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RESUMO

O despejo de substancias quimicas, tanto do lisana quanto do industrial, é o
principal responsavel pelas altas concentracOesulbstancias toxicas no ambiente
aguatico. Os efeitos adversos e 0s riscos que essastancias podem causar ao
ecossistema aquatico e terrestre tem se tornadalalgrande preocupag¢do no momento.
O chumbo é um metal largamente empregado em inasise por isso um dos
contaminantes ambientais mais comuns, toxico parhomens e para os animais. Um
dos efeitos adversos do chumbo é a diminuicdo dashitese do radical HEME da
hemoglobina, através da inibicdo da enzima acidta-@ninolevulinico desidratase
(ALAD). O chumbo inorganico € considerado uma samst carcinogénica para
animais e um provavel carcindégeno para humanoped®s tém sido utilizados como
um importante modelo biolégico para averiguar aseratdes bioquimicas dos
xenobioticos que podem afetar o homem. O objetessd estudo foi avaliar o potencial
do uso de exemplares comerciais de tilagtaebchromis niloticus como espécie
sentinela no monitoramentm situ do chumbo no ambiente aquatico. Exemplares
machos de tilapia, pesando em torno de 450g, fotaidos de um abatedouro préximo a
cidade do Rio de Janeiro (Cooperativa Peixesulaifid) e transportados para o
laboratdrio em sacos plasticos contendo agua sktutam oxigénio. Cada peixe foi
mantido em 50L de agua potavel filtrada por candivado e celulose e aerada
continuamente. Os peixes foram anestesiados coeneligntes da injecao no peritonio
de acetato de chumbo dissolvido em uma solucaéna de glicose. Os peixes foram
sangrados através da veia caudal com uma serimgdaaom uma solucéo de heparina e
equipada com uma agulha bem fina (0,3mm), coletmedam maximo de 2QQ de
sangue a cada dia depois da injecdo do chumbo. Bsséelo permitiu o
acompanhamento dos efeitos do chumbo no mesmo lacona até sete coletas de
sangue durante nove dias. Foram testadas dosess(decl e de 100mg de acetato de
chumbo por quilograma de peixe, usando controfesados com a mesma quantidade de
solucdo de glicose por quilograma de peixe quenfoteatados da mesma maneira.
Imediatamente depois da coleta do sangue, algur@amp#&ros foram determinados:
hematdcrito, hemoglobina, glicose e as atividadas dnzimas ALAD, catalase e
transaminases. Dois esfregacos de sangue forams feid6 mesmo momento para
posterior observacdo de possiveis deformacgfes aresle As duas Unicas diferencas
significativas entre peixes controles e expostoanioa inibicdo da ALAD e o aumento
da glicose, nas duas doses testadas (1 e 100mg/kghicdo maxima de ALAD (50%)
com a dose de 100mg/kg foi alcangada somente urdegiais da injecao do chumbo,
sem nenhuma recuperacdo depois de quatro dias. ©Or rmamento da glicose
(300-400%) com a dose de 1mg/kg foi alcancado dias depois da inje¢cdo do chumbo,
com uma completa recuperacéo depois de nove dgeaseéropsias mostraram um edema
hepatico na dose de 100mg/kg, mas as transamirtasegrcadores bem conhecidos de
lesdo hepatica, ndo foram alteradas. Os resultaglosontrados neste estudo
demonstraram que a tildpia pode ser utilizada comportante ferramenta para o
monitoramento ambiental situdo chumbo.



ABSTRACT

The dumping of chemical substances, both urban iaddstrial wastes, is
principally responsible for the high concentratiasfstoxic substances in the aquatic
environment. There is great concern about the aéveifects and risks these substances
cause to the terrestrial and aquatic ecosystend iea metal largely used in industry
and is one of the most common environmental contanis toxic to animals and men.
One of lead's adverse effects is decreased biossisthof the HEME radical of
hemoglobin through inhibition of the enzyme deltakaolevulinic acid dehydratase
(ALAD). Lead is a carcinogenic substance to aninaald probably to humans. Fish have
been used as an important biological model to stindy biochemical interactions of
xenobiotics which can affect humans. We evaluabedpotential of using a commercial
fish (tilapia,Oreochromis niloticusas a sentinel species fiorsitu monitoring of lead in
aguatic environmental. Male specimens of tilapiaiging around 4509, were bought at
a fish abattoir near Rio de Janeiro City (Coopeeafeixesul, Pirai RJ) and transported
to the laboratory in plastic sacs filled with oxygsaturated water. Each fish was
maintained in 50L of filtered through charcoal aredlulose aerated potable water. Fish
were anesthetized with eugenol before peritongakiion with lead acetate dissolved
into isotonic glucose solution. The caudal veirea€h fish was punctured with a syringe
rinsed with heparin using a very thin needle anthaximal of 20QiL of blood was
collected each day after lead injection. This madwed the following the lead effects
puncturing the same fish up to seven times durimg mays. Single doses of 1 and
100mg of lead acetate per kilogram of fish werdesand controls injected with the
same amount of glucose solution were treated insdwme way. Immediately after
collecting blood, some parameters were assayedatoenit, hemoglobin, glucose and
the activity of the enzymes ALAD, catalase andiseaminases. Two blood distentions
were prepared at the same moment for further observ of possible nuclear
deformations. The two main significant differendestween exposed and control fish
were ALAD inhibition and glucose rising, in the twloses tested. The maximum ALAD
inhibition (50%) with 100mg/kg dose was reachedyoohe day after lead injection,
without any recovering until five days. The maximghicose rising (300-400%) with
1mg/kg dose was attained two days after lead iljectvith complete recovered after
nine days. The necropsies showed a liver edema fhmg/kg dose but the plasma
transaminases, well known biomarkers of liver dagagere not affected. These results
shown that tilapia has a good potentialifositu monitoring of aquatic xenobiotics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

Os ambientes aquaticos devem ser monitorados poracde contaminacdes
resultantes de atividades industriais, agricolasiteas atividades antropogénicas. O
despejo de substancias quimicas, tanto do lixonghguanto do industrial, sdo os
responsaveis pelas altas concentracfes de subetédzicas no ambiente aquatico,
embora muitos paises tenham desenvolvido atividadgsiladoras. O potencial
efeito adverso e o risco que essas substanciagimpodesar ao ecossistema aquatico
e terrestre tem se tornado alvo de grande preoéupd€sse despejo de diversos
efluentes nos recursos hidricos leva a efeitos Oggobs diferentes e,
consequentemente, a diferentes tipos de poluicdmadMe industrias produzem
efluentes toxicos que se jogados nos rios podemasaefeitos toxicos, diminuindo
o nimero de espécies e individuos que habitamai‘loc

Metais pesados liberados no meio ambiente s&o wap@s na poluicdo
ambiental, podendo afetar lagos e rios e, por ayiiésecia, os peixésEstes metais,
como o chumbo (Pb), podem afetar mecanismos figiotd e bioquimicos nos
peixes, que sd0 animais extremamente importantes @acossistema e utilizados

como fonte de alimento para o hontem

Recursos naturais afetados pela contaminacéo atabipar chumbo podem
causar a diminuicdo da quantidade de espéciesd#elivire. Em aguas doces, algas,
invertebrados e peixes coletados proximos a aredfisstriais, areas urbanas e minas
de chumbo, tém apresentado uma concentracao elelesti@a metal nos seus tecidos,
em comparacdo com animais coletados em areas seEnhissoricd.

Os peixes tém sido utilizados como um importantedeto biolégico para
averiguar as potenciais interacdes quimicas doshiéticos. Ao mesmo tempo, o
estudo do metabolismo de substancias quimicas ex&p permite compreender a
toxicidade quimica nos diferentes niveis de orgagdn bioldgica, tanto ao nivel
individual, como da populacdo ou comunidadépesar disso, o potencial dos
efeitos, inclusive dos efeitos genotéxicos, em argaos aquaticos expostos a
estes poluentes ainda é muito pouco compreefidido

Os peixes tém sido considerados bons indicadores padeteccédo de
contaminacédo de recursos hidricos por substaneastgxicad®. Sao vertebrados
faceis de manter em laboratorio e de expor a sub&é toxicas e, por esse
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motivo, diversos ensaios laboratoriais tém utilicadpeixe, tanton vitro comoin
vivo, como sistema modelo para estudos toxicolégicosrcinogénicos,
bioquimicos, neurolégicos, endocrinolégicos e deedeolvimentd. Além disso,
0s peixes respondem aos agentes téxicos de fomméasiaos mamiferos, podendo
ser usados para testar os possiveis efeitos témittms e carcinogénicos para
humanos. Contudo, sua maior utilizacado tem sid@ mhaterminar a distribuicéo e
os efeitos tdxicos de contaminantes quimicos noiamb aquatich

A presenca de poluentes no ambiente em concengaglégadas pode gerar
uma série de efeitos graves para diferentes orgesisPara se conhecer o impacto
destas substancias quimicas no ambiente aquatioo $é&o utilizados os
biomarcadores, que demonstram uma resposta bialdg nivel molecular, celular,
fisiologico e até comportamental, e que pode estlcionada com a exposicado a
produtos quimicos liberados no ambiente

Apesar do amplo uso do chumbo no Brasil durantéas ultimos séculos
ter provocado a exposicao, de forma direta ou etdirda populacdo moradora das
areas proximas as inddstrias e minas, as pesquiga®nais sobre os efeitos
toxicos em humanos e no ecossistema ainda sdo msi@ssas e dispersas

Um estudo envolvendo biomarcadores em peixes, camatividade da
enzima ALAD e frequéncia de aparecimento de micobedss, pode prevenir que
danos ambientais atinjam a satde humana. Essesaldadores podem ser usados
na avaliacdo ambiental, monitorando tanto a presemomo o0 potencial
genotéxico do chumbo muito antes do aparecimentseds efeitos irreversiveis.

1.2 O Chumbo

O chumbo é um metal cinza azulado, maleavel, comobponto de fuséo,
altamente resistente a corrosdo, com alta densjdaltie opacidade a raios X e
gama, reativo eletroliticamente com acido sulfuricom estabilidade quimica no
ar, solo e agua e com capacidade cumulativa. Ocpateiralmente na crosta
terrestre e normalmente se apresenta ligado a amlementd’. Devido as suas
propriedades, tornou-se um metal de importanciaercral e de ampla aplicacao

na indastrial' 2

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhecewnddo como um dos

elementos quimicos mais perigosos a salde huhafa chumbo pode estar
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presente no ambiente em duas formas: o chumbo amécg, que engloba os sais
de chumbo e o chumbo metélico, e o chumbo org&hi®ochumbo-tetraetila e o
chumbo-tetrametila sdo exemplos importantes de ogstop organicos sintetizados
industrialmente em que o metal aparece ligado dmooc®. Estes compostos sdo usados
como aditivos em combustivéts

A reserva mundial de chumbo é estimada em 7,1'xtdifeladas, com mais
de um terco localizado na América do Norte. Nosmits trés séculos, 0s niveis
de chumbo no ambiente (sem levar em consideracddep®sitos de minério)
aumentaram como resultado da atividade do homemma{®r uso do chumbo nos
dias de hoje é para a producdo de baterias usadamaduistrias automobilisticds

No Brasil, o chumbo foi retirado da gasolina naafidos anos de 1980 e a
altima mina de chumbo e principal fundicdo foranthfadas em 1995, deixando
uma contaminagdo ambiental por chumbo residualmAtisso, existem centenas
de pequenas fabricas de recuperacdo de bateriathadps pelo pais e fundi¢cbes
que produzem contaminac¢do por chumbo das areasasfa

A legislacdo brasileira, por meio da Norma Regulatadora NR-7
(Portaria n® 24, de 29/12/94), estabelece que @ernacdo maxima de chumbo
no sangue (Pb-S) deve ser igual ou inferior agddl (Valor de Referéncia de
Normalidade) e o limite de tolerancia bioldgica dice Bioldgico Maximo
Permitido), é de 60g/dI*>.

