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RESUMO

Os biomarcadores de dano ao DNA (teste Cometa), niveis de lipoperoxidacao
(TBARS) e biomarcadores de estresse oxidativo, como, catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST), e
conteudos de glutationa reduzida, oxidada e total (GSH, GSSG,GT), foram
analisados em sangue (teste Cometa) e figado de Oreochromis niloticus (tilapia do
Nilo), exposta por 7, 15, 30 (exposicdo sub-crbnica), 60 e 90 dias (exposicao
cronica) a duas lagoas do sistema de processamento de agroindustria de suinos,
sendo a primeira lagoa anaerobia e a ultima lagoa de polimento. As atividades das
enzimas CAT, GPx e GST foram induzidas durante o periodo experimental,
enquanto a atividade da GR apresentou-se induzida com 7 dias e inibida aos 90 dias
na lagoa anaerobia, e na lagoa de polimento sua atividade apresentou-se inibida até
15 dias e induzida com 90 dias de exposicdo. Os niveis de GSH aumentaram na
lagoa de polimento aos 90 dias de exposi¢ao. Os niveis de GSSG apresentaram-se
elevados durante todo o periodo experimental nas duas lagoas, enquanto que 0s
niveis de GT mostraram aumentos significativos na lagoa anaerdbia com 60 dias e
na lagoa de polimento com 60 e 90 dias. A lipoperoxidacdo aumentou durante todo o
periodo experimental, assim como o dano ao DNA avaliado pelo teste Cometa. Os
resultados sugerem um comportamento bifasico dos biomarcadores de estresse
oxidativo e de dano ao DNA. Aparentemente, durante o primeiro e segundo més de
exposicao, existe uma transicdo das respostas antioxidantes, onde a maioria dos
parametros diminui e alguns alcancaram igualdade aos controles e, ap0s exposi¢cao
mais prolongada (2 e 3 meses) 0s peixes apresentam uma capacidade antioxidante

compensatodria mais persistente e acentuada.



ABSTRACT

DNA damage (Comet assay), lipoperoxidation levels (TBARS) and several
biomarkers of oxidative stress such as catalase (CAT), glutathione reductase (GR),
glutathione peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), and contents of
reduced and total (TG) glutathione, were measured in blood (Comet assay) and liver
of tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to 7, 15, 30 (sub-chronic exposition), 60
and 90 days (chronic exposition) to two lagoons of the a swine processing system, a
first anaerobic lagoon and a final polishment lagoon. The CAT, GPx and GST
activities were increased during the experimental period in tilapia exposed to both
lagoons, while GR activities were increased after 7 days and decreased after 90 days
of exposure to the anaerobic lagoon, and were decreased until 15 days of exposure
and increased after 90 days. GSH contents were increased only after 90 days of
exposure to the polishment lagoon. GSSG contents were augmented after exposure
to both lagoons during the experimental period, while total glutathione contents
showed increased values after 60 days of exposure to the anaerobic lagoon and after
60 and 90 days to the polishment lagoon. TBARS contents and DNA damage were
increased during the experimental period. The results suggest a biphasic profile of
biomarkers of oxidative stress and DNA damage. Apparently, after the first and
second months of exposure, there is a transition regarding the antioxidant responses.
In other words, most of these responses were decreased near control levels, and
after chronic (2-3 months) tilapia exposed to both lagoons showed a higher and

persistent antioxidant capacity.
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1. INTRODUCAO

1.1. SUINOCULTURA

1.1.1. A suinocultura no contexto mundial, nacional e estadual

Segundo a USDA (Departamento da Agricultura dos Estados Unidos), em 2003 a
producdo mundial de carne de suinos foi de, aproximadamente, 87,2 milhdes de toneladas,
sendo que 44,1 milhdes de toneladas foram produzidas pela China, a qual representa cerca de
50,5% da producdo mundial. Em seguida, a Unido Européia, com a segunda maior produgéo
mundial de 20,4%, e em terceiro, os EUA apresentando cerca de 10,2% da producéo. Ja o
Brasil comparece em quarto lugar no mercado mundial correspondendo a cerca de 2,9% da
producdo mundial, sendo o maior exportador e produtor da América Latina (Tabela 1). Os
grandes produtores de carne suina também sdo os grandes consumidores, 0s quais garantem o
préprio abastecimento e precos mais competitivos. A carne suina tem grande aceitagdo de
consumo no mercado mundial, representando 43% de participagdo no total geral de consumo
de carnes; em segundo lugar vem a carne de frango com 30% de participagdo no consumo, e
finalmente, a carne bovina, a qual participa com 27% de consumo no mercado mundial. A
carne suina é consumida principalmente na formain natura, por apresentar pregos baixos em
relacdo aindustrializada.

A suinocultura é uma atividade que estd presente em 46,5% das propriedades
existentes no Brasil. Estima-se que atualmente 733 mil pessoas dependam diretamente da
cadeia produtiva da suinocultura brasileira, sendo responsavel pela renda de 2,7 milhes de
brasileiros (Roppa, 1999). Segundo o BNDES, em 1994 o Brasil detinha no mercado mundial
um rebanho de suinos com cerca de 33,1 milhdes de cabegas, chegando a 36,5 milhdes de

cabecas em 1999 (Roppa, 1999), representando assim, 57% do rebanho da Américado Sul.



Tabela 1: Producdo mundial de carne suina, nos anos de 2002 e 2003, em
diferentes paises.

PRODUQAO MUNDIAL DE CARNE SUINA
[em milhdes de toneladas (**)]

PAIS 2002 2003
China 43,2 44,1
Unido Européia 17,8 17,8
EUA 8,6 8,9
Brasil 2,5 2,6
Canada 1,8 1,9
Fed. Russa 1,6 1,7
Polénia 1,6 1,7
Japédo 1,2 1,2
Outros paises 7,0 7,1
Total 86,0 87,2

Fonte: USDA/2004
Nota: (** Equivalente carcaca)

A maior concentracdo de suinos esta presente na regido sul do pais, aqua detém 35%
do total, seguido pela regido nordeste com 25%, sudeste 20%, centro-oeste 13% e norte 7%.
Quanto a producdo de industridlizados de cane suina, a regido sul apresenta
aproximadamente 65% da producdo brasileira, seguida pelo sudeste 26% e nordeste 5%,
(Figural).

A diferenca na producéo de industrializados derivados da carne suina nestas regides,
se da pelas caracteristicas dos sistemas de producdo, em niveis tecnol 6gicos e geréncias, isto
€, nas regides norte e nordeste, a suinocultura desenvolve-se em moldes tradicionais e de
subsisténcia, ja nas regides sul e sudeste, a atividade € desenvolvida com tecnologia moderna,
(Peetz, 1996). Na regido sul a suinocultura tem um enfoque estritamente comercial, onde a
maior parte dos animais produzidos € comercializada através de contratos (no sistema de
integracdo entre produtores e empresas), isto acontece principal mente no oeste catarinense.

Raz0bes historicas explicam essa diferenca na forma de producéo. A implantacdo da
suinocultura foi localizada distante de centros consumidores da regi&o sudoeste, e na €poca,
0s meios de transporte eram precarios para levar o produto a longas distancias num curto

espaco de tempo. A saida foi processar essa carne e vendé-la como embutidos, que trazia



também a vantagem de maior valor agregado para a industria. Hoje, 70% da carne suina é

consumida no pais na formaindustrializada.

Morte 4.2 milhdes Nordeste 9,8 milhdes

Centro-Qeste 3,5 milhdes

Sudeste 6,2 milhdes

Sul 11,5 milhdes

Figura 1: Plantel de suinos nas regides do Brasil.
Fonte: Roppa, 1999.

Quanto a exploracdo da suinocultura em relacdo a0 meio ambiente, a regido sul exibe
indices de produtividade bem elevados, mas apresenta grandes problemas ambientais,
enquanto a regido nordeste mostra baixos indices de produtividade e também de sanidade. Por
outro lado, o consumo de carne suina no pais € superado pela carne de gado e aves, sendo
consumida principal mente naforma industrializada (Tabela 2).

Tabela 2: Consumo de diferentes tipos de carnes.

CONSUMO DE CARNESNO BRASIL, 1997
Carne Kg./hab./ano
Bovinos 29,6

Frangos 23,4

Suinos 9,2

Outros 37,8

Total 100,0

Fonte: BNDS,1997.



Dados preliminares divulgados pela SECEX mostraram que as exportagdes brasileiras
de carne suina de 2003 até marco de 2004, foram em torno de 460,52 toneladas (Tabela 3). As
exportacOes brasileiras representaram 22 % do total produzido no ano, onde basicamente
exportamos para a Argentina, Hong Kong e um pouco para o Uruguai, sendo o restante

referente ao consumo interno.

Tabela 3: Exportagdo brasileira de carne suina, de 2002 a 2004.

EXPORTACOES BRASILEIRAS DE CARNE SUINA
(em toneladas)
Trimestre 2002/2003 2003/2004
2° Trimestre 2003 103,1 109,3
3° Trimestre 2003 145,1 133,9
4° Trimestre 2003 143,6 122,7
1° Trimestre 2004 116,4 85,4

Fonte: ABIPECS/SECEX, 2004

As 10 maiores empresas abatedoras e exportadoras de suinos em 2003, segundo a
ABIPECS (Associagcdo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina),
foram: Sadia-Concérdia S/A, Perdigdo Agro-Industrial S/A, Aurora-Cooperativa do Oeste
Catarinense, Seara S/A, estando presentes no estado de Santa Catarina as cinco principas
empresas (Tabela 4).

Tabela 4: Principais agroindlstrias do pais com a quantidade cabegas de suinos
abatidas em 2003 e participacdo da empresa no mercado nacional.

AGROINDUSTRIA | CABECASABATIDAS| PARTICIPACAO

(2003) (%)
Sadia* 4000 11,33
Perdigéo* 3000 8,07
Aurora* 2500 7,18
Seara* 1650 4,65
Riosulense* 1050 2,97
Frig. Raja 800 2,21
Frangosul 750 2,10
Avipal 550 1,50
Sudcoop 400 1,07
Pif Paf 370 1,05

Fonte: ABIPECS, 2004.
Nota: * Empresas instaladas no estado de Santa Catarina.



1.1.2. Suinocultura em Santa Catarina

A suinocultura empresarial esta presente em grande escala na regido sul do Pais,
destacando-se a regido oeste de Santa Catarina, nesta regido esta presente a bacia hidrografica
do rio Uruguai (Figura 2). Segundo Coutinho (1993), em Santa Catarina, a suinocultura esta
concentrada nas micro-regides do oeste catarinense e do Vale do Rio do Peixe, responsaveis
por mais de 95% do abate, destacando-se as cidades de Chapeco, Joacaba e Concérdia. O
sistema integrado, introduzido no oeste catarinense na década de 70, é talvez o melhor
exemplo no Brasil do processo de terceirizagdo do setor. Ele € utilizado principalmente na
producdo de frangos, perus e suinos. A idéia basica do sistema de integracdo € que as
agroindustrias fornecem toda a tecnologia a pequenos produtores, que possuem a tarefa de
engordar os animais. As industrias fornecem animais com padréo genético definido, racéo
especial, remédios e assisténcia técnica, enquanto os integrados cuidam dos suinos até a hora

do abate.

Flincipais nas

Bacias do lguacu

"'\-m.ru"'-
]
[ ] Bacias do Sudeste
)

Bacias do Uruguiai

Figura 2: Mapa do estado de Santa Catarina apresentando a regido oeste onde se encontram as
principais bacias hidrogréficas.
Fonte: CASAN, 2004.



Na regido oeste de Santa Catarina instalaram-se desde a década de 40, as principais
agroindustrias do pais, entre elas, Sadia, Perdigdo e Aurora. Desta forma, a articulagéo
industrial de Santa Catarina caracterizou-se pela intensificagcéo do processo de integragéo,
com o0 aumento da producdo das proprias agroindustrias, aumento na escala de produgéo,
utilizando um nimero menor de produtores, processo o qual gerou modernizagdo. Nestas
agroindustrias sd0 produzidas cerca de 60% dos produtos industrializados de carne suina
consumidos no Brasil, além dagueles que sdo exportados. Este nimero tem aumentado
gradativamente ao longo dos anos, surgindo assim, uma crescente preocupacdo ambiental

com os efluentes por elas gerados.

