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AVALIACAO TOXICOLOGICA PRE-CLINICA DO CONSUMO DE PEIXES
DA BACIA HIDROGRAFICA DO RIO CACHOEIRA
RESUMO

O peixe é uma das fontes de proteina alimentar mais saudaveis por conter vitaminas, minerais e
Omega 3, essenciais para manutencdo da salde e prevencdo de doencas. Contudo, para ser
nutricionalmente eficaz, a carne de peixe deve vir de fontes seguras e livres de contaminantes.
Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos toxicolégicos pré-clinicos em ratos
expostos ao consumo de carne cozida de tilapias da bacia hidrografica do rio Cachoeira, recurso
hidrico receptor de efluentes industriais e domésticos tratados ou ndo do municipio de Joinville.
Para tanto, grupos diferentes de ratas Wistar receberam racéo, carne de peixe de cultivo (controle)
e do rio Cachoeira cozidas, duas vezes por semana por 1, 3, 6, 9 e 12 meses. Ap6s o ultimo dia de
exposicdodcada periodo, os animais foram eutanasiados e coletados sangue e 6rgdos (baco, cortex
cerebral, cerebelo, coracdo, figado e rim) para analise de parametros de estresse oxidativo,
bioquimicos e hematoldgicos. Andlise de quantidade de metais na carne de peixe também foi
realizada. Evidenciou-se uma quantidade 5 vezes maior de Al*3 e Zn*? na carne de peixe do rio
Cachoeira. Observou-se aumento significativo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBA-RS) no cerebelo, plasma e Figado, das Proteinas Carboniladas (PC) no coracdo, da
Superoxido dismutase (SOD) no Figado, da Catalase (CAT) nos rins e reducdo significativa das
sulfidrilas (SF) no cerebelo e Figado, da Glutationa peroxidase (GSH-PX) nos eritrécitos dos
animais que consumiram peixe do rio cachoeira em todos os meses de exposi¢do, sendo que todos
os orgdo sofreram ataque das espécies reativas de oxigénio (EROS) em alguns meses de
exposicdo. Em relacdo aos dados bioquimicos verificous-se que Lipoproteina de alta densidade
(HD) teve reducdo no primeiro més nos animais que consumiram peixe do rio Cachoeira e do
cultivo, seguido de um aumento no terceiro apenas para 0S que consumiram peixe do rio
Cachoeira. A Lipoproteina de baixa densidade (LDL) aumentou apenas no nono meés e a
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) diminuiu no terceiro e aumentou no nono més.
Transaminase oxalacética (TGO) apresentou diminui¢cdo apenas no nono més, Transaminase
piravica (TGP) diminuicdo no primeiro més com elevacdo no sexto e nono meses, junto com
ureia, enquanto a tiroxina livre (T4) apresentou diminui¢ao no terceiro més com aumento no sexto
para 0s animais que consumiram peixe do rio cachoeira e aumento no nono més juntamente com
triglicerideos (TG) que aumentaram apenas no terceiro més de exposi¢cdo dos animais que
consumiram tanto a carne de peixe do rio Cachoeira como do cultivo. N&do houve alteracGes
hematologicas apo6s qualquer periodo de exposicdo. Os dados apontam para as consequéncias
patologicas do acumulo dessesmetais, conforme consumida a carne de peixe contaminada em longo
prazo em quantidade nutricionalmene recomendada, mesmo cozida, sendo necessario sensibilizar
a populagdoacerca dos riscos, além da adogdo de politicas publicas de recuperacdo ambiental.

Palavras-chave: Peixe; toxicologia; alimentacéo; sustentabilidade; contaminagdo ambiental.



PRECLINICAL TOXICOLOGICAL EVALUATION OF FISH CONSUMPTION FROM
THE CACHOEIRA RIVER HYDROGRAPHIC BASIN

ABSTRACT

Fish is one of the healthiest food sources of protein as it contains vitamins, minerals and omega
3, essential for maintaining health and preventing disease. However, to be nutritionally
effective, fish meat must come from sources that are safe and free of contaminants. Therefore,
the objective of this study was to investigate the preclinical toxicological effects in rats exposed
to the consumption of cooked tilapia meat from the Cachoeira river basin, a water resource that
receives treated or untreated industrial and domestic effluents in the city of Joinville. For this
purpose, different groups of Wistar rats received food, cooked fish meat (control) and fish from
the Cachoeira river, twice a week for 1, 3, 6, 9 and 12 months. After the last day of exposure of
each period, the animals were euthanized and blood and organs (spleen, cerebral cortex,
cerebellum, heart, liver and kidney) were collected for analysis of oxidative stress, biochemical
and hematological parameters. Analysis of the amount of metals in fish meat was also
performed. There was a 5 times greater amount of Al+3 and Zn+2 in fish meat from the
Cachoeira RiverThere was a significant increase in thiobarbituric acid reactive substances
(TBA-RS) in the cerebellum, plasma and liver, in carbonyl proteins (PC) in the heart, in
superoxide dismutase (SOD) in the liver, in catalase (CAT) in the kidneys and a reduction in
significant concentration of sulfhydryls (SF) in the cerebellum and liver, of Glutathione
peroxidase (GSH-PX) in the erythrocytes of animals that consumed fish from the Rio Cascade
in all months of exposure, and all organs were attacked by reactive oxygen species (EROS ) in
a few months of exposure. Regarding the biochemical data, it was verified that High Density
Lipoprotein (HD) had a reduction in the first month in the animals that consumed fish from the
Cachoeira river and from the culture, followed by an increase in the third month only for those
that consumed fish from the Cachoeira river. Low density lipoprotein (LDL) increased only in
the ninth month and very low density lipoprotein (VLDL) decreased in the third and increased
in the ninth month. Oxaloacetic transaminase (TGO) showed a decrease only in the ninth month,
Pyruvic transaminase (TGP) decreased in the first month with an increase in the sixth and ninth
months, together with urea, while free thyroxine (T4) showed a decrease in the third month
with an increase in the sixth to animals that consumed fish from the Cachoeira river and
increased in the ninth month along with triglycerides (TG) that increased only in the third month
of exposure of the animals that consumed both fish meat from the Cachoeira river and
cultureThere were no hematological changes after any period of exposure. The data point to the
pathological consequences of the accumulation of these metals, as long-term contaminated fish
meat is consumed in nutritionally recommended amounts, even cooked, and it is necessary to
sensitize the population about the risks, in addition to the adoption of public policies for
environmental recovery

Keywords: Fish; toxicology; food; sustainability; environmental contamination



EVALUACION TOXICOLOGICA PRECLINICA DEL CONSUMO DE PESCADO
DE LA CUENCA HIDROGRAFICA DEL RIiO CACHOEIRA
RESUMEN

El pescado es una de las fuentes alimenticias de proteinas mas saludables, ya que contiene
vitaminas, minerales y omega 3, esenciales para mantener la salud y prevenir enfermedades.
Sin embargo, para ser nutricionalmente efectiva, la carne de pescado debe provenir de fuentes
seguras y libres de contaminantes. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar los
efectos toxicoldgicos preclinicos en ratas expuestas al consumo de carne cocida de tilapia de la
cuenca del rio Cachoeira, recurso hidrico que recibe efluentes industriales y domésticos,
tratados o0 no, de la ciudad de Joinville. Para ello, diferentes grupos de ratas Wistar recibieron
alimento, carne de pescado cocida (control) y pescado del rio Cachoeira, dos veces por semana
durante 1, 3, 6, 9 y 12 meses. Después del ultimo dia de exposicién de cada periodo, los
animales fueron sacrificados y se recolectaron sangre y 6rganos (bazo, corteza cerebral,
cerebelo, corazon, higado y rifién) para analisis de estrés oxidativo, parametros bioquimicos y
hematologicos. También se realizo un analisis de la cantidad de metales en la carne de pescado.
Hubo una cantidad 5 veces mayor de Al+3 y Zn+2 en la carne de pescado del rio Cachoeira.
Hubo un aumento significativo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA-RS) en el
cerebelo, plasma e higado, de proteinas carbonilo (PC) en el corazén, de superdxido dismutasa
(SOD) en el higado, de catalasa (CAT) en el rifiones y una reduccién en la concentracion
significativa de sulfhidrilos (SF) en el cerebelo y el higado, de Glutatién peroxidasa (GSH-PX)
en los eritrocitos de los animales que consumieron pescado del Rio Cascada en todos los meses
de exposicidn, y todos los 6rganos fueron atacados por especies reactivas de oxigeno (EROS)
en unos pocos meses de exposicion. En cuanto a los datos bioquimicos, se verifico que la
Lipoproteina de Alta Densidad (HD) tuvo una reduccion en el primer mes en los animales que
consumieron pescado del rio Cachoeira y del cultivo, seguido de un aumento en el tercer mes
solo para aquellos que consumieron pescado del rio Cachoeira. Las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) aumentaron solo en el noveno mes y las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) disminuyeron en el tercero y aumentaron en el noveno mes. La transaminasa
oxaloacética (TGO) mostr6 una disminucion solo en el noveno mes, la transaminasa piravica
(TGP) disminuy0 en el primer mes con un aumento en el sexto y noveno mes, junto con la urea,
mientras que la tiroxina libre (T4) mostré una disminucion en el tercer mes. mes con aumento
en el sexto a los animales que consumieron pescado del rio Cachoeira y aumento en el noveno
mes junto con los triglicéridos (TG) que aumentaron solo en el tercer mes de exposicion de los
animales que consumieron tanto carne de pescado del rio Cachoeira y la cultura No hubo
cambios hematoldgicos después de ningun periodo de exposiciéon. Los datos apuntan a las
consecuencias patolégicas de la acumulacion de estos metales, ya que la carne de pescado
contaminada durante mucho tiempo se consume en las cantidades nutricionalmente
recomendadas, incluso cocinada, y es necesario sensibilizar a la poblacion sobre los riesgos,
ademas de la adopcion de medidas politicas de recuperacién ambiental.

Palabras llave: Pescado; toxicologia; alimentacion; sustentabilidad; Contaminacion ambiental.
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1. INTRODUCAO

Conforme a FAO (2018), a alimentacdo € um direito inegavel de todas as pessoas e deve
ser acessivel, com qualidade nutricional dentro das normas de seguranca alimentar, ou seja,
com nutrientes em adequadas e em condi¢des de consumo, livre de contaminantes que possam

afetar a saude do consumidor.

A alimentacdo é necessidade basica para a garantia da sobrevivéncia e da melhora na
qualidade de vida do ser humano e os alimentos séo divididos em grupos de acordo com sua
funcdo no organismo, classificados em macro e micronutrientes, a quantidade consumida €
definida conforme necessidade energética necessaria para cada pessoa, de acordo com cada fase
da vida (BRASIL, 2014; RIBEIRO, JAIME, VENTURA, 2017).

No grupo alimentar dos macronutrientes estéo os carboidratos, com fungéo de fornecer
energia, os lipidios possuem funcdo de reserva de energia, enquanto as proteinas possuem
funcdes estruturais, de defesa, de transporte e formacdo dos metabdlitos essenciais
(NASCIMENTO, ANDRADE, 2010).

Em relacdo ao grupo das proteinas, estas sdo divididas em proteinas vegetais (as
leguminosas) e proteinas animais (das carnes, ovos e peixes). Em relacdo a fonte de proteina
advinda da carne destacamos 0s peixes, por ser de extrema importancia para a salde e devem
fazer parte das refeicOes rotineiras, sendo sugerido seu consumo pelo menos 2 vezes por
semana, por serem ricos em vitaminas A, E, D, B1, B2, B5, B6, B9 além dos minerais calcio e
fosforo, sédio, potassio, manganés, cobre e cobalto, zinco, ferro e iodo, e ainda contém todos
0s amino&cidos essenciais em equilibrio (SILVA, 2016; FAO, 2018(b)).

O consumo de 2 a 3 porcdes de carne de peixe por semana na alimentacdo diaria fornece
nutrientes de forma equilibrada (proteinas, lipidios, vitaminas e minerais), além dos beneficios
da presenca de émega 3, lipidio poli- insaturado com acdo direta na prevengdo de doencas
cardiovasculares, além de sua acdo em diversas doencas crénicas ndo transmissiveis, sendo a
ingestdo de peixe durante a gestacdo benéfica tanto para a mae quanto para o desenvolvimento
neuroldgico do feto (FAO 2018 (b)). Destaca-se também sua funcdo nutricional primordial no
crescimento e no desenvolvimento neuroldgico e crescimento das criangas na primeira infancia
(PESSOA et al., 2020).
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Atulmente a producgdo de peixe para consumo esta crescendo, como mostra 0 Anuario do
peixe (2021), houve aumento de 83% nos ultimos 11 anos e de 2019 a 2020 este aumento foi
de 4,9%, atingindo 758.006 toneladas, sendo assim o Brasil se encontra entre 0s quatro
produtores, principalmente de tilapia do mundo. A regido sul responde por 30% desta producao
e Santa Catarina se destaca como terceiro maior produtor deste peixe com 38.559 toneladas
(SCHULTER e FILHO, 2017).

A tilapia é um peixe que se adapta facilmente em qualquer ambiente aquatico,
principalmente onde possui grande contaminacao e ja esta sendo cultivada em 24 dos 27 estados

brasileiros, sendo largamente consumido (EMBRAPA, 2016).

O cultivo deste peixe no pais ocorre através da aquicultura, normalmente em um espaco
confinado e controlado, o sitema utilizado é o de viveiros escavados contendo agua doce e em
tanques-rede. Na &gua salgada, no caso da piscicultura marinha, predominam os tanques-rede
(EMBRAPA, 2017).

Para que esta fonte de proteina seja ofertada e consumida dentro das normas de seguranca
alimentar e atenda as necessidades alimentares dos consumidores com a qualidade desejada, 0
local onde estes peixes se reproduzem deve estar livre de contaminacdes (PENHA et al., 2020).
Dependendo do nivel de contaminantes existentes neste peixe e da quantidade ingerida, tempo
de consumo, pode gerar sérios problemas a salde, como prredisposicdo a doengas

cadiovasculares e nerurotoxicas, além de cancer (SILVA, SANTOS, 2016).

O Brasil e alguns paises enfrentam problemas diversos em relacdo a contaminacéo dos
rios pelo esgoto doméstico, indutrial e de sistemas de aquicultura, sendo que a maior parte do
esgoto ndo tratado € despejado em cursos de agua sem tratamento prévio, contaminando
também a vida aquatica, refletindo diretamente sobre a satide das pessoas que consomem peixes
oriundos destes locais. Pela presenca de substancias quimicas de pesticidas e fungicidas
utilizados na agricultura, depositados nas aguas, e que podem se concentrar no masculo dos
peixes; e dos metais como o Cadmio (Cd?*), Chumbo (Pb?*), Cromo (Cr®*) e Mercurio (Hg?+),
Aluminio (AI**) Zinco (Zn?"), que em graus variados, a médio e longo prazo, podem afetar a
salde da populacdo (ROCHA, 2015; LIMA et al., 2015).

A cidade de Joinville-SC conta com um rio muito importante que pode estar sofrendo
este tipo de poluicéo principalmente de metais pesados, a bacia do Rio Cachoeira, local onde
se observa a pesca de peixe para consumo. Situa-se na regido central da cidade de Joinville,

abrange 83,12 Km?2 de extensdo e representa 7,3% da area do municipio, tem sua nascente
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localizada no bairro Costa e Silva, a 40 metros de altura do nivel do mar e sua foz é caracterizada
por estuario sobre influéncia de marés e onde se encontram areas com remanescentes de
manguezais (ZSCHORNACK, 2016).

Ao longo do canal principal, o rio Cachoeira, principal rio da bacia, recebe a contribuicdo
de varios afluentes, destacando-se os rios Itaum-Acu, Bucarein, Jaguardo, Mathias, Morro Alto,
Mirandinha e Bom Retiro (ZSCHORNACK, 2016).

Assim, o0 presente estudo visou investigar os efeitos toxicoldgicos pré-clinicos em ratas
expostas ao consumo da carne de peixe da bacia hidrografica do rio Cachoeira, que podem
oferecer possiveis riscos & saude dos consumidores devido a contaminagdo por esgoto
residencial e industrial promotor de poluic¢do do rio. Poluicdo confirmada pela variagdo espaco
temporal de indice de qualidade da 4gua (OLIVEIRA et al., 2017) e da contaminag&o apontada
por (SOUZA, MORASSUTTI, DEUS, 2018). Também avaliar possiveis contaminagdes por
metais pessados em peixes de cultivo, ofertados a estes animais, a fim de verificar nivel de
contaminacdo dos peixes criados nos dois ambientes, rio e local confinado e controlado, bem

como efeitos para organismo dos animais.

Dada a percepcao da realidade social em relacdo a pratica da pesca de peixe neste
rio geralmente para consumo confome mostra as figuras 1,2,3,4, o qual recebe efluentes de
varias origens, inclusive de industria quimica, surgiu a preocupagdo com a exposicao da
populacdo que consumir este peixe, em longo prazo, aos possiveis contaminantes, em especial

metais pesados, recebidos pelo rio que podem estar bioacumulando na carne do peixe.
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1.1 Interdisciplinaridade

As questdes ambientais sdo voltadas para os temas que envolvem o equilibrio dosistema
e ecossistema e relacdo dos seres vivos com o planeta, a forma que 0 homem usae mantém a
natureza e 0 Seu espaco na terra, a garantia do desenvolvimento equilibrado com uso consciente
e sustentavel dos recursos naturais, atendo-se aos limites da exploracéo destes recursos, que
sdo finitos e dos quais o ser humano depende para garantirsua sobrevivéncia neste planeta, com
qualidade ambiental. Podemos considerar que os danos ao meio ambiente sdo uma grave
violacdo dos direitos humanos e que porconseguinte também afeta a producdo de alimentos
saudaveis influénciando na garantia de vida de todos seres humanos (MACHADO &
GARRAFA, 2020; JUNIOR & PEREIRA, 2017).

Para manutencdo da vida dos seres humanos, as escolhas alimentares sdo de suma
importancia, e para tal os alimentos precisam ser nutritivos e de boa qualidade, consumidos de
forma segura no que tange a presenca de contaminantes que coloquem emrisco a salde do ser
humano (VITOLO, 2015).

Para compreender como diversos contaminantes despejados no meio ambiente
contaminam os alimentos e, respectivamente, a salde, é preciso de estudos interdisciplinares
(TRAJANO, 2010) que verifiguem como a exposi¢cdo as fontes ambientais dos alimentos
relacionam-se com alteracgdes fisioldgicas significativas em curto, médio e longo prazo.

Assim, a inter-relagdo do estudo proposto de investigacao dos efeitos toxicologicos pré-
clinicos em ratos expostos ao consumo de carne de peixe da bacia hidrogréafica do rio Cachoeira
apresenta um problema discutido sob o olhar interdisciplinar das areas da engenharia e

toxicologia ambiental, bioquimica e hematologia clinicas e nutricao.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os possiveis efeitos tdxicoldgicos pré-clinicos em ratas expostas ao

consumo de carne de peixes da bacia hidrografica do rio Cachoeira.