1.2.1 Fontes de contaminacdo ambiental

As fontes de contaminacéo por chumbo podem seopogénicas ou naturais,
sendo estas de menor importancia. O chumbo €é emclmtem todos os
compartimentos da biosfera e em diversas formasigas. As principais fontes
naturais sdo emissdes vulcanicas, intemperismo ujencp e névoas aquaticas,
estando presente naturalmente em plantas. Enfientess antropogénicas encontram-
se as fabricas de baterias de automdéveis, as higdélicas, os pigmentos de tinta, a
municado, a mineracao, a fundicéo e a gasblina

Até aproximadamente 1970, quase toda a gasolinézada no mundo
continha chumbo como um de seus aditiloMesmo com a reducéo, e em alguns
paises eliminacdo, do chumbo acrescentado a gas@iém de seu emprego mais
racional na indudstria, a exposicdo ao mesmo aimhatttui-se um grave problema
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de saude ocupacional e ambiental. O maior volume a@mmpostos organicos do
chumbo langcados na atmosfera resulta de processdsistriais como o

refinamento do chumbo primario (proveniente do mimee secundario (oriundo
da recuperacdo de sucatas ou baterias) e do ugasidina que contém o chumbo
tetraetila como aditivo antidetonahte

1.2.2 Cinética no meio ambiente

O chumbo pode ser lancado no ar, agua e solo. N@sdera o chumbo
encontra-se na forma particulada. Essas partiogla@ndo lancadas no ar podem
ser removidas da atmosfera e transferidas pararBoms e compartimentos
ambientais por deposicdo seca ou umida. Cerca da 40% da deposicdo do
chumbo ocorre por precipitacdo umida, dependenddattedes como localizacédo
geografica, nivel de emissdo na area e indicesigrhuigtricos, sendo esta forma de
deposicdo mais significativa que a seca para a ¢émdo metal da atmosférd?

O tamanho da particula constitui um fator imporéana determinacao do
transporte atmosférico do metal. Particulas grandems diametro superior a 2um,
precipitam da atmosfera rapidamente e sado dep@staglativamente proximas as
fontes de emissdo, enquanto que particulas pequeodsm ser transportadas a
muitos quildémetros de distancia

O acumulo de chumbo no solo ocorre principalmemefencédo da taxa de
deposicao (seca ou umida) da atmosfera. Variosrdatordo interferir na
disponibilidade do metal e, consequentemente, aasporte do chumbo para o
interior do solo ou para a agua, tais como pH, cosngio mineral do solo,
quantidade de matéria organica, entre odfros

bY

O chumbo é fortemente adsorvido a matéria orgamiceembora pouco
sujeito a lixiviacdo, pode entrar nas aguas supiiB como resultado da erosao
do solo. O movimento do chumbo do solo para aguatupdas € muito lento na
maioria das condigdes naturais, exceto para siemqde elevada acidez. S&o
condi¢cdes que induzem o escoamento do chumbo: sepca de chumbo no solo
em concentracfes que se aproximam ou excedem a&idapa de troca catibnica
de tal meio; a presenca de materiais que sdo capdzdormar quelatos sollveis
com o chumbo; e o decréscimo do pH da solucdo diidi (como a chuva
acida)j**?
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Os ecossistemas aquaticos, em geral, funcionam caosoprincipais
receptaculos finais de diferentes tipos de subsé&nquimicas, mesmo das que
ndo sdo lancadas diretamente nos corpos de agehu@bo que € depositado no
ambiente aquatico é proveniente da atmosfera,>daidicdo do solo e do despejo
direto do contaminante. Neste meio, 0 metal se dévrapidamente entre o
sedimento e a fase aquosa, dependendo do pH da d@gsidais nela dissolvidos e

da presenca de agentes complexantes org&dnitas

Um dos fatores mais importantes que influencianoxacidade do chumbo
na agua € a concentracao de ions livres, que afdisponibilidade do chumbo aos
organismos. Em sistemas aquaticos contaminados,pggaena fracdo do chumbo
esta dissolvida na 4gua, pois a maior parte do Ineeteontra-se fortemente ligado
ao sedimento. Em organismos aquaticos, a captagd@&imulo do chumbo da
agua e dos sedimentos sao influenciados por vdaimses ambientais tais como:
temperatura, salinidade e pH, além do contetidoddados humico e algini¢6™®

O chumbo no meio ambiente encontra-se principalmeparticulado e
ligado a outros compostos, tornando-se relativamemouco movel e
biodisponivel. Bioacumula-se na maioria dos orgawns, em particular na biota
gque se alimenta principalmente de particulas, cqqoo exemplo, mexilhdes e
minhocas. Em geral, a biomagnificacdo (aumentoalecentracdo) deste metal na
cadeia trofica € muito baixa. Organismos aquatidesbaixos niveis na cadeia
trofica apresentam uma maior acumulacdo de chunobgueé os de maiores niveis.

Contudo, estes fatos néo significam auséncia dig@er

A captacdo de chumbo pelos peixes alcanca um bgoilisomente apdés
algumas semanas de exposicdo. O chumbo acumularegpplmente nas branquias,
no figado, nos rins e nos 0ssos. Os ovos dos pewsssram um aumento dos niveis
de chumbo com o aumento da concentragao de exposiedistem indicacdes de que
o chumbo esta presente na superficie do ovo, magregcumulado no embrido. Os
organismos, geralmente, incorporam o chumbo do emi&iem proporcdo com o grau
de contaminacdo. Concentracdes de chumbo em afgrirgs marinhos sdo maiores
nas branquias e na pele do que em outros tecidosigddo, 0os niveis aumentam

significativamente com a idatle

Uma vez langado no ambiente, o chumbo pode sessfobamado de uma

espécie inorganica para outra, ou de um tamantpadéula para outro, entretanto, o
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elemento ndo esté sujeito a degradacdo. Existepagpaena evidéncia que sugere que
a transformacdo natural de chumbo inorgénico pdrambo metilado ndo tem
nenhuma importancia ambiental, diferente de muitesais que sdo convertidos para
as formas organicas pelos microorganismos da-$olo

Em geral, compostos inorgéanicos de chumbo apresetteicidade mais baixa
para microrganismos do que os tri e tetralquil costps. O chumbo tetraquilado
torna-se toxico pela decomposicdo em chumbo trieigmico®’.

1.2.3 Aspectos da toxicidade

A absor¢cdo do chumbo proveniente de fontes ambient@pende da
guantidade do metal nas portas de entrada e destado fisico e quimico, além
de ser influenciada por fatores individuais comaadéd, estado fisiologico,
condicdo nutricional e, possivelmente, fatores giené do individuo exposté

O chumbo pode ser absorvido por via oral, inalad@iou cutanea, sendo
esta ultima menos significativa para o chumbo idoigo. Em relacdo ao chumbo
organico, estudos com animais demonstraram uma d&wsorcdo através da

peIe].l,12,20

A absorcado pela via respiratéria consiste na iridade aerossoOis que se
depositam no trato respiratério. Pode ser influadai pelo tamanho da particula,
solubilidade e pela regido do trato respiratorio @ume o aerossol foi depositado.
Particulas maiores que 2,5um sdo depositadas ress adreas ciliadas (regides
nasofaringea e traqueobrénquica) e podem ser toatssjns pelo mecanismo
mucociliar para o es6fago, onde serdo deglutidasti¢ulas menores que 1um sao
depositadas na regido alveolar, onde sera absdfvida

A taxa de absorcdo gastrointestinal de chumbo &y ingerido é
influenciada pelo estado fisiologico do individwmmo idade, jejum, taxa de ferro e
céalcio, gravidez e por caracteristicas fisico-qoasido meio ingerido, como tamanho
da particula, mineralogia, solubilidade, além dargidade de chumbo ingerido.
Adultos podem absorver 3-10% de uma dose oral denbb solivel em &agua,
enquanto criancas absorvem 40-56952°

A absorcdo cutdnea de chumbo inorgénico pela pdbgia é considerada
minima. Com relagcdo a compostos organicos, comanbloutetraquilado, estudos
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em animais de experimentacdo indicaram que saorabl®s rapidamente pela
pele em coelhos e ratds

Uma vez absorvido, a distribuicdo do chumbo ocadee forma similar,
independente da via pelo qual foi absorvido. Atridhsiicido do chumbo no
organismo depende, inicialmente, de sua taxa dtriloliscdo, através do fluxo
sanguineo, para o0s o0rgaos e tecidos. Uma subsexjikdistribuicdo pode ocorrer
baseada na relativa afinidade do metal pelos tecédna sua toxicodinamita™

A distribuicdo do chumbo no organismo ndo ocorrefarena homogénea.
Trés compartimentos foram identificados nessa itisicdo: o sangue, 0S 0SS0S €
os tecidos moles, tendo o chumbo diferentes temgesmeia vida nesses
compartimento¥. Além disso, o chumbo pode atravessar a membréaweptaria
provocando efeitos teratogénicos em fétos

O chumbo absorvido chega a circulacdo sanglinear@néportado através
do plasma ligado a proteinas plasmaticas, como baindha. Rapidamente é
transportado para as células vermelhas do sang@¥)(9consideradas como um
dos maiores compartimentos para o armazenamentansporte do chumbo no
organismo. Nos eritrocitos grande parte do chumbdiga a hemoglobina, e uma
pequena fracdo se liga a proteinas de alto pes@aul@r e, principalmente, a
enzima acido delta-aminolevulinico desidratase (A)A.

Do sangue o chumbo distribui-se para os tecidoesjaomo figado, rins e
cérebro, e para ossos. Em adultos, cerca de 94 %qudatidade corporea de
chumbo é encontrada nos o0ssos, tornando este @ipamincompartimento do
chumbo. Este armazenamento ndo é homogéneo, sertoacdo mais nos 0SS0s
corticais (compactos) e nas trabéculas ésseas,osestk Ultimo a porcdo que
mantém equilibrio com o chumbo sangiiineo ja quapaésenta maior mobilidade.
Ossos mantém os niveis de chumbo no sangue mespuisdge um longo tempo
do término da exposic&d 2

O metabolismo ou biotransforma¢cdo do chumbo inoigANconsiste,
principalmente, em reacfes de ligacdes reversivimisluindo a formacdo de
complexos com aminoacidos e tios ndo protéicogaches com varias proteinas.
Os compostos alquilicos de chumbo sédo ativamentmboézados no figado por
desalquilacdo oxidativa catalisada pelo citocrordsp'.
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Independente da via de absor¢cdo, o chumbo é eldoipaincipalmente pelas
fezes (excrecédo biliar) e urina, e por outras Wagsnenor eliminagdo, como saliva,
suor, cabelo, unhas e leite matefnlf. Cerca de 60% do chumbo absorvido s&o
retidos pelo organismo e 40%, excretados

O chumbo pode afetar uma série de sistemas nosni@rgas vivos cujos
efeitos serdo dependentes do nivel e da duracdexpasicdd®. Este metal é
extremamente téxico para os sistemas nervoso def8MNC) e periférico, renal,
hematopoiético e trato gastrintestinal. Pode afet@mbém o sistema
cardiovascular, causar alteracdes endocrinas, ihdgicas, danos reprodutivos e
causar efeitos carcinogénicos e mutagénicos. Ardidgade de sistemas afetados
gera varios sintomas que, juntos, levam a um estaatmldégico denominado
Saturnismo. Os sintomas mais comuns sdao: fraquezaabilidade, astenia,
nausea, dor abdominal com constipacéo e aneria

Em relacdo aos peixes, 0s jovens sdo mais suse¢ptho chumbo do que
0s peixes adultos ou ovos, que sdo menos senspeis,o0 chumbo é absorvido
pela superficie do ovo e ndo alcanca o embridointd maximo aceitavel para
chumbo inorgénico foi determinado em varias esgesieb diferentes condigdes,
variando de 0,04 a 0,198mg/L. A toxicidade aguda admmbo €& altamente
dependente de outros ions na solugcdo e a medidhuwobo dissolvido nos testes
de toxicidade é essencial para obtencdo de resdtathis reais. Os compostos
organicos sdo mais toxicos para os peixes do gisersarganicos de chumbd

Sintomas tipicos da toxicidade do chumbo nos peixesuem: atrofia
muscular, lordo-escoliose, paralisia, enegrecimesdoregidao da cauda (sintoma
neurotoxico), degeneracdo da nadadeira caudal,rdtipelade, natacdo erratica,
perda de equilibrio e mortalidade. Os peixes adudébgpostos por um longo tempo a
chumbo inorganico apresentam efeitos subletaisepaoduc¢éo, no crescimento, no
comportamento, na morfologia e na atividade de AL&Be outras enzim&s™>

Dentre os efeitos citados é importante destacaalesacdes mutagénicas
e/ou carcinogénicas, de grande relevancia para adesapublica, e as
hematopoéticas, identificadas com baixas dosexgdesécdo ao chumbo.
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1.2.3.1 Efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos

Estudos genotéxicos em humanos, tentando corralacia exposi¢cdo ao
chumbo e ocorréncia de cancer, tém mostrado pooderpde predicdo especifica
do risco relacionado ao metal, devido as populagbgsostas sofrerem diversas
outras exposicdes a carcin0genos sobrepostas, damo: arsénio, dieta e
tabagismo. Em funcéo dos resultados obtidos em rerpatos com animais foi
demonstrado que os compostos de chumbo inorgarico caircinogénicos e a
Agéncia Internacional para Pesquisa do Céancer (IAB@ssificou os compostos

de chumbo da seguinte manéira

* Compostos de chumbo inorganico:

Grupo 2A - provaveis carcinogénicos para humanos;

* Compostos de chumbo organico:
Grupo 3 - nao classifichveis como carcinogénicos.