1.1.3. Suinocultura e o Meio Ambiente

A questéo ambiental tem destaque na esfera da producdo de carne suina no estado de
Santa Catarina, ja que esta producéo gera alta quantidade de dejetos contendo principalmente
nitritos, nitratos e fésforo, numa forma onde ndo sdo assimilados pelas plantas ou bactérias.
As condic¢es ambientais e sociais, como relevo acidentado e alta concentragdo de animais,
tém ocasionado sérios problemas de poluicdo, pois os degjetos derivados da producdo acabam
sendo liberados no ambiente sem nenhum tratamento, onde podem penetrar no solo e
contaminar, além do solo, o lencol freatico, ou com o relevo acidentado, escoar para os rios e
mananciais. Dentre os principais impactos causados a0 meio ambiente, estdo agueles
decorrentes do manegjo impréprio dos dejetos de suinos, que sdo gerados em quantidades
elevadas em funcdo do sistema de confinamento dos suinos. Estes dejetos séo normalmente
jogados nos rios, mananciais, ou distribuidos no solo, como fertilizantes.

A poluicdo dos mananciais da regido pode ocorrer de forma premeditada, onde séo

estabel ecidas formas clandestinas de despego, com conexdo subterranea entre esterqueira e o



rios (Guivant, 1998). A poluicdo causada pelos dejetos de suinos pode contaminar 0s solos
devido a aplicagdo de grandes quantidades de esterco liquido, ou pelo armazenamento
incorreto em lagoas, que pode provocar a contaminacdo dos lencdis fredticos. Além disto, o
processo de industrializagdo de alimentos tem causado a acumulagdo de nitratos, nitritos e
fosforo no ambiente. Entretanto, existe uma caréncia de estudos epidemolégicos que
estabelecam a relagdo entre as principais doencas e a poluicao dos rios relacionados com a
suinocultura conforme apontada por varios autores, entre eles Garcia & Beirith (1996).

Dentre os principais compostos presentes nos efluentes da agroindistria de suinos,
podemos destacar os nitratos, nitritos, fosforo, cloretos, matéria em suspensdo, além de uma
seérie de microorganismos. Com as mudangas no padrdo de préticas agricolas, o
processamento de alimentos e a industrializagdo tem levado a uma acumulagdo de
nitrato/nitrito no meio ambiente. A producéo de suinos, assm como a industrializagdo, vem
contribuindo para um aumento de compostos derivados do nitrogénio no solo e nas aguas de
rios e lagos, entre eles os nitratos e nitritos.

Os nitritos e nitratos sdo componentes naturais do ciclo do nitrogénio em
ecossistemas, e a alta quantidade do mesmo no ambiente € considerado um grande problema,
porgue os nitritos e os nitratos tem sido documentados como toxicos para animais (Lewis e
Morris, 1986; Shimura et al., 2002). Em baixa concentragdo, o nitrito € um constituinte
natural dos tecidos animais, € produzido endogenamente como um metabdlito oxidativo da
molécula Oxido nitrico, o qual € produzido pelo endotélio capilar, células nervosas e
macréfagos ativados devido a resposta a uma inflamagdo ou infeccdo (Ellis et al., 1998;
Gladwin et a., 2000; Lauer et a., 2001). A entrada do nitrito ou nitrato no organismo pode
ser pelo alimento ou pela dgua (o nitrato € reduzido a nitrito no trato gastrointestinal), sendo

gue no organismo o nitrito tem a habilidade de formar metahemoglobinemia (metHb), a qual



nos peixes é muito maior que em mamiferos (Wilhelm Filho et al., 2000), além do composto
N-nitroso, que € um potencial mutagénico e carcinogénico (Hotchliss et al., 1992)

Os animais aquaticos tém um maior risco de intoxicagao por nitritos e nitratos, porque
na agua ele penetram pelo epitdio branquial e acumulam-se no fluido do corpo. Muitos
estudos tém demonstrado que os nitritog/nitratos podem induzir varios disturbios fisiol 6gicos,
gracas a sua toxicidade (Jensen, 1995; Shimura, 2002).

O nitrito € um produto intermediario da nitrificacdo e denitrificagdo realizada por
bactérias nos ecossistemas. O processo de nitrificagdo por organismos aerébicos consiste da
oxidagdo da ambnia para nitrito pelo Nitrosomonas sp e de nitrito para nitrato pela
Nitrobacter sp. O processo de desnitrificacgo é feito por bactérias anaerdbias facultativas que
reduzem o nitrato para nitrito. A baixa concentracdo de nitritos no ambiente ndo é poluente,
mas um desbalancgo na nitrificagdo e na desnitrificacéo pode levar a0 aumento de nitratos no

mesmo.

1.2.. DEFINICAO E GERACAO DOSRADICAISLIVRES

Animais e plantas necessitam de oxigénio para producéo eficiente de energia. Desta
forma, este oxigénio pode levar a formacdo de espécies altamente reativas, as quais sd0
chamadas de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs), e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs). Como definicéo, radical livre € qualquer espécie de molécula ou &omo
capaz de existéncia independente que contém um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais
mais externos (Halliwell e Gutteridge, 1999). Contudo, a producdo de radicais livres &
estimul ada pelo organismo, em condicdes de estresse e passam a atuar de forma maisincisiva
no organismo gracas a respiracdo celular. Paradoxalmente, o oxigénio que sustenta a vida

aerObia a0 mesmo tempo é deletério para os organismos aerobios (Fridovich, 1999). O



oxigénio atinge uma condi¢do tdxica através de suas espécies intermediarias EROs, que
reagem com biomoléculas envolvendo-se em diversos processos patoldgicos, tanto na
etiologia como no desenvolvimento destes (Halliwell e Gutteridge, 1999). De forma
semelhante, varios contaminantes ambientais sdo capazes de induzir o estresse oxidativo em
animais aquaticos, incluindo os peixes. Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), estresse
oxidativo é definido como um desbalanco entre a producdo de EROs e as defesas
antioxidantes.

Estresse oxidativo é resultante da producdo excessiva de EROs, sendo de consideravel
interesse para 0 entendimento da ecotoxicologia (Kappus, 1987; Lemaire et a., 1996).
Independente do fato da poluicdo aquatica ser o maior contribuinte a0 estresse oxidativo
resultante de um ciclo redox dos poluentes, mesmo sem polui¢do ou biotransformagdo de
xenobi6ticos existe uma producdo constante de EROS/ERNS nos sistemas vivos. (Halliwell e
Guitteridge, 1999; Ahmad et a., 2000). Devido a elevada reatividade das EROSERNS, tais
como anion superoxido (O,), radical hidroxil (OH), alcoxil (RO’), peroxil (ROO’), éxidos
de nitrogénio (NO", NO,") alguns nao radicais como perdxido de hidrogénio (H.O,), amaioria
dos componentes celulares sdo provaveis alvos potenciais de dano oxidativo (Kappus, 1987).
Natabela 5 podemos observar estes radicais e ndo radicais capazes de reagir diretamente com
biomol éculas nos organismos.

Tabela 5: Principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

RADICAIS NAO RADICAIS
Superéxido (O™7) Peroxido de hidrogénio (H205)
Triclorometil (CCL3") Acido hipocloroso (HOCL)
Hidroxil (OH) Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxil (RO) Oz6nio (Os)

Peroxil (ROO") Oxigénio singlete (*O,)
Hidroperoxil (HO',) Peroxinitrito (ONOQO)

Oxido nitrico (NO") Alquil peroxinitrito (ROONO)
Dioxido de nitrogénio (NO;')

Fonte: Adaptado de Halliwell e Guteridge, 1999.
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Cerca de 90% do oxigénio absorvido pelos animais € utilizado pela mitocondria;
onde existe a maior formagdo de ATP nos animais, e nos tecidos ndo fotosintetizantes de
plantas (Halliwell e Gutteridge, 1999). As EROs apresentam meia vida muita curta, sendo
formados in vivo durante o metabolismo celular, ou quando um organismo é exposto a
estimulos como a radiag@o ionizante, farmacos, 0znio, contaminantes, biotransformagdo de
xenobidticos, onde sofrem ciclo redox ou formam metabdlitos reativos (Comporti, 1989).
Quase todo 0 oxigénio(~98%) é reduzido a dgua através de transferéncia de el étrons na cadeia
respiratéria, sendo catalisada pelo citocromo oxidase na mitocondria.

A &gua, através da citocromo ¢ oxidase, transfere 4 elétrons ao O,, sem liberagdo de
compostos reativos:
O;+4€+4H" ——»  2H,0

Uma pequena parte de O, presente nos organismos (~2%) € reduzida por eventos
colisionais randémicos, formando metabdlitos reativos, as EROs. Com a reducéo do O,
molecular por um elétron, se origina o anion superoxido (O, (Halliwell e Gutteridge, 1999):
O,t€ — 0O,

Muitos anions superdxidos sdo formados in vivo pela atividade de células fagocitarias.
Varias enzimas sdo capazes de reduzir o oxigénio para EROs, entre elas, a xantina oxidase,
peroxidases ndo especificas, e outras (Halliwell e Guterridge, 1999). A reducdo do oxigénio
resulta no formacdo de H,O,, processo que pode ocorrer através da dismutacdo de duas
moléculas de O,", ou ser catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD) formando
peréxido de hidrogénio e H,0 (Farber et al., 1990; Freeman & Crapo, 1982):
20, +2€ +4H" —» 2H,0,+H,0
O, +0, +2H" ——» H,0,+ O

A reducdo de O, por um terceiro elétron resulta na producéo do radical hidroxil ("OH)

(Di Giulio et ., 1989):
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H,O,+e +H" ——» "OH+H,0

Neste processo geramente estdo envolvidos catalisadores de oxireducéo, como metais
de transicio como o ferro e o cobre (Fe™ e Cu*?), que s representados pela reacdo de
Haber-Weiss e reagcdo de Fenton que sdo catalisadas pelo ferro ou cobre (Halliwell e
Guitteridge, 1999):
HO,+O;___ _Fe™"ouCuy®  "OH+OH +0;
Fe¥ +0,7 —» F& +0,

Fe’* +H,0, ———» Fe** +'OH +OH’

Os 6xidos de nitrogénio como o diéxido de nitrogénio e o oxido nitrico, (NO" , NOy"),
s80 outros tipos de radicais livres, que interagem cOom o anion superéxido para formar

peroxinitrito (ONOQO), (Chow, 2002; Halliwell e Gutteridge, 1999):
NO +O,)” —» ONOO

O peroxinitrito, apesar de ndo ser um radical livre, é altamente reativo e difusivel,
produzido principalmente por macréfagos e neutréfilos ativados (Van Dyke, 1997).
Adicionalmente, o peroxinitrito pode ser decomposto para uma forma altamente reativa "OH
ou NO; (Augusto et al., 1994). Segundo Pryor e Squadrito (1995), o peroxinitrito € um
potencia oxidante citotoxico, e, como outros radicais livres, causa lesdes teciduais, inibicdo
da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, levando a uma maior geracdo de EROs
(Wallace et al., 1998). Além disto, o peroxinitrito pode inibir ou inativar a atividade da
catalase e glutationa peroxidase (Keng et al., 2000; Padmagja et al., 1998), promover a
formacéo de fosfolipideos hidroperdxidos (Shi et al., 1999), ou a modificacdo da glutationa

redutase (Franscescutti et a., 1996).
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Os nitratos e nitritos sdo reconhecidos como compostos chaves na oxidagdo de
produtos para formacdo de NO’, o qual pode ser gerado nos tecidos para uma
desproporcionalizagdo direta ou pela reducdo do nitrato e nitrito, presentes em altas
quantidades, tanto pela elevada acidez como em casos de isquemia. (Zweier et al., 1999).

As EROs, quando formados, podem reagir com diferentes biomoléculas, causando
diferentes tipos de danos aos sistemas biologicos. Desta forma, as aplicacdes do estresse
oxidativo na ecotoxicologia € baseada no paradoxo do oxigénio, pois esta molécula é
fundamental para a maioria dos mecanismos bioquimicos dos organismos aerobicos, mas seu
consumo leva a formacéo intracelular de espécies potencial mente toxicas como as EROs, que

podem ser neutralizadas por um complexo sistema antioxidante (Regoli et a., 2002).

