2) assim como dos metais pesados (Cap 3) nos
peixes. Mostram-se as rotas de acdo dos xenobioticos nos organismos (absorcao),
como estas substancias geram respostas bioldégicas precoces e até alteracdes
populacionais ou ecossistémicas. Mostrando-se também como essas respostas podem
ser registradas cientificamente na execucdo dos programas de biomonitoramento
ambiental. Enfatizando em estudos ecotoxicologicos in situ. Primeiramente, aqueles
gue usam enzimas como biomarcadores bioquimicos e, posteriormente, aqueles que
determinam o0s possiveis niveis de bioacumulacdo de xenobidticos nos organismos
sentinelas utilizados. Finalmente, este capitulo pretende mostrar que o0s peixes podem
servir como uma ferramenta ambiental, valorizando os atributos que estes organismos

oferecem na avaliacdo e gestdo ambiental dos ecossistemas aquaticos no Brasil.
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Fi sh: fsd environneehtal monitoring?

L. Alberto Sédenz Isla & Ricardo M. Pinto-Coelho
Abstract

The objective of this chapter is to show how the fish are used as sentinel organisms of
exposure and the toxicity of anthropogenic pollutants, as well as in determining the
impact on human health. Noteworthy are the attributes needed to be considered as a
sentinel organism, indicating the differences with other environmental bioindicators.
Previously it will be clarified the concept of urban pollution and the action of industrial
and domestic sewage into water bodies. Criterias are discussed of how these sewage
entering aquatic ecosystems, how are released without proper treatment, identifying
some of these pollutants or xenobiotics (organic and inorganic chemicals), highlighting
the effects of domestic sewage (Chapter 2) as well as the trace metals (Chapter 3) in
fish. Action routes of xenobiotics in organisms (absorption) are shown, as these
substances produce precocious biological responses and even population or ecosystem
changes. Showing is also, how these responses can be scientifically registered in the
implementation of biomonitoring programs. It emphasizing on ecotoxicological studies in
situ. First, those that uses enzymes as a biochemical biomarker, and subsequently
those that determine the potential for xenobiotic& bioaccumulation levels in sentinel
organisms used. Finally, this chapter intends to show that fish can serve as an
environmental tool, valuing the attributes that these organisms provide in the

environmental assessment and management of aquatic ecosystems in Brazil.
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1. - Contaminacdo aquéatica
1.1.- Poluic&o urbana: doméstica ou industrial?

Na grande maioria de cidades nos paises em desenvolvimento, sdo descarregados
efluentes domésticos e industriais sem tratamento apropriado, dentro de rios, lagos e
reservatérios (Franco et al.,, 2010). Essa poluicdo € caracterizada por xenobiéticos
representados por metais pesados, compostos organicos  persistentes,
hidrocarbonetos, pesticidas, detergentes, medicamentos, e a combinacdo destes
compostos (Lam, 2009).

No Brasil, esta realidade nao € diferente. Segundo Pinto-Coelho & Havens (2015),
muitas cidades surgiram ao longo dos rios e seus habitantes foram acostumados a vé-
lo como via de transporte e como um deposito no qual podiam ser langados todos os
tipos de dejetos e descartes produzidos. Os administradores locais véem as aguas
urbanas como um fproblemad a s er t sameanzenia myitenais do que como
um recurso e um patri mtnio a ser preservado.
canalizacbes e dragagens) acabam por gerar novos problemas ambientais, ainda
piores, aumentando ainda mais o desequilibrio dos ecossistemas aquaticos urbanos.
Os poluentes desempenham um papel determinante nos tempos modernos, tanto nas
regides urbanas quanto nas regides rurais, onde novas férmulas de xenobidticos séo
introduzidas com influéncia destrutiva sobre o ecossistema aquatico (Franco et al.,
2010). Na maioria dos casos, esses efeitos sdo traduzidos por uma poluicdo sub-letal,
contribuindo também para o estabelecimento de condi¢cdes de festresse cronicoa
Segundo Jernberg et al. (2013), a acelerada urbanizacdo promove 0 aumento nao
somente das fontes, mas também de novas rotas através das quais 0s contaminantes
organicos terminardo depositados nos ecossistemas aquaticos em praticamente toda a

biosfera.
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1.2.- Principais poluentes

A ecologia, cada vez mais, enfatiza o conhecimento do destino e os efeitos dos
xenobioticos na biota devido ao reconhecimento de que a poluicdo e a contaminagao
ambiental estdo afetando ndo somente o individuo, mas também o metabolismo
ecologico das comunidades e dos ecossistemas inteiros. Consequentemente, a
poluicdo esta mudando o trajeto evolutivo de toda biosfera. Fala-se mesmo, hoje, de
uma nova era geoldégica, a era antropocénica (Bhaduri et al., 2014)

Diversos xenobiéticos (quimicos organicos e inorganicos) ingressam nos ecossistemas
aquaticos através de esgotos industriais ou domésticos. Estes compostos sao
absorvidos nos tecidos dos vertebrados e invertebrados por varias rotas (respiracao,
osmorregulacdo e/ou alimentagdo) ndo somente bioacumulando nessas estruturas,
mas também gerando variagdes metabadlicas (enzimas ou genéticos) (Belgiorno, 2007).
Os principais contaminantes, segundo Zagrebin et al. (2016), podem dividir-se em
inorganicos (metais e anions) e organicos (hidrocarbonetos, bifenilos policlorados,
dibenzodioxinas policlorados, dibenzofuranos policlorados, bifenilos polibrominados,
inseticidas organoclorados, inseticidas organofosforados, inseticidas carbamatos,
inseticidas piretréides, herbicidas fenoxy, raticidas anticoagulantes, detergentes,
clofenois, compostos organometalicos).

Assim, todos estes compostos, separados ou em conjunto, geram distintos efeitos
toxicos sobre os organismos aquaticos em funcdo da sua concentracdo (dose) e do
tempo de exposicéo. Eles séo classificados pela origem (urbano, industrial e rural) ou
pelo efeito (letal ou sub-letal) (Ferreira, 2005; Franco et al., 2010).

Estes contaminantes podem se concentrar no fundo (sedimentos) dos reservatoérios,
lagos, rios, baias, etc onde sao depositados, por efeito do lancamento de esgoto e
residuos solidos urbanos (Cantinho et al.,, 2016). Estes sedimentos representam o
historico de poluicdo que esses corpos de agua tém recebido por décadas por parte da
civilizacéo e tem que ser retirados por operacoes de dragagem (Yee et al., 2011).
Nesse sentido, segundo Torres (2000) essas operacfes de dragagem geram a ruptura
e desagregacdo dos sedimentos de fundo, o que pode causar uma grande variedade
de impactos ambientais. Os problemas aparecem principalmente quando o0s
sedimentos estdo contaminados por compostos quimicos, metais, residuos domésticos,
O0leos e graxas. Os produtos téxicos e contaminantes liberados pelos solos

perturbados, durante a dragagem segundo Torres (2000) e Yee et al. (2011), podem se



dissolver ou entrar em suspensdo e contaminar ou causar grande mortalidade de
espécies aquéticas a dragagem. Esses mesmos autores mencionam que as particulas
em suspensdo podem redepositar no fundo sufocando os animais bentdnicos ou
forcando-os a migrar para outras regides; assim como 0S COMpPOStos organicos em
suspensao podem consumir o oxigénio disponivel na agua e temporariamente causar
condicbes de estresse para muitos animais aquaticos. Se o0s sedimentos em
suspensao estiverem em alta concentragdo de metais e persistirem por um longo
periodo, o qual geralmente esta relacionado com o tempo destinado a operacdo de
dr agagem, a penetra-«o0o de | uzse caasadodanos@a d O
algas fotossintetizantes e outros organismos aquaticos.

Segundo Torres (2000) a ressuspensao dos sedimentos ocorre principalmente no inicio
da escavacdo e durante sua transferéncia para os locais de despejo. As dragas
hidraulicas introduzem no ambiente uma quantidade menor de material em suspensao
gue as dragas mecanicas, porém ainda podem causar impactos no local de dragagem,
principal mente devido 7 pr8tica do #fAoverfl
(fluxos de correntes e marés) da area a ser dragada é essencial para a identificacdo de
locais mais sucetiveis aos efeitos destes trabalhos. A escavacdo de fundos moles
remove 0S organismos que vivem no sedimento. Se a taxa de sedimentacdo nesta area
for grande, os sedimentos de fundo recentemente depositados podem formar e
restaurar estes habitats quando o trabalho estiver terminado.

Segundo Zhou et al. (2008), elevados niveis de poluentes rejeitados pelas cidades sdo
reportados nos ecossistemas aquaticos, sendo importante destacar que a poluicdo por
metais aumenta a cada ano e que novos efeitos toxicos também séo reportados. Por
iSso, 0 monitoramento e a prevencao da poluicdo por metais € um dos tépicos mais

importantes nas pesquisas ambientais ao redor do mundo.

1.2.1. Metais pesados

Os ecossistemas aquaticos sdo o Ultimo recipiente de quase todas as substancias
usadas ou produzidas pelo homem, incluindo os metais pesados, que sdo moléculas
ndo biodegradaveis na natureza. Dessa forma, segundo Malik et al. (2010), a poluicao
por metais nos ecossistemas aquaticos cresce numa taxa alarmante e é considerada

como um problema de ordem mundial.
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Existem varias fontes de metais, tais como as naturais (rochas, vulcdes, etc) e aquelas
originadas por atividades antropogénicas (Industria, mineria, cidades, etc) (Fernandez
& Olalla 2000; Malik et al.. 2010; Walker et al., 2012). Os metais pesados atuam sobre
0S organismos aquaticos isoladamente ou como a mistura de mais de um metal ou em
combinagao com poluentes organicos (Pandey et al., 2008). Como os metais pesados
ndo podem ser degradados, eles sdo depositados, e assimilados na &agua, nos
sedimentos e nos animais aquéticos, causando polui¢do nos corpos de agua (Linnik &
Zubenko 2000; Malik et al., 2010)

Estes metais, que sao depositados no meio aquatico, podem se bioacumular e
biomagnificar o longo da cadeia tréfica, causando varios danos ecolégicos e até
doencas nos organismos aquaticos (DNA adducts, cancer, etc) (Meche et al., 2010;
Elnabris et al., 2013). De acordo com a literatura, a bioacumulacdo de metais pesados
(Tabela 1.1) pelos peixes e a posterior distribuicdo nos orgaos € altamente especifica.
Além disso, muitos fatores podem influenciar na absor¢cao dos metais tais como o sexo,
a idade, o tamanho, o ciclo reprodutivo, os padrées de nado, os habitos alimentares e o
habitat (Mustafa & Guluzar, 2003; Zhao et al., 2012).

Nas ultimas décadas, a concentracao de metais em peixes esta sendo extensivamente
estudada em diferentes partes do mundo, e muitos destes estudos se concentram
principalmente nas partes comestiveis (musculo) (Damodharan & Reddy, 2013;
Elnabris et al., 2013; Leung et al., 2014). Nao obstante, outros estudos reportaram a
distribuicdo de metais em diferentes 6rgdos como as branquias, figado, rins, coracéo,
gbnadas, ossos, trato digestivo e cérebro (Pourang, 1995; Abdel-Baki et al., 2011; EI-
Moselhy et al., 2014).