Experimentos realizados em células de mamiferosogtas ao chumbo
inorganico, como o acetato de chumbo, mostraramormdcdo de micronucleos
com baixas concentracdes deste nfetal

As substancias quimicas mutagénicas tém uma gramdeabilidade de
induzir efeitos carcinégenos em varias espéciepeiges. Um estudo realizado
por Harshbarger & ClafR demonstrou a presenca de tumores em locais mastipl
e especificos nos peixes causados por herbicigeestcidas, porém pouco se sabe
sobre este potencial genotoxico.

Genotoxicidade é um termo geralmente referenteteragjes na estrutura
ou conteudo dos cromossomos (clastogenicidade)asusequéncias dos pares de

base do DNA (mutagenicidade), causada pela exposiggentes toxicls

1.2.3.2 Efeitos no sistema hematopoiético

O chumbo afeta varias reacfes enzimaticas da sidesHEME, alterando
as concentragcfes dos precursores no sangue ene &te inibe essa biossintese e
diminui o tempo de vida dos eritrocitos, levandouma anemia microcitica
hipocromica. Estes efeitos sdo observados tantb@mens como em animats:?.

As seguintes enzimas tém suas atividades altergds chumbo na
biosssintese do HEME: &cidé-aminolevulinico sintetase (ALAS), acidé-
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aminolevulinico desidratase (ALAD) e ferroquelaa®s resultados finais dessas
alteracdes enzimaticas sdo expressos por: aumenitwario de porfirinas,
coproporfirinas e acideé-aminolevulinico (ALA); aumento de ALA sanguineo e
plasmatico; e pelo aumento da protoporfirinas editiaria livre e ligada ao zinco
(zincoprotoporfirina — ZPP§2°

O chumbo estimula indiretamente a enzima ALAS ndoodindria, que
catalisa a reacdo de condensacdo de moléculasici@agle succinil CoA para
formar o ALA. Posteriormente, no citoplasma, o clnomnibe a enzima ALAD,
gue catalisa a reacdo de condensacao de duas rnadédel ALA para formar o
porfobolinogénio. Essa inibicdo ocorre de forma mémpetitiva pela ligagcdo do
chumbo com o radical sulfidrila do sitio ativo daAD, onde se liga o zinco. O
chumbo também diminui a atividade da enzima feredgiase na mitocondria, a
qual é responsavel por catalisar a insercdo doofea protoporfirina IX para
formar o HEME. O chumbo inibe esta enzima se ligaa@ radical sulfidrila de
seu sitio ativo, ou de forma indireta, prejudicandotransporte de ferro na
mitocondria, devido ao rompimento da estrutura gotalrial. Outras enzimas da
sintese do HEME possuem grupamento sulfidrila (Sp9rém nao sao tao
sensiveis a inibicdo pelo chumbo quanto a ALAD &moquelatase 4224 A
biossintese do HEME esta esquematizada no Quadrsehuif.

_—'—”—"'_‘———._.________
Glicina + Suceinil CoA  MITOCONDRIA

CITOPLASMA

ALA sintetare @ i
Protoporfirina 1X
Acido 5-aminolevalinico (ALA)
v ROTO oxidase
Ferraquelatase ©
Fe 2t > ProtoporfirinogéniolX
ALA (PROTOY
ALA desidratase ':---:l

HEME
Protoheme IX

Porfobilinogénio (PBG)
PBG deaminase —

Hi ummchlhliun_o______yﬁjlyl sintase
Espontinco

i

lEPRD oxidase b

5
Uroporfirinogénio 11l ————— * Coproporfirinogénio 1
Uroporfirinogénio 1 {UTRO TIT) URO (COPRO T

{UROT) dercarbaxilase

URO
descarbaxilate

Quadro 1 - Biossintese do HEME, adaptado de Onuki e colabmesf.

O “threshold” (limiar de concentracdo) de chumbo sangue para a
diminuicdo dos niveis de hemoglobina, em adultogspacionalmente expostos ao
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chumbo, é estimado em 50ug/dL. Em criancas, essi@rié estimado em torno de
40pg/dLtt 2 pPorém, segundo Schwartz e colaborad@ress efeitos adversos no
hematdcrito podem ocorrer em concentragcdes makabale chumbo no sangue de
criancas (> 20ug/dL).

1.3 Biomarcadores

Os biomarcadores sdo muito importantes nas pesgjuesatoxicoldgicas,
pois identificam areas contaminadas e potenciaiegsores quimicos que podem
ser relacionados com as atividades hum&ha® uso dos biomarcadores pode
fornecer mais informacdes a respeito dos efeito$ohgicos dos poluentes do que
uma simples quantificacdo de seus niveis no ambéjeatém de determinar
alteracdes adversas precoces, que na grande medasiaezes séo reversivéis

Vérias definicdes ja foram formuladas para o tefimomarcador”, nas quais
geralmente esta inserida a interacédo entre o séstBaldgico e um potencial perigo,
o qual pode ser quimico, fisico ou biolégitoBiomarcador é uma alteracdo na
resposta biologica, desde niveis molecular, celelfisiolégico até comportamental,
que pode esta relacionada com a exposicdo ou doefedxicos de substancias

quimicas liberadas no ambiente

Os termos biomarcador e bioindicador tém sido deédfis de diversas
maneiras, causando uma certa confusdo entre edelrecida por alguns autores
como Van Gastel & Van Brummel#h Segundo estes autores, biomarcador é
qualquer resposta biolégica a um quimico ambieatahivel subcelular, que pode
ser medida em um organismo ou em seus produtosajufiezes, cabelo, etc),
indicando uma alteracdo do estado normal que n&te per detectada em um
organismo intacto. Ja biondicador é definido comm arganismo que fornece
informacdes sobre as condicbes ambientais do skilahaatravés da sua presenca
ou auséncia, ou mesmo pelo comportamento. Efeitodval fisiolégico nédo se
encaixariam nessa definicdo. Biomarcadores podemnssdidas de exposicéo,
enquanto bioindicadores sédo definidos com menocipé® e podem ser Vistos,
tanto como entidades estruturais (espécie senjimelanesmo serem considerados
como efeitos funcionais em niveis de organizacais rakevada
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Os biomarcadores podem ser divididos em trés cai@ga

*Biomarcadores de Exposicdo - abrangem a detecgdmensuramento de uma
substancia exdgena ou de seus metabolitos na prapairiz bioldgica.

*Biomarcadores de Efeito - refletem alteracdes bioqgca, fisiolégica ou outras
alteracdes nos tecidos ou fluidos corporais de ugamsmo que podem ser
associadas a algum prejuizo a saude ou a uma doenca

*Biomarcadores de Susceptibilidade - referem a umahilidade inerente ou
adquirida de um organismo a responder a uma exf@osg uma substancia
xenobiotica especifica, incluindo fatores genétieomudancas nos receptores que
alteram a susceptibilidade do organismo a uma detexda exposic¢ao.

Em relacdo ao chumbo, os biomarcadores mais udibga@ém sido: chumbo
em sangue (Pb-S) e na urina (Pb-U), como exemplesbidmarcadores de
exposicdo; determinacdo da concentracdo do &citta dminolevulinico na urina
(ALA-U) e no plasma (ALA-P), Zincoprotoporfirina @) e determinacdo da
atividade da ALAD, exemplos de biomarcadores deitefealém do de
susceptibilidade que é o polimorfismo da ALAD, qdernece dois alelos
designados de ALD-1 e ALAD32.

Em peixes, e no ecossistema aquatico em geraltid@esdo impacto de
xenobidticos tem sido analisado a partir de varipos de biomarcadores de
exposicdo e efeito, divididos nos grupos a s&fuir

Enzimas de biotransformacéo:S&o os biomarcadores de efeito mais sensiveis,
cuja atividade nos peixes pode ser alterada appsstgdo a um quimico. Como
exemplos dessas enzimas tém a inducao do citoci4®® em peixes expostos a
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (PAHs) drbtarbonetos clorados, como
os bifenilos policlorados (PCB¥)

Parametros do estresse oxidativo:Podem ser influenciados por diversas
substancias téxicas presentes no ambiente ou pos setabdlito¥. Embora a
poluicdo aquatica seja uma das principais respaisgpelo estresse oxidativo,
existe uma producdo constante de espécies reatieasoxigénio (ERO) no
organismo. A exposicdo a poluentes leva ao aumdat@roducdo de ERO nos
organismos, caracterizando o estresse oxidativoocama resposta as condi¢cdes
ambientaid®. Em condicdes fisiolégicas normais os efeitos ifieds das espécies




Cavalcante, ALM 13

reativas de oxigénio, ou comumente chamadas deaediivres, sdo efetivamente
neutralizados por sistemas de defesas antioxidaddesrganismo, ocorrendo um

equilibrio entre a taxa de producdo e a taxa daieicdo de ERO. Se houver um
excesso da producao de radicais livres, a redugicistema de defesa ou a
conjugacdo dos dois casos, ocorrera o estressatoxid Isso levara a danos em
macromoléculas celulares e, possivelmente, a ingéie de enzimas, ao aumento
da peroxidacdo lipidica, ao dano no DNA e, pornittj a morte celular. O sistema
de defesa que inibe a formacdo de radicais livresui enzimas antioxidantes,

como superoxido desmutase (SOD), catalase (CATitagbna peroxidase (GSH-

Px) e glutationa redutase (GR), utilizadas freqéergnte em estudos

ecotoxicol6gicod’.

Produtos de biotransformacao:Metabdlitos nos fluidos corporais, usados muitas
vezes quando ndo se pode determinar a presencemebidticos nos tecidos,
também sdo bastante usados como biomarcatfores

Proteinas de estresse e metalotioneinaBroteinas envolvidas na protecdo e na
reparacdo da célula contra o estresse e as corsdigdeersas, incluindo altas
temperaturas, luz ultravioleta, metais pesadosn®bi®ticos”. As metalotioneinas
fazem parte de um grupo especial de proteinas deessg, que regulam
determinados metais e participam da desintoxicacAwito utilizadas na
biomarcacdo dos metais e do estresse por divergoses°>’.