1.3. BIOMARCADORES

A contaminagao aquética por efluentes industriais e domésticos € uma constante fonte
de preocupacdo de salde publica (Maria, 2003). Os tipos de contaminantes variam entre
poluentes organicos e inorganicos, possuindo um alto potencial oxidante (Oikari et. al., 1985,
Mather-Mihaich & Di Guilio, 1991). Estes contaminantes afetam n&o somente a fisiologia de
organismo (Hontela et a., 1992; Handy, 1994), como também tem o potencia de interagdo
com o0 DNA (Adams et al., 1992), podendo resultar freqientemente, no desenvolvimento de
tumores (Folmar et al., 1993), ou mutacdes génicas (De Floraet al., 1991).

Segundo Adams et al. (1985), os efeitos adversos observados em organi Smos expostos
por um periodo de tempo maior, pode ser decorrente de uma falha no mecanismo de defesa,
aumentando o nivel de dano, e que acabam ocasionando maiores injurias histoldgicas e
fisioldgicas. Esse processo pode ser reversivel, dependendo da capacidade do 6rgéo ou do

tecido afetado de se repor.
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O impacto causado por contaminantes originados de efluentes domésticos e industriais
pode ser avaliado através de biomarcadores que podem estar associados a diferentes niveis
nos sistemas biolégicos. Biomarcadores sdo definidos como uma variacdo bioquimica,
celular, fisioldgica, estrutural ou comportamental, que podem ser medidos em amostras de
tecido ou fluido do corpo, ou na forma de todo o organismo, que demonstram evidéncias da
exposicéo e/ou efeito, de um ou mais contaminantes (Depledge, 1993). Os biomarcadores
bioquimicos sdo freglientemente usados para detectar ou diagnosticar efeitos deletérios em
peixes expostos a substancias téxicas (Toguyeni et al., 1997). Eles podem ser classificados
como de efeito ou de exposicao. Por defini¢cdo, biomarcadores de exposi¢ao indicam que um
organismo ou uma populacdo ficou exposta a um contaminante ou outro estressor. Os
biomarcadores de efeito sdo especificamente associados a acdo dos contaminantes sobre
organismos vivos, e em muitos casos estdo suficientemente bem caracterizados por
relacionar-se ao grau de modificagdes bioldgicas com o grau dos efeitos adversos. A continua
producdo e liberacdo de contaminantes no meio ambiente, tem resultado no desenvolvimento
de técnicas sensiveis para monitorar sua presenca.

As manifestacdes bioquimicas de estresse oxidativo, tanto como oxidagdo de lipideos,
proteinas, acidos nuclécos, bem como perturbacdes no "status redox”, podem ser Uteis como

biomarcadores de efeito e exposicdo (Huggett et al., 1989).

1.4. BIOMARCARDORES DE DANO

1.4.1. Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica (LPO) € uma série de reagbes quimicas envolvidas na

deterioracdo de acidos graxos poliinsaturados, que podem perturbar a estrutura e as funcdes
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celulares. Usualmente, acidos graxos poliinsaturados sdo atacados por EROs, inicializado e
propagando a peroxidacdo lipidica. Estas espécies reativas podem causar dano em
biomol éculas como proteinas, tidis, &cidos nucléicos, iniciando o processo de lipoperoxidacéo

invivo (Duthie, 1993). Este processo € esguematizado nafigura 3:

LH + OH" —» L "+ H20 (Fase deinicializacdo da per oxidacao lipidica)
L*+O,—» LOO’
LOO" + LH —» LOOH + L" (Propagacao/fase de reacdo em cadeia,

estagio oxigénio independente)

Figura 3: Esquema do processo de lipoperoxidacéo
Fonte: Adaptado de Dotan et al., 2004.
Os animais aquéticos normalmente contém grande gquantia de écidos graxos poliinsaturados

(Huang et a., 2002), ficando desta forma, muito suceptivel a LPO.

1.4.2. Dano ao DNA

O DNA é um importante alvo do dano causado pelo aumento de EROs nas células. Os
efeitos causados pelo dano ao DNA afetam tanto o sinal da transducgéo, a proliferacéo celular,
apoptose e a comunicagdo intercelular. O DNA é uma molécula muito estavel, que pode
sofrer decomposicdo quimica (esponténea) durante seu tempo de vida, sendo gque o estresse
oxidativo pode acelerar o dano ao DNA, levando a quebra da fita do DNA. Esta quebra é
observada em células submetidas ao estresse oxidativo, nos seguintes casos. i) exposicdo a
radiacdo ionizante, elevadas concentragdes de O,, a0 0zonio, e a produtos quimicos, além da
ativacdo de células fagociticas; ii) aumento da concentracdo de perdxido de hidrogénio,
peroxinitrito, &cido nitroso, hidroperoxidos organicos; iii) exposicdo a xenobidticos (Halliwell

e Gutteridge, 1999). As conseguiéncias do dano ao DNA, causado pelas EROs podem ser tanto
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na quebra da fita de DNA, causando a morte celular, como através de modificacdo das bases
nitrogenadas, causando mutagdes, que podem ocorrer de forma direta, ou durante os varios
passos onde a célula passa por replicacdo ou reparo do dano ao DNA.

O dano oxidativo ao DNA é muito relevante como efeito secundério de muitos
contaminantes que podem produzir EROs, como metabdlitos do ciclo redox (Lemaire, 1993;
Garcia, 1995). O impacto causado pelo dano no organismo podera ser influenciado tanto pelo
capacidade antioxidante do organismo (Winston, 1991), quanto pela sua capacidade de reparo
(Chaney, 1996). A determinacdo da quebra na fita de DNA é considerada como um sensivel
indicador de genotoxicidade (Shugart, 1990), e em geral esta correlacionada com as

propriedades mutagénicas e carcinogénicas de contaminantes ambientais (Sina, 1983).

1.5.BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

1.5.1. DEFESASANTIOXIDANTES

A definicdo de antioxidantes, segundo Halliwell & Gutteridge (1999) é qualquer
substéncia que, quando presente em baixas concentragcbes comparadas com um substrato
oxidavel, retarda ou inibe significantemente a oxidagcdo deste substrato, sendo que o substrato
oxidavel inclui varios tipos de moléculas no organismo. O sistema de defesa antioxidante
compreende: i) agentes que removem cataliticamente as EROs e outras espécies de oxigénio,
como a superdxido dismutase, catalase, peroxidases e antioxidantes tiol-especificos; ii)
proteinas que minimizam o efeito pro-oxidativo, dos ions ferro e cobre e o grupamento heme
(metalotioneina, transferrinas, etc.); iii) proteinas que protegem as biomol éculas contra o dano
(inclusive o dano oxidativo) por outros mecanismaos, como proteinas estressoras; iiii) agentes
de baixo peso molecular que removem as EROs e os ERNSs, por exemplo glutationa, o -

tocoferal, bilirubina, etc. (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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1.5.1.1.Super oxido dismutase (SOD, E.C.: 1.15.1.1)

Esta presente em todas as células eucariéticas, estando em maior quantidade no figado
e localizado principamente no citosol, podendo aparecer nos lisossomos, nucleos, espacos
entre e inter membranas mitocondrial, peroxisomos. Apresenta-se com varias isoformas como
a (Cu,Zn-SOD) que € uma metaloproteina e a (Mn-SOD). A SOD catdiza a reacdo que
acelera a dismutagdo do anion superdxido para forma peroxido de hidrogénio (Halliwel e
Guitteridge, 1998). Esta enzima é considerada a mais importante defesa citoprotetora na

interceptacéo das EROs.

1.5.1.2. Catalase (CAT, E.C.: 1.11.1.6)

A dismutacdo do anion superdxido gera o perdxido de hidrogénio (Halliwell e
Guitteridge, 1999) e esta espécie reativa é decomposta em agua e oxigénio pela CAT (Faber et
a., 1990). Em animais, a CAT esta presente em todos os tecidos, estando principalmente
concentrada no tecido hepético e nos eritrécitos, excecdo a algumas espécies de peixes
acatalassémicas (Wilhelm Filho, et al., 2000). A atividade catalasica nos tecidos animais e
vegetais esta principamente localizada em organelas subcelulares, circundadas por uma

membrana simples conhecida como peroxissomas (Halliwell e Gutteridge, 1999).

1.5.1.3. Glutationa peroxidase (GPx, E.C.1.11.1.9)

A GPx remove o peroxido de hidrogénio oxidando a GSH. E a mais importante das

enzimas peroxidases, que possui selénio no sitio catalitico e utiliza a GSH como doadora de

elétrons para a reducéo de H,O, e outros peroxidos organicos, como os lipoperoxidos
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provenientes da lipoperoxidacdo (Keeling & Smith, 1982). A GPx também impede a

formacéo de meta-hemoglobina, consumindo o peréxido de hidrogénio (Lehninger, 1986).

1.5.1.4. Glutationaredutase (GR, E.C.: 1.6.4.2)

A GR rediza a manutencdo celular de GSSG/GSH ao nivel normal, catalisando a
reacdo pararegeneracdo da GSH a partir da GSSG, utilizando NADPH (Carlberg et al., 1981).

GSSG + NADPH + H'—SRp 2GSH + NADP*

1.5.1.5. Glutationa Stransferase (GST, E.C.: 2.5.1.18)

A GST catalisa a conjugacdo de xenobidticos com a GSH, além da neutralizagdo de
metabdlitos reativos. O figado € um Orgéo rico neste tipo de enzima, sendo o resultado dos
conjugados com a GSH excretados pela bile e pela na urina. Entre os compostos
biotransformado pela GST em animais estédo incluidos o cloroférmio, nitratos, farmacos,

contaminantes em geral (Halliwell e Gutteridge, 1999).

1.5.2. Sistema tiol-redox antioxidante

1.5.2.1. Glutationa reduzida (GSH)

A GSH é um tiol de baixo peso molecular que se encontra dentro das células, sendo

um tripeptideo importante na protecéo da células contra o dano oxidativo e na defesa contra

xenobioticos (Uhlig & Wendel, 1992). A GSH € o mais abundante antioxidante tiol

intracelular, apresenta-se em concentracdo aproximadamente milimolar em todas as células
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aerobicas viventes, e sua principa funcdo € como um tampéo sulfidril. A GSH também é
utilizada na detoxificagdo de xenobidticos, via reagdes de conjugacdo catalisada pela GST
(Armstrong, 1997; Van Bladeren, 2000). E um dos mais importantes antioxidantes n&o-
enziméticos, sendo considerado como uma primeira linha de defesa devido a sua habilidade
de ser pronta e continuamente recuperada pelo ciclo da GSH. Na figura 4 pode-se observar

todo este sistema antioxidante:

NADPH + H* GSSG 2H:0
GR GPx/CAT
2 GSH
N H>05
NADP GST
GS-conjugados + H*
Substrato

Figura 4: Esquema do sistema de defesas antioxidantes associada a GSH. O peréxido de hidrogénio €
reduzido pela GPx e CAT pela oxidagdo de duas moléculas de GSH, formando a GSSG, que
subseguentemente, pode ser reduzida pela GR pelo consumo de NADPH. A GST catdisa a
conjugacdo de GSH com compostos intermedidrios, funcionando como um intermediario na
detoxificagdo de substancias toxicas.

Com o aumento da producdo de suinos, além do crescimento de exportagcdo desta
carne, surgiram sérios problemas ambientais, oriundos muitas vezes do processamento
inadequado dos efluentes gerados nestes processos. Estes efluentes contém uma grande
quantidade de compostos que sdo lancados nos rios, lagos e no solo, os quais podem ser
toxicos para os seres vivos. Surge assim necessidade da avaliagéo real da sua toxicidade para
organismos Vvivos. Isto pode ser feito através de biomarcadores de estresse oxidativo e
biomarcadores de dano, os quais avaliam precocemente os efeitos destes contaminantes para

0S animais, principalmente 0s peixes, organismos que estdo em contato direto com o0s

efluentes. Ja foram avaliados vérios efluentes em nosso laboratério, com respeito ao estresse
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oxidativo, entre eles, os derivados das industrias téxtil e de papel e celulose (Rosa, 2003) e
carvao mineral (Benassi et a., 2003) utilizando peixes, assim como o diagnéstico ambiental
com moluscos (Torres et al., 2002; Lima et al., 2003) demonstrando a eficiéncia dos

biomarcadores de estresse oxidativo na avaliagcéo e monitoramento ambiental.
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2.0BJETIVO

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das aguas das lagoas da planta de tratamento da agroindistria de
suinos em Daphnia magna e no sistema de defesas antioxidantes, no dano celular e dano ao
DNA do peixe tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) através da exposicéo sub-cronica (7 e

15 dias) e crénica (30, 60 e 90 dias).