O problema da poluicdo provocada por metais ndo € restrito a areas ocupadas pela
mineracdo ou industria. Existem areas nas cidades que despejam grandes quantidades
de metais, tais como o zinco, cadmio, chumbo, arsénio e ferro, entre outros nas aguas
urbanas. Essa poluicdo decorre de atividades comuns tais como a construcéo civil,

veiculos motorizados, baterias, etc (Pinto-Coelho & Havens, 2015).



Tabela 1.1.- Efeitos de alguns metais pesados essenciais e nao-essenciais em peixes
de 4gua doce. Fonte propria.
‘ Chumbo (Pb)

Lesdes histopatologicas nas branquias de peixes neotropicais (Martinez et al., 2004),
distarbios temporarios na regulagéo do sodio, hiperglicemia associada a queda dos teores de
lipideos e proteinas. Inibicdo da enzima d-ALAD (enzima do ciclo das profirinas) gerando um

guadro de anemia nos peixes expostos (Schmidt et al., 2001). A magnitude do estresse é
dependente da dose do metal. Em elevadas concentragfes, 0s peixes expressam
esgotamento, diminuindo a habilidade de sobreviver dos organismos, especialmente se
existem outros estressores no meio.

Zinco (Zn)

Metal essencial para humanos e animais. Possui efeito protetor contra a toxicidade do Cd e do
Pb (Malik et al., 2010), contribui a estabilidade da membrana e 6timo anti-oxidante (Bray &
Bettger, 1990), restaura a atividade da ALAD na producéo dos precursores da hemoglobina
(Schmidt et al., 2001), redutor da toxicidade de outros elementos, tais como Cu, Hg e Cd
(Fraysse et al., 2002). Elevados niveis de Zn no figado estéo relacionados a metaloteoninas
(MT) (ElI-Moselhy et al., 2014)
Cadmio (Cd)

Metal néo essencial considerado como um dos mais toxicos para a biota de agua doce
(Ramade, 1987). Induz a sintese das MT, que sao proteinas com funcéo no transporte e
estocagem dos metais (Fraysse et al., 2002). Elevados niveis no figado estao relacionados a
atividade das MT na estocagem dos metais (Zn e Fe) nos peixes (EI-Moselhy et al., 2014)
Mércurio (Hg)

A exposicao ao Hg pode causar efeitos adversos para a satde humana. Os efeitos do
metilmercurio sobre a vida-selvagem podem incluir a mortalidade, reduzir a fertilidade e o
crescimento, e comportamento abnormal que afeta a sobrevivéncia (Kim et al., 2004; EPA,
2005). Na bacia amazénica a contaminag&o por Hg nos peixes € gerada pela mineragéo de
ouro, biomagnificando nas espécies carnivoras e atingindo as populacbes humanas desta
bacia (Uriyu et al., 2001; UNEP, 2004)

Arsénio (As)

As é encontrado em todos 0s organismos aquaticos e seus efeitos sobre a biota variam
segundo as condi¢cdes ambientais do corpo de 4gua (menos tdxicos que o Hg e Cd). Este
metal € bioacumulado nos tecidos dos organismos aquaticos (Spehar et al., 1980),
atravessando a cadeia tréfica até chegar ao homem, gerando graves problemas sanitarios (El-
Moselhy et al., 1987). A toxicidade € manifestada através de diferentes mecanismos. As
altera a atividade da GST acrescentando-lhe como medida de protegéo oxidativa (Allen &

Rana, 2004)
Ferro (Fe) i Cobre (Cu)

Excessos em alguns metais essenciais como Fe e Cu nas branquias induzem reacdes
REDOX e causam danos peroxidativos severos na membrana celular e outras
macromoléculas incluindo DNA. Causa danos celulares, induz o estresse oxidativo e danifica
as branquias (Pandey et al., 2008)

1.2.2. Esgoto urbano
O esgoto urbano (wastewater) € uma mistura complexa de materiais naturais organicos
e inorganicos combinados com substancias antropogénicas. Contendo tudo aquilo

lancado para o sistema de esgoto, incluindo materiais lavados desde as estradas,
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rodovias e pisos em geral durante as chuvas (Stackelberg et al., 2004; Cantinho et al.,
2016). Estes mesmos autores descrevem a composicdo do esgoto atualmente,
mostrando que esses compostos podem vir de diferentes fontes,tais como locais
industriais, casas (heces e urina, alimento, amalgamas, detergentes, agua potavel,
cafeina, farmacos de uso comum, etc), comercio/negécios (agua de lava jatos,
dentistas, grandes empresas), hospitais agentes de diagnéstico, desinfetantes,
farmacéuticos), sedimentos de tubulagbes e escoamento superficial de materiais de
construcdo, matérias galvanizados, transito urbano (liquido e desgaste de freio,
desgaste de pneus, desgaste do asfalto, vazamentos de gasolina/6leo) e agricultura
(pesticidas, adubos organicos e inorganicos):

Esta situacéo é acrescentada principalmente pela acelerada urbanizacéo observada no
mundo tudo, onde o0s ecossistemas aquaticos estdo constantemente sofrendo os
lancamentos de efluentes antropogénicos, sendo 0s peixes e outros organismos
aquaticos os maiores afetados pelas poluidas; podendo conduzir que esses
organismos sofram de diferentes mudancas, ocilando desde alteracdes bioquimicas
nas ceélulas até mudancas nas populacdes inteiras (Silva & Martinez, 2007 ;Jerberng et
al.,, 2013). Dentro desse contexto, as cidades brasileiras carecem de sistemas
apropriados para lidar com seus efluentes e os mesmos muitas vezes sédo lancados
sem tratamento diretamente nos ecossistemas (Medeiros, 2008).

Como foi mencionado anteriormente Sdo 0s organismos aquaticos 0s principais
afetados por esta poluicdo urbana. Por esse motivo, de acordo com Silva e Martinez
(2007), sao necessarios estudos de campo para avaliar estes efeitos, nos quais €
recomendavel usar peixes como uma ferramenta de monitoramento da qualidade
desses ecossistemas aquaticos. Estes mesmos autores concluem que o0 uso de peixes
nesses estudos ambientais fornecem informacao sobre o grau de estresse ambiental
gue esses organismos sofrem. Embora o fator responsavel da alteragdo monitorada
fosse desconhecido esses estudos tem demonstrado a utilidade dos peixes como

indicador da qualidade geral do ecossistema aquatico.

2. Programas de Biomonitoramento
A expansado das atividades antropogénicas industriais a partir do inicio do século XX
tem gerado um impacto negativo sobre todos o0s compartimentos ecoldgicos,

especialmente no ecossistema aquatico (Alonso & Camargo, 2005; Kolpin et al., 2013).
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Em contraste, a caréncia de estudos e monitoramento continuo ou restricdes legais
para algumas variaveis ambientais é uma realidade em muitos paises sub-
desenvolvidos ou em desenvolvimento, a exemplo do Brasil (Franco et al., 2010).

Os programas de biomonitoramento ambiental, segundo Zhou et al. (2008), s&o
definidos como a técnica cientifica para a avaliagdo ambiental, incluindo a exposicao
experimental aos produtos quimicos naturais e sintéticos, com base na amostragem e
analise de tecidos e fluidos de um organismo individual (Tabela 2). Esta técnica parte
da hipétese de que os produtos quimicos que entram nos organismos deixam fimarcaso
gue refletem essa exposicao. Walker et al. (2012) mencionou que estes programas de
biomonitoramento formam parte das abordagens da ecotoxicologia.

Segundo Burgeot et al. (1996), no hemisfério norte, os programas de biomonitoramento
usam organismos aquaticos para detectar a exposi¢cao dos quimicos xenobioticos no
ecossistema, avaliando possiveis mudancas biologicas que podem ser induzidas pela
contaminagcao desses compostos.

Os resultados desses estudos (Tabela 1.2) fornecem informacdes sobre as
guantidades de substancias quimicas naturais ou liberados pelo homem que tenham
ingressado e acumulado nos organismos e quais os efeitos toxicos correspondentes
induzidos. Segundo Zhang (2004), estes estudos apresentam grandes vantagens tais
como ser amplamente executaveis, de elevada sensibilidade e altamente integrados,
guando comparadas com as analises quimicas convencionais.

Na hora de classificar as técnicas de biomonitoramento, devem-se considerar o0s
objetivos e as demandas do estudo. Por exemplo, a andalise da dinamica dos
organismos poluidos; a determinacéo do conteudo de metais pesados nos organismos
especificos; a medicao da atividade das enzimas nos bioindicadores poluidos e todas
as alteracbes nas funcdes fisiologicas, abundancia de espécies, que afetam as
populacbes e comunidades aquaticas podem também corresponder as condicfes
ambientais do ecossistema aquatico (Inza et al., 1998; Rodtti, Fisher, Wilhelmy, 2000;
Fraysse et al., 2002).

No Brasil, existem alguns estudos de biomonitoramento ambiental, tais como aqueles
conduzidos na cidade de Sao Paulo, a maior cidade da América do Sul. Esta cidade
descarrega continuamente, na represa Billings, poluentes urbanos tais como metais
pesados e compostos organicos (PCBs, pesticidas organoclorados, hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos), provocando a mortalidade de peixes (Bainy et al., 1996; Costa
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et al., 1998; Franco et al.,, 2010). Nesses estudos, 0 monitoramento classico desses

poluentes na 4gua e sedimentos determinou somente a presenca deles. Porém, foi a

partir do uso dos peixes como bioindicadores que foi possivel determinar o efeito téxico

desses poluentes sobre a biota aquética e assim entender as mortalidades registradas

nesse reservatorio.

Tabela 1.2.- Tipos de biomonitoramento ambiental ecotoxicolégico de ecossistemas

aquaticos, usados para avaliacdo da qualidade dos corpos de 4gua no mundo.

Tipos de monitoramento

ambiental

Referencia bibliografica

Andlise da concentracdo de

xenobidticos na agua

Boyd, 2000; Mustafa & Guzular, 2003; Ferreira, 2003; Baun
et al.,, 2006; Zhou et al.,, 2008; Ferreira, 2005; Wang &
Gardinali, 2012; Jernberg et al., 2013; Kolpin et al., 2013

Andlise da concentracdo de

xenobibticos no sedimento

Zhou et al., 2008; Abdel-Baki et al.,, 2011; Zhi-Hua et al.,
2011; Zhao et al., 2012; Kolpin et al., 2013; Riccardi et al.,
2013

Avaliacdo da presenca ou
auséncia de espécies (efeito

comunitario) Bioindicadores.