2.2 Objetivos Especificos

e ldentificar tipos de metais pesados contidos na carne dos peixes do rio
Cachoeira e cultivo através de anélise dos metais pesados Cadmio (Cd?* ),
Chumbo (Pb?"), Cromo (Cr®*) e Merclrio (Hg?+), Aluminio (AI**) Zinco
(Zn?).

e Verificar as possiveis alteracBes bioquimicas e de estresse oxidativo
nas ratas da raca Wistar apds oconsumo de peixe cozido, pescado no rio

Cachoeira e do peixe de cultivo em diferentes periodos por 1, 3, 6, 9 e 12 meses.

e Verificar as possiveis alteracdes sobre os parametros de estresse oxidativo e
bioquimicos em plasma, eritrécitos, rim, figado, coragdo, bago e cérebro de
ratas da raca Wistar apds o consumo de peixe cozido, pescados no rio
Cachoeira e de cultivo por diferentesperiodos de 1, 3, 6, 9 e 12 meses .

e Discutir as relacdes de causa e efeito entre 0s possiveis toxicantes e as
alteracGes fisiol6gicas encontradas nos periodos de 1, 3, 6, 9 e 12 meses de

ambos 0s peixes consumidos
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Proteina da carne de peixe

A proteina € um macronutirente que desempenha diversas fungdes no organismo, como
producdo de novas proteinas, enzimas, formacdo de diversas células que formam os érgéos
internosalém dos musculos, 0ssos, células sanguineas e de defesa do sistema imunoldgico.
Suas fontes alimentares incluem carnes, ovos, leite e peixe (animais), feijdo, grao-de-bico,
lentilha, amaranto, chia, aveia, semente de canhamo, tofu e leites vegetais. A proteina animal
é considerada de maior valor biologico, por conter células que se identificam melhor com as
do corpo humano, tornando-as melhor aproveitaveis (ARAUJO et al., 2013; GUYTON,
HALL, 2011). O peixe ¢ fonte de proteinas de alto valor biol6gico, &cidos graxos insaturados
e vitaminas, bem como apresenta baixo teor de colesterol, constituindo uma opcéo de
consumo mais saudavel do que as outras carnes (LEE et al., 2016).

Estima-se que o pescado represente 16,7% de toda a proteina animal consumida por
humanos no planeta e 6,5% de toda a proteina, considerando as duas origens, animal e
vegetal (HU et al., 2019). Estes valores sdo superiores ao das carnes de suino, frango,
bovino, ovino e caprino, as mais consumidas na sequéncia (FAO, 2014). O peixe representa
aproximadamente 20% da média de ingestdo per capita de proteina animal, uma rica fonte
de proteinas de alta qualidade e de facil digestibilidade (FAO, 2016). A projecdo do consumo
global de peixes de 2016 para 2030, é chegar a 60% do consumo desta fonte de proteina
animal pela FAO (2018 (a)).

Em relacdo a qualidade nutricional dos peixes , podemos destacar que séo
divididos em dois grupos, 0s peixes magros e peixes gordos, 0 que define esta
caracteristica é a idade, estado bioldgico, tipo de nutricdo, tempo de alimentacdo e
temperatura da agua. Um dos valores nutricionais do consumo de de alguns peixe se  da
pela sua composicdo lipidica de acidos poli-insaturados ®3, composto pelos
eicosapentaenoico (EPA C25, o3) e docosaexanoico (DHA C 22,6 ®3), que atuam como
preventivos contra doencas cardiovasculares principalmente, e sobre o sistema imunoldgico,
com funcdo anti-inflamatdria, com ag&o positiva na artrite reumatoide e asma (LUZ et al.,
2012).

Para levantar o percentual de proteina contida nos alimentos oriundos do grupo dos

macronutrientes classificados como proteinas, este é calculado para cada 100g do
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alimento, nos peixes, o valor € de 10 a 22% de proteina, sendo esta altamente digerivel e
com qualidade superior das outras fontes alimentares de carnes, por ter reduzido tecido
conjuntivo, conter todos os aminoacidos de forma equilibrada e algumas espécies podem
chegar até 50.000U1 de vitamina A e 45.000U1 de vitamina D, porém peixes mais magros
sdo pobres nestas vitaminas, sendo que as espécies cartilaginosas apresentam apenas
tracos da vitamina D. Esta fonte alimentar proteica conta com as vitaminas
hidrossoltveis: B1, B2, B5, B6, B9 e C, além de célcio, fésforo, potassio, manganés,
cobre, cobalto, zinco, ferro e iodo, também pode estar presente em seus musculos o
magnésio, Cromo e niquel (OLIVEIRA, 2017; FAO, 2010).

3.2. Recomendacéo do Consumo do Peixe para a Saude

O indice minimo de consumo recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude
(FAO 2012-2014) é de 12kg de proteina de peixe por ano por habitante, o que pode ser
alcancado comduas por¢des de 100g/dia 2 a 3 vezes por semana. Por ser esta fonte
alimentar rica em importantes micronutrientes como vitamina D, A, zinco, ferro, iodo,
vitaminas do complexo B, pode auxiliar o combate da deficiéncia destes, o que é um dos
problemas enfrentados por um terco da populacdo brasileira. Ainda, essa caréncia afeta
negativamente o crescimento e desenvolvimento fisico e mental das criancas e pode
aumentar a mortalidade infantil, enquanto no adulto pode levar a letargia, diminuicédo da
capacidade fisica e reprodutiva, declinio da funcdo cognitiva e queda da funcdo do
sistema imunoldgico (FAO, 2010; KENNEDY, 2003).

Ja se vislumbra a crescente procura por alimentos que sejam fonte de proteinas
advindas de peixes, que pode refletir na mudanca de habitos alimentares e melhorar a
qualidade de vida, em virtude do conhecimento sobre os beneficios que o pescado
proporciona, pois o peixe é fonte de gorduras insaturadas que agem na prote¢do contra
doencas cardiovasculares, contribui para o desenvolvimento infantil, principalmente do
feto, especificamente do cérebro e do sistema nervoso, e auxilia no equilibrio alimentar e
no combate a obesidade (SILVA, 2016; FAO, 2018).
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3.3 Seguranca Alimentar do Consumo de Peixe

O consumo de pescado na América Latina e no Caribe Crescera 33% até 2030 e o
maior consumo de peixes comestiveis ocorrerd nos paises asiaticos, representando 71%
(aproximadamente 184 milhdes de toneladas). No Brasil, 0 consumo médio de peixes da
agua doce da pesca de captura continental e aquicultura de agua doce é considerado
bastante baixo - somente 3,95 kg per capita por ano em 2013 - mas na Amazonia, esse
consumo esta préximo de 150 kg per capita por ano, enquanto a América latina e o Caribe
se mantém como regides exportadoras, na Amazoénia brasileira, as familias obtém 30%
da renda familiar com a pesca (FAO, 2018 (a)).

Estima-se que mais de 120 milhGes de pessoas no mundo dependam diretamente das
atividades relacionadas a pesca e 90% dos pescadores. O consumo de peixe ja é uma
escolha de mais da metade do consumo de proteina animal pela populacdo de Bangladesh,
da Indonésia e das Ilhas Salomao (KAWARAZUKA, 2010; FAO, 2014).

O peixe € uma das fontes proteicas alimentares que devem estar incorporadas nas
politicas nacionais e intersetoriais do programa de segurancga alimentar e nutricional,
focado especialmente no apoio aos programas especiais de atencdo a promocdo da
producdo em pequena escala e de arranjos locais (como aquisicdo através de mercados
locais e para refei¢cBes escolares), alem do incentivo ao consumo entre 0S grupos
vulneraveis sujeitos a deficiéncia de micronutrientes, criangas, mulheres gravidas e idosos
(FAO, 2014; HLPE, 2014).

A tilapia possui carne branca de boa qualidade, odor caracteristico agradavel e
auséncia de espinha intramuscular em forma de™Y", sendo de facil filetagem e adequada
para 0 processamento industrial, além de seu baixo teor de gordura e aspecto fibroso e
suculento, gerando uma elevada aceitacdo no mercado consumidor com baixos custo,
importante fonte de lipidios, proteinas, de facil digestdo e alto valor bioldgico, possue
calcio e fosforo e um niveis razoaveis de sddio, potassio, zinco, manganés, alem de ferro
e iodo ( HE et al., 2016).

Conforme o codex alimentarium (ORTEGA 2015), salienta-se atengdo especial e
adequada as normas para coleta, manuseio, manipulacéo e distribui¢do da carne de peixe,
para ndo afetar a qualidade da carne, garantindo que esteja apta ao consumo e que nao
sejam coletados de ambientes aquaticos expostos a diversos contaminantes, como
antibidticos, drogas e demais substancias quimicas, mantendo assim o principio da

seguranga alimentar na oferta deste macronutriente a populacdo (FAO, 2018 (b)).
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A lei n® 11.346, de 15 de setembro de 2006, discorre sobre a regulamentacdo e
garantia da qualidade bioldgica, sanitéria, nutricional e tecnolédgica dos alimentos, bem
como seu aproveitamento, estimulando praticas alimentares e estilos de vida saudaveis
que respeitem a diversidade étnica e racial e cultural da populacdo (BRASIL, 2006). Por
iISSO 0 governo, organizagdes internacionais, setor privado e sociedade civil devem
incentivar o desenvolvimento e utilizagdo de padrdes de certificacdo de sustentabilidade
existentes (ou criacdo de novos) que incluam critérios de seguranca alimentar e
nutricional e facilitem o engajamento de atividades de pequena escala por meio de apoio
adequado e construcéo de capacidade para a producao e cultivo de peixes (HLPE, 2018).

Embora a carne de peixe seja indubitavelmente uma fonte importante de proteina
de facil digestibilidade e com alto valor bioldgico, assim como boa fonte de lipidios poli-
insaturados, vitaminas e minerais, a ingestdo deste alimento pode ocasionar efeitos
indesejados ao organismo humano de adultos e criangas, por estar sujeito ao risco de
acumulacgdo de toxinas oriundas de algas nocivas, bactérias, virus, poluentes, além de
diversos compostos inorganicos e organicos, metais pesados como metilmercuario, cadmio
e estanho organico (STAP, 2012; SOARES & GONCALVES, 2012).

As patologias advindas do consumo podem ser tanto por toxinas produzidas pelo
préprio peixe ou por substdncias toxicas ou micro-organismos contidos na agua
contaminada em que 0s peixes se reproduzem provenientes de areas degradadas e locais
de dejetos e de despejo de lixo. Os contaminantes podem ser principalmente as bactérias
do genero Vibrio, Listeria, monocitogenes e Clostridium botulinum, os virus da hepatite
tipo A (VHA), adenovirus e norovirus (MAGALHAES, 2012).

O nivel de acumulacédo de elementos no peixe € influenciado por fatores abiéticos,
como: natureza e intensidade da poluicdo, pH, alcalinidade e temperatura da agua, e
fatores bidticos, como tamanho, idade, habitos alimentares e ciclo reprodutivo
(MILOSKOVIC et al., 2016). Estudo prospectivo de coorte para a saiude ambiental de
mées e criancas realizado por Kim et al. (2018) verificou que a exposi¢do ao mercurio
durante o inicio da gravidez (presente no sangue materno e do corddo umbilical na hora
do nascimento dos bebés) pode atrasar o desenvolvimento neurologico durante a infancia

(primeiros 3 anos de vida).
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3.4 Producéo e modo cultivo da tilapia

A producdo de pescados é dividida entre a pesca extrativa e a aquicultura. a
aquicultura é o cultivo, normalmente em um espaco confinado e controlado, de
organismos aquaticos de interesse econdmico produtivo, difere em varias modalidades,
destacando aqui a psiculatura. A pesca extrativista é realizada através da pesca manual
do meio ambiente. Na agua doce o sistema de criacdo utilizado é viveiros escavados e
em tanques-rede. Na agua salgada, no caso da piscicultura marinha, predominam os
tanques-rede (EMBRAPA , 2017).

3.5. Ecotoxicologia

Esse ramo da toxicologia ocupa-se da avaliacdo dos efeitos de determinados
contaminantes no meio ambiente, alem dos seus efeitos para 0s seres humanos e as
alteragdes ocasionadas ao organismo por substancias quimicas que podem ser
prejudiciais. Esses compostos podem passar por bioconcentracdo e biomagnificacao,
quando a quantidade de substancias quimicas tdxicas capazes de gerar prejuizo a saude
alcanca niveis tréficos superiores, podendo levar a consequéncias letais (SPARLING,
2016). A contaminacgéo da agua por substancias xenoquimicas bioacumulaveis que vao
se depositando nas diversas matrizes bioticas e abidticas acumulativas influencia
sobremaneira o equilibrio das espécies aquaticas, com potencial para atingir a satde dos
outros seres vivos na terra (SPARLING, 2016).

Os metais pesados contidos no organismo dos peixes e seus efeitos para o ser
humano sdo reconhecidamente um dos principais focos dos estudos de contaminacéo,
destacando-se: Cadmio (Cd*?), chumbo (Pb*?), Cromo (Cr*®) e merctrio (Hg*? )
Aluminio ( Al*?) e Zinco (Zn *?)(LIMA et al., 2015). Patologias como hipertensio
arterial, disfuncéo renal e aterosclerose podem ser desenvolvidas devido ao excesso de
Cd*?, além de enfisema pulmonar, paralisia facial, leses testiculares, gengivite, catarata,
reducdo da capacidade cognitiva infantil e até mesmo cancer, conforme a intensidade e
o tempo de exposicdo. O Pb*2 pode causar toxicidade relevante no sistema nervoso
(trazendo sintomas como irritabilidade, cefaleia,vertigem e perda de memoria), nos
0sS0S e no sistema hematopoiético; pode atravessar abarreira placentaria e contaminar

o feto (TEIXEIRA, 2018). O Cr*® pode levar a dermatite, formar espécies reativas de



26

oxigénio, causar danos no funcionamento do sistema de reparo do DNA, além de ser
altamente cancerigeno, responsavel particularmente pelo cancer de pulmédo (LOZI,
2019).

A toxicidade do Hg*2 para seres vivos é facilitada por sua caracteristica de ndo sofrer
degradacdo ambiental, sendo considerado o metal pesado mais téxico e através da
bioacumulagao e biomagnificacdo no organismo, pode gerar danos irreparaveis (LOPES,
2012). Sao passiveis de dano por excesso de mercurio o sistema nervoso central,
gastrointestinal, cardiovascular e renal (VASCONCELOS, 2015).

3.6.Contaminacao dos rios

A superficie da terra conta com 71% de 4gua em forma liquida e desta, apenas 3%
servem para uso e consumo humano, caracterizada por agua doce, responsavel pela
preservacao da vida neste planeta. Sua importancia vai desde a manutencédo da hidratacédo
da maioria dos seres vivos, como da producdo de alimentos, do equilibrio do clima e a
garantia da existéncia dos lagos e rios. Sessenta por cento da agua doce disponivel esta
concentrada em 10 paises: Brasil, RUssia, China, Canad4, Indonésia, EUA, india,
Colémbia e Congo (RIBEIRO, 2017).

De todos os rios existentes no pais, ja é possivel conhecer os mais poluidos por varias
formas: despejo de &gua com temperatura maior, esgoto, compostos quimicos industriais,
metais contaminantes. A presenca de uma porcentagem maior do que a exigida por lei
contamina os rios a ponto de matar os peixes e outras formas de vida quedependem do
rio (BRASIL, 2019).

A flora e fauna dos ecossistemas aquaticos do Brasil apresentam inumeras
caracteristicas relacionadas com o regime hidrolégico dos grandes rios e areas alagadas e
de vérzeas. Locais de dgua doce, onde aproximadamente 40% do total de 20.000 espécies
de peixes vive e a biota de aguas interiores € muito mais diversa e rica do que a dos
oceanos (RIBEIRO, 2017).

A poluicdo das aguas produz nocivos efeitos ecoldgicos no equilibrio da fauna e
flora, também atinge atividades como turismo (impedindo banhos de mar ou rio) e a
pesca, além da agricultura (irrigagdo e piscicultura) devido a falta de acesso a aguas
proprias para uso em certas localizacdes. Conforme descreve o Artigo 54 da Lei de
Crimes Ambientais (Lei 9605/98) (BRASIL, 1998), € crime causar poluicdo de qualquer



27

natureza em niveis que resultem ou possam resultar em danos a saide humana, ou que
provoguem a mortandade de animais ou a destruicdo significativa da flora.

O esgoto urbano do inicio do século XX era diferente do esgoto do século XXI,
devido a enorme variedade de compostos quimicos produzidos, que sdo posteriormente
langados no esgotourbano, seja doméstico ou industrial, e eu podem trazer diversos efeitos
negativos a vidamarinha, que podem ser deletérios e sinergicos através da soma de diversos

contaminantese refletir na sadde humana (VILLANI, 2017).

3.7 Bacia Hidrogréfica do Rio Cachoeira

A bacia hidrogréfica corresponde a agrupamento de terras escoado por um rio e seus
afluentes, formada nas regifes mais altas do relevo por agua da chuva (ANTONELI,
2007). A bacia hidrografica do rio Cachoeira tem uma area de 81,4 km, perimetro de 59,2
km e extensdo de 16km. Circunda uma regido urbana bem expressiva na cidade de
Joinville (SC), em 72,6% da area urbana (OLIVEIRA, 2017, IBGE, 2016), conforme
mostra a figura 1.

Figura 1: Localizacdo da Bacia Hidrografica do Rio Cachoeira em relacdo

ao estado de Santa Catarina e ao municipio de Joinville.
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Fonte: Oliveira et al., 2017

Para Almeida (1999), os primeiros sinais de polui¢do no rio Cachoeira séo antigose
datam do ano de 1877. No inicio do século passado, quando 0 mesmo ainda possuia aguas

limpas e era possivel obter dele varias espécies de peixes. Nas primeiras décadas do
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século XX, eram comuns também os banhos pablicos. A partir da década de 30, quando
o0 porto de Joinville possou por aumento relevante de movimento, o rio Cachoeiracomecou
a ser explorado como meio de escoamento da producdo de madeira e dos produtos do
moinho de trigo. Essa movimentacdo durou pelas duas décadas seguintes, porém ainda
era possivel pescar e tomar banho no rio.

Com o0 aumento da industrializagdo e o crescimento populacional do municipio,
ocorreu aumento preocupante da quantidade de residuos lancados no rio Cachoeira,
poluindo-o em varios pontos, tornando-o impréprio para banho e pesca, comprometendo
toda a vida aquatica, e devido a toda sua extensdo passar pela area urbana, a contaminagao
foi sendo cada vez mais favorecida, devido ao despejo de residuos de diversos produtos
além do esgoto doméstico (ZSCHORNACK, OLIVEIRA, 2016).

Entretanto, a contaminacédo do rio Cachoeira continua ocorrendo, apesar de existirem
leis especificas na cidade que regulamentam esta conduta, como a Lei complementar n°
29, de 14 de junho de 1996 (BRASIL, 1996), que institui o cddigo municipal do meio

ambiente capitulo 1X da polui¢édo das aguas:

Art. 18 — E proibido o lancamento, direto ou indireto em corpos d*agua, de qualquer
residuo, solido, liquido ou pastoso em desacordo com os pardmetros definidos na
resolucdo Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, e legislacdo estadual
Art. 19 - Todo e qualquer estabelecimento industrial ou de prestacdo de servigos
potencialmente poluidor de &guas, devera possuir sistemade tratamento de efluentes
liquidos cujo projeto seja aprovado pela FUNDAMA(LEI COMPLEMENTAR N° 29,
DE 14 DE JUNHO DE 1996”.

Trazendo para um cendrio mais atual, o estudo de Coan (2019) verificou as
caracteristicas da agua e de peixes coletados do rio Cachoeira e encontrou Chumbo (Pb?*),
Cromo (Cr®") Zinco (Zn?*), (Ni?*) e (Cu?*) naagua e principalmente no figado dos peixes.
Né&o foi encontrada toxicidade aguda,porém a exposicdo cronica a &gua ou ao sedimento
deste rio perturbou a fecundidade domicrocrustaceo Daphnia magna, também houve
fitotoxicidade importante sobre a semente de Euruca sativa, evidenciando que o rio
Cachoeira ja apresenta efeitos txicosaos organismos testados, ainda que cronicos e de
menor grau, mas gque colocam em riscoa manutencdo adequada deste ecossistema.