2.2.0BJETIVOSESPECIFICOS

» Andisar atoxicidade das &guas da lagoa anaerdbia e de polimento da planta de tratamento
de agroindustria de suinos no microcrustaceo Daphnia magna, através da exposicdo

aguda;

» Avdiar o sistematiol-redox, ndo-enzimatico (GSH, GSSG, GT) no figado de peixe tilgpia
do Nilo exposta as aguas da lagoa anaerdbia e de polimento da planta de tratamento de

agroindustria de suinos;

» Anadisar as atividades de antioxidantes enziméticos (CAT, GPx, GST, GR) no figado de
peixe tildpia do Nilo exposta as &guas da lagoa anaerdbia e de polimento da planta de

tratamento de agroindUstria de suinos,
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» Avadiar o dano ao DNA através do teste Cometa, no sangue do peixe tildpia do Nilo,
exposta as aguas da lagoa anaerébia e de polimento da planta de tratamento de

agroindustria de suinos;

» Verificar os niveis de lipoperoxidacéo no figado de peixe tilpia do Nilo exposta as aguas
da lagoa anaerdbia e de polimento da planta de tratamento de agroindustria de suinos,

através do teste de TBARS.
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3. METODOLOGIA

3.1. COLETA DAS AMOSTRAS DE EFLUENTES DE AGROINDUSTRIA DE
SUINOS

3.1.1. Sistema de tratamento empregado pelaindustria

As amostras de dgua foram coletados em um frigorifico de suinos do oeste catarinense,
0 qual apresenta um processo convencional de tratamento dos efluentes provenientes da
indastria de suinocultura. A mesma possui aproximadamente 2000 funcionarios e abate cerca
de 4000 suinos por dia. A agroindistria apresenta um processo de lagoas de tratamento de
seus efluentes, sendo este principa mente fisico.

Os efluentes (Figura 5) a serem tratados tem origem em toda industria (pocilga,
indlstria propriamente dita e abatedouro), passando desde 0s processos produtivos até a
lavanderia, terminando na estagdo de tratamento de efluentes, onde passam por um
gradeamento, seguindo ao flotador, quando recebem microbolhas de ar em fluxo ascendente,
separando a gordura presente em maior quantidade. Apés a unidade de flotag@o, este efluente
segue para a unidade de padronizagdo (S.U.), ou caixa de mistura, de onde parte para as
lagoas de tratamento. Apds a primeira lagoa anaerébia 1 (primeiro ponto de coleta do
efluente), com tempo de retencdo de 24 horas, passam para alagoa anaerdbia 2, com tempo de
retencdo de 48 horas, e seguem para alagoa anaerdbia 3, com tempo de retencdo de 24 horas.
Finamente, chegam as lagoas aerdbias 1, 2 e 3, com tempo de retencdo de 24 horas cada,
chegando a ultima lagoa, chamada de polimento (segundo ponto de coleta de efluente), e

nesta lagoa o efluente fica por 15 dias até ser liberado norio.
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Desta forma, a estacdo de tratamento de efluentes da agroindlstria, possui um
conjunto de sete lagoas de tratamento, as quais estdo organizadas de forma que a &gua passe

de uma paraoutro por gravidade.

‘ Fluxograma da estacio de tratamento de efluentes de agroindasiria

F 1

industrializados

- - | frigorifico |
I"x graxaria ;H""- Peneira 1
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Figura 5. Fluxograma da planta de processamento da agroindustria de suinos, com os dois pontos de
coleta das amostras (lagoa anaerdbia e lagoa de polimento).
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As amostras dos efluentes analisados foram cedidas pela industria de suinos localizada
no oeste de Santa Catarina. Os efluentes foram coletados as tercas feiras, dia de dta
produtividade da indistria em pauta. Foram feitas coletas junto a porcéo final de cada lagoa,
sendo elas. lagoa anaerdbia (primeira etapa do tratamento); lagoa de polimento (Ultima etapa
do tratamento, efluente final langcado no ambiente) vide (Figura 3). Os efluentes foram
coletados seguindo-se as normas do Guia de Coleta e Preservagdo de Amostras de Agua
(CETESB, 1987), em bombonas de polietileno descartéveis, de 50L. Foram transportados
para o Laboratério de Bioquimica Experimental/CCB/UFSC, no mesmo dia da coleta,
transferidos para bombonas menores (5 litros), preenchidas totalmente com as amostras, de

maneira a evitar apresencade ar, e estocadas a uma temperatura de 4°C.

3.2. ANALISE FiSICO-QUIMICA DOS EFLUENTES DE AGROINDUSTRIA DE

SUINOS

Os testes fisico-quimicos (DBO, DQO, nitratos, cloretos, fosforo, nitrogénio, turbidez, solidos
totais, solidos suspensos, solidos dissolvidos, solidos suspensos voléteis, acalinidade) foram
realizados no Laboratério do Centro de Ciéncias Agroambientais, UNOCHAPECO-SC, pelo
Prof. Dr. Jacir Dal Magro, e enviados juntamente com os efluentes, estes testes foram

realizados seguindo o protocolo da APHA, 1998.

3.3. TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

3.3.1. Daphniamagna

As geragOes de microcrustéaceos, Daphnia magna (Crustacea, Phylopoda) foram

cultivadas no Laboratério de Avaliacdo Ecotoxicoldgica/CCB/UFSC.
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Os microcrustaceos foram cultivados seguindo-se as metodologias da CETESB,
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental/Brasil, 1986 e 1987) e norma DIN,
(Deutsches Institut fur Normung/Alemanha, 1989), com as devidas adaptagbes para as
condicdes locais (Frello, 1998). Foram utilizados aquarios de vidro com capacidade de 2000
ml, com 1500 ml de agua de cultivo (meio basico + meio M4), e cerca de 10 a 15 organismos
por aquério. Os microcrustaceos foram alimentados diariamente com cultura de algas verdes
Scenedesmus  subspicatus, que foram cultivadas em um fermentador, seguindo-se o0s
procedimentos acima descritos (DIN, 1989; CETESB, 1987). As culturas dos organismos
foram mantidas a temperatura de 20 + 2 °C, com luminosidade em torno de 2000 lux e
fotoperiodo de 16h de luz (DIN, 1989). Em dias alternados era realizada a manutencéo dos
organismos, para um meio de cultivo novo, através de sifonamento com pipetas volumeétricas.
Diariamente removia-se dos aguarios residuos como carapagas, organismos mortos e
depdsitos de algas. Semanalmente foram separados 0s organismos adultos dos jovens, onde
estes eram mortos ou descartados (servindo de alimento para peixes), abria-se um novo lote,
ou eram utilizados para os testes de toxicidade. Quando a cultura apresentava efipios que é
evidenciado por um espessamento na carapaga, de coloracdo escura, da camara de incubagdo

das fémeas adultas, contendo ovos de fertilizados; era descartada.

3.3.1.2. Testes de toxicidade aguda Daphnia magna nos efluentes agroindustria de suinos

Os testes foram realizados em beckers de 25 ml, contendo efluentes nas concentragtes
100, 75, 50, 25, 12,5, 6 e 0%, (%oefluente em meio bésico), com &gua de diluicdo (meio
basico). Em cada becker foram colocados 10 dafnideos jovens (6 a 24h de vida), que néo
foram alimentados durante as 48 horas de duracdo dos testes de toxicidade aguda. Os testes de

toxicidade aguda com D. magna foram feitos em triplicatas. A partir destes vaores
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determinaram-se as respectivas CEsy (Concentragdo Efetiva mediana): concentragdo real da
amostra que causa efeito agudo a 50% dos organismos no tempo de exposi¢ao, nas condigdes
de ensaio, através do programa estatistico da Burlington Research-INC, Trimmed Spearman-

Karber.

3.3.2. Teste de toxicidade aguda e sub-cr 6nica com peixes

Foi realizado teste de toxicidade aguda 24 e 48 horas, e sub-crénica de 7 dias com o
peixe tildpiado Nilo. Os animais foram expostos em dilui¢des seriadas dos efluentes (100, 75,
50, 25, 10%), e o calculo de CLs foi obtido através de teste estatistico. Foram expostos 10
peixes de cada espécie nas varias diluigdes em aquarios de 50 litros em condigdes controladas
(sistema de claro/escuro natural, temperatura 25°C). As CLsp (Concentragdo Letal da amostra
que causa efeito agudo a 50% dos organismos no tempo de exposicdo, nas condicdes de
ensaio), foram feitas pelo programa estatistico da Burlington Research-INC, Trimmed

Spearman-K arber.

3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.4.1. Animais

O peixe utilizado neste estudo foi a tilgpia do Nilo (Figura 6), o qual se caracteriza
COmO espécie muito conveniente em termos experimentais, por apresentar resisténcia e

sensibilidade adequadas a diferentes oscilagbes de parametros ambientais.
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Figura 6: Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo)

Os animais machos, juvenis, foram coletados em uma fazenda de cultivo, naregido de
Palhoga, pesando 23,5+1,5 gramas e medindo 11,7+0,17 cm; foram aclimatados em
laboratério durante 15 dias em condigbes controladas (sistema 12:13h claro/escuro, égua
fresca mantida em temperatura de 25°C, oxigénio dissolvido [16,0-7,0 mg I, condutividade O

217 mSm™).

3.4.2. Exposicao dos peixes

Apés estabelecer a ClLsp (Concentragdo Letal média), os animais foram expostos ao
efluentes utilizando maior concentragdo da amostra na qual ndo se observa efeito deletério
sobre o organismo-teste, sendo este fator utilizado para efetuar diluicdo (quimica), néo
significando auséncia de toxicidade do efluente (ABNT, 2003). Os animais foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos de exposi¢ao e transferidos para aquarios de vidro (1 animal para
cada 5L de agua). De acordo com as concentragdes determinadas, um grupo foi exposto a
25% do efluente da lagoa anaerobia de fase inicial, outro grupo foi exposto a 50% do efluente
da lagoa de polimento ou efluente de fase final do tratamento, enquanto o ultimo grupo foi
mantido apenas em agua sem cloro (controle negativo). A cada 3 dias 2/3 dos efluentes dos
aquérios eram trocados, e a cada 7 dias todo o efluente dos aquérios era inteiramente
substituido. Os animais foram alimentados durante todo o periodo experimental, apenas néo

receberam alimentacdo no dia anterior aos testes. Apos os periodos de 7, 15, 30, 60 e 90 dias
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de exposi¢do, 6 animais dos grupos expostos aos efluentes foram sacrificados, pesados em
balanca analitica e medidos com fita métrica, sendo os peixes controles, sacrificados em
nimero de 2 a4 peixes por periodo e exposi¢do. Porgdes de figados e sangue foram retirados,
no sentido de acompanhar a evolugdo das defesas antioxidantes e demais parametros nos
organismos. Considerando que apés a realizacdo dos ensaios com 0s biomarcadores, ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativa, nos valores entre os animais

controles, os mesmos foram reunidos num unico grupo formando um Unico grupo controle.