Fausch et al., 1990; National Research Council, 1991; Niemi
& McDonald, 2004; Gerhardt, 2002; Dudgeon, 2006; Jenkins,
2004; Baptista, 2008; Oliveira & Callisto, 2010; Sedefio-Diaz
& Lopez-Lopez, 2012; Tosti & Gallo, 2012;

Andlise da concentracdo de
xenobidticos em organismos
sentinela:

plancton, peixes,

moluscos, crustaceos, etc

Moscoso & Nava, 1984; Inza et al., 1998; Roditi et al., 2000;
Almeida et al., 2003; Mustafa et al., 2003; Van der Oost et al.,
2003; Malik et al., 2010; Meche et al., 2010; Moya et al.,
2010; Zhao et al., 2012; Jernberg et al., 2013;

Avaliagdo das respostas dos
xenobidticos nos organismos
(biomarcadores) |
Bioquimicas, expressao

gendmica e efeitos tdxicos.

Sheehan & Power, 1999; Fossi et al., 2002; Almeida et al.,
2003; Lichmann et al.,, 2003; Fuentes-Rios et al., 2005;
Sarkar et al., 2006; Monserrat et al., 2007; Otitoju & Onwurah,
2007; Viarengo et al., 2007; Alti & Canli, 2010; Franco et al.,
2010; Tsangaris et al., 2010; Nogueira et al., 2011; Pessoa et
al., 2011; Zanette et al., 2011; Gongalves-Soares et al., 2012;
Santos-carvalho et al.,, 2012; Kubota et al., 2013; Pereira et
al., 2014;




3. O emprego de organismos sentinela na avaliagdo ambiental

3.1.0rganismos sentinela: tipos e caracteristicas

Segundo o National Research Council (1991), os animais serviram durante muito
tempo como indicadores de riscos ambientais. Um exemplo classico desse uso € a
presenca de canarios nas minas para detectar excessos do monéxido de carbono e
desta maneira avisar de perigo iminente. Esses bioindicadores s&o organismos ou
comunidades de organismos, através dos quais sdo observadas reacdes para avaliar
uma situacdo especifica, dando pistas sobre a condicdo do ecossistema inteiro e
reagem a efeitos antropogénicos sobre seu ecossistema (Gerhardt, 2002; Jenkins,
2004). Estes autores concluiram que um bioindicador biolégico poderia ser:

(a) Uma espécie ou grupo de espécies que reflitam facilmente o estado bidtico e
abidtico de um ecossistema;

(b) Espécie ou grupo de espécies que representem o impacto de mudancas
ambientais sobre o0s habitats, comunidades ou ecossistemas, ou seja,
indicadores da biodiversidade desse ecossistema.

Nesse sentido, o papel principal dos bioindicadores € medir a resposta do ecossistema
aos disturbios antropogénicos (Niemi & McDonald, 2004). Jenkins (2004) menciona que
os bioindicadores séo Uteis em trés situacdes: a) quando o fator ambiental indicado ndo
pode ser medido (paleo-monitoramento); b) quando o fator ambiental é dificil de medir
(pesticidas e seus residuos); ¢) quando o fator ambiental € facil de medir, porém dificil
de interpretar (mudancas ecoldgicas). Os organismos bioindicadores mais utilizados
S840 organismos comuns presentes no corpo de agua em estudo ou que sejam
transferidos para este, mas que possuam caracteristicas especiais para o
biomonitoramento (Zhou et al., 2008).

Por outro lado uma espécie sentinela, segundo Sedefio-Diaz & Lépez-Lopez (2012),
pode ser definida como qualquer micro-organismo, planta ou animal doméstico ou
selvagem, que possa ser usado como um indicador da exposicao e da toxicidade dos
xenobidticos. Podendo ser usado na determinacédo do impacto sobre a saude humana
ou ambiental devido a algumas caracteristicas desses organismos, tais como:
sensibilidade, posicdo na comunidade, probabilidade de exposicdo, distribuicdo ou
abundancia geogréafica e ecolégica.

A agéncia National Research Council (1991), menciona que em algumas situagdes, as

espécies mais desejaveis ndo estdo presentes na area de estudo. Assim, torna-se
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apropriado colocar deliberadamente uma espécie i s e n t hardeed de éstudo (Tabela
1.3).

Tabela 1.3.- Requisitos necessarios para considerar um ser vivo como

organismo i s e n t {Natierald&Research Council, 1991)

Exibir respostas mensuraveis (incluindo acimulo de residuos

nos tecidos) para o agente ou classe de agente em estudo.

Possuir um habitat que sobreponha a area monitorada

Ser facilmente enumerado e capturado

Possuir uma populagdo com um tamanho e densidade

suficientes para permitir a enumeracéo

Segundo Van der Oost et al. (2003), nos peixes podem ser observadas varias
respostas bioldgicas, tais como a bioacumulagdo de quimicos, uso de biomarcadores
na avaliagcdo dos riscos ambientais pela exposicdo aos metais pesados, variacdes
fisiologicas e até morfoldgicas. Posteriormente, Zhou et al. (2008), destacaram que 0s
peixes atraem muita atencdo no biomonitoramento da poluicdo da agua devido a
caracteristicas bioldgicas especiais intrinsecas especificas. Dentre elas destacam-se:
(a) tamanho relativamente grande, (b) longo ciclo de vida, (c) facilidade de crescimento,
etc. Paralelamente, este mesmo autor também ressalta que os peixes tém uma posicao
privilegiada na cadeia alimentar aquatica e podem afetar diretamente a saude dos
humanos, o0 que aumenta ainda mais a sua importancia.

As dificuldades em estudar o0s peixes consistem basicamente no fato deles
alimentarem-se de uma ampla gama de organismos. Além disso, eles sdo ndmades e
nao sdo longevos (Jenkins, 2004). Sedefio-Diaz & Lépez-Lopez (2012) concluem que o
uso apropriado dos organismos sentinela em estudos ambientais nos ecossistemas
aquaticos

Nesse sentido, a utilizacdo dos peixes como organismo sentinela € viavel para o
monitoramento da poluicdo em sistemas aquaticos. No entanto, as pesquisas devem
considerar a aplicacdo de um conjunto de respostas mensuraveis (biomarcadores) para
identificar potenciais fontes de estresse e 0s danos aos quais 0S organismos estéo
expostos. O conjunto de biomarcadores deve também considerar varios niveis de

organizacgao bioldgica, a fim de identificar os efeitos do estresse ambiental, tendéncias
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espaco-temporal das condicbes ambientais e identificar os sinais de alerta precoce

para evitar que o dano continue.

3.2.- Peixes como fiferramentad de avaliacdo ambiental

A existéncia de peixes em um corpo de agua, segundo Rocha et al. (1985), é
considerada como um excelente ftermdmetroo do real estado de pureza da agua. No
trabalho destes autores, foi demonstrado que, na represa Billings (Sado Paulo), os
peixes ai existentes, com ressalte da grande abundancia da tilapia (Tilapia rendalli),
apresentaram contaminagao por metais, o que foi conferido com a presenca de metais
na agua. Isto demonstrou que o ecossistema dessa represa tinha problemas sérios de
contaminacao, e que a pesca devia restringir-se nas cabeceiras das represas.

Como consequéncia desse estudo, foram desenvolvidos outros projetos ambientais
para recuperar a qualidade deste ecossistema, e foram exigidos pelo governo de
Estado estudos de impacto ambiental para todo futuro projeto na area da represa.
Observando esta pesquisa, concluimos que a atitude tomada pelas autoridades de S&o
Paulo em prol da saude ambiental e da populacdo dependente deste reservatorio,
através do uso de peixes como organismos sentinela e de enzimas como
biomarcadores, favoreceu, sobretudo, na tomada de decisdes das autoridades.
Segundo Esteves (2011), os peixes sdo alvo de pesquisas sendo utilizados como
sentinelas do estado de conservacdo das aguas continentais, dada sua importancia
ecoldgica como elos fundamentais nas cadeias alimentares aquaticas. Possuindo uma
estreita relacdo entre as respostas dos peixes com a condicdo ambiental do meio
aquatico. Este mesmo autor também menciona que 0s peixes neotropicais representam
um indicador importante do comportamento dos rios no Brasil.

Assim, segundo Abell et al. (2008), os peixes neotropicais da América do Sul possuem
caracteristicas reprodutivas muito importantes. Essas caracteristicas estdo mais
relacionadas com a hidrologia dos ecossistemas aquaticos (chuvas, secas, enchentes),
do que com as variacbes de parametros fisico-quimicos dos mesmos (temperatura,
fotoperiodos, pH, etc). As chuvas e as enchentes determinam a expansado do ambiente
aquatico, e com ela a maior disponibilidade de recursos alimentares, relaxamento das
pressbes de predacdo e competicdo, e a oportunidade de realizar curtos

deslocamentos pelo sistema.
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A maioria dos peixes neotropicais exibem habitos sedentarios, e outra parcela menor
de espécies sdo migradoras de longas distancias (piracema), sendo que o periodo de
cheia esta associado também com a sua reproducdo. Durante a piracema, 0S peixes
precisam direcionar maiores recursos energéticos para estas funcdes, do que para seu
crescimento (Arrington et al., 2006).

A grande maioria de poluentes, segundo Walker et al. (2012), sdo de caracteristicas
lipofilicas (Figura 1.2), o que favorece sua ligacdo com moléculas lipidicas e sua rapida
absorcdo pelas células e posterior bioacumulacdo nos tecidos. Segundo Esteves
(2011), os peixes acumulam energia temporéria na forma de acidos graxos.

Bioacumulagao
(composto lipofilico)
=>» Musculo

Excrecdo (composto
hidrofilico)

=>» branquias e/ou
urina

Figura 1.1.- Esquema do funcionamento do mecanismo de biotransformacao, e

posterior bioacumulacéo e/ou excrecdo dos poluentes nos peixes (Fonte propria)

Em algumas espécies, a estocagem de lipideos na forma de triacilgliceridos e de
vitelogenina ocorre primariamente no figado, enquanto que em outras espécies pode
ser armazenados entre os musculos. As possives variacbes no conteudo lipidico
muscular podem estar relacionadas a deposicdo sazonal do armazenamento de
energia, na forma de lipideos e sdo consumidos tipicamente durante periodos de déficit
de energia de curta duracao (ex. natacéo violenta) ou de longa duracéo (ex. migracdes
de longas distancia) (Jobling, 1994; Mommsen, 1998; Arrington et al., 2006). Segundo
Arrintong et al. (2006), todas as espécies de peixes neotropicais podem armazenar
lipidios. Entanto que nas espécies ndo migratorias a estocagem lipidica pode estar
relacionada com outras caracteristicas da histéria de vida dela.

Além de servir como um depdsito de armazenamento, o figado é o principal local de

biossintese de lipideos, assim como o 6rgdo encarregado da biotransformagédo de



xenobioticos (Walker et al., 2012), e como tal pode mostrar teor de lipidios mais
dindmico do que o tecido muscular. (Allen & Rana, 2004; Arrington et al., 2006; El-
Moselhy et al., 2010; Abdel-Baki et al., 2011)

E possivel que os peixes neotropicais, durante a piracema e em situacoes de estresse,
acumulem maior teor de gorduras e junto com elas os xenobidticos presentes nos rios
contaminados. Sendo que 0s xenobidticos sdo de carater altamente lipofilico e,
portanto, tendem a se bioacumular nos tecidos dos peixes, especialmente no figado e
nos muasculos.