Portanto verificou-se que a pesca neste rio € uma pratica entre varios cidadao da
cidade de Joinville conforme mostram figura 2, 3,4 e 5, ao consumir este peixe podem

vir a desenvolver alguns problemas de salde, através dos contaminantes presentes nesta
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fonte de proteina tanto a amédio como a longo prazo conforme mostra as figuras 2,3,4.5

abaixo,

Figura 4: Pescaria com rede
na ponte do rio
Cachoeria 01/06/2018

Figura 2 e 3:Pesca no rio Cachoeira 7/12/2014

Fonte: You tube Fonte: You tube Fonte: Google

Figura 5: Pescaria esportiva de tilapias no Rio Cachoeira no centro de Joinville
em frente ao teatro do Bolshoi - 8/06/2015

Fonte Google

3.8 Ictiofauna do Rio Cachoeira

Conforme estudo de Pinheiro e Dalcin (2017), foram encontrados 899 peixes,
pertencentes a 22 espécies, com predominancia das familias da ordem Characiformes e
Siluriformes com seis espécies, seguidos dos Cyprinodontiformes, com cinco espécies e
Gymnotiformes, Synbranchiformes e Perciformes (uma espécie cada). O peixe da espécie
Hoplias malabaricus, Classe Osteichthyes, Ordem Characiformes, conhecida

popularmente como traira, com grande capacidade de resisténcia para viver e se
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reproduzir em ambientes com pouca oferta de oxigénio, e caracteristica de rios de agua
doce, também pode ser encontrado no rio Cachoeira. (IBGE, 2016).

A tilapia (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) apresentada na figura 4,escolhida
para o estudo proposto, também encontrada no Rio Cachoeira da cidade, esta distribuida
em aproximadamente 70 espécies e subespécies: Oreochromis, Sarotherodon,
Petrotilapia e Tilapia, oriundas do continente africano, rio Nilo e o lago Vitéria, seus
principais nichos ecoldgicos primitivos e originais. Utilizada como fonte alimentar pelos
egipcios ha 4 000 a.C e esta fonte proteica de alimento é encontrada na Africa, Asia,
Europa e América do Norte e do Sul, é uma espécie cultivada em aproximadamente 140
paises (ZANIBONI, 2004; FAO, 2014).

Este peixe foi introduzido no Brasil de forma experimental em 1953 e adaptou-seas
modificacbes de clima e ambiente, ambientes marinhos com grande poluicdo e
contaminacdo. Atualmente, a tilapia como fonte alimentar oriunda da dgua doce (figura
4) é cultivada em 24 dos 27 estados brasileiros (EMBRAPA, 2016). Sendo a tilapia

utilizada no estudo conforme mostra figura 6.

Figura 6: Tilapia coletada em um mesmo trecho do Rio Cachoeira,

no bairro Costa e Silva (Joinville, Santa Catarina, Brasil).

Fonte: Imagem por Diogo Augusto Moreira (CrBIO n° 81154, 2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos da Pesquisa

Os experimentos foram conduzidos unicamente apds a aprovacgéo do projeto de pesquisa
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) central da UNIVILLE (Parecer 01/2019).

4.2 Desenho e Local do Estudo

Este foi um estudo pre-clinico experimental, realizado na Universidade da Regido de
Joinville (UNIVILLE), conduzido no biotério e nos laboratérios de praticas farmacéuticas e de

analise instrumental.

4.3 Estudo Experimental in vivo

Foram utilizados Rattus norvegicus albinos da raca Wistar, fémeas, com peso médio
inicial de 100g, provenientes do Biotério da Universdade Regional de Blumenau (FURB — SC).
Os animais foram recebidos com 21 dias de idade, acomodados (4 por gaiola) e aclimatados
por 7 dias no biotério da Universidade da Regido de Joinville para adaptagcdo. As salas de
manutencdo dos animais eram mantidas em ciclo de 12h claro/escuro (luzes ligadas as 7:00 h e
desligadas as 19:00 h), temperatura entre 22 + 2 °C e umidade entre 50 + 5%, com sistema de
exaustdo de ar. Os animais tiveram livre acesso a racdo e agua durante o periodo de
aclimatizacdo. Durante a oferta de peixes do rio Cachoeira e do cultivo para 0s animais, 0s
mesmos ficavam 8 horas em jejum no periodo anterior, para garantir o consumo do peixe e néo
ultrapassar a quanidade de proteina ofertada, somada a racdo. Os experimentos foram realizados
conforme o disposto na Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis
a utilizacdo de animais em ensino e/ou pesquisa, especialmente as Resolu¢Ges Normativas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA (2012) e as

recomendagoes exigidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, (1996)”.
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Apos a aclimatacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em grupos que foram
expostos por diferentes prazos (1, 3, 6, 9 e 12 meses) a carne de peixe de cultivo ou do rio

Cachoeira, conforme a tabela abaixo:

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais.

Periodo de Dias da Grupo Grupo Grupo Total de
exposicdo dos  semana controle peixe de peixe dorio animais por
grupos cultivo Cachoeira grupo

1 més 2° Racéao Racéao Racao 8
3 meses 3° Jejum 8h  Jejum 8h Jejum 8h 8
6 meses 40 Racao Peixe Peixe 8
9 meses 50 Racéo Racéo Racao 8
12 meses 6° Jejum 8h  Jejum 8h Jejum 8h 8

Sabado Racéo Peixe Peixe 8
Domingo Racao Racao Racao 8

Os animais do grupo controle receberam racdo padrdo (Nuvilab®) e os animais dos
grupos experimentais receberam duas porcdes por semana de carne de peixe. Oito horas antes
do fornecimento da carne de peixe foi retirada a ragéo das caixas de todos os grupos, inclusive
o controle. Os animais foram expostos a carne de peixe pelos periodos de 1, 3, 6, 9 € 12 meses.

Para definicdo da porcao de peixe ofertada a cada 15 dias para cada rata, utilizou-se a
recomendacdo da OMS (2014) de consumo de 12Kg de peixe ano para um adulto de 70Kg (uma
porcdo de 125¢/70 Kg duas vezes por semana) .Ou seja 1,78mg de carne de peixe foi
multiplicada pela massa corporal de cada animal, que foi pesado quinzenalmente.

Um dia apds o término de cada periodo de exposicdo, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo para coleta de sangue total, e excisados o bago, cerebelo, coracdo, cortex

cerebral, figado e o rim direito.

4.4 Preparo das Amostras

4.5 Escolha e Coleta dos Peixes
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Foi selecionada a tilapia para este estudo por ser um peixe bastante consumido entre 0s
brasileiros, ter uma 6tima relacéo custo/beneficio para os consumidores, devido a sua carne ser
considerada uma proteina de alto valor biolégico e textura firme. Este peixe também pode se
desenvolver em ambientes adversos, tem habito alimentar onivoro, alimenta-se de todo tipo de
material organico disponivel na agua, moluscos, sementes, vegetais de qualquer espécie,
crustaceos, entre outros (BEMVENUTI, FISCHER, 2010).

Os peixes de cultivo selecionados foram tilapias do Nilo Oreochromis, provenientes de
cultivo em monocultura de til&pias em viveiro escavado arragoado, localizado na Estrada
Quiriri na cidade de Joinville-SC. O local de cultivo € assistido regularmente pela equipe do
setor de psicultura da unidade de desenvolvimento rural da Secretaria de Agricultura e Meio
Ambiente que faz regularmente a analise da agua de cultivo e confirmou que os parametros de
cultivo discriminados estdo dentro do ideal para a tilapicultura (anexo 1). A racdo que foi
ofertada aos peixes omnivoros possui 30% de proteina bruta (marca Nicoluzzi). Os peixes
foram capturados em triplicata, com auxilio de redes, armazenados em caixa térmica e
imediatamente entregues para a pesquisadora para posterior limpeza e congelamento a -18°C
até a hora do preparo. A coleta se iniciou na mesm data que o0s peixes do rio Cachoeira e na
frequéncia igual.

Os peixes do rio Cachoeira também foram tilapias do Nilo Oreochromis, coletados
seguindo a metodologia de Lima et al. (2013), com o auxilio de redes, sendo capturados 3
peixes da mesma espécie, armazenados em caixas de isopor com gelo até a chegada ao
laboratério de toxicologia da UNIVILLE, onde foram medidos e pesados. A coleta do peixe
ocorreu a cada 6 meses, periodo seguro para armazenamento e manutencdo da qualidade da
carne para consumo. Todas as por¢oes foram congeladas limpas.

A coleta dos peixes foi iniciada em dezembro de 2020, durante o dia, sempre
considerando a condicdo de auséncia de chuvas de, no minimo, dois dias antes das coletas e
levando-se em conta a facilidade de acesso e a presenca da espécie alvo (PINHEIRO et al.,
2017). As tilapias foram coletadas no rio Cachoira conforme as coordenada geografica
26°16084” S 048°51.880° W), no bairro Costa e Silva, em Joinville (SC), primeira coleta e
(26°16'01’S - 48°51'40”W), proximo a escola Geovani Pascoalini Franco, no bairro Costa e

Silva, em Joinville, Santa Catarina, segunda coleta. Como mostra anexo A e B.

Os peixes foram coletados utilizando tarrafas de malha entre nds de 4cm e redes de

emalhe, com 8 metros de comprimento e 1 metro de largura, com malha entre n6s de 6¢cm
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(Figura 7B). Apo6s a captura, os individuos eram identificados ao menor nivel taxonémico
possivel para confirmar que se tratava da espécie alvo, colocados em sacos plasticos, pesados,
etiquetados, lacrados e acondicionados em caixa térmica com gelo (Figura 6). Foram coletados
19 individuos, totalizando 5100 g de tilapias. Os procedimentos de coleta adotados possuem
autorizacdo SISBIO n° 10476-3 e foram realizados pela Equipe de bidlogos Diogo Augusto
Moreira, (Biologo - CrBio 81154) e Johnatas Adelir-Alves (Bidlogo - CrBio 053967), conforme
ilustrado na figura abaixo.Figura 7:

Figura 7: Local onde os peixes foram capturados. A - Individuo sendo retirado da rede de

emalhe, B — pesagem, C e D - confirmacéo taxonémica.

Fonte: Diogo Augusto Moreira (CrBio n°® 81154, 2020).

4.6 Preparo da carne de peixe para analise quimica dos metais pesados

As andlises de concentracdo de metais pesados na carne de peixe foram conduzidas por
espectroscopia de emissdo atdbmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) em aparelho
Avio 200-Perkin Elmer, adaptadas das metodologias de Sanches Filho, Fonseca e Holbig
(2013) e de Uysal, Emre e Kdse (2008).

Foram pesadas 5g de cada amostra de carne cozida de peixe de cultivo e do rio
Cachoeira, que foram colocadas em liofilizador por 24 horas. Apds secagem, restaram 3,40 g
da amostra da carne de peixe de cultivo e 3,22g da amostra de carne de peixe do rio Cachoeira.
A cada amostra foram adicionados 10mL HCI (20%) + 4mL de HNO3 (50%), colocadas na
chapa de aquecimento a 90°C e deixadas por 30 minutos em refluxo. Em seguida as amostras
foram filtradas para um baldo de 100 mL e avolumadas com agua Milli-Q. A analise dos metais

pesados Cadmio (Cd*?), chumbo (Pb*2), Cromo (Cr*®) e mercurio (Hg*™?) Aluminio (Al*?) e
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Zinco (Zn*?) foram realizados para verificar a presenca dos mesmos na carne do peixe do rio
cachoeira e do cultivo.

Todo o material utilizado no preparo da amostra foi lavado com uma solucéo de Extran e
agua e, apos, colocado em acido nitrico a 10% (v/v) durante pelo menos 24 horas. Apds imerséo
no acido, o material foi lavado sete vezes na agua Milli-Q. Os resultados da analise de metais

foram expressos em ppm (mg/L).

4.7 Preparo da carne do peixe para consumo das ratas

A selecéo e preparacdo da carne dos peixes para 0 consumo dos animais seguiu as normas
de seguranca alimentar da Resolucdo RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004, que dispde sobre
Regulamento Técnico de Boas Préticas para Servicos de Alimentacdo (ANVISA, 2004). Logo
apos o peixe ser pescado, foi limpo, eviscerado e suas escamas e cabeca retiradas. A carne dos
peixes de cultivo e do rio Cachoeira foi separada dos espinhos e apenas a carne crua, em forma
de filé foi embalada individualmente ou no maximo dois filés em sacos plasticos, transparentes,
selecionados de acordo com a norma RDC n° 259/2002 (ANVISA,2002), mantida em

temperatura entre -18°C e -20°C até 0 momento do descongelamento e cocgdo da carne.

O descongelamento da carne ocorreu em condicdes de refrigeracao a temperatura inferior
a -5 °C, para evitar que as areas superficiais deste alimento se mantivessem em condi¢cfes
favoraveis a multiplicagdo microbiana. A coccdo foi realizada em recipiente de vidro, apenas
em agua potavel sem adicdo de tempero, em temperatura de 150°C por 10 minutos (BRASIL,
2004).

Ap0s o0 cozimento, a carne do peixe foi resfriada, separada em porcdes e em seguida
congelada entre -18°C e -20°C, embalada em sacos plasticos conforme a RDC n° 259/2002 para
garantir a seguranca nutricional deste alimento e minimizar o risco de contaminagdo cruzada.
A carne foi descongelada em forno de micro-ondas por 2 minutos antes de ser oferecida a cada
animal. Em seguida, foi acondicionada em bolsa térmica para transporte até o biotério, onde
pesou-se cada porcdo em balanca de precisdo (BRASIL, 2018 (b); Cribb et al., 2018).

A carne de peixe foi ofertada aos animais duas vezes por semana, ap6s um periodo de 8
horas de jejum. Cada animal foi colocado individualmente em uma gaiola, para garantir que

cada um consumisse sua porcdo, e apés verificagdo do consumo total da porc¢éo, eles foram


http://www.organicsnet.com.br/wp-content/uploads/2015/12/ANVISA-Normas-Rotulagem.pdf
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recolocados na caixa maior junto com os demais animais do seu grupo e racdo a vontade foi

disponibilizada novamente.

4.8 Sangue total

Para analise dos parametros hematoldgicos foi obtido de sangue dos animais por meio
de decapitacdo e acondicionado em tubos com e sem 4cido etilenodiamonotetracético
tripotassio (EDTA K3). O sangue foi centrifugado a 1000 x g por 10 minutos para separacao
de plasma e soro, que foram mantidos em freezer. O sangue recém-coletado foi utilizado para
anélise de parametros hematoldgicos e confec¢do de lamina para contagem diferencial de
células sanguineas (LIMA et al., 2017).

4.9 Eritrécitos

Os eritrécitos foram lavados 3 vezes com solucdo salina gelada (0,153 mol/L cloreto de
sodio) e os lisados foram preparados pela adicdo de 1mL de agua destilada para 100uL de
eritrocitos lavados e congelados.

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, os eritrocitos foram
congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por 10 min. O sobrenadante

foi diluido para conter aproximadamente 0,5mg/mL de proteina (LIMA et al., 2017).

4.10 Tecidos

O figado, rim, coracéo, baco e estruturas cerebrais (cortex e cerebelo) foram removidos,
decapsulados e mantidos em gelo com tampéo salina (154 mM NaCl, 5 mM Tris—-HEPES, pH
7.5). O homogeneizado (15%) (p/v) foi preparado em tampé&o adequado, conforme metodologia
a ser empregada, usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado foi
centrifugado ax3.000g a 4°C por 15 minutos para remocao de residuos celulares e o
sobrenadante estocado em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior determinacdo da
atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GSH-Px) e de estresse oxidativo (TBA-RS,
PC e contetdo total de SH).
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Os parametros bioquimicos de funcdo hepatica (TGO e TGP), tireoidiana (TSH, T4L e

T3) e renal (creatinina) foram mensurados por processo automatico no aparelho Advia Centaur

Immunassay System da Siemens (laboratdrio Santa Helena de Jaragua do Sul - SC). Demais

parametros bioquimicos foram mensurados por espectrofotometria no laboratério de Praticas
Farmacéuticas da UNIVILLE utilizando kits da Labtest (tabela 2).

Tabela 2: Parametros bioquimicos mensurados.

Teste
Albumina

Acido Urico

Glicose

Colesterol total
Triglicerideos
Colesterol HDL
Colesterol LDL
Colesterol VLDL

Lactato

Creatinina
Ureia
AST
ALT

Proteinas Totais

Reagente /Laboratorio
Kit Liquiform (referéncia 133 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 73 da Labtest)

Kit Liquiform (referéncia 133 ou 84 da
Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 76 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 87 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 13 da Labtest)
Calculado pela equacgéo de Friedewald
Calculado pela equacgéo de Friedewald
Kit Liquiform (referéncia 116 da Labtest)

Kit Liquiform (referéncia 35 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 27 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 109 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 108 da Labtest)
Kit Liquiform (referéncia 99 da Labtest)

4.12 Afericao dos Parametros Hematologicos

Orgéo alvo/funcéo
Figado
Metabolismo de
proteinas e fungédo
renal
Metabolismo de
carboidratos
Lipidograma
Lipidograma
Lipidograma
Lipidograma
Lipidograma
Metabolismo de
carboidratos
Rim
Rim
Figado
Figado
Figado

Os parametros hematol6gicos foram mensurados por processo automatico de leitura de

luz e impedancia elétrica por meio de automacao com o aparelho Pentra 60 da marca Horiba
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ABX. Foram avaliados os parametros da série vermelha (hemograma): hemoglobina, VCM
(volume corpuscular médio), contagem de eritrécitos, RDW (Red Cell Distributtion Width),
indices referentes a concentragdo de hemoglobina e anélise microscépica do esfregaco
sanguineo para observagéo de alteragdes de forma e cor dos eritrocitos. Também foi avaliado o
leucograma (numero total de leucdcitos, neutrdfilos, eosinofilos, linfécitos, mondcitos e

basofilos) e a quantidade total de plaquetas.

4.13 Afericdo dos Parametros de Estresse Oxidativo

4.14 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

TBARS foi determinado de acordo com o método descrito por Ohkawa et al. (1979). A
metodologia de TBARS mensura o malondialdeido (MDA), um produto da lipoperoxidagé&o,
causado principalmente por radicais livres hidroxil. Os tecidos homogeneizados e o plasma
foram misturados com acido tricloroacético a 20% e 0,8% de acido tiobarbiturico e aquecidos
num banho de &gua fervente durante 60 minutos. TBA-RS foram determinadas pela absorvancia
a 535nm. Uma curva de calibragdo foi obtida utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como o
precursor de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento que o dos

sobrenadantes. Os resultados estdo expressos em nmol de MDA por mg de proteina.

4.15 Conteldo total de sufidrilas (SH)

O conteldo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito por
Aksenov e Markesbery (2001), que se baseia na reducdo do acido ditionitrobenzoéico (DTNB)
por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que é mensurado espectrofotometricamente em
412nm. Resumidamente, 50uL de homogeneizado foi adicionado a 1ImL de tamp&o (PB%*) pH
7,4 contendo EDTA 1mM. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 30pL de DTNB 10,0mM e
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram

expressos em nmol TNB/mg de proteina.
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4.16 Conteudo de Proteinas Carboniladas (PC)

O teor de carbonilas foi mensurado através do metodo descrito por Reznick e Packer
(1994), com base na reacéo de carbonilacdo de proteinas com dinitrofenilhidrazina formando
dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido espectrofotometricamente a 370nm.
Resumidamente, 200uL de homogeneizado foram adicionados a tubos de plastico contendo
400uL de dinitrofenilhidrazina 10mM (preparado em HCI 2M). As amostras foram mantidas
no escuro durante 1h e agitadas em vortex a cada 15 min. Subsequentemente, 500uL de &cido
tricloroacético a 20% foram adicionados a cada tubo. A mistura foi submetida a vortex e
centrifugada a 14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante obtido, descartado. O sedimento foi
lavado com 1mL de etanol/acetato de etila (1: 1 v/v), agitado e centrifugado a 14000 x g durante
3 min.