Parametros hematologicosNos peixes sdo considerados importantes biomareador
de efeité®. Amostras de sangue podem ser regularmente obtidasorma nao
destrutiva para a avaliagdo do efeito, porém pan@rsdematoldgicos tipicos ndo sao
respostas especificas para estressores quimicooudwo lado, fornecem o quadro
geral da fisiologia do animal e o estado de saAd@anina amino transaminase (ALT
ou TGP) e a aspartato amino transaminase (AST oW)T&o exemplos de
aminotranferases cujo aumento da atividade no @aguode ser um sensivel
indicador de dano celular na membrana de certodo8igprincipalmente o figado.
Embora menos especificos, pois podem ser infludosigor fatores naturais, outros
parametros hematoldégicos como o hematdcrito, osesede hemoglobina, proteina e
glicose, podem ser sensiveis a certos tipos deept@g®. Em alguns estudos esses
parametros tém sido Uteis como biomarcadores deoeafe substancias quimicas em

peixeg?®3940
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Parametros imunoldgicos: O sistema imune pode ser deprimido por um grande
numero de poluentes ambientais, porém é importdettacar que essa depresséo
pode ser acarretada por outros fatores de estréssgndo esses biomarcadores

ndo especificas

Parametros reprodutivos e enddécrinos: Sabe-se que alguns poluentes
persistentes no ambiente diminuem a capacidadeodepiva de organismos

selvagens. Muitos xenobidticos liberados no amleergossuem atividade

endocrina, afetando a reproducdo e ameacando aewwéncia de muitas

espécie$ 2

Parametros neuromusculares: Nessa categoria destaca-se a enzima
acetilcolinesterase, que é sensivel a pequenasentmagdes dos pesticidas

organofosforados e carbamatds

Parametros genotéxicos Substancias genotdéxicas normalmente causam
disturbios celulares que podem levar a modificacdes estrutura do DNA,
podendo assim causar uma cascata de eventos. Acdete a quantificacdo desses
eventos podem ser usadas como biomarcadores desie#poe efeito em
organismos ambientalmente expostos a substanciastddcad®. Aductos de
DNA** aberracdes cromosomidisensaio comef8 e teste do microntclébséo
alguns exemplos de parametros genotéxicos utiligadgotoxicologia ambiental.

Parametros fisioldgicos e morfolégicasPodem ser usados como biomarcadores a
histopatologia, a investigacdo de lesfes, alteragie formacdo de tumores nos
tecidos dos peixes, porém, normalmente, esses detwreversivefs.

1.4 A Enzima acidoé-aminolevulinico desidratase (ALAD)

A enzima ALAD é a segunda enzima da via de biossmtdo HEME. Sua
atividade catalitica € a condensacdo assimétricduds moléculas de acido delta
aminolevulinico (ALA), com a formacdo de uma molkcwe porfibilinogénio,
primeiro precursor do HEME.

Estudos na populacdo geral indicaram que a atiwidda ALAD é inibida
em concentracdes muito baixas de chumbo no sarsgume,um “threshold” (limiar
de concentracdo) aparente, sendo inversamentel@oioepada com chumbo em
sangue em uma faixa de 3-34pgfat?
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A inibicdo da atividade da ALAD no sangue é um ddeitos adversos
causados pelo chumbo, podendo ser usada como umabtador de efeito deste
metal no monitoramento biol6gitb®. Entre todos os indicadores de exposicédo ao
chumbo, a ALAD é o indicador de efeito mais senkive esta presente em
praticamente todos os seres vitos

Na maioria das vezes 0s biomarcadores de efeitmoca ALAD, séo
alteracdes precoces e reversiveis que ocorrem mgédo® ou tecidos alvos,
podendo prever alteracfes estruturais ou funciortos tecidos que seriam
irreversiveis e levariam a uma doenca cliffca

Alguns autores tém investigado o efeito toxico tiorobo através da enzima
ALAD de algumas espécies de peixe, tais com@ncorhynchus mykié%
Halobatrachus didactylu’§ .

A toxicidade do chumbo é dependente do alelo quiifica a producédo da
ALAD em cada organismo. Existe um polimorfismo geo@ da ALAD que altera
a cinética de distribuicdo do chumbo nos 6rgéaos.abste polimorfismo codifica
trés isoenzimas na sintese do heme, ALAD 1-1, ALRR e ALA 2-2. O fenétipo
ALAD 1-2/2-2 encontra-se mais fortemente ligadochombo no sangue, enquanto
que o fendtipo ALAD 1-1 apresenta niveis de chumbos o0ssos mais
elevado§®49:°05!

1.5 O Teste de Micronucleos

O Teste de Micronucleos foi originalmente desenwddvem mamiferos,
mas tem sido amplamente usado em estudos de geciotacke para estimar danos
citogenéticos causados por agentes quimicos ocofféi®>> Embora a maioria dos
trabalhos publicados utilize espécies mamiferaseste de micronucleos tem se
demonstrado uma ferramenta muito Util quando usawloespécies que nao sao

mamiferag®,

O teste de micronucleos pode ser usado em pesqlabasatoriais, para
avaliar a genotoxicidade dos xenobi6titd5°® em estudosn situ, para avaliar a
qualidade da agd&°°°"°®

Micronucleos (MN) sdo formados por cromossomos ifog&e ou por
fragmentos de croméatides ou de cromossomos quefor@m incorporados ao
ntcleo de célula-filha durante a divisdo celulartosef??°2 S&o considerados
micronucleos classicos aguelas estruturas circsldee mesma refringéncia que o
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nucleo, ndo ligadas a esse, e que possuem um tantpren corresponda de 1/5 a
1/20 do tamanho do nucleo principal da céltiff No caso dos peixes, devido ao
tamanho normalmente reduzido dos cromossomos, popgdo de tamanho passa
para a faixa de 1/10 a 1/30 do tamanho do ndcleo

O Teste do Micronucleo serve como o primeiro pass@studo de qualquer
substancia mutagénica. E um teste rapido e sendéugb para detectar alteracdes
cromossomicas estruturais como numéréas

O Teste de Micronucleos in vivo foi criado paratiguir citologicamente
de forma facil e rapida quebras ou perdas cromossan No Teste de
Micronucleos, tanto a técnica de preparacdo quanamalise do material, é mais
simples e rapida do que nas analises cromossdmidas.monitoramento de
guebras cromossémicas o teste do micronlcleo és#isivel quanto a andlise
cromossbmica, além de incluir efeitos no aparato fiso. Todas essas
propriedades conferem ao teste do micronlcleo ulteaaequacdo a rotina de

estudos toxicol6gicds.

Técnicas metafasicas, como 0 ensaio de troca denaides irmas e
aberracbes cromossémicas, ndo sdo praticas parasnespécies de peixe, pois
muitos possuem cariétipo com um grande numero @encssomos pequenos e
irregulares.

Uma vez que o0s peixes teledsteos apresentam eatdséaucleados, a
presenca de micronlcleos pode ser usada como mediddividade clastogénica
(Qquebra de cromossomos) ou aneugénica (segregagawmssomica anormal) de
uma substancia em ambiente aquético

A formacdo dos micronucleos s6 pode ser observada a ocorréncia da
divisdo celular, sendo sua frequéncia dentro daufagéo celular altamente
dependente da cinética de divisao celular, do tpotecido, da espécie gue esta
sendo usada para o teste e das condicbes ambfetitaisn todos os ensaios com
micronucleos deve-se levar em consideracdo a soaémtcia espontanea.

Em peixes, a formacdo de micronucleos ocorre esp@amente, porém em
uma freqiiéncia menor do que em roed¥resA freqiiéncia espontanea de
micronucleos varia dependendo do método usadomatapulacdo dos peixes. Os
mecanismos pelos quais poluentes induzem microngoken peixes, e a interacao

entre os efeitos e os poluentes, ainda ndo sao letampente conhecidbs
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A grande limitacdo do uso de MN para a identificacde danos
citogenéticos é que agentes ou substancias queungliram cromossomos, ou nao
causam a perda destes na anafase, ndo serdo dete@amo, por exemplo, as
aberracdes que envolvem rearranjo cromossdmico semnréncia de fragmento
acéntricé’.

O uso de MN como marcador intermediario permite soeacdo de forma
acurada e objetiva da freqliéncia de defeitos no DNIEm disso, micronucleos
aparecem apos o dano, antes mesmo de qualqueag@tepré-maligna clinica ou

mesmo histol6gicX.

Estudos tém demonstrado que a formacdo de MN padereversivel.
Depois de cessada a exposi¢cdo a carcind0genos, devhservado que a contagem
de células com MN reduz rapidamente, sugerindo p#en a acdo do agente
genotoxico, o processo de reparo do DNA se torizaer.

Esse teste tem sido recomendado para estudos dmobimramento
ambiental, principalmente por sua capacidade deadat agentes clastogénicos e
aneugénicos requerendo, no entanto, proliferacdolazepara a observacao do
biomarcador de efeif°

No Brasil, os testes de ecogenotoxicidade paraiay@s ambientais tém
sido empregados desde a década de 80. Nos ultibhasn@s, tem-se verificado
gue os testes de toxicidade com organismos aqustoastituem uma ferramenta
efetiva para avaliacdo de efeitos de poluenteses@sr organismos vivos, para
avaliacdo do risco/periculosidade de agentes quispipara o monitoramento da
qualidade da agua e para o estabelecimento deeBnpiérmissiveis de langcamento

de efluentes liquidos nos corpos hidritos

O Teste do Micronlcleo em peixes parece ser umet@sbmissor nas
investigacdes de mutagénese ambiénealim indicativo de danos citogenéticos de
curta duracad.

Além da presenca de MN, outras alteracdes morfokgyinucleares foram
relatadas em humantse em peixe¥>°. Estas alteracdes apresentam uma relacéo
com a instabilidade genémica, podendo representaa maneira de eliminar o
excesso de material genético do ntcleo da c&G7d°
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1.6 Aspectos da espéci®reochromis niloticus

Oreochromis niloticusLinneaus (Tilapia do Nilo) é uma espécie de peixe
originaria da Africa, introduzida em quase todo m@m$l. Tilapia é o nome comum
dado a varios géneros de peixes ciclideos de aguoa pertencentes a sub-familia
Pseudocrenilabrinae. Sao amplamente distribuichaseeossistemas tropicais, e
um dos peixes mais importantes na atividade daiqilara no Brasil, possuindo
grande capacidade de insercdo e adaptacédo a dévepss de habitat.

A tilapia do Nilo foi introduzida na regido nordestlo Brasil em 1971, e
entdo disseminada pelo resto de pais. O intereslgecpltivo desta espécie, no sul
e sudoeste do pais, cresceu rapidamente nos ulmosanos pela introducédo da
tecnologia da reversdao sexual. A tilapia é criada diversos sistemas desde a
cultura semi-intensiva em tanques que recebem akejahimais como em cultivo
intensivos em "raceways" e tanques-rede. Acredtapse, no Brasil, metade da
producdo anual de peixes cultivados seja de tiEpia

Essa espécie é a segunda mais cultivada no munsiaias de hoje, atras
apenas da cultura de carpas e salmonideos. Ascaunasteristicas, que contribuem
para esse bom resultado, séo: rusticidade; extreesasténcia a condicdes
adversas do meio e enfermidades; crescimento rapedoadaptacdo ao
confinamento; habito alimentar onivoro; e aceitagd® racbes com grande
facilidade, desde o periodo de pés-larva até a tisderminacao. Além disso,
entre as espécies de peixes mais cultivadas é a ngelbor resiste a alta
temperatura, a baixa concentracdo de oxigénio tigkpe a alta concentracdo de
amonia na agua >

Alguns estudos tém sido realizados com essa espécee avaliacdo da sua
resposta toxicoldgica a diversas substarcias™’*’> Segundo Rashéy a tilapia
do Nilo mostrou-se um bom indicador biolégico paguas poluidas com chumbo
e cadmio.
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1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo geral

Avaliar 0 uso de exemplares comerciais de tilaaepchromis niloticup
para o monitoramentim situ do chumbo no ambiente aquético.

1.7.2 Objetivos especificos
1 - Avaliar a utilizacdo de um mesmo animal parketas sucessivas de sangue.

2 - Avaliar o impacto de diferentes doses intrapeeais de chumbo na atividade da
enzima ALAD e na formacao de alteracfes nucleaossenitrocitos.

3 - Correlacionar alguns parametros sanguineoseassas dois biomarcadores.