Segundo Walker et al. (2012) a acumulacdo de substancias toxicas nos tecidos dos
peixes depende tanto do quimico e do tempo de exposi¢do, como das caracteristicas
metabodlicas dos peixes para biotransformar esses xenobidticos em compostos

hidrofilicos e assim facilitar sua excrecao (Figura 1.3).

Y/ ZZ[A///

ABSORCAO 1 7[‘ ki _T h
;E . e EXCREGAO
L2

Figura 1.2.- Modelo geral que descreve a fonte (absorcéo) e o destino dos xenobibticos

lipofilicos nos peixes. Figura adaptada de Walker et al. (2012)

O tipo de peixe para ser usado nestes estudos também € muito importante, como foi
mencionado anteriormente, de preferéncia tem que ser resistente a variacoes
ambientais bruscas. A tilapia € considerada como um organismo altamente resistente a

presenca de poluentes (Pereira & Lapolli, 2009), sendo até cultivadas nas lagoas de
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estabilizacdo da estacdo de tratamento de esgoto urbano da cidade de Lima (Peru)
(Moscoso & Nava, 1984). A tilpia € utilizada como uma espécie indicadora para avaliar
os efeitos da poluicdo ambiental em regides tropicais (Ueng et al., 1995; Bainy et al.,
1996).

Paralelamente, é necessario contar com outra fferramentad biolégica para avaliar as
respostas que esses peixes vao oferecer, apds um tempo de exposicdo, sobre o estado
de saude dos peixes e do seu habitat. Esta fferramentadé denominada de biomarcador
(Zanette et al., 2010; Tsangaris et al., 2010; Nogueira et al., 2011; Tosti & Gallo, 2012;
Kubota et al., 2013).

4. Uso de respostas biologicas para avaliagcdo ambiental:

4.1. Biomarcadores

Este conceito foi definido, segundo Walker et al. (2012), como toda resposta biologica
gue 0s organismos Vvivos expressam quando estdo expostos a um ou varios quimicos
organicos ou inorganicos (xenobioticos), sendo que esta resposta expressa o grau de
exposicdo submetido e/ou o efeito que estes xenobidticos causam sobre o0s
organismos.

Nesse sentido, € importante incluir as caracteristicas ecolégicas mensuraveis e
respostas comportamentais dos organismos, populacfes ou comunidades no momento
de avaliar as mudancas no meio ambiente Peakall (1994). Segundo este mesmo autor,
0s niveis de resposta biol6gica que podem ser considerados, oscilam desde a estrutura
molecular até a comunitaria e mesmo para as funcdes e estrutura dos ecossistemas
(figura 1.4).

O termo biomarcador, segundo Fossi et al. (2002) esta relacionado aos processos
bioldgicos, aprovisionando efeitos ecologicamente relevantes, fornecendo informacdes
sobre a qualidade ambiental através de reacdes identificaveis (moleculares,
bioquimicas, fisiolégicas e/ou morfoldgicas).

Os aspectos moleculares e bioquimicos sdo 0s primeiros em serem alterados quando
um Xxenobidtico ingressa ao organismo. Portanto, esta resposta poderia ser
considerada como um alerta precoce do risco no interior dos organismos expostos.
Nesse sentido, conforme se acrescenta o risco até os niveis mais elevados da estrutura

populacional, também aumenta a importancia ecolégica e 0 tempo em que 0S



organismos responderiam para essa exposicao (Alti & Canli, 2010; Franco et al., 2010;
Nogueira et al., 2011, Ferreira et al., 2012; Kubota et al., 2013).

Assim, os biomarcadores podem ser definidos como medidas funcionais de exposicéo
de estressores ambientais, que s&o usualmente expressados no nivel sub
organizacional da estruturacdo celular. A magnitude das mudancas € mensuravel e

frequentemente relacionada a severidade da exposic¢ao (Figura 1.4).

Ecossistema Aquatico
Composicao da comunidade

Mudancas populacionais

XENOBIOTICO Respostas nos organismos
Mudancas Fisiolégicas

Mudancas bioquimicas

4
A o tempo de resposta
>
# a dificuldade de unidao com ligagdes quimicas especificas
>

4 a importancia Ecolégica

Figura 1.3.- Relacdo esquematizada das ligacbes entre as respostas bioloégicas em

diferentes niveis organizacionais (Walker et al., 2012)

Segundo Decaprio (1997), um efeito toxico resultante a partir de uma exposicao
estressora pode ser definida como um evento adaptativo ndo patogénico primario, ou
como um evento funcional alterado de maior seriedade, dependendo da toxicocinética
e do mecanismo de acdo dos estressores. Assim, 0 estresse sub-letal € geralmente o
primeiro manifestado no nivel sub-organizacional, onde os efeitos podem ser medidos
via alguns componentes celulares, tal como enzimas. Dependendo da severidade, o
estresse sub-letal pode limitar sistemas fisiolégicos, reduzir o crescimento, ou
inviabilizar a reproducao.

O grau de intoxicacdo que um organismo, ou um grupo deles, pode atingir em um
determinado tempo de exposicdo € muito variavel. Essa intoxicacdo ir4

progressivamente dificultar a mesma, e impedir a sua eficiéncia para realizar processos
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metabolicos necessarios para o seu desenvolvimento (crescimento basal e seu
investimento na reproducdo). Isto acarreta, como consequéncia, que O organismo
expresse sinais de estresse e doenca, o0 que, em alguns casos, pode terminar na morte
do individuo. Estas definicdes propdem o uso de tipos especificos de biomarcadores,
com o objetivo de determinar a dose interna ou a concentracdo biologicamente ativa
(exposicao), o efeito adverso, e até o nivel de susceptibilidade das populagBes ou
individuos, em um esforco de predizer e possivelmente prever doencas clinicas,
especialmente em humanos (National Research Council, 1991). Baseados nesta
definicdo sao classificados os biomarcadores em funcdo das suas capacidades

individuais ou em conjunto.

4.1.1. Tipo de biomarcadores

Na atualidade, existem segundo Nordberg (2010) sdo usados trés categorias de
biomarcadores: os biomarcadores de exposicdo, biomarcadores de efeitos e
biomarcadores de suceptibilidade.

Biomarcadores de exposicdo, sdo aqueles que mostram a exposi¢cdo de um poluente
para o nivel de que esse poluente (ou seus metabolitos, ou o0 produto da interaccéo
com moléculas-alvo) esta em um tecido do corpo ou fluidos (compartimento). Esta
definicdo inclui as medicbes de produtos de interacdo entre os poluentes e as
moléculas-alvo, ou seja, a dose-alvo (Aitio et al., 2007)

Biomarcadors de efeito. Este biomarcador esta associado a um efeito de saude mais
cedo (possivel deterioracdo da saude; efeito critico) ou um efeito clinico (doenca). Este
tipo de biomarcador pode estar relacionado ao nivel de mudanca de uma substancia
enddgena no sangue ou urina (Aitio et al., 2007)

Biomarcador de susceptibilidade: biomarcador de uma capacidade inerente ou
adquirida do organismo para responder a exposicdo a uma substancia especifica.
Biomarcadores de suscetibilidade indicam individuos com maior sensibilidade de
moléculas-alvo e, em outros casos, individuos com alteracbes no metabolismo /
toxicocinética que dao origem a uma maior dose-alvo (Aitio et al., 2007; Nordberg,
2010).

Portanto, é possivel definir os biomarcadores funcionam como respostas bem

caracterizadas que levam em conta as propriedades farmacodinamicas e fisico-
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quimicas dos organismos biolégicos e dos agentes quimicos, respectivamente
(Sheehan & Power, 1999; Nordberg, 2010).

Essas respostas, tanto dos parametros antioxidantes como do sistema de
biotransformacéo, sdo usadas em estudos ecotoxicolégicos. Essas mudancas iniciais
sdo detectadas precocemente nos niveis bioquimicos e moleculares, com a ativagédo do
sistema de defesa celular e de biotransformacéao fornecendo de dados sensitivos sobre
0 estresse que 0s peixes experimentaram (Atli et al., 2016; Adeogun et al., 2016). Estes
mesmos autores indicam que é o figado o sitio de reacdes oxidativas multiplex, de

maxima geracao de radicais livres e é o 6rgéo para eliminar xenobioticos.

Exposicéa Resposta -
0 externa Ocorréncia
e doses da doenca

£ Y

A 4

A

TK o -
Ocorréncia

do efeito
Doses critico
interna )

4 ‘ /
’ J
T\ DosesAlvo | .7

em grupos
Absorgao Doses susceptiveis

(doses)no | Alvo para e
érgéo efeitos ’ DosesAlvo | /

critico criticos em grupos
Y menos
susceptiveis

{F l# y v

Monitorament BM: Doses BM: Biomarcadorde BM: Biomarcadorde BM: BM:
o0 ambiental: interna, exposicédo-Indicando dose  susceptibilidade - Biomarcador Biomarcador
doses biomarcador de alvo e concentracédode Indicando individuos de efeito de doenca
externa exposicdoe metais no tecido com acréscimo de
concentragdo de sensibilidade de
metais no sangue moléculas alvo ou
acréscimo dadose

alvo

Figura 1.4.- Relacbes entre a dose e a exposicdo externa, monitoramento ambiental,
biomonitoramento (BM), e respostas (i.e. ocorréncia doencas). Importancia da
toxicoquinética (TK) para as relacdes entre doses interna e externa e entre
biomarcadores. Relacédo entre a absorcdo no 6rgao critico e a dose para efeito critico,
tanto como a importancia da susceptibilidade para efeitos adversos (criticos) como

indicado pelos biomarcadores de susceptibilidade (BS) (Fonte: Nordberg, 2010)

O papel dos biomarcadores também é explicado na figura 1.5; assim como os efeitos

adversos dos quimicos sobre estas moléculas. Mostra também que existem
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organismos com maior abilidade de biotransformar xenobidticos do que outros,
reduzindo a susceptibilidade de desenvolver efeitos adversos nesses tecidos
(Nordberg, 2010).

Alguns biomarcadores de exposicdo (altamente sensiveis e especificas) sdo a inducao
do Citocromo P450-1A (CYP1A) monooxigenase e EROD pela exposicdo aos
Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos (PAH’s), a inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) para pesticidas organosfosforados e carbamatos, e a inducdo das
metalotioneinas para a toxicidade dos metais pesados (Sarkar et al., 2006; Tsangaris et
al., 2010).

Os biomarcadores de efeito ndo especificos podem incluir sitios ativos que podem ser
alterados por um variado numero de estressores, 0s quais podem se relacionar a
efeitos fisioldgicos, tais como taxa de crescimento de um organismo, OUu Processos
reprodutivos destes (Mayer et al., 1992; Adeogun et al., 2016). Este fato pode ser
reduzido com o uso de biomarcadores especificos que possam ser 0rgaos-especificos.
Dentre os principais marcadores deste tipo temos os relacionados ao estresse oxidativo
(GST entre outros) e a peroxidacao lipidica, os quais podem fornecer maior informacéao
sobre o mecanismo do dano original observado a partir das avaliagdes néao patologicas
(Adeogun et al., 2016).