O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600uL de guanidina 6M
(preparado numa solucéo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3), antes de agitacdo em vortex
e incubacdo a 60 °C durante 15 min.

As amostras foram em seguida centrifugadas a 14.000 x g durante 3min e o0 sobrenadante
foi usado para medir a absorvancia a 370nm (UV) numa cubeta de quartzo. Os resultados foram

relatados como conteudo total de carbonilas (nmol/mg de proteina).

4.17 Atividade da Catalase (CAT)

Esse parametro foi mensurado pelo método de Aebi (1984) usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no desaparecimento de
H202 a 240nm num meio de reacdo contendo 20mM de H203, 0,1% de Triton X-100, 10 mM
de tampdo de fosfato de potéassio, pH 7,0, e proteina 0,1-0,3mg/mL. Uma unidade é definida
como CAT lumol de H202 consumido por minuto e a atividade especifica é calculada como
unidades de CAT/mg de proteina.

4.18 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)
Esse parametro foi determinado pelo método de auto-oxidagdo do pirogalol, como

descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de superéxido (O2¢), que é

um substrato para a SOD. Resumidamente, 15uL. de cada amostra, 215uL de uma mistura
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contendo 50 mL de tampéo Tris, pH 8,2 foram adicionados a 1uM de EDTA ¢ 30uM de CAT.
Subsequentemente, foram adicionados 20uL de pirogalol e a absorvancia foi registada
imediatamente a cada 30 segundos durante 3 minutos a 420nm usando um espectrofotometro
Shimadzu UV-visivel. A inibicdo da auto-oxidacao do pirogalol ocorreu na presenca de SOD,
cuja atividade pode ser indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma curva de
calibracdo foi com SOD purificada como referéncia, para calcular a atividade da SOD presente
nas amostras. Uma unidade de SOD ¢é definida como a quantidade de SOD necessaria para
inibir 50% da auto-oxidacéo de pirogalol e a atividade especifica foi relatada como unidades/mg
de proteina SOD.

4.19 Atividade da Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

Esse parametro foi mensurado pelo método de Wendel (1981), utilizando tertbutil-
hidroperdxido como substrato. A decomposicdo do NADPH foi monitorada em
espectrofotdbmetro a 340nm por 4 minutos (espectrofotdmetro Shimadzu UV-visivel). O meio
contétm 2mM de GSH, 0,15U/ml GSH redutase, 0,4mM de azida, 0,5mM de tertbutil-
hidroperoxido e 0,1mM de NADPH. Uma unidade de GSH-Px ¢ definida como Ipmol de
NADPH consumido por minuto e a atividade especifica é apresentada como unidades de GSH-

Px / mg de proteina.

4.20 Proteinas

O teor de proteinas totais foi realizado pelo método de Lowry (1951), utilizando-se

albumina serica bovina como padréo.

4.21 Descarte de residuos

Remanescentes (escamas, espinho, visceras e cabeca) dos peixes capturados foram
colocados em embalagem propria do peixe e o descarte foi realizado em conformidade com as
normas definidas pelo laboratério de toxicologia da UNIVILLE, conforme a normativa 10004
de 1987 e a RDC N° 222, de 28 de mar¢o de 2018 (BRASIL, 2018). As embalagens foram

recolhidas pela Engepasa Ambiental e seu contetdo, incinerado.
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4.22 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao, foram tabulados e analisados
utilizado o programa GraphPad Prism 6.0. Analise de variancia (ANOVA), seguida do pds-
teste de Kruskal-Wallis ou de Tukey, para comparacgao entre os grupos foi conduzida, sendo

valores de p < 0,05 considerados significativos.
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sulfhydiyvl content decreased significantly in cerebellum, liver and heart,
and decreased catalase activity in the liver and superoxide dismutase
activity in the kidneys were also present among rats who consumed fish
meat from Cachoeira river. No modification of hematological parameters
was observed, and only significant decrease of HDL occurred among
biochemical parameters. Analysis of metals in river fish meat showed a
fivefold increase in zinc and aluminum compared to farmed fish meat.
Short-term exposure to fish meat from the Cachoeira River resulted in
increased oxidative stress, liable to be transferred through the food chain,
possibly associated with the increased presence of heavy metals.

L  INTRODUCTION

Food 15 a basic need to ensure survival and to improve
the quality of life of the human bemng, as long as adequate
nutnents are ¢ d for the m e of health The
nutnents are divided according to thetr funchon m the
body wnto macro and mucronutnents and the quantity
consumed 15 defined accordmg 1o the energy needs of each
person and m each phase of life (Ribero et al., 2017)

Protemns can be divided mto vegetable and anmmal
(from meat. eggs. and fish) Protems from fish meat are
extremely wnportant for health and must be past of routine
meals, and its conswumption 15 recommended at least twice
a week Furthermore, fish meat provides vitamins AL E, D,
B1, B2. B3, B6, B9, 1 addition to the munerals calemm
and phospborus, sodmm, p L, g . copper
and cobalt. zinc. won and iodwe. and also contawns all
essential amuno acids m balance (Food and Agricultnure
Organzanon — FAO - 2014). Fish meat 1s also a sousce of
omega 3, a polyunsaturated hipid with direct action m the
prevennon of casdiovascular diseases, non-transmissible
chronsc diseases. and takes part m the neuwrological

development of the fetus and in early childhood (Santos et
al., 2013).

To ensure that fish meat 1s offered and consumed
within food safety standards. the place where fish grow
and reproduce must be free of contaminations, since they
can be transferred to the human body after ingestion in
varied degrees, depending on the quantity. length of
consumption and level of contamination of the food. and
can cause serious health problems, such as predisposition
to cancer. cardiovascular diseases and neurotoxicity (Silva
& Santos. 2016). The determinant for ensuring the
integrity of this source of protein depends on where these
fish come from and how this water resource is constituted
and whether there is eutrophication that will modify its
charactenistics (Macedo & Sipauba-Tavares, 2018).

The problem faced in Brazil and in developing
countries 15 related to most of the raw sewage released
without any prior treatment in water courses. containing
various types of contaminants, which negatively affect the
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aquatic environment, which reflects directly on people's
health, becoming increasingly necessary the adoption of a
practice focused on ble develop g to
mamtan and preserve namral resources (Campos & Kuhn,
2021, Vincze et al , 2015)

Hence, fish commg from a nver with contamnated
water can cause damage to the health of the consumers
the long term. due to the exposure to contamunants such as:
domestic and mndustal effluents, chemical substances
from pesticides and fungicides used i agriculmure, and
heavy metals depouted wm the water and which can
concentrate 1 the fish muscle: cadmum (Cd™), lead
(Pb=2), chromuun (Cr™*) and mercury (Hg™) (Lima et al
2015). The hydrographic basin of the Cachoeira niver 15
located m the central region of the city of Jomville, covers
§3.12 Km* 1 area and represents 7.3% of the city area_ Its
100 source 15 located m the Costa ¢ Silva neighborhood.
40 meters above sea level and s mourh 1 charactenzed by
an estuary under the influence of ndes and where areas
with mangrove remnants can be found (Ribewo &
Olivesra, 2014)

In view of the perception of the local social reality of
consumption of fish meat from the Cachoeira river. which
receives effluents from several origins. including chemical
industry. the concern with the long-term exposure of the
population to possible contaminants received by the river
that may be bioaccumulated in the fish meat arose. Hence,
the present study aims to investigate the pre-clinical
toxicological effects in rats exposed to the consumption of
fish meat from the Cachoeira river basin, which may pose
health risks to consumers due to the routing of residential
and mdustrial sewage causing pollution of the river.
confirmed by the spatial and temporal vanation of water
quality index (Oliveira et al.. 2013).

IL METHODS

Pre-clinical experimental study, carried out at the
University of Joinville Region (UNIVILLE). conducted in
the sectorial bioterium and in the laboratories of
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pharmaceutical practices and instrumental analysis. The
experiments were conducted after approval of the research
project by the UNIVILLE's Ethics and Research
Committee on Animal Use (Opinion 01/2019).

2.1. Expenimental Protocol in vivo

Wistar female albmo Rartus norvegicus, with an
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from the boxes of all groups. including the control group.
The animals were exposed to fish meat for a period of one
month. In order to define the serving of fish offered to
each rat, we used the World Health Organization (WHO)
recommendation (2014) of consumption of 12 kg of fish
per year for an adult of 70 kg (a serving of 125 g/70 kg
twice a week).

average imitial weight of 80-100g, 122 from the Bioterium
of the Blumenau Regional University Foundation were
used (FURB 123 — SC — Brazil). The animals were
received at the age of 21 days, housed (4 per cage) and
acclimated for 7 days in the sectorial biotertum of the
University of the Joinville Region for adaptation. The
animal holding rooms were kept on a 12-h light/dark cycle
(lights on at 7:00 am and off at 7:00 pm), temperature
between 22 £ 2 °C and humidity between 50 = 5%, with an
air exhaust system. The animals had free access to feed
and water. The 128 experiments were carried out
according to the provisions of Law No. 11,794 (Brasil,
2008), and other regulations applicable to the use of
amimals 1n teaching and/or research. especially the
Normative Resolutions of the National Council for the
Control of Animal Experimentation (Marques et al., 2009)
and the recommendations required by “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (Clark et al., 1996)”. After
acclimatization, the animals were divided into groups that
were exposed for one month to fish meat from farmed fish
or from the Cachoeira River. as shown in Table 1:

Table 1. Division of the experimental groups for 1 month
exposition to standard ration, farmed fish and Cachoeira

rver fish meat

This proportion was converted according to the body
mass of each animal which was weighed fortmightly,
resulting in the following calculation for how much fish
would be offered to each animal: 125 g / 70 Kg =
0,001785 ug 149 . 0,00178 pg x body mass of each rat (g)
= amount of fish meat offered. One day after the end of
each exposure period. the animals were euthanized by
decapitation for collection of whole blood, and the spleen,
heart, liver, right kidney, heart, cerebral cortex, and
cerebellum were excised.

2.2. Sample preparation
2.2.1. Blood

Whole blood for the analysis of hematological
parameters was obtained from blood of the rats by
decapitation and conditioned in tubes with and without
ethylenediaminetetraacetic acid tripotassium (EDTA K3).
The blood was centrifuged at 1000 x g for 10 minutes to
separate plasma and serum, which were kept in a freezer.
The freshly collected blood was used for analysis of
hematological parameters and preparation of a slide for
differential blood cell count.

Red cells were washed 3 tumes with <e-<oid saline
1 (0.153 mol/L sodmum chlonide) and lysates were

Day of the | Coatrol Farmed | Cachoewra | Ammals
fish river fish per
week group
group group group
Monday Feed Feed Feed 8
sh gh
Tuesday fuking | fasting 8h fasting 8
Wednesday | Feed Fish Fish H
Thursday Feed Feed Feed 8
8h gh
Fnday Gisting | Sastiog 8h fasting 8
Saturday Feed Fish Fish s
Sunday Feed Feed Feed S

Source: the authors (2022)

The anumals 1 the control group recerved standard
feed (Nunilab®) and the 139 anmmals m the expermmental
groups received 2 servings per week of fish meat Esght
hours before the supply of fish meat. the feed was removed

prepared by adding | mL of disulled water to 100 uL of
washed and frozen red cells. For determunanon of
antioxidant enzyme activity, the red cells were frozen and
thawed 3 times and cenmifuged at 13,500 x g for 10 min
The supernatant was diluted to contam approximately 0.5
mg/mlL proten.
222 Tissue preparation

Liver, kadney, heart. spleen, and bram structures
(cortex and cerebellum) were removed, decapsulated and
kept on 1ce w salme buffer (154 mM NaCl 5 mM Tns-
HEPES, pH 75) The homogenate (15%) (wiv) was
prepared 1 appropnate buffer 175 according to the
methodology to be employed, using Pomer-Elvehejem
bomogemzer {5 pulses) The homogenate was centmfuged
at x3.000 g at 4 °C for 15 mmutes fo remove celllar
debris and the supernatant was stored m ahquots and
stored at -80 °C for later determunanion of the activity of
the antoxidant enzymes catalase (CAT), superoxude
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
and oxidative stress: thiobarbitunc acwd reactive substances
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(TBARS). total sulfhydryl (SH) and carbonylated 181
protein (CP) content.

2.3. Measurement of oxidative stress parameters
23.1. TBARS

TBARS were determined according to the method
described by Ohkawa et al. (1979). The TBARS
methodology measures malondialdehyde (MDA). a
product of lipoperoxidation, caused mainly by hydroxyl
free radicals. Homogenized tissues and plasma were mixed
with 20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric acid
and heated m a boiling water bath for 60 min. TBARS
were determined by absorbance at 535 nm. A calibration
curve was be obtained using 1,1.3 3-tetramethoxypropane
as the precursor of MDA and each point of the curve was

subjected to the same treatment as that of the supematants.
The results are expressed as nmol of MDA per mg of
protein.

2.3.2. Total SH content

Total sulfhydryl content was determined according to
the method described by Aksenov & Markesbery (2001),
which 1s based on the reduction of dithionitrobenzoic acid
(DTNB) by thiols, generating a yellow dernvative,
thionitrobenzoic acid (TNB). which 1s measured
spectrophotometrically at 412nm. Brefly. 50ul of
homogenate was added to 1 mL of buffer (PBS) pH 7.4
containing 1mM EDTA. The reaction was started by
adding 30uL of 10.0mM DTNB and incubated for 30
minutes at room temperature in a dark place. The results
are expressed as nmol TNB/mg protein.

2.3.3. CP Content

Carbonyl content was measured using the method

described by Reznick & Packer (1994). based on the
protein carbonylation with
dinitrophenylhydrazine forming dinitrophenylhydrazone, a
yellow compound. measured spectrophotometrically at 370
nm. Briefly, 200 pL of homogenate or plasma were added
to plastic tubes containing 400 pL of 10 mM
dinitrophenylhydrazine (prepared in 2 M HCI). The
samples were kept in the dark for 1 h and vortexed every
15 min. Subsequently, 500 pL of trichloroacetic acid 20%
will be added to each tube. The mixture was vortexed and
centrifuged at 14.000 x g for 3 min and the supematant
obtained was discarded. The sediment was washed with 1
mL ethanol / ethyl acetate (1: 1 v/v), shaken and
centrifuged at 14000 x g for 3 min. The supematant was
discarded and the sediment resuspended m 600uL of 6M
guanidine (prepared in a 20 mM potassium phosphate
solution. pH 2.3), before vortexing and incubation at 60 °C
for 15 min. The samples were then centrifuged at 14,000 x
g for 3 min and the supernatant used to measure

reaction of
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absorbance at 370 nm (UV) 1n a quartz cuvette. The results
were reported as total carbonyl content (nmol / mg
protein).

2.34 CAT activity

This parameter was measured by the method of Aebi
(1984) using a Shimadzu UV-visible spectrophotometer.
The method used 1s based on the disappearance of H,O, at
240 nm 1n a reaction medium containing 25 uL of sample
and 600 uL of 10 mM potassium phosphate buffer. pH 7.0,
containing 20 mM H>0,. The absorbance was measured
every 10 seconds for 1 minute 40 seconds. One unit is
defined as Ipmol of H,O, consumed per minute and the
specific activity 1s calculated as units of CAT / mg protein.

2.3.5. SOD activity

This parameter was determined by the pyrogallol
auto-oxidation method as described by Marklund (1985). a
highly superoxide (O2¢)-dependent process, which is a
substrate for SOD. Briefly, 15 pL of each sample were
added to 215pL of a mixture containing 50 pM of Tris
buffer, 1 uM of EDTA, pH 8.2, and 30 uM of CAT.
Thereafter, 20 pL of pyrogallol were added and the
absorbance was recorded immediately every 30 seconds
for 3 minutes at 420 nm using a Shimadzu UV-visible
spectrophotometer. The inhibition of pyrogallol
autoxidation occurs in the presence of SOD. whose
activity can be indirectly tested spectrophotometrically. A
calibration curve was performed with purified SOD as
reference. to calculate the activity of SOD present in the
samples. One SOD unit 15 defined as the amount of SOD
required to inhibit 50% of the pyrogallol autoxidation and
the specific activity is reported as units/'mg of SOD
protein.

2.3.6. GSH-Px activity

The measurement of this parameter was performed by
the Wendel method (1981). using tert-butyl hydroperoxide
as substrate. The decomposition of NADPH
monitored in a spectrophotometer at 340 nm for 3 minutes
and 30 seconds (Shimadzu UV-visible spectrophotometer).
The medium contains 90 pL of the sample and 800 pL of
10 mM potassium phosphate buffer. pH 7.4: 20 uL of 2
mM GSH. 30 uL of 0.15 U/mL GSH reductase, 10 uL of
04 mM azide, and 10 pL of 0.1 mM NADPH. The
absorbance was measured every 10 seconds for 1 minute
and 30 seconds. Then, 50 pL of 0.5 mM tertbutyl
hydroperoxide was added and the absorbance read for
another 2 minutes. One unit of GSH-Px is defined as
lumol of NADPH consumed per minute and the specific
activity 1s presented as GSH-Px units / mg of protein.

was

2.3.7. Protein dosage
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The determination of proteins was performed by the
Lowry method (1951). using bovine serum albumin as
standard.

2 4. Measurement of biochemical parameters

The biochemical parameters glutamic oxalacetic
transaminase (GOT) and glutamic pyruvic transaminase
(GPT), thyroid-stimulating hormone (TSH). free thyroxine
(FT4) and tritodothyronine (T3) and creatinine were
measured by an automatic process in the Siemens Advia
Centaur Immunassay System (Santa Helena Laboratory in
Jaragua do Sul — SC - Brazil). The measurement of total
protein, albumin, uric acid. urea, total cholesterol (TC),
HDL cholesterol and triglycerides (TG) were measured by
spectrophotometry in the laboratory of Pharmaceutical
Practices at UNIVILLE using Labtest kits. Blood levels of
VLDL and LDL cholesterol were deduced using the
Friedewald equation.

2.5. Measurement of hematological parameters

The hematological parameters were measured by
an automatic process of light absorption and electrical
impedance reading through automation with the Horiba

ABX Pentra 60 analyzer. The parameters of the red senes
(hemogram) were evalusted  hemoglobin,  mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin
(MCH), cellular hemoglobsn concentration mean (CHOM),
eryvthrocyte count. RDW (Red Cell Dustribunon Width),
wdexes related 10 hemoglobin  concentration  and
microscopac analysis of the blood smear to observe
changes in shape and color of the erythrocytes The
lenkogram  (total number of lenkocytes, peutrophls,
eosmophils, lymphocytes. monocytes, and basoplils) and
the total number of platelets were also evaluated

26 Collectng the fish

Tilagaa wan selocted for thas study becanse 1t v a
widely consnmed fish among Branlians, has a great cost-
benefit relation for consumers, and ity meat 15 considered a
protein of high biological value and firm texture. This fish
can also grow in adverse environments, has omayorous

are within the ideal for tilapiculture. The feed offered to
the omnivorous fish has 30% crude protein (Nicoluzzi
brand).