3.4.3. Coleta dos tecidos para analise

Apbs os periodos de exposicdo de 7, 15, 30, 60 e 90 dias, os peixes foram mortos por
transceccdo cefdlica, os figados foram dissecados e mantidos em gelo. As porcdes utilizadas
foram secadas superficialmente com papel-filtro e imediatamente pesadas. O sangue foi
coletado via artéria dorsal com seringa heparinizada, e separado para realizacdo do teste

Cometa

3.4.4. Indice somético do figado

Apbs a exposicao por 7, 15, 30, 60 e 90 dias aos tratamentos, os peixes foram
sacrificados e os figados retirados, seguindo dos processos de pesagem do animal inteiro e do
figado em balanca analitica. O indice somético do figado foi determinado segundo Slloff et al.
(1983), sendo obtido conforme aformula:

ISF% = peso do figado x100
peso cor poreo
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3.4.5. PREPARACAO DASAMOSTRAS

3.4.5.1. Homogenatos

Os homogenatos do figado foram obtidos em tampéo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4
contendo 0,1% de Triton X-100 e 150 mM de NaCl (1:19 p/v). A homogeneizacdo foi
mantida a 4 °C, com cerca de 20 impactos em homogeneizador, seguida de centrifugacdo a
5000g durante 5 minutos. O sobrenadante foi mantido a— 20°C até sua utilizagdo para andlise

das enzimas GST, CAT, GR, GPx, edo TBARS.

3.4.5.2. Extrato acido

Apbs a disseccdo de amostras do figado, foram imediatamente precipitadas com &cido
tricloroacético 12% (1.9 p/v) e homogeneizadas com cerca de 20 impactos em
homogenizador, seguidos de centrifugacéo a 5000g durante 5 minutos. Imediatamente apos,
foi feita a determinacéo da GSH no sobrenadante, o restante reservado e mantido a -20°C para

aandise de GSSG e GT.

3.5.BIOMARCADORES DE DANO

3.5.1. Avaliacao da lipoper oxidacdo tecidual (TBARYS)

A avaliacdo da peroxidacéo lipidica endogena foi realizada em triplicatas, atraves da
deteccdo em Asgs dos derivados de seus produtos de oxidagao, através de substancias que
reagem com o &acido tiobarbitirico (TBARS), destacando-se o0 maondialdeido ou MDA,
produzindo uma base de Shiff de coloracdo rosa (Bird & Draper, 1984). Os homogenatos

foram precipitados com acido tricloroacético a 12% e agitados vigorosamente por 5 segundos.
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Em seguida foram incubados em tampédo TrisHCL 60 mM 7,4; 0,1 mM DPTA e &cido
tiobarbiturico 0,73% durante 60 minutos a 100°C. Apds este periodo, 0 materia foi resfriado
durante 30 minutos a 5°C e centrifugado (5min a 10000g), e a absorbancia da cor rdsea,

medida em 535nm, sendo os valores expressos em nmol g ™.

3.5.2. Avaliacdo de dano ao DNA (Teste Cometa)

A fragmentacdo do DNA foi avaliada através de eletroforese horizontal e microscopia
de fluorescéncia utilizando o teste Cometa (Singh et al., 1988). As amostras de sangue foram
coletadas com seringa heparinizada, 10 pl de sangue foram diluidos em 1 ml de PBS
(Phosphate Buffered Salt). As células assim isoladas (10 ul) foram entédo embebidas em 75
de agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA; 0,75 %) a 37°C. Esta mistura (células/ LPMA)
foi adicionada a uma lamina para microscopia pré-coberta com uma camada de agarose de
ponto de fusdo normal (NMPA, 1 %). As laminas foram mergulhadas em solucdo de lise
gelada que continha 2,5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 10 % DMSO e 10
mM Tris pH 10, por no minimo 2 horas. Apés este periodo, as |aminas foram incubadas por
25 minutos em tamp&o alcalino gelado (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13), e o DNA
liberado foi submetido a uma eletroforese horizontal sob voltagem de 25V e uma corrente
elétrica de 280 mA por 30 minutos. Posteriormente, as [aminas foram neutralizadas com
tampéo Tris 0,4 M (pH 7,5) e coradas com brometo de etideo (2 ug/ml). A visualizagéo foi
feitaem um microscopio de fluorescéncia com filtro de excitagéo de 515 a 560 nM.

Para controle negativo foi usado sangue de um peixe controle. Para controle positivo
foi usado sangue de um peixe controle misturado com 100 ul de H,O, (500 uM) e incubada
por 10 minutos a 25°C. A andlise de imagens foi feita segundo Collins (1995), onde, para cada

animal, foram analisadas aleatoriamente imagens de 100 células (50 células de cada |amina,
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em duplicata) e o tamanho dos cometas (regido nuclear + cauda) foi medido em unidades
arbitrarias. Os cometas de cada anima foram classificados em classes, de acordo com o
tamanho da cauda, variando de cometas sem cauda (com auséncia de dano, classe 1), até
cometas que apresentaram cauda longa (dano maximo, classe 5). A fim de expressar o dano
visualizado nas laminas em valores numeéricos, cada classe recebeu uma pontuacéo, conforme

demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Pontuacdo e exemplos de cada classe de cometa visualizada.
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

Pontuacdo |0 1 2 3 4

Tipo de

cometa.

Para cada animal foi calculada uma pontuacéo de acordo com o nimero de cometas
visualizados em cada classe, segundo a equacéo abaixo:
indice de dano a0 DNA = [(N° de cometas classe 1 x 0) + (N° de cometas classe 2 x 1) + (N°
de cometas classe 3 x 2) + (N° de cometas classe 4 x 3) + (N° de cometas classe 5 x 4)].
Conseguientemente, obteve-se uma Unica pontuacdo para cada grupo estudado. Assm, o
indice de dano de cada grupo podia variar de O (auséncia de dano) a 400 (presenca de dano

maximo).
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3.6. BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

3.6.1. Avaliacdo dos antioxidantes enzimaticos

3.6.1.1. Catalase (CAT)

Para andlise da atividade desta enzima, foi utilizado o método descrito por Aebi
(1984), que quantifica a velocidade de decomposi¢éo do perodxido de hidrogénio, em 240 nm,
durante 20 segundos, pela enzima presente na amostra. Utiliza-se a solucdo de perdxido de
hidrogénio 10 mM em tampéao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada e titulada no dia da andlise.
Todas as amostras foram analisadas em duplicatas, sendo os valores expressos em mmol min~

1.1

g

3.6.1.2. Glutationa peroxidase (GPx)

Este ensaio baseia-se na medida do decréscimo de absorbancia (340 nm), promovido
durante a reducdo da GSSG, catalisada pela GR, em presenca de NADPH. A velocidade de
oxidacdo de NADPH é proporcional a velocidade de producdo de GSSG a partir de GSH, em
presenca de t-BuOOH, catalisada pela GPx. Para este ensaio, segundo Flohé & Gunzler
(1984) utilizou-se 10 ul de amostra e 10 ul de ter-butilhidroperéxido (t-BuOOH) colocados
em 1 ml de um meio de reagdo composto de 25 ml de tamp&o fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de
NADPH, 10 ml de &cido dietilenotriaminopentaacético (DPTA) 5 mM pH 7,0, 15 ml de &gua
destilada, 0,024 g de GR € 0,8 pl de GSH 5U colocada momentos antes do ensaio. Os ensaios

foram feitos em duplicatas e os valores da atividade desta enzima foram expressos em pmol

min tg~.
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3.6.1.3. Glutationa redutase (GR)

O método utilizado para a andlise da atividade desta enzima foi 0 proposto por
Carlberg & Mannervick (1975), onde, durante 30 segundos, se verifica em 340 nm, ataxa de
oxidacdo do NADPH devido a reducdo da GSSG pela GR presente na amostra, em um meio
de reacdo contendo tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de GSSG e
DPTA 5mM. Os ensaios foram feitos em duplicatas e os vaores da atividade desta enzima

foram expressos em pmol min g ™.

3.6.1.4. Glutationa S-transferase (GST)

As GST constituem um grupo de enzimas que catalisam a formag&o de tioésteres pela
adicdo de GSH a um grande niumero de compostos que contém um carbono e etrofilico. A
atividade da GST foi medida espectrofotometricamente em 340 nm (Keen et a., 1974). A
amostra era adicionada em um meio contendo 10 ul de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M
(CDNB), 10 pl de GR 0,1 M de GSH e 970 pl de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na

cubeta de referéncia utilizava-se 980 ul de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0. As analises foram

feitas em duplicatas e os valores da atividade da enzima expressas em pmol min g ™.

3.6.2. Sistema tiol redox de antioxidantes

3.6.2.1. Glutationareduzida (GSH)

Para avaliar a concentragdo de pequenos tidis nos hepatdcitos dos animais em
precipitado &cido (acido tricloroacético 12%, 1:9, p:v), foi empregado o método de Beutler et

al. (1963). A adicdo de 0,2 ml de é&cido 2-nitrobenzdico 2,5 mM (DTNB) nas cubetas
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contendo 1,9 ml de tampdo TrisHCL pH 8,0 e 0,1 ml da amostra, promovia em até 3
minutos, a obtencdo méxima de formagdo do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel

em A412. O ensaio foi realizado em duplicatas e os valores expressos em pumol g 1

3.6.2.2. Glutationa total (GT) e Glutationa oxidada (GSSG)

Para esta andlise foi utilizado o método enzimatico de Tietze (1969), onde a taxa de
oxidagdo do NADPH usada na reducdo da GSSG catalisada pela GR, permitia avaliar
indiretamente a concentracdo da GT presente na amostra. As concentragdes obtidas neste

ensaio, bem como do ensaio citado acima, foram expressas em pmol g ™. Os valores da GSSG

foram calculados em equivalentes (2GSH - GSSG), a partir da concentracéo da GT.

3.7. ANALISESESTATISTICAS

As andlises estatisticas dos resultados obtidos foram redlizadas através de andlise de
variancia ANOV A, complementada por Tukey—Kramer, utilizando-se o software INSTAT

(GrahPad, San Diego, CA, USA), admitindo niveis de significancia minimos de p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1. PARAMETROSFiSICO QUIMICOS
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A avaiagdo dos paréametros fisico-quimicos das lagoas anaerébia e de polimento esta

apresentada na tabela 7, onde foi observada uma diminui¢do da quantidade de sdlidos totais,

dissolvidos, suspensos, nitrogénio total e DQO referentes a lagoa anaerdbia, e lagoa de
polimento comparativamente a lagoa anaerdbia. Pode-se dar destaque a grande quantidade de

fosforo na lagoa de polimento; nesta lagoa também foi observada grande quantidade de

nitratos e cloretos.

Tabela 7: Par@metros fisico-quimicos dos efluentes de agroindlstria de suinos.

Par ametr o fisico-quimico

L agoa Anaer 6bia

L agoa de Polimento

Sélidos totais (mg//) 3630,0 2070,0
Solidos dissolvidos (mg//) 2828,0 1878,0
Sblidos suspensos (mg//) 468,0 192,0
Sélidos suspensos volateis (mg//) NA 222,0
Fésforo total (mg//) 97,0 113,0
Nitrogénio total (mg//) 96,0 83,0

DQO (mg/?¥) 3332,0 243,0
DBO (mg//) NA 46,0

Nitratos (mg//) NA 138,0
Alcalinidadetotal (mg CaCOg//) NA 350,0
Cloreto (mg/?) NA 1143,0
Turbidez UMT** NA 116

* NA: resultado ndo avaliado.