Cavalcante, ALM 20

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material
2.1.1 Reagentes

Padrdo de ALA cloridrato (Sigma-Aldrich, artigo A3Y); Heparina Soddica-
5000UI/mL (uso humano, USP); Eugenol (uso odontmdy Giemsa (Merck,
artigo 1092041022)

Todos os demais reagentes utilizados foram de gnallitico.

2.1.2 Equipamentos

Espectrofotdbmetro marca Schimadzu modelo UV 160Aent@ifuga marca
Eppendorf modelo 5415R; Microscépio marca Olympusdeio BX 51; Vortex
mixer marca Velp Scientifica.

2.1.3 Animais

Foram utilizados cerca de 80 peixes da espd&wieochromis niloticus
conhecida no Brasil como tilapia-do-nilo, que s&dmeais amplamente cultivados
no Estado do Rio de Janeiro. Exemplares machosilépia foram obtidosna
Cooperativa dos Aquicultores do Sul Fluminense Peix Ltda (Peixesu))
localizada no municipio de Pirai no Estado do ReoJaneiro. Os animais foram
adquiridos no abatedouro, independentemente desgam e foram transportados
em sacos de plastico com agua potavel saturadaoccogé&nio para o Laboratorio
de Toxicologia do CESTEH. Cada saco tinha no maxemao animais que foram
acondicionados no laboratério em dornas de plastpreviamente lavadas
contendo 50 litros de &gua potavel de abastecimgmiblico previamente
purificada pela passagem por filtro de celuloseaev@o ativado. Cada peixe foi
acondicionado em uma dorna. O tempo de aclimatdgide 3 dias. A agua de
cada dorna foi trocada a cada 48 horas. Os aningmsforam alimentados durante
o periodo que permaneceram no laboratério. Essbkaltna foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de AnimaisFdadacido Oswaldo Cruz
(CEUA) sob a licengca N° LO033/08.

2.2 Meétodos
2.2.1 Lavagem e descontaminacao da vidraria

As vidrarias utilizadas, tanto no preparo dos reage quanto na realizacéao
dos ensaios, foram lavadas e imersas em solucatetbggente por 24 horas. Em
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seqguida, foram cuidadosamente enxaguadas com &guante e com agua ultra-
pura para a retirada de todo o detergente. A vidratilizada nos ensaios da
atividade da enzima ALAD foi posteriormente dese@mninada em uma solucédo de
acido nitrico 10% por 48 horas, para retirada delquer traco de chumbo, e
novamente enxaguadas com agua ultrapura.

2.2.2 Anestesia, biometria e exposicao

Os animais foram anestesiados com eugenol em aguavel na
concentracéo final de 30puL/l, a partir de uma solugcdo de eugenol a 50% (v/v) em
etanol hidratado. Os peixes foram consideradostesiasios quando sua posi¢ao na
agua se tornou aleatéria, com prevaléncia da pogigésal e sem resposta corporal a
estimulos externos. Em seguida os animais foranadwss medidos (comprimento
furcaP, conforme ilustracdo a segf)ir e expostos por uma Unica injecao
intraperitoneal de concentracdes diferentes de sotacdo de acetato de chumbo
em glicose 0,24M isotbnica. A solucado isotbnica glieose foi utilizada como
alternativa ao soro fisioldgico para evitar a ppét@icdo do cloreto de chumbo. No

grupo controle foi realizado a injecao intrapergahde glicose 0,24M.

e

. Comprimento furcal

2.2.3 Coleta do sangue

Para a coleta de sangue o0s peixes foram previamamestesiados com
eugenol, conforme descrito anteriormente. A colé¢asangue foi realizada com
seringas lavadas com heparina sodica de uso fautiaoé Para reduzir as lesdes
provocadas pela coleta, foi utilizada uma agulhbca de 0,3mm, normalmente
utilizada para a aplicacdo de insulina. Antes deéasoas coletas de sangue 0s

® Foi adotado como comprimento, todas as vezes gueéncionado, a definicdo descrita na
Instru¢cdo normativa do IBAMA n° 53, de 22 de novemlde 2005 para o comprimento furcal.
® Foto de exemplar utilizado no presente estudo
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peixes foram pesados. No ultimo dia do experimemo, quando 0s animais
demonstraram sinais de perda de atividade e cantdd flutuacdo, foram
sacrificados através da seccao da medula.

2.2.4 Parametros sanguineos
ALAD

A atividade da enzima ALAD foi determinada usandm protocolo
estabelecido pelo CESTEH, tendo por base as maigihd descritas por SakKiie
Wigfield & Faranf®. Nesse método, a atividade da enzima ALAD é medida
através da quantificacdo do composto colorido prottu pela reacdo entre o
reativo de Erlich e o porfobilinogénio formado ped&dAD a partir do substrato
ALA. Este protocolo envolve: (1) lise celular poritbn 0,1%; (2) incubacéao por
uma hora a 37°C na presenca do substrato (ALA 16n{8))paralisacdo da reacéo
por adicdo de uma solucdo de TCA 0,37M contendoetbomercuroso (Hgl2)
59mM; (4) centrifugacao, coleta do sobrenadante¢éad do reativo de Erlich e
leitura da absorvancia a 555nm apdés 45 minutos.tikidade enziméatica foi
expressa em Unidades (U) sendo 1U a quantidadendema que gera como
produto 1micromol de porfobilinogénio por hora pldro de sangue. Todas as
determinacfes dessa enzima foram conduzidas a 3d8Gsideradas a correcao
para a diluicdo e a absortividade molay de 0,062nmoles.cthL™* a 555nm para
o produto corado formadd

Catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determmambnforme descrito
por Aebf®. O método tem por base a quantificacdo especwofétrica a 240nm
da cinética de decomposicao do peroxido de hidrmg@t,O,). Para tanto, 5L de
sangue foram transferidos para um frasco conterddnlLlde agua destilada. Em
seguida, 2mL deste hemolisado foram transferidosa ptubos de ensaio
adicionando-se 1mL de uma solucdo dgOHem tampao fostato 50mM pH 7,0
preparada no momento do uso, tendo como referémuia aliquota de 2mL do
mesmo hemolisado mais 1mL do mesmo tampao sem oxigex. A atividade
enzimatica foi expressa em Unidades (U) de CAT eetl a quantidade de
enzima por mL de sangue que é capaz de decompoollmm do peroxido. Essa
enzima foi determinada na temperatura ambienteatoratorid.

¢ O laboratorio possui ar-condicionado central mam&ntre um minimo de 22 e um maximo de 26°C
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Hematodcrito

Foi utilizado capilar heparinizado com comprimemt® 75mm e diametro
interno de 1,0mm (Perfecta). Os capilares contesalogue foram centrifugados
por 10 minutos (Quimis modelo Q-22M) e as leitufasam feitas imediatamente
depois da centrifugacdo por comparacao visual.

Hemoglobina

A quantificacdo da hemoglobina foi realizada atsavéo método da
cianometahemoglobina, em que os compostos de hefmiogl, com excecédo da
sulfahemoglobina, sédo rapidamente convertidos accreetahemoglobina sob acao
do cianeto de potassio e do ferricianeto de potagsinco microlitros de sangue
foram colocados em 1mL de solucdo de Drabkin modd&. Depois de 10
minutos foram feitas as leituras no espectrofotémat540nm tendo como padréo
uma solucédo comercial contendo 11,3mg/dL de hentogé(Bioclin).

Glicose

A glicose foi quantificada através de um kit comak¢Bioclin) enzimatico
com leitura de ponto final. A amostra utilizada tbe 10uL de plasma, obtido por
centrifugacdo do sangue heparinizado (10gdB@in), para 1mL do reagente do
kit. Depois de 20 minutos foram feitas as leitueapectrofotométricas a 505nm e
a quantidade de glicose foi determinada tendo pwebo padrdao de 100mg/dL
fornecido junto com o Kit.

Alanina-amino-transferase (ALT ou TGP) e Aspari@tano-tranferase (AST ou TGO)

As atividades de ALT e AST foram determinadas méfido um Kit
comercial (Bioclin) tendo por base o0 método cinéticde medida
espectrofotométrica do consumo de NADHsse kit foi testado com um
homogeneizado de figado preparado da seguinte fouma proporcédo de 1g de
figado de um animal ndo-exposto para 10mL de tanfp&fmto 50mM pH 7.5 foi
homogeneizada (Ultraturrax a 20.000rpm por 1 mihgaentrifugada a 10.000g
por 5 minutos. Aliquotas de 2uL do sobrenadanteseldsomogeneizado foram
diluidas com 8uL de agua destilada e 120uL do netegeo kit. A leitura foi
realizada durante 100 segundos em um espectrofetdrae340nm. Esse teste teve

4 Solucéo de Drabkin (modificada): 200mg de ferrieto de potassio, 38g de cianeto de sédio,
1409 de fosfato diacido de potassio, 0,5mL TritoriG0 para 1.000mL de agua destilada.
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0 seguinte resultado, em absorvancia/minuto: ALT-0s283 e AST = -0,209,

indicando que a medida no plasma seria indicatiealesdo hepatica. Para a
determinacdo no plasma, uma aliqguota de 10uL desnm@a obtido por

centrifugacdo do sangue heparinizado (10gdbfin), foi adicionada a 100uL do
reagente do kit. Essas enzimas foram determinaddemperatura ambiente.

Teste do Micronucleo

Antes da realizacdo da distensdo sanguinea as d&nforam limpas por
imersdao em etanol e secagem com gaze. ApoOs a abbesangue periférico da veia
caudal, uma gota de sangue fresco foi colocada mm ldmina e distendida com
uma lamina prépria. Essa distensdo foi deixada mteratoda a noite na
temperatura ambiente para secar. Depois de secsstansdo foi fixada pela
imersdo em etanol absoluto por 1 hora. Em segusdiminas foram lavadas em
agua corrente, coradas com solucdo comercial denssiea 10% por 20 minutos,
novamente lavadas em agua corrente e secas duxaidea noite na temperatura
ambiente. Foi realizado duas distensdes por anirAalcontagem das células
normais, micronucleos e de outras alteracbes magfohs foi realizada por
microscopia optica com objetiva de imerséo, totaiido 2.000 células por animal.

2.3 Protocolos experimentais e padronizacdes
2.3.1 Exposicao

Nao foram encontrados trabalhos com o DL50 da exposintraperitoneal
ao chumbo para tilapias. Assim sendo, foi usadaccaimse maxima 100mg de
acetatto de chumbo por quilograma de peixe. Esser fai escolhido tendo por
base a DL50 para ratos do chumbo tetrametilico, é@de ordem de 105mg/kg de

animal?8t

2.3.2 Coleta do sangue

A concentracdo de heparina para evitar qualquegwegdo do sangue foi
testada experimentalmente assim como a via de aqgess a coleta do sangue e o
numero de coletas para cada animal de 450 gramasutHizada uma solucéo
comercial de heparina para uso humano (5000Ul/rkoyam testadas como vias
de acesso, a artéria dorsal acessada pelo flancandoal na altura da coluna
vertebral abaixo da linha lateral, e a veia cauttajp apos o orificio anal, que se
mostrou muito mais adequada.
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2.3.3 Determinacédo de ALAD em sangue total.

Foram comparados os resultados obtidos com 100eci@método) e 10uL
(micrométodo) de sangue total, mantidas as mesmagopcdes para os demais
reagentes. Este estudo foi realizado com o objeder@eduzir o volume de sangue
na determinacdo da ALAD. A determinacdo da ALAD c@f0uL de sangue foi
padronizada anteriormente no laboratério do CES¥ENVigfield & Faranf®
descrevem um método empregando 10uL de sangue.rédsedo foi testada para
garantir a determinacdo da atividade dessa enzimauml mesmo peixe por
diversos dias consecutivos.