The fish were captured with nets, stored in
thermal boxes, and immediately delivered to the researcher
for cleaning and freezing until the moment of preparation.
The fish from the Cachoeira River were collected
following the methodology of Lima et al. (2015). with
nets, and 3 fish of the same species were captured, stored
in Styrofoam boxes with ice until arrival at the UNIVILLE
toxicology laboratory. where they were measured and
weighed. The fish were collected at most every 3 months,
a safe period for storage and maintenance of the quality of
the meat for consumption. New collections of fish from the
Cachoeira river always occurred 15 days before all
available frozen servings were consumed, thus maintaining
the collection and consumption period within the 3-month
period. The collection of fish was performed during the
day, always considering the condition of no ramfall for at
least two days before the collections and taking into
account the ease of access and the presence of the target
species (Pinheiro et al., 2015). The tilapia was collected in

the same stretch of the Cachoenta River (coordmates
26"16084'S (OM48°51 880' W), in the Coma e Silva
neighbothood, w Jomville (5C) The fish were collected
ustng 4-cm mesh cast nets and Someter long 1-meter wide
6-cum mesh gillnets

After bemg captured, the mdividualy  were
ideanfied 1o the lowest taxovounc level posuble to
confirm that it wan the target species, placed n plastic
bogs, weighed, labeled, sealed, and stored 10 o thermal box
with ice. Nineteens mdividuals were collected, totaling
5100 g of nlapia The collechon procedures wese
conducted after permpwon from  the Biodiversity
Authotization and Information Systemn (SISBIO) Ne
10476-3 by the bolognts Diogo Augusto Moreira
(Regsanal Council of Biology - CiBio - 81154) and
Johnatas Adelir-Alves (Regonal Council of Biology-
CiBio - 053967)

feeding habits, and feeds on all kinds of organic material
available in the water, mollusks, seeds. vegetables of any
species, crustaceans, among others (Bemvenuti, Fischer,
2010).

The farmed fish selected were Oreochromis Nile
tilapia from a monoculture of tilapia in an excavated and
breeding farm located on Quirin Road in the city of
Joinville (SC). The place of culture 1s regularly attended
by the team of the fish farming sector of the rural
development unit of the Secretary of Agnculture and
Environment. which regularly analyzes the culture water
and confirmed that the discriminated culture parameters
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2.7. Preparation of the fish meat

The selection and preparation of the fish meat for
consumption by the rats followed the food safety standards
of the Collegiate Directorate Resolution (CDR) No. 216.
of September 15, 2004, which provides on the Technical
Regulation of Good Practices for Food Services (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - 2004). Soon
after the fish was caught. it was cleaned, gutted. and its
scales and head were removed. The flesh of the farmed
fish and of the Cachoeira niver was separated from the
bones and only the raw. filleted meat was packed
individually or a maximum of two fillets in transparent
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plastic bags selected according to CDR standard No.
259/2002 (Brasil, 2002). kept at a temperature between
0°C and -2°C until the moment of thawing and cooking of
the meat. The thawing of the meat occurred under
refrigeration conditions at a temperature below 5 °C, to
prevent the surface areas of this food from remaining in
conditions favorable for microbial multiplication.

The cooking was carried out in a glass container,
only in drinking water without any added seasoning. at a
temperature of 150 °C for 10 minutes (Brasil, 2004). After
cooking. the fish meat was cooled, separated into servings
and then frozen at -5 °C, packed i plastic bags according
to the CDR No. 259/2002 to ensure the nutritional safety
of this food and minimize the nisk of cross contamination.
The meat was thawed in a microwave oven for 2 minutes
before being offered to each animal. Next, it was packaged
in a thermal bag for transport to the bioterrum, where each
serving was weighed on precision scales (Brasil, 2018;
Cribb et al. 2018). The fish meat was offered to the
animals twice a week. after an 8-hour fasting period. Each
animal was placed individually in a cage to ensure that
each one consumed its serving, and after verification of
total consumption of the serving, they were placed back in
the larger box together with the other animals in their
group and unlimited feed was made available again.
Leftovers of the thawed fish meat after consumption by the
rats were not reused.

2.8. Heavy metals in fish meat quantification

The analyses of heavy metals concentration 1
fish meat were conducted in triplicate by nductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES)
in an Avio 200-Perkin Elmer instrument, adapted from the
methodologies of Sanches Filho et al. (2013) and Uysal et
al. (2008). 5 g of each sample of farmed fish meat and
from the Cachoeira River were weighed and placed in a
lyophilizer for 24 hours. After drymng. 3.40 g of the farmed
fish meat sample and 3.22 g of the fish meat sample from
the Cachoeira river were left. To each sample 10 mL HCl
(20%) + 4mL HNO3 (50%) were added, and they were
placed on the heater plate at 90°C and left for 30 minutes
in reflux. The samples were then filtered into a 100 mL
flask and volumized with Milli-Q water. All the material
used in the sample preparation was washed with a solution
of Extran and water and then placed in 10% (v/v) nitric
acid for at least 24 hours. After immersion in the acid. the

material was washed seven times in Milli-Q water. The
results of the metal analysis are expressed in ppm.

2.9. Statistical Analvsis
1ation
error
sgical

parameters), were tabulated and analyzed using GraphPad
Prism 6.0 software. Analysis of variance (ANOVA),
followed by Kruskal-Wallis post-test (non-parametric
data) or Tukey's test (parametric data). for comparison
among groups was conducted. with values of p < 0.05
considered significant.

1L RESULTS

No statistically significant differences were observed
for oxidative stress parameters and antioxidant enzymes in
the spleen and cerebral cortex among the groups (Table 2)
and there were no relevant differences between animals
fed with feed and farmed fish. In the cerebellum a
significant elevation of TBARS (24.0%) and a relevant
decrease of SH (30.8%) were observed in the animals fed
with the fish from the polluted niver, and although there
was a decrease in GSH-Px activity, no statistical relevance
was 379 reached (p = 0.104) and no changes 1n the activity
of the other antioxidant enzymes were found. In the heart,
there was a significant decrease of SH (15.9%) and a
relevant increase of the total content of CP (56.2%), but
there were no relevant changes in the activity of
antioxidant enzymes and lipid peroxidation in this organ.
A significant elevation of TBARS (15.9%) and CP
(50.0%) was observed 1n the liver. as well as a relevant
reduction of SH (14.8%) 1n animals that received fish from
the Cachoeira River.

Moreover, the enzymatic activity of SOD suffered
nificant reduction 1n the liver (11.0%) of the
animals that received the fish meat from the polluted river.
In the kidney, the elevation in total CP content did not
reach statistical relevance (p = 0.07). however it is not
msignificant considering that it 1s only one month of
exposure to the food. Among the antioxidant enzymes, a
significant reduction (25.5%) in CAT activity was found in
this organ in the animals fed with the fish meat from the
polluted river. In plasma. a 79.4% elevation of TBARS
was found 1n the group of animals that consumed the fish
meat from the polluted river compared to the other groups.
There was no significant modification of the other
parameters or in the activity of antioxidant enzymes in
erythrocytes (Table 3).

Table 2 - Oxidative stress parameters after one month of
exposure to standard ration, farmed fish, and fish meat

from the Cachoeira river.

o TBARS SH CP
(Grg ) (nmol/mg | (nmol/mg | (nmol/mg
e of protein) | of protein) | of protein)
leca 31£01 |332£15 | 72201
(Feed) ’ . R .
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Spleen R 5 Plasma 6.10 = 2862 = Not
(Farmed) AEERE | Wasld ) eishl (Cachoeira) 0.26%** 0.71 measured
- 2022
CS";C“.’ 31201 | 311+19 | 73202 Source - the authors (2022).
(Cachoeira) * Statistically significant difference between feed and
farmed fish groups (p < 0.05).
Cerebellum ** Statistically significant difference between feed and
= 25 2
(Feed) AL | =L 22 farmed fish groups (p < 0.01).
Cerebellum ~ *** Statistically significant difference between feed and
(Farmed) 42+02 | 222=+13 5101 farmed fish groups (p < 0.001).
Cerebellum . 17.30 = <s Table 3 — Antioxidant enzymes activity after one month of
(Cachoeira) 54203 1.1* 527=01 exposure to standard ration, farmed fish, and fish meat
from the Cachoeira river.
CAT SOD GSH-Px
Cortex &
(Feed) 3102 | 222=07 51%01 Organ (U/mg (U/mg (U/mg
(Group) of of of
C°“°’; 28201 | 225206 | 5.1=01 protein) | protein) | protein)
Grrncdy Spleen (Feed) | 102208 | 98=02 | 37.7=16
Cortex
2:02 2 59
(Cagtivamy | 220 | WA=0T | 5=l Splees 00206 | 97202 | 375=16
(Farmed)
Spleen
120=07 | 95=0.1 36.0=19
363=18 i
Heart (Feed) | 4.0%0.1 55201 (Cachorird)
Heart 353+12 Cerebellum
41=01 5.26=0.2 8=0. 51=0. 264+0.7
(Farmed) (Feed) 68=01 51=01 64=0
Hett | wawen | 220 e Cerebellum | 05201 | 472201 | 204220
(Cachoeira) 13* 0.2%** (Farmed)
ceéeb;n“'.“ 70001 | 469+01 | 25.0=18
Liver (Feed) | 25201 | 896252 | 41202 (Cachociny)
Liver -
Gty | EEL RS | A0R0 Cortex (Feed) | 70201 | 64203 | 288=18
Liver N 76.2 + 6.1+ Cortex y
69=02 64=03 | 280=13
(Cachoeira) 29201 3.9%= 0.2%** (Farmed)
Cortex | 40101 | 73204 | 206213
Kidney (Cachoeira)
3 25=0.1 T+14 34=02
(Feed) o 0
i Heart (Feed 93=05 57=0.1 60.3=3.1
Kidoey | 56201 | 303210 | 33202 Eeed)
(Farmed) Heart
i (Farmed) 91=03 58=01 61.7=20
Y 2601 | 314206 | 40=01
(Cachoeira) Heart _ _
(Cachoeira) 84=03 57=01 60.5=11
Plasma 3482001 31.04= Not
(Feed) 0.98 measured Liver (Feed) | 152=06 | 63=02 | 645=24
Plasma ; 2020= Not Liver -
{amesy | *BHI8 g i (Fameq) | 11505 | 60<01 | 500+15
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Liver Albumin 231=0.19 268 = 2.64=003
5.5 = 5 5. . * - 5 . 5
(Cachoeira) 155=05 6+0.1 585=%35 (@/dL) 0.00
Urea (mg/dL) | 4987486 | 55.84= 53.87=
Kiduey (Feed) | 154206 | 63=01 | 326=13 436 322
- Creatinine 0.73=0.03 067+ | 0.68=001
Kidney e 2
(Farmed) 156=05 64=01 32418 (mg/dL) 0.02
- = Uric acid 162=024 208+ | 200=031
Kidney 115+
68=0.1 338=16 $
(Cachoeira) 0.5% (mg/dL) 026
Total 22220= 207.80= | 18330=
Cholesterol 12.89 7.59 7.01
Erythrocytes 275 5 25.10= me/dL
(Feed) 0.16 593=0.08 120 (mg/dL)
C-HDL 55.00=5.99 ( 31.60+ 26.83 =
Erythrocytes 270= s 2540= ‘mo/dL 2.11* 0.70*
(Farmed) 0.10 630=012 1.52 i
TG (mg/dL) 171.60 = 188.80 = 189.40 =
Erythrocytes 262= 5082016 2376 = 743 511 875
(Cachoeira) 0.08 1.27
C-LDL 132,90 = 136.00 = 115.50
Source - the authors (2022). 15.80 172 =726
* Statistically significant difference between feed and C-VLDL 3432-148 | 37.77= 3780=
farmed fish groups (p < 0.05). ’ 5 l‘ 02 1. 75

The thyroid and kidney functions of the animals were
not significantly modified in any of the groups (Table 4).
The lipidogram showed a significant reduction in HDL
cholesterol for the consumption of both farmed fish and
fish from the polluted river. There was a tendency of
alteration in the hepatic function, verified through the
increase of GTP. but it did not reach statistical significance
(p=0.07).

Table 4 — Biochemical parameters after one month of
exposure to standard ration, farmed fish, and fish meat
from the Cachoeira river-

Feed Farmed Fish from
Parameter ks Fish Cachoeira
@D | @-9 | @=9
TSH (uU/mL) 0.012= 0.013= 0.012=
0.002 0.002 0.001
FT4 (ng/dL) 1442 = 1.548= 1.538=
0.032 0.007 0.005
T3 (ng/mL) 0462 = 0491 = 0.500 =
0.011 0.003 0.002
GOT (UL) 24540 = 280.25= [ 237.00=
26.76 28.01 30.75
GPT (U/L) 67.00= 80.50= 102.66 =
16.04 15.66 922
Total Proteins | 5.91=0.07 571= [ 6.04=0.19
(g/dL) 0.19
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Source - the authors (2022).

* Statistically significant difference compared to the feed
group (p < 0.05).

No statistically significant differences were found
between the groups for the total erythrocyte, leukocyte. or
platelet count, as well as for the differential leukocyte
count and other erythrogram parameters (Table 5).

While farmed fish meat samples showed no relevant
modification of heavy metals content, fish meat from the
Cachoeira River showed an average five-fold significant
increase of AI”® and Zn™. The increase in Cr™® and Cd™ in
the meat from the Cachoeira River compared to the farmed
fish did not reach statistical significance, but this does not
exclude the possibility of bioaccumulation due to chronic
exposure over longer periods of exposure. There was no
significant difference in the amounts of Ni*?, Pb™, Cu™?
and Hg™ among the samples (Table 6).

Table 5 — Hematologic parameters after one month of
exposure to standard ration, farmed fish, and fish meat
firom the Cachoeira river.

Parameter Feed (n= Farmed Fish from
8) fish (n= | Cachoeira (n
8) =8)
Total
476= 426=
leukocytes 0.60 026 4.10=0.76
(x1000/uL) ’ -
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Segmented 1780= 22.00= 17.13+1.00 Cu™ | 0.014= [ 2.940=0.006 3.720=0.019
(%) 217 1.67 WA 0.028
Rod Cells (%) 0 0 0 cd~ 0 0 0.930=0.056
I.ympixpcytes 70.60 = 66.16 = 64874114 Hg™ 0 0 0
(%) 215 149 Source - the authors (2022).
Monocytes 960= 933= '
(%) 0.67 gt AL , —
T X N IV.  DISCUSSION
u(l:‘:l; '6. 54 6.83‘ 325=036 In the present study, among the amimals that
consumed fish meat from the Cachoeira river. a significant
Basophils (%) 0 1.00= 1002026 mcrease in lipid peroxidation was observed in the
025 cerebellum, liver, and plasma, and also an increase in CP
in the heart and liver. A relevant reduction of SH occurred
Total i the heart and liver. These data highlight the increased
ey fnocyies 7.10= T08= | 902000 oxidative stress to which the animals were exposed by
(millio nm']m” 0.14 0.10 consuming fish meat with significantly higher levels of
Al+3 and Zn+2 compared to farmed fish meat. Still, there
Hemoglobin | 14.84= 1431= 1452019 was a decrease of SOD activity in the liver and CAT
(g/dl) 0.22 043 W activity in the kidneys. The hepatic toxicity 1s remarkable,
Hematocrit 3050 = 3861 = X which, 1f considered associated with the elevation of GPT
(%) 0.51 121 3883=048 (even though it did not reach statistical significance). is not
MCV () 3580= 35502 negligible considering that the exposure period was only
55.50=0.32 one month.
0.66 0.61
- IBARS are biomarkers of hpoperoxidation denved
MCH (g) Z%iiz 2%636: 20.80=0.19 from the reaction of malondia]dehl;dl: with thiobarbituric
% : acid (Keshari et al.. 2015). SH groups are the largest and
CHOM (gdl) | 37.34= | 37.05= | 40 5 45 most frequent antioxidants in plasma and the erythrocyte
031 025 T membrane contains high concentration of these groups,
RDW (%) 10.94 = 1080 = : which can be converted by oxidizing agents into disulfide
0.25 023 11.07=0.12 agents and cause denaturation of membrane proteins, and
mntracellular damage can also occur, such as oxidation of
hemoglobin into metahemoglobm (Van Dijk et al., 2020).
oMb ploslets::| 26388 639',?(:= 746'9: CPs are formed by structural oxidative cleavage of
E3000pl) i 1022 3152 proteins, by deamination of amino acids, such as lysine

Source - the authors (2022).

Table 6 - Quantity of heavy metals in fish meat from
farmed fish and from the Cachoeira river

Metal | White Farmed Fish Fish from
(ppm) Cachoeira
A7 | 16.600 10.380 = 56.520 £0.018+
=0.008 0.073
crt 0 1.170=0.029 435=0.007
~2 [ 0.155= 59.700 = 381.900 =
0.006 0.002 0.003==*
Ni? 0 0 0
Pb™ 0 0 0
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and glutamic acid. and therr increase is present m
conditions such as: aging. neurodegenerative diseases,

obesity, diabetes, age-related macular degeneration,
anemia, hepatocellular carcinoma, acquired
mmunodeficiency syndrome (Frijhoff et al., 2015). Due to
the widespread potential for cellular damage caused by the
mbalance between ROS production and antioxidant
defense, the protective elements mclude endogenous
enzymatic and non-enzymatic systems. The former
mcludes the enzymes: SOD. which performs the
dismutation of superoxide ions by accelerating therr
conversion to hydrogen peroxide m the mitochondria and
cytosol; CAT. which converts hydrogen peroxide to water
and oxygen: and GSH-Px, which is the most important
H202 scavenging enzyme using glutathione as a cofactor,
and the non-enzymatic systems include ROS scavengers
such as vitamins A, C, and E (Keshar et al., 2015).
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AT 1s the third most common element i the earth's
crust, has a wide variety of uses, and its concentration in
beverages and food has mcreased because of soil
acidification, which allows greater transfer of this metal to
the aquatic medium, and anthropogenic activities, such as
mining and mdustry. Diet is the maimn form of exposure to
metals, and Al” is found m water, where it 1s added as a
flocculant (Alx(SO4)3), processed foods, packagng, and m
fresh foods (vegetables and fruit) due to its presence in the
soil. Also, utensils containing AI™ are responsible for its
mereased presence in the diet. However. it has no function
m the human and anmmal orgamism and tends to
accumulate in the brain, bones, liver and kidneys. so that
chronic exposure can cause relevant toxicity, since Al
can: interfere with the function of calcium and replace it m
bone mineralization and cell growth, as well as increase
the stability of iron regulatory protein 2 (cytosolic protem
that helps maintain iron level), trigger the development of
Alzhemmer's disease and other neurological and cogmtive
disorders (Hardison et al., 2017).

The pathophysiological mechanisms surrounding A1
toxicity include very basic cellular functions, such as
enhancement of oxidative stress damage. which results in
oxidation of proteins and lipids by free radicals (Igbokwe
et al, 2019) and decreased activity of the antioxidant
enzymes CAT. SOD and GSH-Px (Slaninova et al., 2014),
mn addition to disrupting calcium-mediated intracellular
signaling. which will systematically lower cellular
defenses. inhibit enzyme action, and mmpair mitochondrial
function, thus making it a great villain of the tissues in
which 1t accumulates, and can cause anything from anemia
and hepatic or renal toxicity to neurodegenerative and
reproductive diseases (Exley, 2014).

Yuan et al. (2012) found significant accumulation of
AICI3 1 newbom rats exposed for 14 days
intraperitoneally once a day (doses of 0.7 and 35 mg/Kg of
AlCI;) in the cerebellum, hippocampus, and diencephalon
of the animals, in addition to significant increase of
TBARS and decrease of SOD activity but increase of
GSH-Px activity in these regions. The authors explain that
brain tissue 1s more susceptible to oxidative damage
because it consumes more oxygen, has more

polyunsaturated fatty acids in cell membranes, high iron
content, and low activity of antioxidant enzymes. AI™ can
cause oxidative damage to the bran by binding to
negatively charged phospholipids, which contain
polyunsaturated fatty acids that are easy targets for ROS,
stimulating iron-induced lipid peroxidation (Fenton
reaction), and directly forming Al-O>" from the reaction of
Al™ with superoxide anion, which elevates the oxidative
capacity of O,.
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Labbar et al. (2021) observed significant drop m CAT
and SOD activity in astrocyte culture mcubated with
AlCL. In rats exposed for only three days to different
doses (25, 50 and 100 mg/Kg, mtraperitoneally) of AICI;,
there was sigmificant astrogliosis in the motor cortex and
hippocampus of the ammals.