* **uynidade nefolométrica de turbidez.
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4.2. TESTE DE TOXICIDADE

4.2.1. Microcrustaceo (D. Magna)

A figura 7 apresenta os resultados obtidos com os testes de toxicidade aguda referente
as aguas das lagoas anaerdbia e de polimento da planta de processamento da agroindustria,
usando como bioindicador, o microcrustaceo D. Magna. Os resultados mostraram que a lagoa
de polimento apresentou maior toxicidade, causando imobilidade nos organismos, e a CEsg

nesta lagoa foi de 17%, enquanto na lagoa anaerdbia houve menor toxicidade, apresentando

CEsp de 31%.
12+
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Figura 7. Teste de toxicidade aguda para o microcrustaceo D. magna ap0s 48h de exposicdo em
diferentes concentractes das aguas das lagoas anaerébia e de polimento da agroindustria de suinos. Os
testes foram realizados em duplicata e os valores foram expressos como média+ EPM, n =10.
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4.2.2. Peixe Tilapia do Nilo

Os resultados obtidos com os ensaios de toxicidade aguda nas lagoas anaerdbia e de
polimento da agroindustria de suinos realizados com a tilapia do Nilo estéo apresentados na

figura 8. Na lagoa anaerdbia a CLs, foi de 48,7%, ja na lagoa de polimento a CLsy foi de

71,1% de toxicidade.
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Figura 8. Teste de toxicidade aguda (7 dias) em tildpia do Nilo exposta a diferentes dilui¢cOes das
aguas das lagoas anaerdbia e de polimento da agroindistria de suinos. Os testes foram realizados em
duplicata e os valores foram expressos como média + EPM, n =10.
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4.3. AVALIACAO DO INDICE SOMATICO (ISF)

Foram avaliados os indices sométicos dos figados dos peixes expostos aos efluentes
lagoa anaerdbia e lagoa de polimento durante 7, 15, 30, 60 e 90 dias de exposi¢do e controles.
Na figura 9 pode-se observar uma diminuigéo significativa do indice soméatico dos figados dos
peixes expostos por 7, 30, 60 dias na lagoa anaerdbia em relacdo ao grupo controle. Na lagoa
de polimento foi observada uma diminui¢do significativa com 15 e 30 dias de exposicéo em

relagcdo aos controles.
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Figura 9: indice somético de figado de tildpia do Nilo expostas &s &guas da lagoa anaerdbia e de
polimento (n=6 cada) de agroindistria de suinos e controles; valores apresentados (média + EPM).
Diferencas significativas das lagoas em relacéo aos controles (* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), entre
lagoas (a<0,05; 3<0,01; ¢<0,001).
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4.4. ANALISE DOSBIOMARCADORES DE DANO

4.4.1. Andlise de lipoperoxidacédo (TBARYS)

Os niveis de lipoperoxidacdo (Figura 10), avaliados através da concentracdo de
TBARS, em tildpias expostas as lagoa anaerdbia e de polimento, aumentaram
significativamente apds 7 e 15 dias de exposi¢do em relagdo ao grupo controle, normalizando

em 30 dias, e voltando a el evar-se progressivamente em 60 e 90 dias de exposi¢o.
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Figura 10: indice de peroxidacgo lipidica (TBARS; nmolg™) em figado de tilapia do Nilo expostas as
aguas da lagoa anaerdbia e de polimento (n=6) de agroindUstria de suinos e grupo controle (n=13);
valores apresentados (média + EPM). Diferencas significativas das lagoas em relacdo aos controles
(**p<0,01; ***p<0,001), entre as lagoas (0<0,05; 3<0,01).
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4.4.2. Avaliacéo de genotoxicidade (Teste Cometa)

A porcentagem da distribuicdo dos cometas por classe estédo apresentados na (Tabela
8). O grupo controle apresentou maior porcentagem de células nas classes 1 e 2 com 54 e
35%, respectivamente, durante todo o tempo de exposicdo. No grupo da lagoa anaerdbia foi
observada maior porcentagem de cometas, de acordo com o tempo de exposicdo: classe 4
38%, 7 dias; classe 3: 43%, 15 dias; classe 3: 58%; 30 dias; classe 3: 51%, 60 dias, classe 1 e
2: 39 e 36% respectivamente, apos 90 dias de exposicéo. Na lagoa de polimento os maiores
valores de porcentagem de cometa, de acordo com o tempo de exposicéo: classe 4. 36%, 7
dias; classe 3. 45%, 15 dias; classe 2: 55%, 30 dias; classes 2 e 3: 43 e 39%, respectivamente,

para 60 e 90 dias de exposi¢éo.

Tabela 8: Porcentagem de células com e sem cometas distribuida por
classes, de acordo com o tamanho da cauda.

Tipodeexposicdo |classe 1|Classe 2 |Classe 3 |classe 4|classe 5
Controle (n = 8) 54%  [35% 11% 1% 0%

Anaerobia 7 dias 3% 28% 19% 38% [11%
Anaerdbial5dias [9% 17% 43% 30% |1%
Anaerdbia30dias [2% 17% 58% 21% |2%
Anaerdbia60dias [10% [27% 51% 13% |0%
Anaerébia90dias |[39% [36% 24% 2% 0%

Polimento 7 dias 12% |20% 23% 36% |10%
Polimento 15 dias 1% 21% 45% 33% 1%
Polimento 30 dias 11%  [55% 29% 5% 0%
Polimento 60 dias 13% |43% 39% 6% 0%
Polimento 90 dias 14%  |43% 39% 4% 0%

O teste Cometa demonstrou aumentos significativos de cometas, nas lagoas anaerdbia
e de polimento, desde a primeira semana de exposi¢do. Este nUmero de cometas diminuiu
com o tempo de exposicdo até ndo haver diferenca significativa na lagoa anaerobia apos 90
dias de exposicdo, enquanto que lagoa de polimento manteve-se estavel de 30 a 90 dias de

exposi¢ao, mas ainda significativamente aumentados em relacdo ao controles, (Figura1l).
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Figura 11: Dano ao DNA em eritrécitos presentes em sangue total de tildpia do Nilo expostas as
aguas da lagoa anaerdbia e de polimento (n=5) de agroindistria de suinos e grupo controle (n=13);
valores apresentados (média + EPM). Diferencas significativas das lagoas em relacdo aos controles
(***p<0,001), entre as lagoas (0<0,05; 3<0,01; ¢<0,001).
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4.4.3. GLUTATIONA OXIDADA (GSSG)

Os niveis de GSSG (Figura 12), na lagoa anaerGbia mostraram um aumento
significativo com 60 e 90 dias de exposicéo em relacdo ao controle. Na lagoa de polimento
foram observados aumentos significativos durante todo o periodo de exposi¢do, tendo uma

diminuicdo com 30 dias mais mantendo-se elevado em relagdo ao controle.
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Figura 12: Niveis de GSSG (umol g') em figado de tildpia do Nilo expostas &s 4guas da lagoa
anaerébia e de polimento (n=6) de agroindUstria de suinos e grupo controle (n=13); valores
apresentados (média =+ EPM). Diferencas significativas das lagoas em relagdo aos controles
(***p<0,001), entre as lagoas (3<0,01; ¢<0,001).



4.5. BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

45.1. CATALASE

A atividade da CAT (Figura 13), nos figados de tilapias expostas a aguas da lagoa
anaerébia mostrou aumentos significativos com 7, 30 e 60 dias de exposicdo em relacdo aos
controles. Na lagoa de polimento observou-se aumentos significativos durante todo o periodo

experimental, excecdo aos 15 dias de exposicdo em relagdo ao controle.
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Figura 13: Atividade da catalase(mmol g'min™) em figado de til4pia do Nilo expostas &s dguas da
lagoa anaerdbia e de polimento (n=6) de agroindistria de suinos e grupo controle (n=13); valores
apresentados (média £ EPM). Diferencas significativas das lagoas em relagéo aos controles (* p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001), entre as lagoas (¢<0,001).



4.5.2. GLUTATIONA PEROXIDASE

Atividade da GPx (Figura 14), no figado de peixes expostos a lagoa anaerdbia mostrou
aumento significativo apenas com 60 dias de exposi¢ao comparada aos controles. Nalagoa de
polimento foi observado um perfil semelhante, com aumentos significativos aos 7, 30 e 60
dias de exposicdo. Nos demais periodos de exposicdo ndo foram observados alteractes

significativas na atividade da GPx nos animais expostos em relagcéo ao grupo controle.
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Figura 14: Atividade da GPx (umol g'min™) em figado de tilapia do Nilo expostas &s 4guas da lagoa
anaerébia e de polimento (n=6) de agroindUstria de suinos e grupo controle (n=13); valores
apresentados (média £ EPM). Diferencas significativas das lagoas em relagéo aos controles (* p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4.5.3. GLUTATIONE REDUTASE

A atividade da GR (Figura 15), em figado de tilapia do Nilo exposta a lagoa anaerdbia

apresentou aumento significativo com 7 dias de exposicdo em relagdo aos controles,

diminuindo em até 90 dias, sugerindo uma inibicdo desta enzima. Na lagoa de polimento,

observando-se aumento significativo com 90 dias de exposi¢o.
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Figura 15: Atividade da GR (umol g'min™) em figado de til&pia do Nilo expostas as dguas da lagoa
anaerébia e de polimento (n=6) de agroindUstria de suinos e grupo controle (n=13); valores
apresentados (média £ EPM). Diferencas significativas das lagoas em relacéo aos controles (* p<0,05;
**n<0,01), entre as lagoas (0<0,05; <0,01; ¢<0,001).
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4.5.4. GLUTATIONA STRANSFERASE

A aividade de GST (Figura 16), em exposicdo a lagoa anaerGbia aumentou
significativamente durante os 90 dias de exposi¢éo em relagdo ao grupo controle. Na lagoa de
polimento sua atividade apresentou-se aumentada significativamente com 7 dias,
normalizando durante os outros periodos, e com novo aumento da atividade da GST em 60 e

90 dias de exposicéo.
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Figura 16: Atividade da GST (umol g* min™) em figado de til&pia do Nilo expostas &s &guas da lagoa
anaerébia e de polimento (n=6) de agroindlstria de suinos e grupo controle (n=13); valores
apresentados (média+ EPM). Diferencas significativas das |lagoas em relacdo aos controles (** p<0,01;
***n<0,001), entre as lagoas (3<0,01; ¢<0,001).
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4.6. DEFESA ANTIOXIDANTE NAO ENZIMATICA

4.6.1. GLUTATIONA REDUZIDA

Os niveis de glutationa reduzida (Figura 24) em figado de tildpia do Nilo exposta a
lagoa anaerdbia ndo se aterou significativamente durante os 90 dias de exposi¢éo em relacéo

aos controles. Ja nalagoa de polimento os niveis de GSH no figado mantiveram-se acima dos

niveis apresentados pel os controles somente com 90 dias de exposi ¢ao.
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Figura 17: Nivel da GSH (umol g*) em figado de til4pia do Nilo expostas &s &guas da lagoa
anaerébia e de polimento (n=6) de agroindUstria de suinos e grupo controle (n=13); valores
apresentados (média+ EPM). Diferencas significativas das lagoas em relacéo aos controles (* p<0,05).



4.6.2. GLUTATIONA TOTAL

Os niveis de GT (Figura 18) na lagoa anaerdbia revelaram um aumento significativo
com 90 dias de exposicdo em relacdo aos controles. Na lagoa de polimento, de forma andoga,
foram observadas, com 30, 60 e 90 dias, aumentos significativos em relagdo aos controles, nas

demais exposicoes ndo foram observadas diferencas entre os animais expostos e 0 grupo

controle.
4 —_
*%k%
*%*
3 -
‘_IT‘\
o
g 2-
=2
|_
O
1 -

Controle 7 15 30 60 90

Tempo de exposicao (dias)

O Lagoa Anaerobia % Lagoa de Polimento

Figura 18: Nivel de GT (umol g*) em figado de til4pia do Nilo expostas &s &guas da |agoa anaerdbia
e de polimento (n=6) de agroindlstria de suinos e grupo controle (n=13); valores apresentados (média
+ EPM). Diferencas significativas das lagoas em relacdo aos controles (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001).
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5. DISCUSSAO