Os testes foram realizados com peixes expostosiarrdase de acetato de
chumbo (100mg/kg) depois de 24 horas de uma umgacdo. A rotina dessa
determinacdo foi a seguinte: duas aliquotas de A cada amostra (100 e
10pL) foram transferidas para tubos e identificadasio Branco e Amostra. Em
cada tubo foi adicionada uma solucdo de Triton X-800.1% (250 e 25uL), para
lise celular, seguindo-se a adicdo de agua desadaiZ150 e 15uL) e agitacado
(Vortex) por um minuto. A mistura foi colocada enmantio de gelo por cinco
minutos adicionando-se agua destilada (500 e 5(Qerp completar a hemolise.
Todos os tubos foram agitados (Vortex) por 30 seégsnantes da adicdo de
tampéo fosfato de potassio 0,3M, pH 6,4 (500 e H50ulogo em seguida,
acrescentou-se a solucdo de acido tricloroacétiag/L6 contendo 60mmol/L de
cloreto de mercario (TCA) no tubo branco (1000 eOul). Posteriormente,
adicionou-se em todos os tubos a solucdo de ALAMG®mO0 e 50uL). Todos os
tubos foram incubados a 37°C por uma hora. Ao foedse periodo de incubacéo,
as reacdes dos tubos com as amostras foram patasigela adicdo do TCA (1000
e 100uL). A mistura foi centrifugada a 2.500g duearinco minutos e uma
aliquota do sobrenadante (1000 e 100uL) foi retiradnisturada com o Reagente
de Erlich (1000 e 100pL). Ap6s 45 minutos foi realla a leitura no
espectrofotdmetro a 555nm.

2.3.4 Parametros morfolégicos

O animais foram sacrificados por seccdo da meduléoiefeita uma
necropsia com atencéo especial para as alteragbasdologia nas branquias, no
figado e no baco.
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3 RESULTADOS

3.1 Padronizacbes

Nesse trabalho, cerca de oitenta peixes foram aidipsi na Cooperativa
Peixesul e 73 foram usados nos diversos experimenisses peixes tinham
453,50+ 99,95 (média + 1 desvio padrdo) gramas @sope 23,05+2,32
centimetros de comprimento (média + 1 desvio padrd relacdo massa-
comprimento dos animais utilizados apresentou umficeente de correlacdo de
0,897, que foi considerado satisfatério para anasstre tilapia vindas de fazendas
de producdo comercial prontas para o abidfe A relacdo massa/comprimento foi
usada como critério de homogeneidade de cada umgdgsos de animais que

foram usados em cada experiméfito

A coleta de sangue foi feita na veia caudal comingar de insulina
contendo heparina, de modo a permitir que um mesmonal pudesse ser
sangrado varias vezes. O uso da agulha com calif@®mm gerou poucas lesdes
provocadas pela coleta e o uso da veia caudal dinois efeitos que uma possivel
lesdo pudesse causar na circulacdo sanguinea #e.g@ivolume de cada coleta
foi de aproximadamente 200uL de sangue, utilizaselo2uL de uma solucao
comercial de heparina (500Ul/mL) como anticoaguwaniessas condi¢fes foi

possivel realizar até sete coletas de um mesmonremeriodo de 9 dias.

As alteragdes morfolégicas dos nacleos das heméafmras classificadas
de acordo com Carrasco e colaboradbtes Shimizu e colaboradorf¥s As
alteracdes diferentes de micronucleo (MN) foram lebgdas em uma Uunica
categoria (Total de Outras Alteracdes - TOA). Alguaxemplos dessas alteracdes
e de MN estdo mostrados na Figura 1.

A padronizacdo do teste de micronucleos foi redidzaxpondo animais as
doses de 1, 10 e 100mg de acetato de chumbo ptrggama de peixe (1, 10 e
100mg/kg) e os resultados estao descritos na Tdbela

Com base nos resultados obtidos nessa padronizagéou-se por utilizar
a maior concentracdo de acetato de chumbo (100mgpkega os proximos
experimentos, tendo em vista nao ter sido possemtontrar uma variagcao
importante nas frequéncias de aparecimento de oedades nucleares. O
momento para a coleta de sangue nesse experimentteferminado levando em

consideracdo o tempo de vida dos animais expostomngbém o pico de
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aparecimento de microntcleos descrito na liter&tttaEsses resultados estdo
descritos na Tabela 2.

Para a padronizacdo da determinacdo da atividadendama ALAD em
sangue foram conduzidos experimentos com peixesstgp a dose de 100mg/kg
por 24 horas. A coleta de sangue também foi redéizantes da exposicéo
(controle sem injecao de glicose). Os testes edteds utilizados para a analise da
atividade da ALAD wusando 100puL (macrométodo) e 10de sangue
(micrométodo) ndo revelaram diferencas significasiventre os métodos. Esses
resultados estdo descritos na Tabela 3.

3.2 Cinética de parametros sangiineos na exposi¢ao alouenbo

De posse de meétodos de coleta e de determinacabgdas parametros do
sangue, experimentos foram montados para avaliaraleeracbes depois da
exposicdo ao chumbo tirando amostras consecutivasid mesmo animal. Os
parametros analisados foram: hematdécrito, hemoghkbglicose e as atividades
das enzimas ALAD, catalase e transaminases. Esfosgde sangue também foram
feitos para avaliacdo das deformidades nucleanastdgdos os momentos de coleta
os animais foram anestesiados e pesados.

Os resultados estado descritos na ordem em que foealizados, primeiro
com a dose de 100mg/kg (Figuras 2, 3 e 4), depmis & dose de 1mg/kg (Figuras
5, 6 e 7) e, por ultimo, a repeticdo do experimeaton a dose de 100mg/kg
(Figuras 8 e 9). Os gréficos representam o resalta cada animal ao longo do
tempo indicado. As Figuras 4 e 7 representam fatas necropsias que foram
realizadas em todos os animais, no fim do experim®u no momento da morte
do animal. Em algumas situagcdes a morte do peba@rea durante a noite e a
necropsia nao foi realizada, mas em algumas siem@d indicacdes de perda de
alinhamento e de flutuacdo permitiram a decisao sherificio do animal,
garantindo boas condi¢cdes para uma avaliacdo nagifcd entre os animais
expostos e os controles.
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Tabela 1- Avaliacdo da frequéncia (%) de aparecimento ekbés nucleares em
eritrocitos de tilapias expostas ao acetato de ddwum

Cada N representa a avaliacdo de 2.000 células damihas preparada com o sangue de um
animal. Os animais foram sangrados 72 horas deg@isxposic¢do.

ANOVA = Analise de variancia seg. Dunnet (Graphpa®, Prism, p = 0,05); * = média do
resultado dos peixes controles inferior a media gesxes expostos; SIM = com diferenca
significativa; NAO = sem diferenca significativa.

MICRONUCLEOS

Controle 1mgl/kg 10mg/kg  100mg/kg

N 14 10 3 7

Minimo 0.05 0 0.1 0.25
Maximo 0.95 0.1 0.2 1.05
Média 0.33 0.02 0.13 0.61
Desvio Padréo 0.29 0.03 0.06 0.31
ANOVA * * Sim

TOTAL DE OUTRAS ALTERACOES

Controle 1mg/kg 10mg/kg 100mg/kg

N 14 10 3 7
Minimo 5.65 2.85 9.2 7.8
Méaximo 16.75 10 12.2 12.20
Média 9.90 4.65 11.02 10.52
Desvio Padréo 3.51 2.03 1.60 1.57

ANOVA * Né&o N&o
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Tabela 2 - Avaliacdo da frequéncia (%) de aparecimento deratdes nucleares
em hemacias de tilapias expostas por diferentepdsna uma dose de 100mg/kg
de acetato de chumbo

Cada N representa a avaliacdo de 2.000 células i&mipas preparadas com o sangue de um animal.
Os resultados dos animais que nao foram injetaoli@sf agrupados como um Unico resultado

A Analise de Variancia segundo Dunnet (Graphpad BPiism, p = 0,05) ndo revelou diferencas
significativas em nenhum dos tempos apresentadtre @s 3 grupos.

. Dias ap0s Microntcleo Outras Alteracbes
Condicoes s
€Xposi¢ao N MD DP N MD DP
N&o-exposto 16 0.16 0.14 16 471 291
Glicose
1 5 0.23 0.24 5 7.48 551
2 5 0.37 0.45 5 7.13 6.19
3 6 0.23 0.23 6 5.64 4.92
4 4 0.20 0.23 4 455 3.90
7 4 0.18 0.22 4 466 4.62
Glicose + Pb
1 9 0.40 0.32 9 7.77 349
2 5 0.43 0.37 5 6.88 4.28
3 9 0.17 0.21 9 5.37 3.37
4 2 0.08 0.11 2 270 113
7 1 0.00 1 14.85
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Tabela 3- Padronizacdo do método para a determinacao deDA&m sangue de
tilapias expostas ao acetato de chumbo.

Nesse experimento foram utilizados 11 animais, oomg descrito na tabela (N). Todos os
animais foram sangrados depois de 24 horas de @dm® a determinacdo de ALAD foi feita
conforme indicado a seguir: Macrométodo = Metodadogadrao utilizando 1Q4 de amostra de
sangue e Micrométodo = Metodologia padrdo utilizantiOuL de sangue com a reducdo
proporcional de todos os reagentes.

A Analise de Variancia segundo Dunnet (Graphpad Pfism, p = 0,05) s6 revelou diferencas
significativas entre controle e exposto, ndo hawediderenca significativa entre as metodologias
empregadas.

Macrométodo Micrométodo
Grupo N
Média DP CV% Média DP CV%
Controle sem 3 peixes e 5
injeco de  ° PV 2735 539 20 3164 550 17
. replicatas
glicose
Controle com 3 peixes e 2
injecao de  ° P& 2619 670 26 2711 620 23
. replicatas
glicose
5 pei 2
Exposto  ° PEXes€ 751 172 23 826 182 2

replicatas
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Nucleo lobulado

Micronucleo

Nucleo cortado

Caridlise

Broto

"Blebbed"

Figura 1 - Exemplos de alteragcdes nucleares que foram adas$i nesse trabalho
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Figura 2 - Massa e parametros sanglineos de tilapias expastasm dose de 100mg/kg de acetato de chumbo (Rarte

C = Controle; E = Exposto; Cada simbolo representasultado do parametro em um animal. Os simbolh@$os representam o Ultimo resultado de um
peixe que veio a morrer entre esse momento e aipedgoleta.
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Figura 3 - Parametros sangliineos de tilapias expostas adosede 100mg/kg de acetato de chumbo (Parte B)

peixe que veio a morrer entre esse momento e aipedgoleta.

C = Controle; E = Exposto; Cada simbolo representasultado do parametro em um animal. Os simbolh&sos representam o ultimo resultado de um
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Figura 4 - Morfologia de tilapias expostas a 100mg/kg detatmede chumbo

C = Controle; E = Exposto
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Figura 5 — Massa e parametros sanguineos de tilapias expadima dose de 1mg/kg de acetato de chumbo (Rarte

C = Controle; E = Exposto; C = Controle; E = Expmgs€ada simbolo representa o resultado do paranegtrom animal.
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Figura 6 - Parametros sangliineos de tilapias expostas adosede 1mg/kg de acetato de chumbo (Parte B)
C = Controle; E = Exposto; Cada simbolo representasultado do parametro em um animal. Os simbolh&sos representam o ultimo resultado de um
peixe que veio a morrer entre esse momento e aipedgoleta.
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Figura 7 - Morfologia de tilapias expostas a 1mg/kg de atetde chumbo

C = Controle; E = Exposto
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Figura 8 — Massa e parametros sanguineos de tilapias expadima dose de 100mg/kg de acetato de chumboe(Rart

C = Controle; E = Exposto; Cada simbolo representasultado do parametro em um animal. Os simbolh&sos representam o ultimo resultado de um
peixe que veio a morrer entre esse momento e aipedgoleta.
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Figura 9 - Parametros sangliineos de tilapias expostas adosede 100mg/kg de acetato de chumbo (Parte B)

C = Controle; E = Exposto; Cada simbolo representasultado do parametro em um animal. Os simbolh@$os representam o ultimo resultado de um
peixe que veio a morrer entre esse momento e aipedgoleta.
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4 DISCUSSAO
Acondicionamento e manejo dos peixes

O transporte dos animais em agua saturada com wxigée o
acondicionamento individual no laboratério em 500l¢ de agua potavel aerada
garantiram a sobrevivéncia de tilapias com 400 @g6for até 48 horas. Apesar do
sistema de acondicionamento dos peixes nao pofftuos para limpeza, a troca
de agua realizada a cada 48 horas foi suficienta garantir a qualidade da agua,
pois 0s peixes ja vinham do abatedouro com 24 hamgejum e ndo eram
alimentados até o final dos experimentos. A qualedada agua foi acompanhada
através dos niveis de cloro total, antes da coldcalps peixes, e de amoénia livre
e pH, a cada troca de agua. O tamanho dos peixaebéta foi considerado
aceitavel para o tipo de acondicionamento adotagara as sucessivas coletas de
sangue que foram programadas. Como o padrédo pata de tilapias comeca em
400 gramas, animais desse peso podem ser encostrain diversos
estabelecimentos comerciais por todo o pais.