Nesse sentido, existe uma relacdo potencial entre as respostas no nivel celular e do
ecossistema, e 0s mecanismos adaptativos compensatérios, nos quais um efetivo
conjunto de biomarcadores de efeito forneceria maior percepcdo sobre a causalidade
do efeito adverso observado no nivel superior, como foi mencionado anteriormente na
figura 1.4.

Por outro lado, sem importar o tipo de biomarcador usado, as respostas encontradas
para cada um destes ou as mudancas no estado de saude do organismo se relacionam
tanto ao acréscimo na concentracdo do xenobidtico como no tempo de exposicao,
mostrando a tendéncia a especificidade que alguns biomarcadores expressam e a
relacdo dose-resposta na qual se baseia a toxicologia.

As andlises bioquimicas devem ser acompanhadas de analises quimicas para elucidar
assuntos relacionados aos efeitos dos xenobidticos sobre os biomarcadores, devido ao
gue existem outras variaveis que podem alterar a atividade enzimatica deles. Estas

variaveis podem ser internos ou externos aos organismos ou do ecossistema.



Pode ser observado que o uso desta fferramentadserve para medir o grau de mudanca
da resposta biolégica que um xenobidtico geraria em um organismo durante um
periodo de exposicdo. A principal razdo para recomendar o uso dos biomarcadores na
avaliacdo ambiental é que estes podem oferecer informagdo sobre os efeitos dos

contaminantes.

4.2. Bioacumulacéao

O termo bioacumulacédo, segundo Zhou et al. (2008) refere-se a um importante
processo através do qual os quimicos podem afetar os organismos vivos, pelo aumento
da concentracdo destes compostos nos tecidos ao longo do tempo, e pode se
relacionar com a concentracdo do quimico no ambiente. Segundo Zhou et al. (2008), a
bioacumulacdo ocorre quando um organismo absorve uma substancia quimica a uma
taxa superior aquela em que a substéancia € eliminada, envolvendo varios processos,
incluindo a absorcéo, a biotransformacéo, o armazenamento e a eliminacdo. Alguns
autores (Mustafa & Guluzar, 2003; Zhao et al., 2012; El-Moselhy et al. 2014)
mencionam que a bioacumulacdo dos metais pelos peixes, e a subsequente
distribuicdo no organismo destes, é altamente interespecifica.

Abdel-Baki et al. (2011), determinaram concentracdes de alguns metais (Pb, Cd, Hg,
Cu, Cr) na agua, sedimentos e em alguns tecidos de tilapias no vale Wadi Hanifah
(Arabia Saudita). Neste estudo foi demonstrado que as tilapias, embora interatuem com
o fundo, tiveram maior taxa de transferéncia dos metais a partir da agua para 0s
tecidos dos peixes do que pelos sedimentos. Concluindo que o0s niveis de metais no
musculo destes peixes foram inferiores a concentracdo permitida sugerida pela WHO
(2005), e que nao apresentavam ameaca alguma para a saude publica. Este estudo
também indicou que a 4gua do Wadi Hanifah € muito apropriada para a atividade de
pesca e segura para 0 consumo dos peixes. Porém, € evidente que houve
bioacumulacdo de metais pesados nos tecidos das tilapias estudadas e que esta
situacao poderia piorar. Por esse motivo os autores recomendaram que fosse realizado
um biomonitoramento periédico para regular os niveis de metais pesados nos peixes

deste vale.
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5.1 Conclusdes

A contaminacdo aquatica representa uma ameaca direta na conservagdo e manejo dos
ecossistemas aquaticos, e reduz drasticamente a disponibilidade de espagos para o
desenvolvimento sustentavel de uma grande variedade de atividades antropogénicas,
tais como a aquicultura.

Sao necessarios esforcos coordenados entre 0os governos e a sociedade civil para
realizar manejos adequados dos ecossistemas aquaticos, principalmente nesses
tempos de crise das aguas. Estes esforcos deverdo focar na conservagdo dos
ecossistemas aquaticos limpos que existem e o desenvolvimento de se torna
necessario contar com instrumentos de controle e vigilancia desses processos
ecoldgicos, como sdo os programas de monitoramento ambiental desses corpos de
agua.

Como mencionado neste capitulo, os peixes podem ser considerados como uma 6tima
ferramenta nesses programas, podendo oferecer informagdo sobre o real estado de
saude do ecossistema aquatico. A tilapia cumpre varios de los requisitos antes
mencionados neste capitulo, paraserconsi der ada um organi smos
distribuicdo geogréfica (existem muitas pisciculturas espalhadas no Brasil). Possui uma
elevada resisténcia a condicbes ambientais desfavoraveis e ao estresse de ficar
confinada em espacos reduzidos e altamente poluidos. A biologia desta espécie é
demais conhecida, com muitos estudos sobre a fisiologia, metabolismo, reproducéao,
assim como diversos estudos ecotoxicoldgicos ao redor do mundo. A tilapia é uma
espécie omnivora e filtradora de habitos alimentares variados. Sedentaria, a tilapia ndo

realiza migracgoes.
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Abstract

Fish are good environmental bioindicators and assessment of biomarkers in their
tissues is an excellent tool for monitoring aquatic pollution for a range of xenobiotics,
such as those in domestic sewage. In this study, the activities of biomarkers
Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) and Glutathione S-transferase (GST) were
assessed in the liver of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The fish with the objective of
evaluating underwent short term (1 week) exposure in the surface water of the
reservoirs of two Small Hydroelectric Power Plants (PCH1 and PCH2) in Itabapoana
River-RJ-Brazil, upstream and downstream of a city with 40 thousand habitants.
Enzyme activity of EROD was significantly higher in the reservoir PCH2 in relation to
the reservoir PCH1. Concerning GST activity, the reservoir PCH2 also exhibited higher
levels of activity. Meanwhile, no significant differences were registered between
exposure places within each PCH. Variations in biomarkers indicate that the river
Itabapoana is polluted by organic compounds present in wastewater released without
treatment by the city.

Keywords: Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD); Glutathione S-transferase (GST);
Biomarkers; Nile Tilapia; Aquatic Pollution; Sentinel Organism; Ecotoxicological

Assessment..
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1. Introduction

The lack of efficient sewage treatment programs is commonplace in many cities,
especially in small towns with low capacity or poor treatment systems. Itabapoana river
is the largest body of water in the southeast of Brazil. This river receives effluent
discharges without proper treatment from the Bom Jesus de Itabapoana town. The
wastewater are associated with a variety of organic and inorganic pollutants, also
known as xenobiotics, which produce many toxic, or even lethal and sub-lethal effects
on living beings. To know the pollution level of the aquatics ecossistems,
ecotoxicological studies and biomonitoring programs were developed using aquatic
organisms or bioindicators (Pereira et al., 2014).

In aquatic biomonitoring, understanding the biological responses of organisms can be
used as an environmental tool, providing information to determine the effects associated
with potential sources of contamination (Franco et al., 2010). Such biological responses
are referred to as biomarkers, and are used to measure the exposure and the effect
caused by various contaminants such as metals, organic compounds, and agrotoxics
(Freire et al., 2008, Franco et al., 2010). The enzymes 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD) (Sarkar et al., 2006; Tsangaris et al.,, 2010) and Glutathione S-transferase
(GST) (Adeogun et al., 2016) have been used as biomarkers in biomonitoring programs
throughout the world, using aquatic organisms as bioindicators. EROD is part of the
toxic biotransformation system in the liver which, in Phase |, catalyzes the reaction of
oxidation to obtain a small increase in hydrophilicity (Tsangaris et al., 2010). GST is
another family of detoxifying enzymes that is essential in cellular detoxification of many
xenobiotics during Phase Il of the biotransformation system, and also exerts an
antioxidant function for cell protection (Nogueira et al. 2011; Adeogun et al., 2016). The
aim of this research was to determine the occurrence of environmental impact by water
pollution in Itabapoana river, in the Baixada Fluminense region (RJ-Brazil), using Nile
tilapia (Oreochromis niloticus), as a bioindicator, transplanted into two reservoirs of
small hydroelectric power plants (PCH) to perform an ecotoxicological study on
biochemical levels and registering the activity of the two biomarkers (EROD and GST)

in these fish.



2. Methodology

2.1. Exposure sites

The reservoirs are part of two PCH (small hydroelectric plants) and are located along
the river Itabapoana (Figure 1.1), upstream (PCH1) and downstream (PCH2) of Bom
Jesus de Itabapoana city (RJ), on the border between the states of Rio de Janeiro and
Espirito Santo (Brazil). Itabapoana city has less than 40,000 inhabitants. In each
reservoir, three sites were chosen for the study: backwater of each reservoir, upstream
of the dam axis and downstream of the powerhouse of each PCHs.
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Figure 2.1- Location of the PCHs on Itabapoana river (RJ/ES, Brazil)
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2.2. Animals

99 Nile tilapia (Oreochromis niloticus), with an average weight of 59.3 + 18.8 grams,
were obtained fromt h e PfllLaat a 0 fHugemdpolisaMuriae-MG, Brazil). The fish
were transported to six sites chosen for the exposure study and placed in cages 1 m*
(TRs). 13 tilapias were placed in each cage according to the experimental design. Once
the TRs were installed at PCH1 and PCH2, the tilapias were kept under fasted
conditions for a total duration of exposure of 1 week (July 26, 2013 until August 1,
2013). At the end of the exposure period, the total number of collected tissues was 99

livers.

2.3. Water quality

Water quality data were obtained from the company responsible for the operations of
the PCHs. These data covered the historical of monitoring these reservoirs between
2011 and 2013 (April, June, September and December 2011; April, July, October and
December 2012; April and July 2013). The information obtained was compared with
sampling and monitoring of temperature, dissolved oxygen, pH, conductivity, ammonia,

nitrate and chlorophyll-a during the experiment using a Multi-parameter Probe (ISYS).

2.4. Biometric assessment of fish

Each fish collected was evaluated biometrically, recording the length, body weight, liver
weight and gonad weight. The hepatosomatic index (HSI), defined as the ratio of liver
weight and total body weight, and gonadosomatic index (GSl), the ratio between gonad
weight and total body weight were calculated. Sex of the animals was determined by
visual examination, and the stage of sexual development was also determined

macroscopically, according to Vazzoler (1996). Liver samples were isolated and stored

in liquid nitrogen (-163°C), and transported to bi omar ker a Bianharkesse s

Laboratory of the Federal University of SantaCa t a r LABGABCCA-UFSC).
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2.5. Assessment of biomarkers

2.5.1. Homogenization and centrifugation of the samples

The liver samples were homogenized in 1:4 (w / v) buffer Tris HClI 20 mM, EDTA 1 mM,
sucrose 0.5 M, DTT 1 mM, PMSF 0.1 M, pH 8,0, using a "Tissue tearor" (Biospec Prod.
INC.). The resulting homogenate was centrifuged at 9,000 x g for 30 minutes at 4° C for
analysis of GST and EROD enzymes, posteriorly the supernatants were stored at -80°C
(Mattos, 2010)

2.5.2. Analysis of enzyme activity and protein dosage

The activity of EROD in the microsomal fraction was calculated according to the method
described by Mattos (2010) by measuring the increase in fluorescence of the resorufin
with a spectrofluorometer (EX’Em 530/585). The concentrations in the assay were as
follows: NADPH 1.67 mM; Ethoxy-resorufine 2.6 pM; tris 0.1 M, at pH 7.8. The EROD
activity was expressed as picomoles of EROD per minute per milligram of protein. The
enzymatic activity of GST was determined by the method described by Keen et al.
(1976), adapted to microplates as proposed by Trivella (Franco et al., 2006), using a
concentration of CDNB (2.22 mM 1-chloro, 2,4-dinitrobenzene) and 2.22 mM of GSH at
pH 7. Fluorescence of prepared samples was determined using a spectrofluorometer
(340 nm for 5 min). GST activity was expressed in mU product 2,4-dinitrophenyl
glutathione per minute per mg protein. Each GST unit corresponds to each mMol CNDB
spent in the reaction. The concentration of proteins in the cytoplasmic fraction was
calculated accordingtoBr adf or d6s met h o chodified byaMhttos (2@lL0),1 9 7 6
using bovine serum albumin as standard. The assay was performed in microplates and

the results of this measurement were used to normalize the data of enzymatic activity.