Os efluentes da suinocultura contém uma alta concentracdo de contaminantes
incluindo solidos suspensos, compostos organicos, e nutrientes, e podem deteriorar a
qualidade dos ambientes aquéticos onde ele é descarregado (Stone et al., 1998). Pelos
resultados obtidos quanto a composi¢do quimica das lagoas, foi observada uma diminui¢do de
varios componentes organicos presentes na lagoa anaerdbia, como solidos totais, dissolvidos,
suspensos, € nitrogénio total para a lagoa polimento, demonstrando uma rel ativa eficiéncia no
tratamento destes efluentes. Por outro lado, a quantidade de outros componentes, como
fosforo total, aumentou ao longo do processo de tratamento. Adicionalmente, foram
evidenciados altos niveis de nitratos, cloretos, nitrogénio total e solidos suspensos na lagoa de
polimento, podendo indicar tanto um processo de concentracdo gradativa, como uma relativa
ineficiéncia do tratamento para estes componentes. Altos niveis de fésforo e nitrogénio na
&gua podem levar a chamada eutrofizacdo (Thomann e Mueller, 1987). Segundo o CONAMA
(1986), orgéo que estabelece limites para a presenca de poluentes em efluentes industriais,
podem ser emitidos efluentes nos corpos hidricos se 0s mesmos apresentarem concentracoes
limitadas para o0s seguintes parametros: solidos dissolvidos totais, cloreto total, fésforo total,
nitrato e nitrito, nitrogénio total, entre outros. Pode ser observada na lagoa de polimento uma
guantidade acima da permitida pelo CONAMA quanto aos solidos dissolvidos totais, sendo
3,8 vezes maior que a estabel ecida na resolucéo de 1986, assim como as substancias quimicas
inorganicas, como cloreto total (4,6 vezes), fésforo total (11,4 vezes), nitrato (13,9 vezes),
nitrogénio total (4,2 vezes), mostrando que a quantidade destes componentes liberados no

ambiente estd muito acimado que os limites permitidos.
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A D. magna € um organismo muito usado em ensaios biologicos para determinar a
gualidade da &gua de efluentes (Peltier e Weber, 1985). Este ensaio biol6gico, que caracteriza
toxicidade aguda de compostos ou mistura deles, € muito aceito em varios paises para andlise
toxicoldgica da agua, principalmente de efluentes industriais. Os ensaios de CEsy avaliam a
mobilidade do organismo frente a toxicidade do efluente, durante determinado tempo de
exposicdo. Este teste que foi realizado com &guas das lagoas anaerébia e de polimento,
revelou uma maior toxicidade nalagoa de polimento que consiste no efluente de fase final de
tratamento, na qual observou-se uma CEsg de 17,3%, enquanto na lagoa anaerdbia observou-
se uma CEsp de 30,7%. Segundo Aguayo et a. (2004), vaores de CEsy menores que 20% para
efluentes sdo considerados como muito téxicos. O aumento de toxicidade na lagoa de
polimento para D. magna poderia ser devido a grande quantidade de compostos téxicos
presente nesta lagoa, como cloretos, nitratos, e fosforo, aspecto que ja foi demonstrado
também em outros trabalhos congéneres (Navarro, 1999). E importante ressaltar, que os
microcrustaceos sao particularmente sensivels a alteragcdes nas concentragdes de ions no meio
aquético, que podem levar a ateracOes na permeabilidade da membrana, acarretando uma
rapida mortalidade, ou imobilidade do organismo. Desta forma, a maior toxicidade na lagoa
de polimento para Daphnia magna poderia ser consequéncia dos altos nivels de fosforo e
cloreto presentes.

Os testes de CL 5o avaliam a concentracéo de efluente que causa a mortalidade de 50%
dos individuos expostos. Os testes realizados com tilapias do Nilo, revelaram que atoxicidade
aguda da lagoa anaerdbia foi maior que a de polimento. Na lagoa anaerdbia para tilapia
obteve-se CLsy de 48,7%, e na lagoa de polimento tilpia CLsy de 71,7%. Estes resultados
sugerem, contrariamente aos obtidos na D. magna, uma maior toxicidade para peixes presente
na lagoa anaerdbia, sugerindo uma toxicidade diferenciada para os dois organismos

indicadores, associada a uma composicdo diversificada de contaminantes nas duas lagoas e
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caracteristicas fisioldgicas dos organismos utilizados. Na lagoa anaerébia persiste uma
elevada concentragdo de matéria organica em forma de sblidos (Tabela 7), diminuindo a
disponibilidade de oxigénio, comprovada pela elevada DQO, tornando o ambiente aguatico
inadequado para sobrevivéncia dos peixes.

A andlise do indice somatico do figado tem sido relatado em vérias investigagdes de
estresse (Barnes et al., 1984; Willemse et al., 1984; Adams et a., 1985). A exposicdo de
animais a determinados contaminantes pode levar a uma diminui¢cdo no ISF, sendo isto um
reflexo da mudanca de alimentac&o, ou uma resposta comportamental para certos estressores
(Brown et a., 1987; Ricard et al., 1998). O fator condicional para a diminuicéo do ISF pode
ser atribuido a0 aumento da taxa metabdlica em resposta fatores estressores (Schreck, 1990).
Os resultados obtidos na lagoa anaerdbia mostraram uma diminuicéo significativa no peso do
figado com 7 dias de exposicdo possivelmente refletindo, uma resposta do estresse sofrido
pelo animal, apds uma aparente recuperacdo com 15 dias, o indice somético do figado
diminuiu novamente com 30 dias, sugerindo assim, um ciclo bifasico de resposta dos animais
face a0 estresse de exposicdo as lagoas. Resultados semelhantes foram observados nos
biomarcadores de dano e de estresse oxidativo onde igualmente revel ou-se um perfil bifasico.
Na lagoa de polimento, o ISF diminuiu com 15 e 30 dias de exposi¢édo, provavelmente em
consequéncia do estresse sofrido pelo animal frente aos varios contaminantes presentes na
agua.

O MDA (maondealdeido) € o principal produto liberado pela oxidacdo de membranas,
sendo um importante indicador de lipoperoxidacdo, geralmente avaliada em termos de
substéncias que reagem com o é&cido tiobarbitirico (TBARS), (Freeman e Crapo, 1981). O
figado normamente contém elevados contetdos de lipideos em suas células, sendo, por
consequéncia, muito susceptivel alipoperoxidacdo (Huang et a., 2003). O aumento dos niveis

de lipoperoxidacdo durante as 2 primeiras semanas (exposicdo sub-crénica), sugere que
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durante este periodo as tilapias, aparentemente, estavam expostas a agentes estressores e ainda
ndo possuiam uma compensacdo de defesas antioxidantes suficiente para neutralizar
completamente a lipoperoxidagcdo. ApoOs este periodo inicial, aos 30 dias de exposicéo,
evidenciou-se uma diminuicdo destes niveis, proximos aos exibidos pelos controles,
principalmente na lagoa de polimento. Mediante periodos mais longos de exposicéo
(exposicdo cronica), apods 60 e 90 dias, os niveis de LPO nas tilgpias expostas a ambos
efluentes voltaram a crescer. Aparentemente, repetiu-se o comportamento bifasico das tilapias
face a exposicdo a ambas lagoas de tratamento: apos a primeira fase, caracterizada por um
periodo que se estende até cerca de um més de exposi¢ao, onde 0 processo de lipoperoxidacdo
primeiro aumentou, para posteriormente atingir niveis préximos dos controles, ocorre uma
segunda fase, que coincide com novo aumento do dano oxidativo, o qual se estende até o final
do periodo experimental. A partir desta segunda fase, novamente 0s peixes parecem nao
atingir uma compensacéo antioxidante adequada, provavelmente iniciando um processo
irreversivel de perda de uma resposta persistente aquela exposicdo mais prolongada.
Respostas semel hantes foram obtidas em tilapias expostas sub-cronicamente e cronicamente a
diferentes tipos de efluentes da industria de papel e celulose (Wilhelm Filho et a., 1997,
Pedrosa et a., 1997) e da industria de tecelagem (Ribeiro et a., 2000), sugerindo que,
independentemente da natureza quimica dos efluentes, esta espécie de peixe possui respostas
do seu sistema de defesas antioxidantes muito similares entre si, e que provavelmente seriam
caracterizadas por duas fases distintas.

O teste Cometa é considerado de grande aplicabilidade em laboratérios de estudo de
contaminagdo ambiental, sendo uma técnica sensivel e de baixo custo (Nacci et a., 1996).
Varios trabalhos relatam sua aplicabilidade e eficiéncia na deteccéo da quebra da fita de
DNA, tanto para peixes quanto para bivalves expostos a contaminantes (Belpaeme, 1996;

Pandrangi, 1995; Ralph, 1996). Os resultados obtidos em nosso trabalho mostraram um
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aumento da fragmentacdo do DNA nos peixes expostos as duas lagoas. Foi observado um
aumento no numero de cometas nos tratamentos desde os sete dias de exposi¢cdo, o qual
diminuiu com o tempo de exposi¢ao, e quase normalizando com 90 dias de exposicéo nas
duas lagoas. Neste sentido, o dano ao DNA exibiu um perfil distinto da lipoperoxidacéo nos
peixes expostos as duas lagoas, onde foi observado um perfil bifasico, conforme comentado
anteriormente. Esta diferenca na resposta tecidual possivelmente deve-se ao fato de que as
enzimas de reparo nos eritrécitos teriam uma velocidade e eficiéncia de restauracdo menor
gue as do figado. Além disto, é importante notar que o dano ao DNA provocado
possivelmente por atague de radicais livres e compostos genotéxicos presentes nas aguas
avaliadas, sdo revertidos por mecanismos outros que agueles das defesas antioxidantes, e
portanto, sua normalizag&o, ndo necessariamente, teria a mesma velocidade de recuperagéo.
Resultados semelhantes foram obtidos por Nacci (1996), utilizando peixes e moluscos
expostos a sedimentos contaminados com PHA, durante um periodo de 28 dias. Da mesma
forma, estudos semelhantes realizados em tilapias expostas a efluentes de carvéo mineral
(Benassi, 2003), apresentaram resultados convergentes com os do presente trabalho. O ensaio
do teste Cometa indiretamente revela a agdo de substéncias com atividade genotoxica,
avaliando o dano ao DNA, o qua é identificado em células individuais apds uma exposi¢ao
aguda, sub-crbnica ou cronica do organismo ao efluente (Pandrangri, 1998). Ja foram
encontrados na literatura varios trabalhos com diversas espécies de animais e vegetais (Betti e
Nigro, 1996; Silva et al., 1999; Nigro, 2002; Huang et al., 2002; Maria, 2003), demonstrando
que o teste Cometa é um teste sensivel para estudos de genotoxicidade ambiental.
Diferentemente da lipoperoxidacdo a fragmentacdo do DNA causada pela exposicdo de
tildpias, tanto a lagoa de polimento, quanto a anaerdbia, em geral apresentaram perfis de dano
e reparo muito semelhantes, tanto no que diz respeito a distribuicdo do dano por classe

(Tabela 9), quanto por indice de dano (Figura 11), o que supde uma provavel contribuicao
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quantitativa semelhante quanto aos agentes genotoxicos diretos e/ou a geracdo de
EROSERNS existentes nas duas lagoas.

Biomarcadores sdo geralmente aceitos como ferramentas Uteils em programas de
diagnéstico e monitoramento ambiental, para uma avaliagdo qualitativa e quantitativa do
impacto causado por contaminantes e atividades antropogénicas em organismos aquéticos
(Regoli et al., 1998). Estes biomarcadores séo Uteis indicadores de exposi¢ao aos poluentes,
revelando diversos efeitos de exposicdo pelos organismos, tendo assim, grande relevancia
ecol6gica (Depledge, 1994). A exposicao datilapia as lagoas de agroindistria de suinos por 7,
15, 30, 60 e 90 dias, resultou tanto na elevacdo como na reducdo no figado de diferentes
antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos, ou sgja, 0s marcadores de estresse oxidativo.