A exposicdo de peixes a agentes toxicos usualménfmta pela agua ou
pela alimentac&b®®®’. Mas, tendo em vista as dificuldades para descdo®
residuos de chumbo na agua depois de uma exposgyou-se pela injecao
intraperitoneal como forma de exposicdo. Além djssehumbo poderia aderir na
superficie da dorna.

O anticoagulante utilizado foi a heparina sédica.EOTA ndo pode ser
utilizado, pois por ser um agente quelante podestgar o chumbo das proteinas
comprometendo a avaliacdo da inibicdo da atividdae&LAD pelo chumbo. Além
disso, o EDTA pode levar a deterioracdo das célwkxsnelhas do sangue e a
quelacdo do zinco, metal necessario para a atieided ALAD?®®°. Santo&’ testou
diferentes concentracdes de heparina e verificoa gsse anticoagulante altera
muito pouco a atividade de ALAD de sangue de vduos humanos. Na
determinacdo de ALAD envolvendo um volume de sandeelOpL foi necessario
utilizar 2uL de heparina 5000Ul/mL, pois o uso de heparinaidd ndo conseguia
prevenir a coagulacdo. Além disso, as seringasuhag precisam ser molhadas
com solucdo de heparina em salina com no minimdJ¥@tL. A puncdo da veia
caudal, como esperado, foi a melhor opgdo paratazale sangue, especialmente
para coletas sucessivas no mesmo animal.
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A determinacdo dos parametros sanguineos antesxpasiedo foi de
grande importancia para uma melhor avaliacdo dadestle salde dos animais,
tornando cada peixe controle dele mesmo, antes vddiagdo dos efeitos do
chumbo nos mesmos parametros.

Alteracdes nucleares

O Teste de Micronucleo ndo consiste apenas na wbs®r da frequéncia de
aparecimento de MN, mas na avaliacdo da variac&8ead&equéncia, normalmente
obtida pela comparacédo de animais controles comrmaisi exposto$. No presente
trabalho, essa comparacdo ndo demonstrou nenhufeeera significativa para
nenhuma das doses testadas, apesar das analises diglo feitas nos dias citados
como pico de formacdao de MN. Mas, como 0s nossogerxentos foram
conduzidos com uma exposicdo por dose Unica podeoderrido o reparo do
material nucledr®*®® O Coeficiente de Variacdo para a freqiiéncia deepmento
de MN nos animais sem qualquer exposicado foi de p&¥a MN e 61% para TOA
(N=16), o que demonstrou que esse teste possui gnaade variacdo entre o0s

peixes mesmo antes de qualquer exposicdo (Tabela 2)

O motivo de né&o ter ocorrido nenhuma diferenca ificativa entre
controles e expostos pode ser explicado pelo fatamglicacdo desse biomarcador
ser mais indicada para exposi¢cdes cronicas, jaogueritrécitos com micronucleos
encontrados na circulagcdo periféerica refletem ewgnjue ocorreram durante a
vida Gtil dos eritrécito¥. Em peixes teledsteos, grupo que abrange a tilépia
eritropoiese ocorre principalmente no rim cefalecesecundariamente no baco, que
€ mais ativo na fase embrionaria ou na submissdupaxia. Outros tecidos
também apresentam essa habilidade, principalmeatefase embrionaria, tais
como: endotélio cardiaco e vascular; timo; figadatestind®. O tempo médio de
vida das heméacias nos peixes depende muito da iespéde fatores ambientais
(jejum prolongado, hipo6xia, temperatura). Acredg-que, de uma forma geral,
esse tempo seja de 300 dhsSanchez-Galan e colaboradofedemonstraram que
alguns metais pesados (cadmio e mercurio), com umia exposicdo no
laboratorio aumentam, a freqiéncia de micronucle@®nguiaAnguilla anguilla

L., porém o teste de micronucleo foi realizado mo cefélico, principal 6érgédo da
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hematopoiese em peixes. Por outro lado, nesse mesnmo, a frequéncia de
aparecimento de MN nesses mesmos animais expastsisu ndo se mostrou um

metodo sensivel para o monitoramento da poluicdanetais pesados.

Outra possibilidade que explica esse resultadoméoaréncia de uma pausa
na producdo de eritrécitos e, consequentemente, fovanacdo de MN,
especialmente no caso da concentracdo mais althulebo testada nesse estudo,
pois, segundo Udrdi, alguns agentes citogenéticos interrompem a @ikge em
certas concentragcfes. Por outro lado, em amosteaanidmais de laboratério é
muito comum ocorrer estimulacdo da producéo, rasdld em um grande aumento
de eritrocitos imaturos na circulacdo periféricaegiado com que a frequéncia de

MN previamente formados dimintia

Segundo Pereira e colaboraddfegjuando substancias que dao resultados
positivos para MN séo testadas em doses muito présida dose letal, o Teste de
Micronucleo costuma néo ser suficientemente sehsikEgesa pode ter sido a
situacdo nesse trabalho com a dose mais alta dataae chumbo, 100mg/kg, que
foi extrapolada da DL50 de ratos. CaVasealizou o Teste de Micronicleo em
eritrocitos de sangue periférico, branquias e @&uépiteliais da barbatana de
Carassius auratus auratugexpostos ao acetato de chumbo e ao acetato de
mercurio, utilizando a coloracdo laranja de acridiiessa metodologia € usada
para diferenciar eritrocitos policroméaticos, que o sdimaturos, dos
normocromaticos, que sao maduros, usando microaca@ fluorescéncia, e
encontraram resultados promissores. Os peixes foexpostos a trés doses
diferentes de acetato de chumbo na agua: 10ugfLg/Oe 100pg/L durante 2, 4 e
6 dias e a frequéncia de MN foi mais alta nos aismepostos. Além disso, o
chumbo diminuiu a porcentagem de eritrocitos paolncaticos nos peixes expostos
a maior dose, sugerindo que o acetato de chumbém adle interferir na
proliferacdo dos eritrocitos, também inibe a liga dessas células na circulacéo
periférica. Em outro estudo, Koca e colaboraddfesoletaram peixes
(Chondrostoma nasue Barbus capito pectoraljsde trés locais diferentes onde
detectaram chumbo na agua e em alguns tecidosrdomis. A freqiéncia de MN
ndo foi significativamente diferente entre os tlésais impactados e os controles.

Outro estudo, realizado com tilapia do Nilo expoataitrato de chumbo por 7, 14




Cavalcante, ALM 43

e 21 dias, também demonstrou a sensibilidade eseeptibilidade da frequéncia
de MN, e das outras alteracdes nucleares, como @&cadores de chumbo na
agud®. E preciso ressaltar que todos esses resultadsisips para MN foram

realizados com exposicdes crénicas através da pgaséo chumbo na 4gua. Esse

estudo foi feito com uma Unica injecao.

Parametros sanguineos

Eritropoiese

Um dos efeitos bem conhecidos do chumbo nos orgeEse a inibicdo da
eritropoiese. O presente trabalho indica esse mesimibo quando analisamos 0s
resultados do hematdécrito e da hemoglobina (Figta$ e 8). Em todos os
experimentos € possivel identificar uma tendénciea gueda desses dois
biomarcadores se compararmos o0s resultados de enop@ foram expostos ao
chumbo com os animais que sO receberam a injecdglidese. No entanto,
analisando os resultados apresentados, é possérdicar que os valores do
hematdcrito estdo dentro da faixa ja descrita paras autores para essa espgtie
9798 Ates e colaboradorgs encontraram uma diminuicdo nos valores de
hematdécrito e de hemoglobina @dmcorhynchus mykis@rutas) expostas a nitrato
de chumbo por 72 horas. Da mesma forma, Lohnedaocadore¥® indicam que
peixes expostos a metais apresentam reducdo nawesalde hematocrito e
hemoglobina. No entanto, Gill & Pafit demonstraram que em exposicédo aguda
ao cromo o peixeBarbus conchoniusapresentou um aumento nos valores de
hematdcrito e hemoglobina em relacdo aos controbess em uma exposicao
crénica ocorreu ao contrério, houve inibicdo dessderes. No presente trabalho,
o teor de hemoglobina nos peixes expostos nao wamaito em relagcdo aos
controles, apesar da clara inibicdo da ALAD. Nessanento é preciso ressaltar,
como ja mencionado anteriormente, que o tempo da ge um eritrocito de peixe

pode ser de 300 di¥s
Glicose

Varios metais sdo capazes de estimular a atividatier-renal, niveis de
corticoesterdides no plasma e glicose em peixesim\so estresse em peixes,
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como em outros animais, resulta, tipicamente, emns dopos de respostas
enddcrinas: a resposta via eixo hipotalamo - hgefe células inter-renais, que
culmina com o aumento do cortisol plasméatico; eeaposta adrenérgica, que
resulta em aumento de catecolaminas plasmaticas. hipersecrecdo de
catecolaminas e corticoesterdides sdo considemed@p®stas primarias ao estresse,
que dispara uma ampla variedade de alteracOes imcgas e fisiologicas,
denominadas coletivamente de respostas secundaoagstresse. Os efeitos
metabdlicos podem incluir: hiperglicemia, deplecdas reservas teciduais de
glicogénio, lipdlise e inibicdo da sintese protéidasta resposta endocrina
generalizada, que resulta em r4pida mobilizacdoedervas energéticas, pode ser
considerada um mecanismo adaptativo que permiterganismo um aumento na
demanda energética durante a exposicdo aguda aesatestressantes. Ao
contrario, peixes cronicamente expostos a contamé@sa quimicos podem
apresentar uma reducdo da glicemia, provavelmemdadd a combinacdo de
alguns efeitos como deplecdo do glicogénio hepatieducao da alimentacédo e ate

103 por exemplo, Winkaler e colaboradotes

perda de glicose na uritf
observaram que lambaris provenientes dos locaisenpmlmente mais
contaminados apresentaram reducdo da glicemia. ifnarte colaboradordd
relataram que peixeBrochilodus lineatusexpostos a concentracdes de nitrato de
chumbo em agua (24 e 71mg/L por 96 horas) apresamtaesposta classica ao
estresse: hiperglicemia associada ao decréscimo Igmseos e proteinas
plasmaticas. A magnitude da resposta ao estressdof®-dependente: a resposta
apresentada na concentracdo mais baixa represemtaprnocesso adaptativo
(mudancas em varios processos fisiolégicos perhatia retorno da homeostase),
enquanto que a maior concentracdo caracteriza as&&@ (pode ocorrer se o nivel
de estresse for suficiente e caracterizado poredd&o do glicogénio hepatico,
diminuicdo nos niveis de cortisol e outras mudangas levam a debilidade do

organismo).

Os resultados encontrados por Martinez e colabaesifo foram muito
similares aos resultados do presente estudo c@midil especialmente em relacdo a
glicose. No primeiro experimento de exposi¢cdo déptas a dose de 100mg/kg
(Figura 3) ficou bastante evidente o aumento dofiside glicose nos animais
expostos, se esse resultado for comparado com @umiosais que sO receberam a
injecdo de glicose. E importante destacar que egsado de glicose nio alterou os
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niveis desse metabdlito nos animais que s6é recebeghcose. No segundo

experimento com essa mesma dose, no entanto, dsversimais que nao foram
expostos ao chumbo elevaram seus niveis plasmatieogylicose, ocorrendo,

inclusive, uma morte entre os animais que néao foeapostos (Figura 9). Um fato

semelhante ocorreu com o grupo de animais que farapostos no experimento
com a dose de 1mg/kg (Figura 6). Um dos animaiavastom uma leitura inicial de

glicose cerca de 10 vezes maior que a média dosidgmeixes, média essa que foi
mantida durante os 9 dias do experimento. Esseanigio a morrer (veja a Figura
9, Glicose, Controles, simbolo cheio) no dia setgino que demonstra a
importancia da glicemia para a indicacdo do estiealde dos peixes.