2.6. Statistical Analysis

All values for enzyme activity and biometrics were evaluated statistically with the
Statistic program, using one-way ANOVA and 0 colnmase @aa betweert
sites of exposure. The historical data of water quality of the Itabapoana River, and the
reservoirs at PCH1 and PCH2 were evaluated usi ng St uabtefortmiltple T

independent samples by groups.
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3. Results

3.1. Water physical-chemical evaluation

The temperature, electrical conductivity and levels of ammonia, showed significantly
higher values in the reservoir of PCH2 than those in PCH1. The dissolved oxygen
values were significantly smaller at PCH2 than at PCH1. The pH, nitrates and

chlorophyll-a showed no significant differences (Figure 2.2).

3.2. Biometric analyzes of fish

The body size of different groups of Nile tilapia used in the biomarker studies was not
significantly different from each other (Table 2.1). Every fish sample consisted of male.
Gonads of most of the fish used in the study had not reached the sexual maturation.
When adequate sample sizes were available for the fish collected from different
sampling sites, the influence of hepatosomatic index index on each biomarker response
(hepatic EROD and GST) in the cultived tilapia collected from the respective sampling
sites were tested statistically. However no significant diference was founded (P > 0.05)

between these indexs and the biomarkers responses tested (Results not shown).

Table 2.1 - Biometric changes data obtained from fish in the reservoirs studied PCH1
and PCH2.

Sample Weight (gr) Large (cm) HSI
P1 83,12+2398 17,15+1,85 0,01045 + 0,0031
PCH1 P2 49,98 + 7,80 14,65 +0,78  0,00957 + 0,0025
P3 50,03+10,45 14,99+1,31 0,00875 + 0,0028
PG1 61,79+ 1257 1596+ 1,14 0,00767 + 0,0019
PCH2 PG2 58,52+ 1359 1587+0,91 0,00797 + 0,0021
PG3 63,02 +18,89 16,10+ 1,34  0,00819 + 0,0010

n = 13 tilapias to each sample site

HSI = hepatosomatic index
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Figure 2.2 - Variations in water quality at reservoirs PCH1 and PCH2 in Itabapoana
river, over the years 2011 to 2013 (Source Neoenergy). Differences in parameters were
compared using Student's t-test: a) dissolved oxygen (p < 0.001); b) electrical
conductivity (p= 0.002); c) pH (p= 0.074); d) ammonia (p= 0.008); e) nitrate (p= 0.447);
f) chlorophyll-a (p= 0.075). * Indicates a significant difference (p <0.001) between the

reservoirs.
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3.3. Analysis of biomarkers

Hepatic EROD as a biomarker Hepatic EROD and GST activities in cultived Nile tilapia
sampled from PCH1 e PCH2 reservoirs are compared between them Fig. 4. The results
revealed that hepatic EROD and GST activities of the fish collected from PCH2
reservoir (dowstream siteof the city) in all sampling sites were significantly higher from
those of the PCHL1 reservoir (upstream site of the city) (Figure 2.3).
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Figure 2.3 - Changes in enzyme activities of EROD and GST biomarkers respectively;
comparing the results between sampling sites (A and C) and between all sites in PCH1

and PCH2 reservoirs.

4. Discussion

4.1. Water quality of the river Itabapoana

Water quality monitoring data in Itabapoana river showed changes in abiotic factors that
could have influenced the response of the biomarkers studied. The DO levels were
high, exceeding the expected DO values for these temperatures and pH (Arana 2004).
According to Santos Carvalho et al. (2012), extreme variations in the levels of DO can
influence in fishes interfering with the normal function of antioxidant enzymes. In our
research were founded low values of DO in the PCH2 reservoir, what could be
influencing the activity of the enzymes studied. Water conductivity, can result in adverse
ecological effects on aquatic biota (Morrison et al., 2001). In fact, electrical conductivity

was significantly higher in the PCH2 reservoir, after receiving the urban sewage, what
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could be influencing this parameter. The presence of ammonia in water is a direct
indicator of organic pollution of anthropogenic origin, such as households (Morrison et
al., 2001) that can directly influence the regulation of various metabolic pathways in fish
(Arana 2004, Santos Carvalho et al. 2012). In the study by Morrison et al. (2001) on the
Keiskamma River, ammonia concentrations from 3.7 up to 29.5 mg / L were recorded,
however since the pH of the river was lower than 8.5, the ammonia present in this river
was not in the toxic form. Being higher in the PCH2 reservoir. What could be indicating
anthropogenic impact from the city. Finally, the higher chlorophyl-a concentration in
PCH2 reservoir maybe be linked with ammonia and nitrates presence since plants have

an alimentary demand based in nutrients such as nitrate.

4.2. Assessment of Biomarkers

Gagnon and Holdway (2002) reported that EROD activity was generally lower in sand
flathead (Platycephalus bassensis) collected from the non-urbanized and non-
industrialized southern part of Port Phillip Bay, Australia, as compared to more
urbanized and industrialized areas. Receptor-mediated induction of cytochrome P450-
dependent monooxygenases (specifically the CYP1A subfamily) by xenobiotic
chemicals has also provided a highly sensitive indicator of contaminant exposure in fish.
GST is a major biochemical biomarker used to determine the presence of xenobiotics
that produce oxidative stress resulting in the induction of this enzyme (Medeiros, 2000;
Walker et al., 2012). Santos-Carvalho et al. (2012) denoted elevated GST activities in
tilapia liver from a contaminated site (Monjolinho river, Sdo Carlos-SP, Brazil) compared
with those from a site in absence of industrial activities indicating that this enzyme
responds to cellular oxidative stress by peroxidase activity.

Pathiratne et al., (2009), conclude that responses of hepatic EROD and GST from Nile
tilapia can be used as a suite of biomarkers in future biomonitoring programmes in
assessing pollution status and pollution trends in water resources. According with these
same authors the induction of hepatic EROD activity in the fish collected from three
polluted lakes in Sri Lanka were ranged between 750 T 1600 picomoles of
resorufin/minute/mg of protein and the laboratory control bioassay was 100 picomoles
of resorufin/minute/mg of protein. Likewise, hepatic GST activities of the fish caught
from same polluted areas were ranged between 750 1 1400 mU/min/mg of protein and

the laboratory control bioassay was 450 mU/min/mg of protein.
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Although the results in Sri Lanka lakes were 4,5 folds to EROD activities and 8,5 folds
to GST activities higher that the results of reservoirs in this work, our results showed
that exist presence of anthropogenic xenobiotics in the water. However, hepatic GST
activities were very lower when compared with the Sri Lanka control laboratory results
to same biomarker. Therefore the large significant difference of hepatic EROD activities
biomarkers between reservoirs, suggests that exist evidence of urban wastewater

pollution focused in PCH2 reservoir.

5. Conclusions

Fishes exposed in the reservoir at PCH2 exhibited significantly increased activity of the
biomarkers EROD and GST in the liver, likely induced by the presence of organic
pollutants from domestic sewage released from the city. Notwithstanding, hepatic
EROD activity responsed better to detect presence of anthropogenic xenobiotics, such
as hydrocarbons derivate and pesticides possibly.

Finally, was demonstrate the importance of biomarkers responses in biomonitoring
programs and water quality assessment. Furthermore, Nile tilapia revealed to be a quite

suitable sentinel organism on the aquatic ecosystem assessment in field experiments.

6. Recommendations

Biomarkers, such as hepatic EROD and GST, and fish as sentinels organisms, as Nile
tilapia, should be included in future biomonitoring programs of aquatic ecosystems to
serve in the determination of pollutants toxic effects on aquatic organisms specifically

xenobiotics of urban procedence.
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Bioacumulacao de metais chumbo e zinco em peixes durante
o Programa de Biomonitoramento Ecotoxicoldgico na

represa da Pampulha, Belo Horizonte (MG).

L. Alberto Saenz |., Fernanda Freitas, Kleber C. Miranda & Ricardo Motta-Pinto
Coelho

Resumo

A Represa da Pampulha é o principal corpo de agua na cidade de Belo Horizonte (MG-
Brasil). Recebe rejeitos urbanos os quais tém provocado uma poluicdo aquéatica
consideravel. Por essa razdo, a prefeitura da cidade resolveu desenvolver um
programa de despoluicdo da represa, realizando obras de dragagem nas areas
assoreadas durante o periodo de 2013 - 2014. Nesse mesmo tempo, foi realizado um
programa de biomonitoramento ambiental na Represa da Pampulha (Janeiro 2014 até
Janeiro 2015), usando tilapias do Nilo para determinar o grau de bioacumulacdo de
metais pesados (Pb e Zn) nos tecidos (branquias e musculo) que possam ser liberados
do fundo do reservatério por efeito da dragagem. Os peixes ficaram expostos a
condicBes naturais da represa por uma média de 50 dias por cada experimento, ao
todo foram realizados quatro experimentos. Assim, 0s resultados mostraram que a
concetracao de metais tanto na agua como no sedimento ndo ultrapassaram os valores
maximos permissiveis. Os valores da concentracdo de chumbo nos peixes, no entanto,
foram superiores ao recomendado pela WHO/FAO (0,5 mg/k de tecido) para peixe cru
como alimento. Entanto que os valores de zinco, registraram-se duas vezes para as
branquias e mais de 5 vezes inferiores no musculo, aos limites da WHO/FAO (50 mg/k
de tecido) para peixe cru como alimento de 50 mg de Zn/k de tecido. Os valores
encontrados de chumbo e zinco na agua e nos sedimentos sdo duas vezes menores
aos registrados 10 anos antes. Es possivel que as obras de dragagem da Represa da
Pampulha tenham gerado o acréscimo da concentracdo de chumbo e zinco nos tecidos
dos peixes da Pampulha, como pode ser observado nos nossos resultados com
tilapias, sendo estes maiores nas branquias do que no muasculo. Uma vez concluidas
as obras de dragagem os valores de bioacumulacdo dos metais pesados nas tilapias

diminuiram consideravelmente.
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Bioaccumulation of lead and zinc in fish during the
ecotoxicological Biomonitoring Program at reservoir Lake of

Pampulha, Belo Horizonte (Brasil).