A atividade da catalase mostrou um perfil muito semelhante a da glutationa peroxidase
a0 longo do periodo experimental fato ja esperado, uma vez que, metabolicamente elas
exercem a mesma funcéo. Apos uma inducéo durante a primeira semana, na segunda semana
as atividades das duas enzimas foram proximas as dos controles, voltando a aumentar durante
0 30 e 60 dias de exposicao, até se equipararem aos controles com 90 dias de exposi¢éo. Estas
duas enzimas possuem capacidades semelhantes em termos de metabolizar hidroperoxidos:
enquanto a catalase catalisa a transformagéo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular (Halliwell & Gutteridge, 1999; Fridovich, 1999), a glutationa peroxidase pode,
além de metabolizar o peroxido de hidrogénio, catalisar a reducdo de outros hidroperdxidos
usando glutationa como substrato, além de reduzir outros perdxidos presentes nas membranas
ou acoois (Epp et a., 1983). Também € importante ressaltar a diferente distribuicdo
intracelular das duas enzimas, enquanto a catalase tem localizacdo predominantemente
intraorganela, particularmente nos peroxissomas e mitocondrias, a GPx encontra-se
largamente distribuida no citosol e membrana plasmatica. Nossos resultados indicaram uma

relevante e conjunta capacidade para detoxificacdo de perdxidos organicos das duas enzimeas,
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reforcando o paralelismo funcional de ambas enzimas, aspecto ja evidenciado anteriormente,
tanto em vertebrados quanto invertebrados (Wilhelm Filho et a., 1996; 2000; 2001). O
aumento da atividade da GPx no figado de peixes expostos as lagoas da agroindistria de
suinos sugere a eficiéncia deste 6rgéo na neutralizagdo do impacto causado por peroxidos,
resultando na concomitante diminuicdo da lipoperoxidagdo, pelo menos até o final do
primeiro més de exposicdo em ambas lagoas. Este efeito protetor da GPx contra a
lipoperoxidagdo ja fora observado em outros trabalhos envolvendo organismos aquéticos
(Winston e Di Giulio, 1991). Uma caracteristica importante destas enzimas, é suainducéo em
condigdes de elevado estresse oxidativo, constituindo uma importante adaptacdo ao estresse
induzido por contaminantes (Zhang et a., 2004). Por outro lado, a elevacéo da atividade
destas duas enzimas durante a exposi¢do as duas lagoas de tratamento sugerem, tanto uma
grande geragcdo de perdxido de hidrogénio, quanto indiretamente, uma maior formagdo de
anion superoxido, uma vez que grande parte dos eventos moleculares associados a
acumulacdo destes hidroperdxidos, deve-se originalmente, a uma geracdo de anion
superoxido, pela primeira reducéo do oxigénio molecular que rapidamente pode dismutar este
anion em H,O, e O,, via agdo da SOD. Infelizmente, por motivos de ordem técnica no
presente trabalho, ndo foi possivel fazer uma avaliagdo da atividade da SOD, o que poderia
elucidar em grande parte a origem dos hidroperoxidos presente no meio celular avaliado.

A glutationa redutase mostrou uma clara diferenca no perfil de atividade enzimética no
figado de tilépias expostas as lagoa anaerdbia e de polimento. Na lagoa anaerdbia, apos uma
inducdo inicial até 15 dias de exposicdo, apresentou-se com tendéncia a inibicdo, e
significativamente inibida em 90 dias de exposicdo. Esta inibicdo sugere a presenca de
compostos presentes na lagoa que afetariam a atividade metabdlica desta enzima, conforme ja
observado com farmacos (Pedrosa et al., 2001), ou pela formacéo de peroxidonitrito, formado

a partir da alta quantidade de nitratos, o qual apresenta capacidade de modificar a funcdo da
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GR, fato observado por Francescuti et al. (1996), como também pela dteracdo na
disponibilidade de NADPH formada a partir da glicose-6-fosfato desidrogenase oriunda da
via das pentoses, afetando os niveis de GSH proveniente da regeneracéo da GSSG, o cofator
redutor da GR (Zhang et al., 2004). A taxa de glutationa redutase € para a manutencdo da
concentracdo citosolica de glutationa reduzida; a inducéo da atividade da GR € um potencial
biomarcador de estresse oxidativo (Stegeman et a., 1992). Ao contrario da lagoa anaerdbia, a
atividade da glutationa redutase em tildpias expostas a lagoa de polimento com sete dias
estava inibida e aumentou gradativamente ao longo do periodo de exposic¢éo, principalmente
com 90 dias de exposicdo. De modo coerente, os contelidos de GSH no figado de tilapia
exposta a lagoa de polimento foram significativamente maiores quando comparados as
tildpias controles neste periodo, demonstrando uma resposta compensatéria quanto a tentativa
de manutenc&o dos niveis elevados de GSH nagueles peixes, no sentido de manter um elevado
poder redutor celular face ao insulto oxidativo persistente.

A GSH é um cofator redutor necessario para atividade da GPx e GST, sendo um
efetivo neutralizador de espécies reativas de oxigénio (Ross, 1988), constituindo uma primeira
linha de defesa contra o estresse oxidativo (Uhlig e Wendel, 1992). Desta forma, os niveis de
GSH néo se alteraram durante o periodo experimental, apenas com 90 dias foi observado um
aumento significativo deste tiol ap0s exposicdo das tildpias a lagoa de polimento. Este
aumento poderia ser devido ao aumento da GR, que realiza a manutencdo da GSH, além do
aumento de GT e GSSG, neste periodo, devido ao aumento da requisicdo de GSH pela GST
para a detoxificagdo de xenobidticos, aém de indicar o papel adaptativo e de protecdo da
GSH contra o estresse oxidativo provocado por contaminantes ambientais. Esta resposta
frente a0 estresse demonstrado pela GSH foi igualmente observada em outros trabahos

realizados com peixes expostos a diferentes tipos de contaminantes (DiGiulio,1993;
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Rodriguez-Arizaet al., 1993ab; Hasspieler et a., 1994, Wilhelm Filho et a., 1997; Pandley et
al., 2003; Fatimaet al., 2000) .

A detoxificagdo das EROs implica na oxidacéo da GSH pela GPx ou por neutralizacgo
direta, sendo a GSSG reduzida para GSH pela GR que necessita de NADPH, o qua é
produzido na via das pentoses (Kirlin, 1999). Desta forma, 0 aumento dos niveis de glutationa
oxidada foi similar a0 aumento nos niveis de GSH, 0 qua apresentou maior aumento em
exposicao a lagoa de polimento, e os aumentos da GT poderiam ser consequéncia da sintese
de novo. Resultados semelhantes foram observados em mexilhdes e rés expostas as aguas de
planta de processamento de efluentes de esgoto (Ciccotelli, 1998).

Segundo Stein et al. (1993), os niveis de glutationa total tém sido considerados como
um bom indice de exposicdo a contaminantes. O aumento significativo dos niveis de
glutationa total durante todo o periodo de exposicao aos efluentes das lagoas anaerdbia e de
polimento, corroboram esta afirmag&o, constituindo outra resposta ao estresse causado pelos
contaminantes presentes nestas lagoas. Os niveis da glutationa total, glutationa oxidada, a
atividade glutationa S-transferase, assm como 0s niveis de lipoperoxidacdo, e o indice
somatico do figado, mostraram um comportamento bifasico ao longo do periodo de
exposicao. Com cerca de 30 dias apresentaram uma aparente compensacéo antioxidante
relativamente aos contaminantes, e, apos um maior tempo de exposicdo, com 60 e 90 dias,
voltaram a aumentar, aparentemente sem neutralizar completamente o dano causado pelas
EROS'ERNS.

A atividade da glutationa S-transferase pode ser postulada como um biomarcador de
contaminantes ambientais em diferentes espécies animais (Bend e James, 1978; Almar et al.,
1988; Ahmad et al., 2000, Wilhelm Filho et a., 2001). A GST €& uma enzima
multicomponente envolvida na detoxificagdo de muito xenobioticos, além de representar um

importante papel na protecéo de tecidos contra o estresse oxidativo (Fournier et al., 1992). Ela
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€ uma enzima da fase Il de biotranformacéo, e apresenta a propriedade de conjugar
xenobi6ticos e depois excretar os mesmos. Nas duas |agoas de tratamento, a atividade da GST
esteve aumentada significativamente durante todo o periodo experimental em relacdo aos
controles. Entretanto, apesar de sempre elevado, o perfil da atividade da GST apresentou dois
picos de maior atividade para a lagoa de polimento, um por volta de 7 dias e outro com 90
dias, sugerindo novamente, uma resposta bifasica. Considerando que a GST tem um duplo
papel, um através da neutralizacdo de EROs e ERNSs, e outro na biotransformacdo de
xenobidticos, poderia ser especulado que a elevacdo da sua atividade a curto prazo,
provavel mente, representaria uma resposta de defesa frente ao estresse oxidativo, gerado pela
exposicdo a lagoa de polimento. J& a longo prazo, significaria principalmente, uma resposta
vinculada a biotransformacéo de xenobidticos. As diferentes respostas obtidas pela GST
através da exposicéo de tildpias as duas lagoas poderia ser consequéncia das diferencas na
composicao destes xenobidticos, possuindo um maior ou menor potencia de geracéo de
EROS/ERNS, e/ou inducdo do processo de sua biotransformagdo. Desta forma, esta resposta
veio confirmar a GST como um biomarcador seguro para avaliagdo de impacto ambiental de
xenobi6ticos que favorecem o estresse oxidativo (Rodriguez et al., 1991, Livinstone, 1998).

O amento da atividade da GST no figado poderia iguamente indicar o
desenvolvimento do mecanismo de defesa antioxidante contra hidroperdxidos decorrentes da
acao de contaminantes presentes nos efluentes da agroindustria de suinos. De acordo com
Oruc et a. (2000), a atividade da GST € dependente de suas diferentes inter-espécies, bem
como do tipo de xenobidtico, da concentracdo e do periodo de exposicdo. A ativacdo do
sistema de biotransformacdo de xenobiontes em resposta a exposicdo a contaminantes
aquéticos jafoi largamente demonstrada em vérios trabal hos com espécies de peixes (Larsson
et a., 2002; Lindesoo et a., 2002, Ciccotelli, Crippa e Colombo, 1998; Sayeed et a., 2003;

Pandey et al., 2003; Wilhem Filho et a., 2001; Hai et dl., 1997).
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Desta forma, foi possivel observar através do presente trabalho, em consequéncia da
exposi¢cdo de tildpias aos contaminantes presentes em ambas lagoas, um aumento do processo
de lipoperoxidacéo hepadtica, de fragmentacdo do DNA em eritrécitos, inducdo ou a inibigdo
de enzimas antioxidantes hepéticas, ateracdo na correlacdo dos nivels hepaticos de glutationa
(GSSG/GSH/GT), indicando um forte estresse sofrido pelos animais, e apontando para uma
maior toxicidade na exposi¢ao dos peixes alagoa de polimentoapesar das diferentes diluicoes
utilizadas. Por outro lado, os biomarcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes
demonstraram uma excelente capacidade de diagnosticar a toxicidade inerente as lagoas da

agroindustria de suinos.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

» As andises fisico-quimicas mostraram um aumento na concentracdo de fésforo e
nitrogénio total da lagoa anaerdébia para a de polimento; ambas as lagoas apresentaram
niveis de nitratos e cloretos mais elevados que o permitido pela resolucdo 20 do
CONAMA/86;

» O teste de toxicidade com D. magna mostrou maior toxicidade em exposi¢éo a lagoa de
polimento; em contrapartida, os resultados de toxicidade com peixes mostraram maior
toxicidade nalagoa anaerdbia durante a exposi¢éo aguda;

» Os peixes expostos sub-crénicamente as lagoas anaerdbia e polimento apresentaram um
acentuado estresse oxidativo;

» Naexposicdo alagoa de polimento o sangue das til&pias apresentou genotoxicidade mais
persistente nos periodos prolongados de exposi ¢&o.

» Varias enzimas antioxidantes (GST, GPx, CAT), assim como a lipoperoxidagéo,
mostraram um comportamento bifasico do organismo frente ao estresse oxidativo;

» Aparentemente, 0 tempo de exposicdo e os nivels de contaminantes determinaram
guantitativamente as respostas dos biomarcadores de estresse oxidativo e de dano em
peixes, sendo esta resposta aparentemente dependente da capacidade funcional do tecido
estudado;

» Os biomarcadores de estresse oxidativo, principalmente a estimagcdo de enzimas
antioxidantes em peixes, mostraram-se como 6timos indicadores de poluicdo das &guas

avaliadas;
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» Os peixes cronicamente expostos a ambas lagoas de tratamento da agroindustria de suinos

revelaram respostas adaptativas tecido-especificas para neutralizar o estresse oxidativo.
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. PERSPECTIVASFUTURAS

Avadiar os biomarcadores de estresse oxidativo e de dano em peixes expostos aos
efluentes durante um periodo maior de exposi¢do, como 120 e 240 dias, no sentido de
avaliar a extensdo da capacidade compensatéria em termos antioxidantes.

Analisar enzimas da fase | de biotransformag&o, como citocromo P450, durante todo o
periodo de exposi¢éo.

Avaliar 0 estresse oxidativo nas sete lagoas da planta de processamento da agroindustria
de suinos;

Avaliar a concentragdo de nitrito nas aguas das lagoas analisadas;

Realizar andlise da fragmentacdo do DNA em hepatécitos e branquias;

Realizar ensaios de microntcleos em sangue, figado e branquias;

Tentar avaliar um agente que participe na biodegradacéo de contaminantes existentes em

ambas lagoas.
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