Nathyia & Nandhini (2014) evidenced the toxicity on
the antioxidant system of AICl; (300 mg/Kg, orally. once a
day. for 31 days) in several organs: they observed
significant increase of TBARS i liver, kidney, heart, and
lungs of rats, as well as drop of CAT, SOD and GSH-Px
activity. Hawas et al. (2020) found that exposure to AlCls
100 mg/Kg, orally, for 21 days (once daily) caused edema,
disorganization of myofibrils and destruction of cardiac
striated muscles. Liu et al. (2016) found i 5-week-old rats
that AICI; included in the water ingested by the animals, at
all doses (0.4: 0.8 and 1.6 g/L) significantly lowered GSH-
Px activity, that the higher dose reduced SOD activity, and
that doses of 0.8 and 1.6 g/L significantly increased the
level of TBARS.

Othman et al. (2017) reaffirmed the preclinical hepatic
and renal toxicity in rats (ten weeks old) that received
AICL; (34 mg/Kg, orally) for eight weeks and resulted m
significant increase in TBARS and reduced activity of
CAT, SOD and GSH-Px, in addition to increasing the level
of inflammatory cytokmes in these organs (interleukm
Ibeta and tumor necrosis factor alpha). Degeneration,
vacuolization. and cellular necrosis were found m the
hepatocytes and apoptosis and glomeruli collapse in the
ladneys. and also increased blood activity of GOT. GPT.
and bilirubin concentration (biomarkers of liver function)
and urea and creatinine (biomarkers of kidney function).
Chary et al. (2017) observed significant drop in blood level
of HDL, VLDL, and triglycerides in rats that received
aqueous AICL solution (50 and 100 mg/Kg, orally. once
daily) for 28 days. Histological toxicity was also observed
which may have contributed to lower hepatic synthesis of
lipoprotems. Gaballa et al. (2013) also found significant
reduction in blood HDL level in humans occupationally
exposed in a factory to AI” dust between 0.33-3.4 mg/m3
m air (which was still within the acceptable limit - 5
mg/m3).

The accumulation of Al in hepatocytes may affect
protein  secreion and  vacuolization  promoting
hepatosteatosis. which is the accumulation of lipids in
cytoplasmic vesicles (Belaid-Noura et al, 2013),
motivating dyslipidemia mediated by Al™ toxicity in
hepatocytes. In animals that consumed farmed fish meat,
the drop in HDL found may be due to contaminants other
than heavy metals.

Page | 446



Toriani et al.

Zn™ is an essential mineral for humans, since it acts as
a cofactor for more than 300 enzymes and 200
transcription factors, besides being an important mediator
of cell signaling. In the antioxidant system, Zn™ protects
cells against oxidative stress because it acts as a membrane
stabilizer, is a cofactor for SOD and GSH-Px, mhibits the
pro-oxidant enzyme. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate oxidase, and promotes the synthesis of
metallothionein, which catalyzes the reduction of hydroxyl
radicals and sequesters ROS. Further, Zn™ competes with
iron and Cu™ for binding sites on the cell membrane,
preventing lipid lipoperoxidation caused by them, since it
is catalytically inert (Marreiro et al, 2017). Zn™ also
mteracts with thiol or SH groups on proteins and peptides,
reducing theirr susceptibility to oxidation (Choi et al.,
2018).

Zn™ is neither cytotoxic, carcinogenic. mutagenic, nor
teratogenic. and intoxications with this metal are rare and
primarily related to Cu™ deficiency. On the other hand,
Zn™ deficiency presents a nsk for the health of
mdividuals. since, after iron. it is the second most
prevalent trace element in the human body. and its lack 1s
related to: growth retardation, drop in immunity, increased
oxidative stress and synthesis of inflammatory cytokines,
mental lethargy, cognmitive impairment, symptoms of
depression, and Alzheimer's disease (Jarosz et al.. 2017).
Still, the protective effect on rat brain oxidative stress
mediated by Al and Cd™ (ZnCl: 30 and 60 mg/L m water
for 60 days) and also on liver and kidneys of diabetic rats
(ZnSO; mg/Kg for 21 days) for therapeutic exposure to
Zn™ was described by Brzoéska et al. (2021), corroborating
its protective potential. However. at the mtracellular level,
excess free Zn™ promotes the activation of protein kinase
C. which leads to the production of ROS wia NADPH
oxidase. Mitochondria and lysosomes are Zn™-storing
organelles that, when having Zn™ in excess, suffer
membrane permeabilization, and the release of their
contents may tnigger cell death, as well as the activation of
the caspase-3 pathway. Hence, in excess, Zn™ can become
cytotoxic (Kim et al., 2020).

Singh et al. (2012) exposed rats to diet with 20, 40 and
80 mg/Kg of Zn+2 for 6 months and observed m blood
mcreased TBARS, increased activity of CAT, SOD and
GSH-Px enzymes, increased blood level of tnglycendes,
LDL. VIDL and decreased HDL for the two highest
doses. These data were associated with higher
concentration of Zn™ and lower concentration of Cu™,
Mg™ and Mn™ m liver and kidney of the animals,
suggesting that excess of chronmic Zn™ may result m
change of oxidative stress by altering the level of other
minerals. Taken together, these studies suggest that Zn™
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does not have a solely antioxidant function but may also be
pro-oxidant.

Accordingly. the findings of the present study are
understood, which were parallel to the toxicity
mechanisms I the sites where the accummlation of Al
was sufficient to evoke increased oxidative stress
(cerebellum, heart, liver, and plasma) and decreased
activity of antioxidant enzymes (liver and kidney).
Nonetheless, it is important to emphasize that in the
present study the exposure was related to alterations linked
to the consumption of fish meat in nutritionally
recommended amounts and that it occurred in the second
trophic level of the food chain, suggesting that oxidative
stress and relevant toxicity may amse from chronic
mgestion of food contaminated with heavy metals.

Reduced synthesis and secretion of erythropoeitin, of
heme group and globulins, inhibition of intestinal iron
absorption and increased hemeolysis are mechanisms that
attribute anemia to AI” (Ige & Aiyeola, 2017).
Nevertheless. no hematological parameters were changed
1n the present study. possibly due to the low exposure time.
As a result of acidification of soils, soluble Al™ can reach
the aquatic environment easily, hence seafood is the
greatest accumulator of this metal with an average
concentration of 204.6 mg/Kg having been found in sea
squirts from South Korea (Chot et al., 2014), which filter
water and thus accumulate more metals. Al content is
higher in algae than in fish, the former being indicators of
contamination as a biomarker to monitor environmental
pollution. The presence of five-fold Al™ and Zn™ higher
in the fish meat from the Cachoeira river than in farmed
fish can be attributed to the different degree of
environmental pollution (the Cachoeira river receives
effluents from domestic and industrial waste and factors
linked to fish (species, sex, age). However. considering
WHO (2011) weekly intake recommendations of 2 mg/Kg
of this metal, it is noticeable that the amount contained m
the fish from Cachoeira river exceeds this
recommendation. making chronic exposure dangerous for
children, the elderly, and renal disease patients (since the

man route of elimination of Al 1s urinary).

In the study by Abdelazim et al. (2018), exposure of
tilapia to ZnO nanoparticles (1 and 2 mg/T) for two weeks
resulted in several changes in the muscles of the fish at the
oxidative stress level: the activity of the enzymes CAT,
SOD, and GSH-Px was significantly decreased, as well as
the expression of genes for those. There was also elevation
of lipid peroxidation. and since these changes were
prevented by vitamins C and E. the authors attributed the
findings of increased oxidative stress to ZnO
nanoparticles. In the study by Tawell et al. (2012),
between 11-16 ppm Zn™ was found m tilapia muscle, an
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acceptable amount for human consumption. Dwivedi et al.
(2015), on the other hand, found low level of Zn™
contammmation m tilapta muscle, but which slightly
exceeded the limit for consumption. In both studies, Zn™
was the most found metal m fish muscle, which converges
with the findings of the present study. However,
considermg the maximum allowable lmit for Zn™
established by FAO/WHO (2006). which is 100 mg/Kg
(ppm). it can be noticed that the muscle of tilapia from
Cachoeira river exceeds it by more than three times.

Therefore, the fact that the changes were associated
with the consumption of cooked fish meat in the present
study supports the hypothesis of concem for the nisk of
chronic problems linked to toxicity along the food chain.
which 1s the most important differentiator of the present
study because it comes closest to the actual exposure to
which the organisms are subjected.

Despite the mitial toxicity being at the cellular level,
in the long term, as the consumption of contaminated fish
meat becomes more chronic, it is possible that it reaches
systemic levels and thus incurs a greater insidious threat to
public health, since the citizens of the municipality have
already adopted the practice of fishing and consuming fish
meat from the Cachoeira river. However. among the
studies conducted on the toxicity of heavy metals in
humans, these refer to occupational toxicity. As such,
although the predictive power (in terms of extrapolation of
pre-clinical findings to the risk to humans) is limited. the
evidence that consuming meat from a polluted river may
incur significant disruption of the oxidative system that
may accumulate along the food chain must receive
attention from the authorities in terms of strategic planning
to sensitize the population to the existence of the nsk, m
addition to the adoption of measures to improve the quality
of the water of the river.
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6.2 ARTIGO 2: EXPOSICAO DE 3 E 6 MESES
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RESUMO

A contaminacdo dos peixes por poluentes ambientais oriundos de efluentes industriais,
domiciliares e esgoto pode comprometer a qualidade dessa fonte de alimento e tornar-se
prejudicial. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade pre-clinica do consumo de carne de
peixe do rio Cachoeira por trés e seis meses. Grupos de ratas foram divididas para receber ragéo,
carne de peixe de cultivo ou do rio Cachoeira. Um dia apds o término da exposicao, os animais
foram eutanasiados e coletados sangue, baco, cerebelo, cortex cerebral, coracdo, figado, rim e

aferidos parametros de estresse oxidativo, bioguimicos e hematologicos. Nos animais que
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consumiram carne de peixe do rio Cachoeira, ap6s 3 e 6 meses aumentou a peroxidacao lipidica
no cerebelo, cortex, coracdo, figado, rim e plasma. Conteudo total de Sulfidrilas reduziu no
baco, cerebelo, coracdo e figado apds 3 e 6 meses, enquanto carbonilacdo proteica aumentou
no coracao, cortex, figado e plasma apds 3 e 6 meses. A atividade da catalase diminuiu no
cerebelo, coragdo e rim ap06s 3 meses e 6 meses; a atividade da superoxido dismutase reduziu
no cerebelo e figado apos 3 e 6 meses. A atividade da glutationa peroxidase reduziu no cerebelo,
coracdo, figado e rim apds 6 meses. Ap6s 3 meses, houve diminuicdo de tiroxina, HDL
colesterol e de transaminase oxalacética glutamica, aumento de triglicérides e VLDL. Apds 6
meses, houve aumento de tiroxina, transaminase glutdmica pirtvica, ureia e triglicérides.
Parametros hematologicos ndo foram modificados. Essas alteracbes podem estar

correlacionadas com a maior presenca de metais pesados na carne de peixe do rio Cachoeira.

Palavras-chave: alimentos, dieta e nutricdo, desenvolvimento sustentavel, monitoramento

ambiental, peixe, seguranca alimentar, toxicologia.

ABSTRACT

Fish contamination by environmental pollutants from industrial, domestic and sewer effluents
compromisse this food quality and turn them harmful. This study aimed to evaluate the
preclinical toxicity of fish food from Cachoeira river for three and six months. Different rat
groups received standard ration, farmed fish meat or from the Cachoeira river. One day after
finishing the exposition, animals were euthanized and whole blood, spleen, cerebellum, brain
cortex, heart, liver and kidney were colleted to measure oxidative stress, biochemical and
hematologic parameters. Among rats who consumed Cachoeira river meat, after 3 and 6 months
lipid peroxidation increased in cerebellum, Sulfhydryls decreased in spleen, cerebellum, heart
and liver after 3 and 6 months, while carbonylated proteins increased in heart, cortex, liver and
plasma afeter 3 and 6 months. Catalase activity decreased in cerebellum, heart and kidney after
3 and 6 months; superoxide dismutase activity decreased in cerebellum and liver after 3 and 6
months and gluthatione peroxidase activity decreased in cerebellum, heart, liver and kidney
after 6 months. After 3 months, there was tiroxin, HDL and oxalacetic glutamic transaminase
reduction and increase in tryglicerides and VLDL. After 6 months, increase in tiroxin, piruvic
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glutamic transaminase, urea and tryglicerides. Hematologic parameters were not modified.

These changes may be related to higher level of heavy metals in Cachoeira river fish meat.

Keywords: diet, food and nutrition, sustainable development, environmental monitoring, fish,

food safety, toxicology.

INTRODUCAO

Segundo a Food and Agricultural Organization (FAO, 2010), todas as pessoas tém
direito a alimentacdo saudavel e adequada em cada fase da vida, respeitando as diferencas
sociais e culturais de cada povo. Assim, é fundamental um equilibrio energético que contenha
0s principais nutrientes de uma alimentacgéo rica em macro e micronutrientes, sendo destacado

0 peixe como fonte de proteinas, vitaminas e minerais e especial fonte de 6mega 3 (FAO, 2016).

O peixe é um alimento que esta presente na mesa de muitas pessoas do planeta, é uma
fonte de proteina de alto valor bioldgico, cujo consumo vem crescendo devido a mudanca de
padrdes alimentares, focados na busca de um estilo de vida mais saudavel, em face dos
nutrientes possuirem acdes protetoras sobre o sistema neuroldgico e cardiovascular, e anti-
inflamatoria (FAO, 2018; LASSALE et al., 2018).

Entretanto, os peixes para consumo devem seguir as normas de seguranca alimentar,
que consideram um alimento proprio para o consumo quando seguidos 0s cuidados especificos
quanto a sua procedéncia, forma de producdo e reproducdo, cultivo, coleta, armazenamento e
preparo. A primeira preocupacdo € com o local de cultivo, cuja agua deve estar isenta de
contaminantes nocivos a saude tanto do peixe como de quem vai consumi-lo (EMBRAPA
2013).

Os metais pesados, pesticidas e demais residuos quimicos oriundos da industria ou
despejos domésticos sdo 0s principais responsaveis por tornar o ambiente aquético rico em
compostos quimicos capazes de trazer riscos a satde. Varios tipos de residuos podem acumular
na carne do peixe, tornando-a fora dos padrbes estabelecidos para 0 consumo e para o
surgimento de muitas doengas (CASTRO et al., 2017; AMARAL et al., 2017), por exemplo,

por meio da bioacumulagdo e biomagnificacdo dos metais pesados e demais residuos quimicos,
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tornando a ingestdo desta fonte de proteina na dieta, conforme quantidade e periodo, deletérios
para o organismo (FERRON et al., 2020; PEIXOTO).

Os metais podem gerar especies reativas de oxigénio (EROs), capazes de perturbar a
homeostasia do metabolismo, alterando o funcionamento das enzimas antioxidantes e gerando
peroxidacéo lipidica, podendo causar efeitos significativamente danosos para o metabolismo,
culminando em diversas patologias (AMATO, 2019).

No Brasil, a tilapia € um dos peixes mais consumidos, tendo atingido a producao de
486.155 toneladas no ano de 2020 (ANUARIO DO PEIXE, 2021). Considerando que a carne
de peixe deve possuir qualidade suficiente para ndo promover dano a salde, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a toxicidade pré-clinica do consumo por trés e seis meses de carne

de tilapia cozida pescada na bacia hidrogréfica do rio Cachoeira em ratos.
METODOLOGIA

Estudo pré-clinico experimental, realizado na Universidade da Regido de Joinville
(UNIVILLE), conduzido no biotério e nos laboratérios de praticas farmacéuticas e de anélise
instrumental. Os experimentos foram conduzidos unicamente apds a aprovagdo do projeto de
pesquisa pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIVILLE (Parecer 01/2019).

Protocolo experimental in vivo

Foram utilizados Rattus norvegicus albinos da raca Wistar, fémeas, com peso médio
inicial de 100g, provenientes do Biotério da Universitaria Regional de Blumenau (FURB — SC).
Os animais foram recebidos com 21 dias de idade, acomodados (4 por gaiola) e aclimatados
por 7 dias no biotério setorial da Universidade da Regido de Joinville, para adaptacdo. As salas
de manutenc¢do dos animais foram mantidas em ciclo de 12h claro/escuro (luzes ligadas as 7:00
h e desligadas as 19:00 h), temperatura entre 22 + 2 °C e umidade entre 50 + 5%, com sistema
de exaustdo de ar. Os animais tiveram livre acesso a racdo e agua durante periodo de
aclimatagdo. Os experimentos foram realizados conforme o disposto na Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizacdo de animais em ensino e/ou
pesquisa, especialmente as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal — CONCEA (2012) e as recomendagdes exigidas pelo “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, (1996)”.
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Ap0s a aclimatacao, os animais foram divididos em grupos que foram expostos por trés
e seis més, sendo 0 grupo controle a racdo e grupos experimentais a carne de peixe de cultivo

ou do rio Cachoeira, conforme o quadro 1 abaixo:

Quadro 1. Diviséo dos grupos experimentais.

Periodo de ) Grupo Grupo peixe | Total de
) Dias da Grupo ) ) o

exposicdo dos peixe de do rio animais por
semana controle ) )

grupos cultivo Cachoeira grupo
Segunda Racéo Racéo Racéo 8
Terca Jejum 8h Jejum 8h | Jejum 8h 8
Quarta Racéo Peixe Peixe 8

3 e 6 meses Quinta Racéo Racéo Racéo 8
Sexta Jejum 8h Jejum 8h | Jejum 8h 8
Sabado Racéo Peixe Peixe 8
Domingo Racéo Racédo Racédo 8

Os animais do grupo controle receberam racdo padrdo (Nuvilab®) e os animais dos
grupos experimentais receberam 2 porgdes por semana de carne de peixe. Oito horas antes do
fornecimento da carne de peixe foi retirada a racdo das caixas de todos 0s grupos, inclusive o

controle. Os animais foram expostos a carne de peixe pelos periodos de trés e seis meses.

Para definicdo da porcédo de peixe ofertada a cada 15 dias para cada rata, utilizou-se a
recomendacdo da OMS (2014) de consumo de 12kg de peixe ano para um adulto de 70Kg (uma
porcgéo de 125g/70 Kg duas vezes por semana). Essa proporcao foi convertida conforme a massa

corporal de cada animal, que foi pesado quinzenalmente.

Um dia apds o término de cada periodo de exposi¢do, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo para coleta de sangue total, e excisados o baco, coragdo, figado, rim direito,

coracao, cortex cerebral e cerebelo.

Preparo das amostras
Sangue Total

O sangue total para analise dos parametros hematoldgicos foi obtido de sangue dos ratos
por meio de decapitacdo e acondicionados em tubos com e sem acido etilenodiamonotetracético

tripotassio (EDTA K3). O sangue foi centrifugado a 1000 x g por 10 minutos para separacao
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de plasma e soro, que foram mantidos em freezer. O sangue recém coletado foi utilizado para
analise de parametros hematoldgicos e confeccdo de lamina para contagem diferencial de

células sanguineas.

Eritrécitos

Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solugdo salina gelada (0,153 mol/L cloreto de
sodio) e os lisados foram preparados pela adicdo de 1 mL de agua destilada para 100 pL de

eritrocitos lavados e congelados.

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, os eritrocitos foram
congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por 10 min. O sobrenadante

foi diluido para conter aproximadamente 0,5mg/mL de proteina.