Estes resultados, mesmo sendo necessario consigiegas estado inicial de
saude dos animais nado foi exatamente o mesmo, andiclaramente o poder
estressor do chumbo, revelado pelo aumento dodsnéke glicose. Analisando os
animais que foram usados no segundo experimentoaamse de 100mg/kg, que
elevaram seus niveis de glicose sem a exposicdohambo, podemos destacar
duas questdes: o fornecedor dessas tilapias faratite do fornecedor para o
primeiro experimento; e o tamanho médio dos aninfi@isim pouco maior (ver o
grafico das massas nas Figuras 2 e 8). Essas aqseltiantam o problema do
estudo de fisiologia de peixes, cuja resposta aesse €, normalmente, aguda e
com diversos agentes estressores agindo simultsardamNo caso do presente
trabalho, fica claro que os animais usados no sgég@experimento com a dose de
100mg/kg, apesar de estarem enquadrados nos I|limitks relacao
massa/comprimento que foi adotada como critérioimndnde selecdo dos animais,
ndo estavam com o mesmo estado fisiolégico no ontths experimentos. Por
questbes operacionais, o tempo de adaptacdo damamnias condi¢cbes do
laboratdrio foi de no maximo 3 dias. Para estudedisiologia € necessario pensar
em um tempo muito mais prolongado, alimentando misnais nas condi¢cbes do
laboratério, antes de iniciar um estudo de expasica

Catalase

Tecidos aerdbicos geram, constantemente, radiagieréxido e peroéxido
de hidrogénio na membrana das mitocondrias e retiendoplasmatico, como um
subproduto do metabolismo oxidativo. Nesses orgaossé essencial o equilibrio
entre os agentes oxidantes e o sistema de deféigxidante (enzimatico ou nao).
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A principal defesa antioxidante € proveniente diasireas superoxido dismutase e
catalase, que eliminam os radicais superoxido eoxpdo de hidrogénio,
respectivamente. As enzimas glutationa peroxidase sistema glutationa-S-
transferase catalisam a conjugacdo da glutatiorduzida com xenobioticos
nucleofilicos®®. Com a descoberta da importancia de reacées deaiadivres (ou
espécies reativas de oxigénio — ERO) nos procelsd&gicos, e nos mecanismos
de toxicidade de substancia quimicas, diversasyeasg tém sido realizadas sobre
processos pré-oxidantes e antioxidantes em p&ixes

No presente estudo so foi avaliada a atividaderndanea catalase no sangue
das tilapias expostas ao chumbo. Segundo Wilheloolaboradore$® o nivel
mais alto de catalase em peixes ocorre no sangue féggado e a quantidade de
enzimas antioxidante no sangue, figado, coracaaigcuio vermelho parece estar
relacionada com as atividades metabdlicas e nasstdédo peixe. A catalase
decompdbe o peroxido de hidrogénio.(4), produto téxico do metabolismo, em
agua e oxigénio, porém quando gQ4 estd presente em baixas concentracdes
(condicao fisiologica normal) a glutationa perox@daé quem se encarrega de
transforma-lo em agd%. O peréxido de hidrogénio é uma espécie reativa de
oxigénio e, portanto, causador do estresse oxidatque € definido como um
acumulo de ERO que causam danos a estrutura de Dd¥Alipidios, de
carboidratos e de proteinas, além de outros compereelulare'S®.

Nao foi observada diferenca entre a atividade d@lase sanguinea dos
animais que foram expostos ao chumbo em compara@®o animais que SO
receberam a injecdo de glicose, nas duas doses fouen testadas. Esses
resultados demonstram que a exposicdo aguda aobdhuatravés de uma dose
anica no periténio, ndo foi capaz de gerar umaasifio de estresse oxidativo. Em
outro estudo com tilapias, expostas a diferentesxentracdes de sulfato de cobre
na agua por 96 horas, para avaliacdo do estresiskatoso, foi observada uma
diminuicdo da atividade da catalase nas brandfia®utro trabalho com a mesma
espécie encontrou diminuicdo da atividade da caeakm eritrocitos, branquias,
figado e rim de peixes de ambientes contaminada@ndm comparado com 0sS
niveis dessa enzima em animais que foram coletadoambientes considerados
limpos'®’. Hansen e colaboradoré® e Viléla'®®, demonstraram em seus estudos
gue metais, tais como o chumbo, podem levar ao atonga atividade da catalase
em peixes. De acordo com Atli e colaboraddtes resposta da atividade da
catalase em diferentes tecidos de tilapias expoataéversas concentracdes de
Ag*, Cd*, Cr®*, CU** e Zrt* varia bastante, dependendo do tecido, do metase d
suas concentracdes, e que a atividade da catataeger aceita como um sensivel
biomarcador para o biomonitoramento do ambienteatiqo. E preciso ressaltar
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gue esses estudos foram realizados em condicdamdeexposicao crénica, com a
dose administrada na agua de forma continua, sej&xperimentos controlados
no laboratério ou em situacdes de campo, onde reEsir pode estar na agua ou
nos alimentos. A injecao intraperitonial, adotada presente trabalho, € uma
condicdo de estresse agudo, mesmo com a menoredgseegada (1mg/kg).

ALAD

A determinacdo da atividade da ALAD com amostraturédas de sangue
pode ndo ser muito precisa e reprodutiva. No eptanbs testes conduzidos no
presente trabalho (Tabela 3), s foi encontraderdrica significativa entre os
grupos expostos e ndo-expostos. Mesmo 0s contsell@se com injecao de glicose
ndo mostraram diferencas significativas, com os doé¢todos testados. Somente a
exposicdo dos animais ao acetato de chumbo mostm@sultados
significativamente diferentes, novamente sem difieas entre os dois métodos
utilizados. Com base nesses resultados, foi poksorecluir a atividade da ALAD
com somente 10uL de sangue, garantindo a deter@indesse biomarcador nas
amostras de 2QQ. de sangue que foram projetadas para os estudaoléta de
sangue do mesmo animal. A disperséo inter-ensaipressa pelo coeficiente de
variacdo (CV%), para ambos os métodos, demonstrgraade variagcdo existente
entre os peixes, que pode ser explicada pelo pofismoo da ALAD, que altera a
cinética de distribuicdo do chumbo nos o6rgdos alWigfield & Faranf®,
realizaram analise da variancia de dois métodosy @M0 e 1L de sangue
humano, e ndo encontraram diferencas significatimase os resultados. Logo,
mesmo com a alta dispersdo dos resultados, copL @ sangue foi possivel
garantir as determinacdes sucessivas no mesmo Brraasformando cada peixe
no controle dele mesmo.

O acetato de chumbo injetado no peritbnio mostreu capaz de inibir a
atividade da ALAD em todos os experimentos realomace nas duas doses
empregadas, 1 e 100mg/kg de peixe (Tabela 3 e &g8yr 6 e 9). Diversos autores
também encontraram resultados que confirmam agadida ALAD em peixes.
Costd'® demonstrou inibicdo significativa da atividade A&AD eritrocitaria
apos a exposicdo experimental tréfica e subcréuieadoplias malabaricusao
Pb'*. Dwyer e colaboradorés’ e Schmitt e colaboradorEsverificaram que
guanto maior a concentracdo de chumbo no sangueonree atividade da ALAD
em algumas espécies de peixes expostos ambientedmeRodrigues e
colaboradore’s? demonstraram que a atividade da ALAD no sangu®ideslodus
maculatusé inibidain vitro, nessa ordem, por €d> PK* > Hg** > CU¥* > zn?*.
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No figado a ordem de sensibilidade foi’Pb> Cdt* > Hg* > C¥* = zn**
mostrando uma diferenca de sensibilidade paralacao de ALAD entre os dois
tecidos.

Transaminases

A ALT é encontrada predominantemente no figado, eomcentracéao
moderada nos rins e em menores quantidades no &mra¢ nos musculos
esqueléticos. A AST € encontrada em concentracaddtomalta no musculo
cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e emomeancentracdo nos rins e
pancreas. Qualquer lesao (injuria) tissular ou gaemfetando o parénquima
hepatico (ou uma lesédo tecidual nos rins, coracam® musculos esqueléticos)
liberara uma maior quantidade destas enzimas pamarante sangilinea, elevando
0s niveis séricos destas enziffas'® Assim, o aumento observado na atividade
destas enzimas no plasma dos peixes pode estaciadsa alguma lesdo celular
em algum destes tecidos, decorrente da exposi¢cdoadanais a algum agente
estressor. Neste estudo ndo foi encontrada nenlatividade de transaminases no
plasma dos peixes, tanto controles como expostaspenhum momento depois da
exposicao, apesar de ter sido observado na nearadgsalguns peixes expostos um
aumento no tamanho do figado (Figura 4).

No entanto, biomarcadores histopatolégicos sddzadbs extensivamente
para documentar e quantificar tanto a exposicaontpuas efeitos de poluentes
ambientaid®. A utilizacdo de alguns desses parametros podaiser ferramenta
bastante datil para a avaliacdo dos efeitos da ooim@cdo ambiental nas
populacdes de peixes, além de servir para umaapédi do quadro de saude dos
animais.
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4.1 Conclusodes

O chumbo é um dos contaminantes ambientais maisuoemtoxico para
homens e animais, e sem nenhuma funcéo fisiologocehecida nos organismos.
No Brasil, o controle das fontes de emisséo de dwgn praticamente inexistente,
devido a falta de dados sobre a real exposicdo.isdm, sdo necessarios estudos
que fornecam as informacgdes indispensaveis paralbanconhecimento da nossa
realidade, como o uso de biomarcadores ambienqais,podem melhor relacionar
a exposicdo com os efeitos adversos nas atividdmesanas e, dessa forma,
fornecer informacBes necesséarias aos 6rgdos deeSRddlica e Meio Ambiente
nas acdes de controle. Os resultados desse trapehnutiram concluir que:

1 - E possivel usar tilapias comerciais prontasaparabate, com peso médio ao
redor de 400qg, para estudos de parametros sanguicten até 7 coletas de
sangue de um mesmo animal apés 9 dias, indicanpotencial de uso desse
animal para o monitoramento situ do ambiente aquatico;

2 - A exposicao de tildpias comerciais a dosesamite 1, 10 e 100mg de acetato
de chumbo por quilograma de peixe (1, 10 e 100myg/kmor injecao
intraperitoneal, ndo provoca altera¢cbes nucleargsifscativas que indiquem
um efeito genotoxico de coleta em eritrocitos cotts 24 horas depois da
exposicao;

3 - A exposicdo de tildpias comerciais a uma daseaide 1mg/kg de acetato de
chumbo n&o provoca a morte de nenhum peixe dep»i8 dias de exposicdo
mas, com uma dose Unica de 100mg/kg, é possiveltgdes 0s animais
morram antes de completar 4 dias de exposicaoee qu

4 - Durante os primeiros 3 dias da exposicado dé&pids a uma dose Unica de
100mg/kg de acetato de chumbo, ou durante os prowe® dias de uma
exposicdo a 1mg/kg, € possivel identificar umaalianibicdo da atividade da
ALAD de eritrocitos e uma também nitida elevacads adveis de glicose do
plasma, sem alteracfes importantes no hematéerat® niveis de hemoglobina
e nas atividades de catalase e de transaminasamakgtras de sangue.

7

5 - Nossos resultados demonstram, mais uma vez,aqtitdpia é uma espécie
bastante resistente as condi¢cdes laboratoriais, mmesmanipuladas
diariamente, indicando sua utilidade no monitorataeambiental.
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