L. Alberto Saenz |., Fernanda Freitas, Kleber C. Miranda & Ricardo Motta-Pinto
Coelho

Abstract

The Pampulha reservoir is the main body water in Belo Horizonte city (Minas Gerais -
Brazil). Receiving urban wastes which have caused considerable water pollution. For
this reason, the city government decided to develop a depollution program of this
reservoir, performing dredging silted areas during the period 2013 - 2014. The same
time, there was a biomonitoring program in the Pampulha reservoir (January 2014 to
January 2015), using Nile tilapia cultured fish to determine the level of metal
bioaccumulation (Pb and Zn) in this fish tissues (gills and muscle), that can be released
from the reservoir bottom as a result of dredging. The fish are exposed to natural
conditions of the reservoir by an average of 50 days for each experiment, a total of four
experiments were conducted. Thus, the results showed that the concentration of metals
in both water and sediments have not exceeded maximum allowable values. The values
of the concentration of lead in fish (gills and muscle), however, were higher than the
recommended by WHO/FAO (0,5 mg/k of tissue) to raw fish as a food. On the other
hand, zinc values were registered twice to the gills and more than 5 times lower in
muscle, compared to limits of WHO/FAO (50 mg/k of tissue) to raw fish as a food. The
values of lead and zinc in the water and sediments are twice lower those recorded 10
years ago. Its possible than the dredging of the Pampulha reservoir generated the
increase of the concentration of lead and zinc in the tissues of Pampulha fish, as this
can be observated in our results with tilapia, these being higher in gills than in muscle.
Once completed the dredging works in the Pampulha reservoir, the bioaccumulation

values of these metals in tilapia decreased considerably.
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1.- Introducéo

A poluicdo ambiental urbana nos paises em desenvolvimento é um problema de ordem
mundial, e continua aumentando nas Ultimas décadas, especialmente em relacdo ao
aporte de metais pesados aos ecossistemas aquaticos via esgotos urbanos (Malik et
al., 2010). A principal causa desse fendbmeno € o crescimento das cidades com
explosdo demogréfica, aumento da tecnologia e o crescimento econdmico dessas
urbes, o qual tem gerado maior producdo de residuos sélidos e liquidos na forma de
esgotos urbanos (domésticos e industriais), os que sdo transportados até os corpos de
agua, onde sao lancados sem tratamento apropriado, diluindo-se na agua e
sedimentando-se no fundo dos ecossistemas aquaticos, bioacumulando-se nos
organismos aquaticos que nesse meio existam (Voigt et al., 2016).

Dentre esses poluentes, destacam-se 0s metais pesados. Compostos que ndo podem
ser degradados na natureza, e que passam rapidamente a formar parte da cadeia
trofica pelas suas ligagdes lipofilicas que facilitam sua absorcdo e bioacumulagdo nos
organismos aquaticos (Abdel-Baki et al., 2011; Walker et al., 2012; EI-Moselhy et al.,
2014), alterando dessa maneira 0 ecossistema aquatico (Pourang, 1995; Leung et al.,
2014). Como parece vir acontecendo na represa da Pampulha (Pinto-Coelho, 2001).

O ingresso dos contaminantes nos organismos aquaticos apresenta, segundo Walker
et al. (2012), duas vias importantes; a primeira pela ingestdo de agua (branquias) e a
segunda pela alimentacdo. As branquias, por possuirem uma grande superficie de
contato e uma fina camada de células que as separam da corrente sanguinea, levando
a uma pequena distancia de difuséo, € a principal rota de entrada de metais em peixes.
Este tecido, segundo Moreira (2015), é considerado como o melhor mecanismo de
excrecdo de metais do metabolismo visto sua grande superficie de contato e de troca
de ions entre 0 meio externo e a corrente sanguinea (osmoregulacdo). Os metais
também podem se acumular em varios tecidos, incluindo o musculo, como processo
final de estocagem, uma vez que o processo de excressao, pelo rim ou branquias, dos
poluentes biotransformados ndo teve sucesso; € por isso esperado que este tecido
bioacumule menor quantidade de metais do que os outros tecidos. Em muitos casos, o
muculo serve como alimento a populacdo humana e ai radica a importancia na saude
publica de estudar este tecido (Wood, 2011).

Pelo mencionado anteriormente, o0s metais podem ser bioacumulados e

biomagnificados nos peixes, colocando em risco sanitario as populagfes humanas que



consomem estes e outros organismos aquaticos (Damodharan & Reddy, 2013; Elnabris
et al., 2013; Moreira, 2015). Na Represa da Pampulha também foi registrado teores de
metais bioacumulados em organismos planctonicos e macroalgas (Pinto-Coelho &
Greco, 1998). Acompanhando a dindmica da teia alimentarna relacéo predador-presa,
0s peixes, como predadores, biomagnificariam os poluentes bioacumulados pelos
organismos presa (organismos plancténicos, larvas de outros organismos aquéticos e
até peixes pequenos) que bioacumularam metais desde a dgua ou sedimentos. Os
peixes refletem a dindmica desses poluentes através do ecossistema, e por essa razao
eles sdo considerados como bioindicadores de polui¢cdo aquatica, sendo usados como
ferramenta na avaliacdo da qualidade da agua (Birungi et al., 2007; Pereira & Lapolli,
2009; Sedeio-Diaz & Lépez-Lopez, 2012; Voigt et al., 2016).

O objetivo do presente estudo foi determinar se existe contaminacdo de chumbo e
zinco na agua da represa da Pampulha (Belo Horizonte - Minas Gerais, Brasil), e se
estes metais foram bioacumulados nos tecidos das tilapias Oreochromis niloticus.
Finalmente, este estudo pretende determinar se 0 acimulo desses metais foi diferente

entre o musculo e branquias.

2.- Materiais e Métodos

2.1.- Locais de exposicao

A r epr es ada Pdmpuhataé um pequeno e raso lago artificial (volume =
9.998.240 m?, area = 2,4 km?), que integra o Complexo Arquitetdnico da Pampulha em
Belo Horizonte i MG ( 1 9 A556 0906 6 S, Bradil3 A gué tegrésénta W)cartio
postal da cidade. Forma parte da bacia da Pampulha (area de 97 km?) que desagua no
rio das Velhas. Segundo estudos batimétricos, a represa apresenta uma profundidade
média de 5,08 m e maxima de 16,17 m (Pinto-Coelho, 2001).

Esta represa apresenta problemas na qualidade da agua, originado pela crescente
eutrofizacdo e assoramento da represa provocado pelo ingresso de esgoto, 0 que
acrescenta a biodisponibilizacdo de nutrientes -elevando a producdo primaria- gerando
uma série de problemas ambientais, tais como: proliferacdo de algas, macrofitas,
mosquitos, etc; morte periddica de peixes somada aos problemas estéticos (odor, cor,
aspecto visual, etc), registrando teores de metais na flora aquatica na represa da
Pampulha (Pinto Coelho & Greco, 1998). Com a intengao de reduzir estes problemas a

prefeitura da cidade de Belo Horizonte, determinou reduzir o ingresso de esgoto no
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reservatério e planejou executar obras de dragagem (para diminuir o assoramento)
nesta represa durante o periodo de outubro de 2013 até outubro de 2014. A dragagem
da Lagoa da Pampulha formou parte das medidas assumidas pela prefeitura no

Programa de Despoluicdo da Lagoa da Pampulha.
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Figura 3.1.- Carta batimétrica do Reservatorio da Pampulha i 2010 (Resck et al.,

2010). Area dos locais de exposicao (estrelas vermelhas).

Esta represa apresenta trés compartimentos horizontais claramente definidos pela
profundidade. Segundo Pinto-Coelho (2001), o primeiro compartimento possui uma
profundidade média de 1,5 m (onde foram concentradas as obras de dragagem), o
segundo apresenta uma profundidade que oscila entre 4 até 12 metros; a terceira
secdo € a mais profunda e esta localizada na area da barragem , com 12 a 14 metros
de profundidade. (Figura 3.1).

Quatro experimentos (AM01, AM02, AM03 e AM04) foram realizados em trés locais de
exposicao na represa da Pampulha (Belo Horizonte i MG) (Figura 3.1), foram usados
03 tanques rede de 1 cada m® de volume (TR1, TR2, TR3), doados pela empresa

PIRAI tanque rede. Estes locais estavam localizados na jusante das obras de
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dragagem para o desassoreamento da represa, que foram executadas pela prefeitura
de Belo Horizonte durante o 2014. O TR1 foi colocado na parte mais profunda da
segunda secdo, e as outras duas unidades experimentais (TR2, TR3) na terceira
secdo. O critério para a escolha destes locais baseia-se em que esses locais localizam-
se no eixo central da represa, sdo as areas de maior profundidade e velocidade de
corrente que o resto da represa, e por apresentar a menor taxa de retencédo da lagoa
(Pinto-Coelho, 2001).

A unidade controle (C) foi montada no Laboratério de Aquacultura (LAQUA), na Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. O tratamento controle
consistiu de dois tanques circulares de PVC de 1 m® cada, com um sistema de
recirculacdo de agua (SRA) independente. As tilapias controle ficaram expostas a
condicbes ambientais controladas (temperatura, oxigénio dissolvido, vazao e

alimentacao).

2.2.- Animais em estudo

As tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) foram obtidas no LAQUA (UFMG) e foram
transferidas para cada um dos locais de exposi¢céao na represa da Pampulha em quatro
experimentos (AM01, AM02, AM03, AMO4) com duracao media de 50 dias, cada. Um
quinto grupo experimento (AMO05) foi realizado usando tilapias capturadas com rede da
mesma represa da Pampulha. O grupo controle (C) de tilapias foi colocado no SRA no
LAQUA (UFMG) pelo mesmo periodo de tempo. A relacdo dos experimentos esta
representada na tabela 3.1. Todas as tilapias utilizadas tiveram um peso médio de 285

g e foram do mesmo sexo (machos).

2.3.- Amostragem

2.3.1.- Experimentocomosor gani smos fAsentinel ao

Em cada tanque-rede (TR), foram colocados 30 tilapias e mantidas em exposi¢cao por
um periodo de tempo de 50 dias, em média (figura 3.2). Apbés esse tempo, foram
retirados 15 animais de cada tanque, 10 animais capturados com rede e 10 do grupo
controle. Ao todo foram realizadas quatro (05) experimentos durante o ano 2014, e um
no ano 2015.
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EXPERIMENTO AM
D= 50 dias
Unidade Experimental Grupo controle
In situ Laboratorio
(Pampulha) LAQUA/UFMG
Ragéo Ragao
\ | ;3 Branquias :
PrECE e Musculo g @
SHHEL ity & g
[ i ..
@
- [Pb] e [Zn]
‘/Alimentagéo controlada e continuada
Ragao unica no experimento
Padronizagao das analises (SWWA, 2005)
Coleta de dados na agua e sedimentos = [Pb] [Zn]

Figura3.2-Esquema de eXxipsdui mpeantaow festudo de
e Zn na Represa da Pampulha (MG-Brasil)

Em todos os experimentos, os peixes foram levados para o laboratério da empresa
ICATU Meio Ambiente Ltda., onde foram medidos, pesados, dissecados, retirando-se
os tecidos (branquias e musculo da regido das nadadeiras) de cada peixe. As amostras
de tecido foram conservadas em gelo e transportadas para o laboratério HHDROCEPE
(ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005). Este laboratorio realizou as analises de deteccéo de
metais (Pb e Zn). Paralelamente estes mesmos tecidos também foram usados para

avaliar a bioacumulacéo de Cd e As na represa da Pampulha (dados n&o-publicados).

bi

0



Tabela 3.1.- Relagdo dos experimentos realizados durante o presente projeto.
Destacando-se as datas de exposicdo e o numero de peixes que foram retirados de
cada tanque rede em cada experimento. Assim como as datas das dragagens na lagoa
da Pampulha.

NUumero de peixes
Dragagem | Dias de analisados
Experimento Inicio Final :
(local) exposi¢cado | Controle | Por |Captura
(UFMG) TR | (Rede)

AMOO 28/01/2014 | 28/01/2014 | Zooldgico 0 10 0 -
AMO1 29/01/2014 | 17/03/2014 | Zooldgico 47 10 15 -
AMO2 21/05/2014 | 10/07/2014 | Mineirinho 50 10 15 -
AMO3 25/08/2014 | 13/10/2014 | Zooldgico 49 10 15 -
AMO4 28/10/2014 | 09/12/2014 -- 42 10 15 -
AMO5 07/01/2015 | 07/01/2015 -- - - - 10

2.3.2.- Coleta de agua e sedimento

Em cada local de exposicédo, foram tomadas duas amostras de agua (1,0 l/amostra) e
duas de sedimentos (1,0 kg/amostra), uma no inicio e outra no final de cada periodo de
exposicdo. Os métodos de coleta, preservacdo e armazenamento dos metais e de
outros parametros fisico-quimicos, seguindo as normas internacionais (APHA, 2005).
As amostras de agua coletadas foram acondicionadas em caixas de isopor,
refrigeradas e enviadas ao laboratério HIDROCEPE (Belo Horizonte) para analise
residual do contetdo de metais dissolvidos (Pb e Zn), utilizando a metodologia padréo
internacional. A qualidade da agua foi avaliada de acordo com a Resolucdo CONAMA
n° 357 de 17 de maio de 2005, para aguas superficiais de classe 3 (CONAMA, 2005).
As amostragens de sedimento foram realizadas junto com as amostragens de agua. Os
sedimentos foram recolhidos por dragagem (Draga de Eckman Hydrobios) em um
ponto préximo a cada um dos trés tanques de exposicao. As amostras foram utilizadas
para realizar o estudo residual do conteddo de metais pesados (Pb e Zn) nos
sedimentos, utilizando a metodologia padréo internacional, realizadas pelo laboratério
HIDROCEPE.
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2.4.- Andlises Estatisticas

Os dados obtidos de metais pesados nos compartimentos ecoldgicos desta represa
foram analisados usando o programa Statistic 12.0 para Windows. Foi utilizada uma
analise de variancia ANOVA one-way para comparar 0s grupos testados por tecido no
tempo. Também foi utilizada a andlise estatistica exploratéria de PCA para determinar
a similitude dos grupos usando o programa PAST, e agrupando os dados de
bioacumulacdo dos metais Pb e Zn em funcéo das outras datas de amostragem.

3.- Resultados

3.1. Concentracdo de metais na agua

Os resultados obtidos para chumbo (amplitude das concentracdes variou de 0,002 i
0,162 mg Pb/l) e zinco (idem, 0,0219 i 0,1297 mg Zn/l) na agua da Represa da
Pampulha, de todas as estacdes de estudo, mostraram que esses valores nao
ultrapassaram os limites estabelecidos pela normativa brasileira para aguas superficiais
de classe 3 para chumbo (0,033 mg/l) e para o zinco (5,0 mg/l), valores contidos na
resolucdo CONAMA 357/05 (CONAMA, 2005). Com excecdo da unidade controle no
LAQUA (UFMG) que apresentou um valor de 0,162 mg/I.

3.2.- Concentracdo de metais no sedimento

De acordo com os dados obtidos, os niveis dos metais chumbo (3,4859 1 19,4307
mg/kg de sedimento) e zinco (24,51 T 155,916 mg/kg) analisados no sedimento
permaneceram abaixo dos niveis maximos permitidos tanto pela resolugdo CONAMA
454/12 (Figura 3.3) para chumbo (91,3 mg/kg) e para zinco (315 mg/kg), para
sedimentos, considerando a classe 2 (CONAMA, 2012).

3.3.- Concentracdo de metais nas branquias e no musculo das tilapias

As concentracdes de chumbo e zinco encontradas nos tecidos (branquias e muasculos)
dos peixes avaliados nesta pesquisa foram comparadas com 0s niveis de tolerancia
(NT) internacionais recomendados pela Food Administration Organization (FAO) e
World Health Organization (WHO) para estes metais (0,5 mg de Pb/k de tecido; 50 mg
de Zn/k de tecido) (Demirak et al., 2006).

Os peixes estudados nos experimentos de exposi¢cado na represa da Pampulha e os

mantidos no grupo controle, com excec¢ao dos coletados com rede (AMO5), receberam



racdo com elevados teores de Pb, fato que foi determinado ap6s a amostragem do
primeiro experimento (AM0O) sendo necessario mudar de racao trés vezes. A primeira
com maior teor de chumbo (2,28 mg/kg de ragéo) foi fornecida durante os experimentos
AMOO e AMO1. O segundo tipo de ragao teve um teor menor (1,63 mg/kg de ragéo) foi
utilizado no experimento AMO2. Finalmente, nos experimentos AM03 e AMO04 se
forneceu um alimento com teor inferior aos anteriores (Concentracdo de Pb= 1,24

mg/kg de racgao).

Tabela 3.2.- Resultados da andlise da concentracdo de chumbo e zinco, em branquias

e musculo (mg/k de tildpia) nos grupos experimentais e as amostragens na represa da

Pampulha.
Chumbo (mg/kg) Zinco (mg/kg)
Neste estudo*
Branquias
MA + DP 1,12 + 0,59 18,68 + 3,94
Min-Max 0-2,67 2,7533,47
Musculo
MA + DP 0,58 + 0,85 8,27 + 3,02
Min-Max 0-10,08 3,44-20,23
Corrego Dipsiz, Turgdia
Branquias 0,02+ 1,04 29,36 + 22,59
Musculo 0,23+0,25 11,06 + 12,61
Rio Cassiporé, Amapa, Brasil
Poptella compressgherviboro) 1,58 0,88
Serrasalmus eigenman(darnivoro) 0,13 0,68
Estuéario Saoivente (S&o PaulBrasil)’ 91,99
Reservatério Alagados (ParaBlsasiI)d
Cyprinus carpi¢branquias) 4,96 1644,92
NT® em peixes (FAO/WHO) 0,5 50

* Numero de amostras examinadas 196; MA: media aritmética; DP: Desvio PadradjaAinNivé
minimo - maximo; nd: ndo determinado

a: Demiraket al.,2006

b: Limaet al.,2015

c:.Carmoet al.,2011

d: Voigtet al.,2016

e: NT (Nivel de Tolerancia)

f: (Demiraket al.,2006)

Os valores médios de chumbo (branquias: 1,12 + 0,59 mg de Pb/k; masculo: 0,58 *
0,85 mg de Pb/k), foram superiores aos recomendados para este metal para peixe cru

como alimento, segundo os limites internacionais da FAO (Tabela 3.2; figura 3.3). Além
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disso, os valores deste metal nas branquias sempre foram superiores as concentracdes

encontradas nos musculos das tilpias estudadas.
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Figura 3.3.- Variacdo da concentracdo de chumbo (mg/kg de tecido) nas branquias (a)
e no musculo (b) de tilapias expostas a condi¢cGes naturais na Represa da Pampulha
(Janeiro i Dezembro 2014). VMP (MERCOSUR-RDC 42/13 = 0,3 mg Pb/kg de tecido)

Os resultados da analise do contetdo de zinco nas amostras de tecido dos mesmos
peixes estudados (branquias: 18,68 + 3,94 mg Zn/kg; musculo: 8,27 + 3,02 mg Zn/kg),
mostraram que estes foram inferiores ao NT recomendado pela FAO/WHO (Demirak et
al., 2006) para peixe cru como alimento (tabela 3.2; figura 3.4). Os valores encontrados
deste metal nas tilapias estudadas, embora sejam inferiores as normas internacionais,
elas mostram o mesmo perfil do que o chumbo; sendo maiores significativamente nas

branquias do que nos musculos.
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Figura 3.4.- Variacdo da concentracdo do zinco (mg/kg de tecido) nas branquias (a) e

no musculo (b) de tilapias expostas a condicbes naturais na Represa da Pampulha

(Janeiro i Dezembro 2014)

3.4.- Anélise de Componentes Principais (PCA)

Analisando os resultados da concentracdo de metais nos tecidos dos peixes pelos
componentes principais (PCA), este estudo mostra que existe diferenca entre os
valores de metais registrados nas branquias e os registrados nos musculos das tilapias
estudadas (Figura 3.5).

Por outro lado, estes mesmos valores também registraram variacdo entre as datas de
amostragem, sendo que os valores de Zn e Pb nas branquias tiveram maior
representatividade nos experimentos realizados ao mesmo tempo que eram
executadas as obras de dragagem no reservatorio. Enquanto que os valores desses
mesmos metais no musculo tiveram maior representatividade no tempo no qual as

obras de dragagem tinham concluido (ver tabela 1).
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Figura 3.5.- PCA dos dados das concentracdes dos metais nas amostras de tilapias

expostas a condi¢Oes naturais na Represa da Pampulha (Janeiro i Dezembro 2014)

4.- Discusséao

4.1.- Poluicdo de metais na dgua e no sedimento

As concentracfes de chumbo e zinco na agua da Represa da Pampulha estiveram
abaixo do registro histérico no ano 2001 (Pb: 0,057 0,82 mg/l; Zn: 0,221 2,50 mg/l) na
temporada seca e de chuvas (Rietzler et al., 2001). Em anos anteriores (1997-1998),
nesta mesma represa, foi registrada a mortandade de Daphnias levis e segundo os
autores a causa deste evento estaria ligado ao excesso de metais como o chumbo e o
zinco descarregados pelos tributarios a represa. Esta informacéo foi corroborada pela
analise do conteudo desses metais em cladéceros dafinideos avaliados por Pinto-
Coelho et al. (2003).

Comparando os resultados do presente estudo com outros estudos realizados em
reservatorios menos poluidos, tais como no rio Kucuk Menderes na Turquia, foram
encontradas menores concentracdes (0,00059 i 0,00313 mg/l) para este metal (Turgut,
2003). Por outro lado, ao comparar nossos resultados, com o rio Kasardi na cidade
industrial de Mumbai (India), uma area poluida com valores elevados de chumbo (46,3

mg/l) e zinco (21,5 mg/l) (Lokhande et al.,, 2011), observamos que estes valores