Tecidos

O figado, rim, coracdo, baco e estruturas cerebrais (cortex e cerebelo) foram removidos,
decapsulados e mantidos em gelo com tampdo salina (154mM NaCl, 5mM Tris—HEPES, pH
7.5). O homogeneizado (15%) (p/v) foi preparado em tampé&o adequado, conforme metodologia
a ser empregada, usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado foi
centrifugado a x 3.000 g a 4°C por 15 minutos para remocdo de residuos celulares e o
sobrenadante estocado em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior determinacdo da
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) e de estresse oxidativo: substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBA-RS), contetdo total de sulfidrilas (SH) e conteudo total de proteinas carboniladas (PC).

Afericdo dos parametros de estresse oxidativo
TBA-RS

TBA-RS foi determinado de acordo com o método descrito por Ohkawa et al. (1979).
A metodologia de TBA-RS, mensura o malondialdeido (MDA), um produto da
lipoperoxidacdo, causado principalmente por radicais livres hidroxil. Os tecidos
homogeneizados e o plasma foram misturados com &cido tricloroacético a 20% e 0,8% de acido
tiobarbitirico e aquecidos num banho de agua fervente durante 60min. TBA-RS foi
determinado pela absorbancia a 535nm. Uma curva de calibracdo foiobtida utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como o precursor de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo
tratamento que o dos sobrenadantes. Os resultados estdo expressos em nmol de MDA por mg
de proteina.
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Conteldo total de SH

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito por
Aksenov e Markesbery (2001), que se baseia na reducao do acido ditionitrobenzdico (DTNB)
por tiéis, gerando um derivado amarelo (TNB) que é mensurado espectrofotometricamente em
412nm. Resumidamente, 50uL de homogeneizado ou plasma foi adicionado a 1mL de tampéo
(PBS) pH 7,4 contendo EDTA 1mM. A reacédo foi iniciada pela adi¢cdo de 30uL de DTNB
10mM e incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados

foram expressos em nmol TNB/mg de proteina.

Conteldo total de PC

O teor de carbonilas foi mensurado atraves do método descrito por Reznick e Packer
(1994), com base na reacéo de carbonilacdo de proteinas com dinitrofenilhidrazina formando
dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido espectrofotometricamente a 370nm.
Resumidamente, 200uL de homogeneizado ou plasma foram adicionados a tubos de plastico
contendo 400uL de dinitrofenilhidrazina 10mM (preparado em HCI;M). As amostras foram
mantidas no escuro durante 1 h e agitadas em vortex a cada 15 min. Subsequentemente, 500uL
de &cido tricloroaceético a 20% foram adicionados a cada tubo. A mistura foi submetida a vortex
e centrifugada a 14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante obtido, descartado. O sedimento foi
lavado com 1 mL de etanol/acetato de etila (1: 1 v/v), agitado e centrifugado a 14000 x g durante
3 min. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600uL de guanidina 6M
(preparado numa solucdo de fosfato de potassio 20mM, pH 2,3), antes de agitagdo em vortex e
incubacédo a 60 °C durante 15 min. As amostras foram em seguida centrifugadas a 14.000 x g
durante 3 min e o sobrenadante usado para medir a absorbancia a 370nm (UV) numa cubeta de
quartzo. Os resultados foram relatados como conteudo total de carbonilas (hmol/mg de

proteina).

Atividade da CAT

Esse parametro foi mensurado pelo método de Aebi (1984) usando um
espectrofotdbmetro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no desaparecimento de
H202 a 240nm num meio de reagdo contendo 25uL de amostra e 600uL tampdo fosfato de
potéssio 10 mM, pH 7,0, contendo 20 mM de H20». A absorbancia foi mensurada a cada 10
segundos por 1 minuto e 40 segundos. Uma unidade ¢ definida como 1pumol de H2O2 consumido

por minuto e a atividade especifica é calculada como unidades de CAT/mg de proteina.
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Atividade da SOD

Esse parametro foi determinado pelo método de auto-oxidacdo do pirogalol, como
descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de superédxido (O2¢), que é
um substrato para a SOD. Resumidamente, 15uL de cada amostra foram adicionados a 215uLL
de uma mistura contendo 50 uM de tampao Tris, 1uM de EDTA, pH 8,2 e 30uM de CAT.
Subsequentemente, foram adicionados 20uL de pirogalol e a absorbancia foi registada
imediatamente a cada 30 segundos durante 3 minutos a 420nm usando um espectrofotémetro
Shimadzu UV-visivel. A inibicdo da auto-oxidacao do pirogalol ocorre na presenca de SOD,
cuja atividade pode ser indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma curva de
calibracéo foi realizada com SOD purificada como referéncia, para calcular a atividade da SOD
presente nas amostras. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de SOD necessaria
para inibir 50% da auto-oxidacgéo de pirogalol e a atividade especifica é relatado como unidades

de SOD/mg de proteina.

Atividade da GSH-Px

A afericdo desse parametro foi mensurada pelo método de Wendel (1981), utilizando
tertbutil-hidroperoxido como substrato. A decomposicdo do NADPH foi monitorada em
espectrofotdbmetro a 340nm por 3 minutos e 30 segundos (espectrofotdmetro Shimadzu UV -
visivel). O meio contém 90 pL de amostra e 800uL de tampéo fosfato de potassio 10 mM, pH
7,4; 20uL de GSH 2 mM, 30uL de GSH redutase 0,15U/mL, 10uL de azida 0,4mM e 10uL de
NADPH 0,1 mM. A absorbéncia foi mensurada a cada 10 segundos por 1 minuto e 30 segundos.
Em seguida, 50uL de tertbutil-hidroperoxido 0,5mM foram adicionados e a absorbancia lida
por mais 2 minutos. Uma unidade de GSH-Px ¢ definida como 1pmol de NADPH consumido

por minuto e a atividade especifica é apresentada como unidades de GSH-Px / mg de proteina.

Dosagem de proteinas

A determinacéo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951), utilizando-se

albumina sérica bovina como padréo.

Afericdo dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos transaminase glutdmica oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmica piravica (TGP), hormbnio tireo-estimulante (TSH), tiroxina livre (T4L) e
triiodotironina (T3) e creatinina foram mensurados por processo automatico no aparelho Advia

Centaur Immunassay System da Siemens (laboratério Santa Helena de Jaragua do Sul - SC). A
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mensuracao de proteinas totais, albumina, &cido Urico, ureia, colesterol total (CT), colesterol
HDL e triglicerideos (TG) foram mensurados por espectrofotometria no laboratoério de Praticas
Farmacéuticas da UNIVILLE utilizando kits da Labtest. Niveis sanguineos de colesterol VLDL
e LDL foram deduzidos utilizando a equacao de Friedewald.

Afericdo dos parametros hematolégicos

Os parametros hematoldgicos foram mensurados por processo automatico de leitura de
luz e impedancia elétrica por meio de automagédo com o aparelho Pentra 60 da marca Horiba
ABX. Foram avaliados os parametros da série vermelha (hemograma): hemoglobina, VCM
(volume corpuscular médio), contagem de eritrocitos, RDW (Red Cell Distributtion Width),
indices referentes a concentracdo de hemoglobina e analise microscopica do esfregaco
sanguineo para observacgdo de alteracdes de forma e cor dos eritrocitos. Também foi avaliado o
leucograma (numero total de leucdcitos, neutréfilos, eosinofilos, linfécitos, mondcitos e

basofilos) e a quantidade total de plaquetas.
Coleta dos peixes

Foi selecionada a tilapia para este estudo por ser um peixe bastante consumido entre 0s
brasileiros, ter uma 6tima relacdo custo/beneficio para os consumidores, devido a sua carne ser
considerada uma proteina de alto valor biologico e textura firme. Este peixe também pode se
desenvolver em ambientes adversos, tem habito alimentar onivoro, alimenta-se de todo tipo de
material organico disponivel na agua, moluscos, sementes, vegetais de qualquer espécie,
crustaceos, entre outros (BEMVENUTI, FISCHER, 2010).

Os peixes de cultivo selecionados foram tilapias do Nilo Oreochromis, provenientes de
cultivo em monocultura de tilapias em viveiro escavado arracoado, localizado na Estrada
Quiriri na cidade de Joinville (SC). O local de cultivo é assistido regularmente pela equipe do
setor de psicultura da unidade de desenvolvimento rural da Secretaria de Agricultura e Meio
Ambiente que faz regularmente a analise da agua de cultivo e confirmou que os parametros de
cultivo discriminados estdo dentro do ideal para a tilapicultura. A racdo ofertada aos peixes
omnivoros possui 30% de proteina bruta (marca Nicoluzzi). Os peixes foram capturados com
auxilio de redes, armazenados em caixa térmica e imediatamente entregues para a pesquisadora
para posterior limpeza e congelamento até a hora do preparo. A coleta ocorreu na mesma data

e com a mesma frequéncia que dos peixes do rio Cachoeira.
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Os peixes do rio Cachoeira foram coletados seguindo a metodologia de Lima et al.
(2013), com o auxilio de redes, sendo capturados 3 peixes da mesma espécie, armazenados em
isopor com gelo até a chegada ao laboratério de toxicologia da UNIVILLE, onde foram
medidos e pesados. A coleta do peixe ocorreu no maximo a cada 6 meses, periodo seguro para
armazenamento e manutencdo da qualidade da carne para consumo. Novas coletas de peixe do
rio Cachoeira ocorreram sempre 15 dias antes de serem consumidas todas as porcoes

congeladas disponiveis.

A coleta dos peixes foi realizada durante o dia, sempre considerando a condicdo de
auséncia de chuvas de, no minimo, dois dias antes das coletas e levando-se em conta a facilidade
de acesso e a presenca da espécie alvo (PINHEIRO et al., 2017). As tilapias foram coletadas
em um mesmo trecho do rio Cachoeira (coordenadas 26°16084°S 048°51.880° W), no bairro
Costa e Silva, em Joinville (SC). E coordenadas (26°16'01”S - 48°51'40”W), proximo a escola

Geovani Pascoalini Franco, no bairro Costa e Silva, em Joinville.

Os peixes foram coletados utilizando tarrafas de malha entre nos de 4cm e redes de
emalhe, com 8 metros de comprimento e 1 metro de largura, com malha entre nds de 6cm. Apds
a captura, os individuos eram identificados ao menor nivel taxondmico possivel para confirmar
que se tratava da espécie alvo, colocados em sacos plasticos, pesados, etiquetados, lacrados e
acondicionados em caixa térmica com gelo. Foram coletados 19 individuos, totalizando 5100 g
de tilapias. Os procedimentos de coleta foram conduzidos apds permissdo do Sistema de
Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO) n® 10476-3 pelos bidlogos Diogo
Augusto Moreira (CrBio 81154) e Johnatas Adelir-Alves (CrBio 053967).

Preparo da carne de peixe

A selecdo e preparacdo da carne dos peixes para 0 consumo das ratas seguiu as normas
de seguranca alimentar da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 216, de 15 de setembro
de 2004, que dispde sobre Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servigos de Alimentacao
(ANVISA, 2004, 2009). Logo apos o peixe ser pescado, foi limpo, eviscerado e suas escamas
e cabeca retiradas. A carne dos peixes de cultivo e do rio Cachoeira foi separada dos espinhos
e apenas a carne crua, em forma de filé foi embalada individualmente ou no maximo dois filés
em sacos plasticos, transparentes, selecionados de acordo com a norma RDC n® 259/2002
(ANVISA,2002), mantida em temperatura entre -18°C e -20°C até o momento do

descongelamento e cocgéo da carne.


http://www.organicsnet.com.br/wp-content/uploads/2015/12/ANVISA-Normas-Rotulagem.pdf
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O descongelamento da carne ocorreu em condicdes de refrigeracao a temperatura inferior
a 5°C, para evitar que as areas superficiais deste alimento se mantivessem em condicdes
favoraveis a multiplicagdo microbiana. A cocc¢éo foi realizada em recipiente de vidro, apenas
em agua potéavel sem adicdo de tempero, em temperatura de 150 °C por 10 minutos (BRASIL,
2004).

Apobs o cozimento, a carne do peixe foi resfriada, separada em porgdes e em seguida
congelada a -5 °C, embalada em sacos plasticos conforme a RDC n° 259/2002 para garantir a
seguranca nutricional deste alimento e minimizar o risco de contaminacgéo cruzada. A carne foi
descongelada em forno de micro-ondas por 2 minutos antes de ser oferecida a cada animal. Em
seguida, foi acondicionada em bolsa térmica para transporte até o biotério, onde pesou-se cada
porcao em balanca de precisdo (BRASIL, 2018; CRIBB et al., 2018).

A carne de peixe foi ofertada aos animais duas vezes por semana, apds um periodo de 8
horas de jejum. Cada animal foi colocado individualmente em uma gaiola, para garantir que
cada um consumisse sua porcdo, e apés verificagdo do consumo total da porcéo, eles foram
recolocados na caixa maior junto com os demais animais do seu grupo e ra¢do a vontade foi

disponibilizada novamente.

Mensuragdo da quantidade de metais na carne de peixe

As andlises de concentragdo de metais pesados Cadmio (Cd*?), chumbo (Pb*?), Cromo
(Cr*®) e mercario (Hg*?) Aluminio (Al*?) e Zinco (Zn*?) na carne de peixe foram conduzidas
em triplicata por espectroscopia de emissdo atbmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) em aparelho Avio 200-Perkin Elmer, adaptadas das metodologias de Sanches Filho,
Fonseca e Holbig (2013) e de Uysal, Emre e Kdse (2008).

Foram pesadas 5g de cada amostra de carne de peixe de cultivo e do rio Cachoeira, que
foram colocadas em liofilizador por 24 horas. Ap6s secagem, restaram 3,409 da amostra da
carne de peixe de cultivo e 3,22 g da amostra de carne de peixe do rio Cachoeira. A cada amostra
foram adicionados 10mL HCI (20%) + 4mL de HNOs (50%), colocadas na chapa de
aquecimento a 90°C e deixadas por 30 minutos em refluxo. Em seguida as amostras foram
filtradas para um baldo de 100 mL e avolumadas com agua Milli-Q (LIMA, 2013).

Todo o material utilizado no preparo da amostra foi lavado com uma solucgéo de Extran e

agua e, apos, colocado em acido nitrico a 10% (v/v) durante pelo menos 24 horas. Ap4s imersao
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no acido, o material foi lavado sete vezes na agua Milli-Q. Os resultados da analise de metais

estdo expressos em ppm.

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo (mensuragdo do nivel de
metais) ou média + erro padrdo (pardmetros de estresse oxidativo, bioquimicos e
hematoldgicos), foram tabulados e analisados utilizando o programa GraphPad Prism 6.0.
Anélise de variancia (ANOVA), seguida do poés-teste de Kruskal-Walli (dados néo
paramétricos) ou de Tukey (dados paramétricos), para comparacdo entre os grupos foi

conduzida, sendo valores de p< 0,05 considerados significativos.
RESULTADOS
Parametros de estresse oxidativo - exposicao de trés meses

Nenhum pardmetro de estresse oxidativo foi alterado significativamente no baco. No
cerebelo houve elevacao dos niveis de TBA-RS (29,25%) e queda significativa de SH (34,43%)
e da atividade da CAT (10,3%) no grupo de animais que consumiu carne de peixe do rio
Cachoeira em relagdo aos que consumiram peixe do cultivo e grupo controle que consumiu s6
racdo. No cortex, ndo houve modificacdo relevante de EROs, porém observou-se aumento
significativo da atividade da CAT (16,16%) e da SOD (18,45%).

No coracdo foram observados, respectivamente, queda e aumento significativos de SH
(29,91%) e de carbonilas (31,85%), além de reducéo relevante da atividade da CAT (25,21%).
No figado foram verificados, respectivamente, elevacdo e queda significativa de TBA-RS
(44,25%) e de SH (38,35%). Também houve aumento estatisticamente relevante da atividade
da CAT (68,76%). Nos rins, observou-se elevacdo de TBA-RS (37,32%) e reducéo significativa
da atividade da CAT (17,36%) e da GSH-Px (10,99%).

No plasma, percebeu-se elevacdo intensa dos niveis de TBA-RS (121,52%) e de PC
(59,44%), enquanto nos eritrocitos houve aumento relevante apenas da atividade da GSH-Px

(30,39%). Esses dados estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Parametros de estresse oxidativo apos trés meses de exposicao a racao, a carne de

peixe de cultivo e do rio Cachoeira.



Orgéo
(Grupo)

Baco
(Racéo)
Baco
(Cultivo)
Baco
(Cachoeira)

Cerebelo
(Racéo)
Cerebelo
(Cultivo)
Cerebelo
(Cachoeira)

Cortex
(Racao)
Cortex
(Cultivo)
Cortex
(Cachoeira)

Coracao
(Racao)
Coragéo
(Cultivo)
Coragéo
(Cachoeira)

Figado
(Racao)
Figado
(Cultivo)
Figado
(Cachoeira)

Rins
(Racao)
Rins
(Cultivo)
Rins
(Cachoeira)

TBA-RS
(nmol/mg
de
proteina)
3,00 +£0,10
3,00 £0,10

3,08 £0,11

4,00 +0,16
3,86 £ 0,09

517+
0,13***

2,95+0,10
3,06 £0,12

3,08 £ 0,09

4,17 £0,14
4,24 +£0,14

4,36 +0,11

2,87 +£0,08
2,65+0,17

4,14 +
g

2,17 £ 0,20
2,26 £0,21

2,98 +
0,21*

SH
(nmol/mg
de
proteina)
38,03 +2,51
37,64 £224

33,70 +1,78

23,03 +1,01
21,32 +0,53

15,10 £
0,54

5,05+0,17
4,94 +0,15

5,53+0,12

29,95 +1,54
29,02 +1,25

20,99 £
0,62%**

68,03 +4,75
69,30 + 2,01

41,94
1,09%**

30,65 +1,18
30,70 + 0,98

29,58 + 0,87

PC
(nmol/mg
de
proteina)
7,02 +0,16
6,88 +0,21

7,13 +£0,13

5.07+0,13
5,02 £0,08
5,10 £0,12

28,28 +
1,24

27,98 +
0,42

26,80 +
0,66
5,62+0,21

5,46 £ 0,15

7,41 +
0,32%**

4,50 +0,17
4,86 +0,14

515+0,14

5,62 £0,44
5,40+0,14

5,52 £0,27

CAT
(U/mg de
proteina)

11,93 +
0,25

11,04 +
0,37

11,56 +
0,26

7,05+0,19
6,96 + 0,22

6,73 + 0,08

7,67 +0,35
7,56 £0,24

8,91 +
0,04*

11,58 +
1,25

11,78 £
1,02

8,60 +
0,50**

10,98 +
0,46

11,74 +
0,82

18,53 +
0,09%***

17,68
1,00

17,84 +
0,67

14,61 +
0,407
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SOD GSH-Px
(U/mg  (U/mgde
de proteina)
proteina)
9,50 + 42,05 +
0,46 2,07
9,62 + 39,48 +
0,28 1,80
9,31+ 35,16 +
0,20 1,89
522 = 26,98 +
0,12 2,84
5,08 + 29,04 £
0,16 0,13
4,68 + 22,57 +
0,07* 1,96
7,37 £ 25,85 +
0,41 1,07
7,54 + 24,80 +
0,21 1,33
8,73 + 21,60 +
0,24** 1,16
5,50 + 102,50 £
0,14 8,30
5,56 + 101,10 +
0,16 10,48
5,46 = 98,53 +
0,14 11,35
5,40 + 94,25 +
0,10 6,70
5,38 + 102,00 £
0,29 3,17
5,26 = 89,65 +
0,18 6,91
5,17 + 42,85 +
0,27 0,51
5,14 + 43,12 +
0,22 2,01
5,48 + 38,14 +
0,09 1,03*
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Plasma 3,67 +£0,08 33,10+1,95 5,77+£0,26
(Racao)
Plasma 462+0,12 3030+2,14 6,24+0,24
(Cultivo)
Plasma 8,13 30,28 +£0.71 9,20 £
(Cachoeira) | 031" 0,467
Eritrocitos 6,82+0,14 595+ 28,23 +
(Ragéo) 0,06 0,44
Eritrocitos 6,98+0,12 598+ 29,38 +
(Cultivo) 0,10 1,07
Eritrocitos 7,63 +0,29 5,91 + 36,81 +
(Cachoeira) 0,14 1,91**

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racéo e peixe de cultivo (p <
0,05).

** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p <
0,01).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p
< 0,001).

Parametros de estresse oxidativo - exposicao de seis meses

A elevacdo de TBA-RS no baco foi expressiva, mas nao atingiu significancia estatistica
(p = 0,06), porém a queda de SH (17,32%) e o aumento da atividade da GSH-Px (20,14%)

foram significativos.

No cerebelo houve aumento significativo de TBA-RS (63,28%) e queda relevante de
SH (25,51%), da atividade da CAT (6,08%), da SOD (12,21%) e da GSH-Px (34,83%),
enguanto no cortex foram encontrados elevacdo significativa de TBA-RS (20,59%), PC
(14,57%) e da atividade da CAT (38,83%). A elevacdo da atividade da SOD e queda da
atividade da GSH-Px ndo atingiram significancia estatisticas no cortex (p = 0,07 e p = 0,08,

respectivamente).

No coracdo, a excecdo da atividade da SOD, todos 0s outros parametros de estresse
oxidativo foram significativamente alterados: houve aumento de TBA-RS (13,69%), de PC
(25,58%) e queda de SH (11,31%), da atividade da CAT (24,54%) e da GSH-Px (8,00%).

No figado, todos os parametros de estresse oxidativo foram significativamente
alterados: houve elevacdo de TBA-RS (46,06%) e de carbonilas (11,74%) e da atividade da
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CAT (41,88) e reducdo de SH (10,3%) e da atividade da SOD (15,04%) e da GSH-Px (19,10%).
Nos rins, foram observados aumento significativo de TBA-RS (27,15%) , da atividade da CAT
(33,19%) e da SOD (7,25%) e reducdo da atividade da GSH-Px (16,50%).

Foram observados aumento significativo de TBA-RS (60,31%) e de carbonilas
(36,81%) no plasma, além de queda relevante de SH (10,53%). Nos eritrocitos, foi encontrado
aumento significativo da atividade da CAT (8,54%), da SOD (20,99%) e da GSH-Px (67,34%).

Esses dados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros de estresse oxidativo ap0s seis meses de exposic¢ao a racdo, a carne de

peixe de cultivo e do rio Cachoeira.

Orgéo TBA-RS SH Proteinas CAT SOD GSH-Px
(Grupo)  (nmol/mg (nmol/mg carboniladas (U/mg (U/mg (U/mg
de de (nmol/mg de de de de
proteina) proteina)  proteina)  proteina) proteina) proteina)
Baco 2,82 + 39,53 + 6,87 + 0,13 10,38 + 9,62 + 41,60 +
(Racao) 0,12 1,55 0,31 0,23 1,10
Baco 2,80 + 40,06 + 6,86 + 0,10 10,88 + 9,68 + 42,68 +
(Cultivo) 0,09 0,75 0,66 0,14 1,13
Baco 315+ 32,68 + 7,20 £ 0,10 10,05 + 9,25 + 49,98 +
(Cachoeira) | 0.09 1,047 0,23 0,11 1,12%%*
Cerebelo 3,65 + 23,08 + 5,15 +0,15 6,57 + 532+ 23,68 +
(Racao) 0,15 1.01 0,11 0,13 1,20
Cerebelo 3,78 + 25,70 + 4,96 +0,16 6,64 + 5,16 + 21,98 +
(Cultivo) 011 1,40 0,11 0,10 0,56
Cerebelo 5,96 + 17,19 + 5,10 +0,13 6,17 + 4,67 + 15,43 +
(Cachoeira) 0107  1,78%** 0,11* 0,13* 07
Cortex 2,67 £ 27,48 + 4,87 +0,13 6,85 + 7,05 + 23,00 +
(Racao) 0,15 0,88 0,14 0,10 1,20
Cortex 2,76 + 27,70 + 4,94 +0,16 6,74 + 6,96 + 23,08 +
(Cultivo) 0,08 0,94 0,21 0,14 1,00
Cortex 3,22 + 26,56+ 5,58 +0,10** 9,51 + 7,42 + 20,49 +
(Cachoeira) =~ 0.08** 0,83 0,23*** 0,13 0,56
Coragéo 3,87 28,28 + 5,55 £ 0,15 11,08 + 5,42 + 83,73 %
(Racao) 0,14 1,46 0,40 0,20 2,17
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0,13
9,22 +
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12,94 +
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16,45 +
0,79

16,28 +
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0,16
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0,15
555+
0,09
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0.09

514
0,09

547 +
0,09*

5,62 +
0,13
5,60 =
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6,80 £
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86,16 +
1,52

77,03 £
1,35%*

91,03 +
1,28

88,90 +
0,84

73,64 £
il iy

41,43 +
1,24

42,84 +
0,79

34,59 £
0,60***

24,50 +
1,44

27,40 =
1,20

41,00 £
1,50%**

*Diferenca estatisticamente significativa em relagéo aos grupos racgao e peixe de cultivo (p <

0,05).

** Diferenca estatisticamente significativa em relacao aos grupos racao e peixe de cultivo (p

<0,01).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relagcdo aos grupos racgao e peixe de cultivo (p

< 0,001).

Parametros bioguimicos

Ap0s a exposicdo por trés meses, foram observadas redugdes significativas do nivel
sanguineo de T4 livre (22,12%), de TGO (18,01%) e de C-HDL (41,1%) no grupo de animais

que consumiu a carne de peixe do rio Cachoeira em relacdo aos demais grupos e elevagédo

relevante de triglicerideos (26,00%) e de VVLDL (26,28%).
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Apos seis meses de exposicdo, foi observada elevacdo estatisticamente significativa do
nivel sanguineo de T4 livre (159,55% e 135,95%), e triglicerideos (50,32% e 44,83%) nos
animais que consumiram tanto a carne de peixe de cultivo como a do rio Cachoeira em relagao
aos que consumiram ragdo. Contudo, a elevacao da TGP (22,29%) e de ureia (44,01%) foram

restritas aos animais que consumiram carne de peixe do rio Cachoeira (tabela 3).

Tabela 3. Parametros bioquimicos apds trés e seis meses de exposi¢do a racdo, a carne de peixe

de cultivo e do rio Cachoeira.

TRES MESES Ragdo (n=6) Peixe de cultivo (n = Peixe do Cachoeira (n
8) =8)
TSH (uU/mL) | 0,013 £ 0,003 0,016 + 0,004 0,013 + 0,002
T4 livre (ng/dL) | 1,13 £0,006 1,08 + 0,006 0,88 + 0,008***
T3 (ng/mL) | 0,44 0,008 0,51 + 0,006 0,41 + 0,008
TGO (U/L) 262,0 £5,00 2495+ 9,50 214,8 + 11,00**
TGP (U/L) | 12430+1810 138,80 +24,34 159,4 +23,03
Proteinas totais | 7,17 £0,19 7,22 +0,13 7,11 +0,12
(g/dL)
Albumina (g/dL) | 2,87 +0,06 2,66 + 0,05 2,70 £ 0,05
Ureia (mg/dL) 4595+ 3,11 54,90 +2,48 57,68 + 3,49
Creatinina | 0,77 £ 0,05 0,75 £ 0,02 0,81 +£0,03
~ (mg/dL)
Acido Urico | 1,32 +0,16 1,30 £ 0,15 1,30 £0,12
(mg/dL)
Colesterol total | 123,50 + 4,55 124,80 + 2,92 123,20 £ 5,05
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL) 49,00 £1,95 39,25 +1,88 28,83 +£1,11*%**
Triglicerideos 91,03 £6,99 82,43 +8,14 114,7 + 8,40*
(mg/dL)
C-LDL | 56,30 + 4,86 65,63 + 3,46 72,02 £5,52
C-VLDL | 18,15+1,81 16,45 +1,62 22,92 +1,69*
SEIS MESES | Racéo (n=6) Peixe de cultivo (n=8)  Peixe do Cachoeira (n = 8)
TSH (uU/mL) @ 0,015 +0,002 0,028 + 0,008 0,018 + 0,003
T4 livre (ng/dL) 0,89+0,11 2,31 +0,24*** 2,10 + 0,05***
T3 (ng/mL) 0,46 +£0,01 0,59 +0,05 0,45 +0,01
TGO (U/L) 191,00 + 16,46 214,70 £9,95 199,00 £+ 9,58
TGP (U/L) = 275,00 +8,62 307,70 £ 14,19 336,30 + 22,99*
Proteinas totais 5,75 +0,21 5,54 +£ 0,08 5,42 £ 0,07
(g/dL)
Albumina (g/dL) 3,02 £0,08 3,02+0,10 3,03+£0,05
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Ureia (mg/dL) | 54,25+5,83 58,00 +1,37 78,13 +4,93***
Creatinina 0,64 +0,03 0,60 £ 0,02 0,79 £ 0,07
(mg/dL)
Acido urico . 3,38+0.40 3,88+0,34 3,92 +0,41
(mg/dL)
Colesterol total =~ 58,75+ 7,28 72,25 +7,29 72,33 +4,44
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL) = 99,00 + 7,56 87,60 + 5,06 96,25 + 5,90
Triglicerideos | 124,00 +17,10 186,40 + 11,85* 179,60 + 9,98*
(mg/dL)
C-LDL (mg/dL) | 5540+9,98 47,48 £10,01 54,32 + 6,24
C-VLDL (mg/dL) = 30,70 7,00 37,28 +£2,37 35,93 +1,99

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p <
0,05).

** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p <
0,01).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p
<0,001).

Parametros hematoldgicos

Né&o foram observadas alteragdes significativas nos eritrocitos, leucocitos ou plaquetas
em nenhum dos grupos experimentais apos trés ou seis meses de exposicéo (tabela 4).

Tabela 4. Hemograma dos animais expostos por trés ou seis meses a racao, a carne de peixe

de cultivo e do rio Cachoeira.

TRES MESES Racédo (n=6) Peixe de cultivo  Peixe do Cachoeira
(n=28) (n=28)
Total de leucécitos 2,50 £ 0,20 2,82 £ 0,58 3,05+ 0,64
(x1000/puL)

Segmentados (%) 38,00 £1,47 33,25+2,75 33,54 £5,84
Bastonetes (%) 0,50 £0,50 0,25 +£0,25 0,24 £0,24
Linfécitos (%) 50,05 +7,35 64,15 + 3,69 67,28 £ 4,26
Monocitos (%) 435+1,25 4,65 + 0,63 4,41 +0,50
Eosindfilos (%) 4,05+1,55 5,04 £ 2,09 3,94 +1,26
Basdfilos (%) 4,25 +1,55 3,63 +0,38 3,27 +1,02

Total de eritrocitos 5,85 + 0,68 6,72 £ 0,39 6,75 + 0,44
(milhdes/mm3)
Hemoglobina (g/dL) 12,45 +0,75 13,90 + 0,82 14,19 + 0,97
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Hematdcrito (%) 33,35+ 3,45 35,88 + 2,55 37,06 + 2,47
VCM (fL) 53,50 £ 0,50 53,50 + 0,64 54,57 +0,48
HCM (ng) 21,50 +1,20 20,70 £ 0,20 21,06 + 0,22

CHCM (g/dL) 40,10+ 2,10 38,83 +0,21 38,41 +0,45
RDW (%) 11,55 +0,25 12,15 +0,36 11,53 +0,12
Total de plaquetas (x 304,50 + 23,5 324,00 + 28,61 338,20 + 26,49
1000/pL)
SEIS MESES Racéo (n=6) Peixe de cultivo (n =  Peixe do Cachoeira (n =
8 8
Total de leucocitos 5,17 £ 0,90 5,45 ir)0,58 5,01 1)0,55
(x2000/puL)

Segmentados (%) 19,75 +0,85 22,75 +1,25 24,50 + 1,90
Bastonetes (%) 0,25 0,25 0,40+0,24 0,28 +0,18
Linfocitos (%) 66,00 + 1,00 58,00 + 3,58 59,33 +4,92
Monocitos (%) 7,75 £0,94 8,00 £0,40 7,85+1,55
Eosinofilos (%) 5,50 £ 0,86 8,75 +2,28 6,75 £ 2,25
Basofilos (%) 2,00 £1,08 1,60 £0,24 2,48 £0,98

Total de eritrocitos 7,54 £0.01 7,74 £0,13 7,35£0,14
(milhdes/mm3)
Hemoglobina (g/dL) 15,08 £0,16 16,06 £ 0,25 15,50 +£0,14

Hematocrito (%) 40,73 +£0,40 42,81 +0,61 41,30 £ 0,69
VCM (fL) 54,25 + 0,47 55,40 + 0,81 56,00 + 0,37
HCM (ng) 19,95 £ 0,22 20,74 £0,37 22,30 +1,31

CHCM (g/dL) 36,78 + 0,21 37,48 +0,28 36,86 + 0,30
RDW (%) 11,85 +0,29 11,64 £0,18 11,57 +0,13
Total de plaquetas (x 884,50 + 34,50 868,50 + 24,72 865,30 £ 30,88
1000/pL)

Quantidade de metais na carne de peixe

A andlise das amostras de carne de peixe de cultivo e do rio Cachoeira evidenciaram
quantidade média cinco vezes maior de Al*3 e de Zn*2 que foram estatisticamente significativas.
A elevacdo de Cr*® e de Cd*? na carne do rio Cachoeira em relagdo a do peixe de cultivo ndo
atingiram significancia estatistica, porém ndo é improvavel que possam ter contribuido para
toxicidade em face da exposicdo cumulativa ou por entrarem em sinergismo com Al*3 e Zn*2,
N&o houve diferenca significativa de quantidade de Ni*?, Pb*?, Cu*?e Hg*? entre as amostras
(tabela 5).

Tabela 5. Mensuracgédo da quantidade de metais na carne de peixe de cultivo e do Cachoeira
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Branco Peixe de cultivo Peixe do Cachoeira
Al*3 (ppm) | 16,600 + 0,008 10,580 + 0,073 56,520 + 0,018*
Cr*¢(ppm) 0 1,170 + 0,029 4,35 + 0,007
Zn*2 (ppm) | 0,155 +0,006 59,700 + 0,002 381,900 + 0,003***
Ni*Z (ppm) | 0 0 0
Pb*2 (ppm) 0 0 0
Cu*2 (ppm) 0,014 +0,028 2,940 + 0,006 3,720 + 0,019
Cd*2 (ppm) 0 0 0,930 + 0,056
Hg*2 (ppm) | O 0 0

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos racdo e peixe de cultivo (p <
0,05).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p
<0,001).

DISCUSSAO
Parametros de estresse oxidativo

No presente estudo, observou-se aumento significativo do estresse oxidativo e queda
relevante da atividade das enzimas antioxidantes de modo crescente no cerebelo no periodo de
3 para 6 meses. No cortex cerebral, houve aumento da atividade das enzimas antioxidantes aos
3 e 6 meses, porém o0s parametros de estresse oxidativo elevaram apenas apds 6 meses de

exposicao.

A continuidade da exposi¢cdo e consequente toxicidade cumulativa provocou aumento
significativo de estresse oxidativo no bago e elevacdo da atividade da GSH-Px apenas apos 6
meses de exposicdo. O coracdo foi significativamente atingido, apresentando aumento
significativo de estresse oxidativo aos 3 e 6 meses e queda da atividade apenas da CAT. Porém,
apos 6 meses, 0 estresse oxidativo manteve-se e a atividade das trés enzimas antioxidantes
mostrou-se significativamente diminuida, novamente apontando para intensificacao do estresse

oxidativo conforme a exposi¢do foi mais longa.

O figado foi o 6rgdo mais atingido, de modo que o estresse oxidativo foi intensificado
entre o periodo de 3 para 6 meses e, apesar de ter ocorrido aumento da atividade da CAT
inicialmente, apds 6 meses de exposicdo, as enzimas SOD e GSH-Px sofreram reducdo
significativa de atividade. Nos rins, a peroxidacao lipidica aumentou significativamente, porém

aos 3 meses de exposi¢do houve de modo concomitante a queda da atividade da CAT e da GSH-
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Px. Contudo, aos 6 meses, apesar da manutencdo da peroxidacdo lipidica, ocorreu aumento da
atividade da CAT e da SOD.

No plasma, 0 estresse oxidativo esteve significativamente aumentado aos 3 meses,
porém passou por intensificacdo aos 6 meses de exposi¢do. Nos eritrocitos, houve apenas
aumento da atividade da GSH-Px aos 3 meses, mas que passou a abranger as trés enzimas
antioxidantes apds 6 meses de exposicdo. O Al*® pode acumular em todos os tecidos dos
animais, preferencialmente nos rins, figado, coracio, 0ssos e cérebro. A ligacdo do Al*3 aos
eritrocitos apresenta-se muito mais forte do que as proteinas séricas (CHENG et al., 2017) e a
contribuicdo desse metal para o estresse oxidativo pode ter motivado o acréscimo da atividade
da CAT apds 3 meses de exposi¢cdo e também da SOD e da GSH-Px aos 6 meses, no sentido de
limitar o dano oxidativo sobre os eritrocitos, devido a formacdo excessiva de EROs como o
anion superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxil, o qual ndo possui enzima

antioxidante para sua remogé&o.

O Al pode alterar significativamente o estresse oxidativo, por meio de aumento da
peroxidac&o lipidica (particularmente cerebral), reduzir a atividade da Mn-SOD mitocondrial e
causar disfungdes desta (ALl et al., 2014; GHORBEL et al., 2016; KUMAR, 2014). Rahimzade
et al. (2022) também apontam a diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes, da sintese
de proteinas, alterac6es da funcionalidade de &cidos nucleicos, alteragfes da homeostase celular
do ferro e da permeabilidade da membrana, aumento da producdo de EROs e até apoptose

celular desencadeada por excesso de Al*3,

Ratos Wistar machos com trés meses de idade foram divididos em dois grupos de
exposicdo no estudo de Martinez et al. (2016) para receber Al*3 em niveis dietéticos para seres
humanos: baixo nivel de aluminio (1,5mg/Kg e 8,3mg/Kg, via oral) durante 60 dias e alto nivel
(100 mg/Kg, via oral) por 42 dias. Agua potavel ultrapura foi ofertada como controle. Todas as
doses de Al*3 promoveram prejuizo de memdria, aumentaram EROs e a peroxidac&o lipidica e
baixaram a capacidade antioxidante no hipocampo. Apesar de ter sido realizada exposi¢do com
doses diferentes e por menor prazo do que no presente trabalho, esses achados séo convergentes
particularmente para o cerebelo, no qual houve queda da atividade das trés enzimas
antioxidantes avaliadas, aumento de TBA-RS e queda de SH, ilustrando a neurotoxicidade do
Al
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No estudo de Novaes et al. (2018), grupos de ratos Wistar machos com 70 dias de idade
foram randomizados para receber agua destilada, 0,02, 0,1, 50 e 200 mg/kg de solucdo de
aluminio por gavagem por 120 dias. Essa exposi¢do causou bioacumulacéo dose-dependente
no coragdo dos animais, desequilibrio micromineral, oxidacdo do DNA gendmico,
anormalidades estruturais do tecido cardiaco, de modo que 0s animais tratados com as trés doses
mais altas de Al* apresentaram toxicidade mais intensa. Esses dados convergem com os
achados do presente estudo, porém ressalta-se que no presente estudo, a exposicao foi da carne
de peixe cozida e ndo intencionalmente tdxica, posto que partiu da recomendacdo de consumo

de peixe dieteticamente adequada.

No estudo de ReddY et al. (2015), ratas com idades entre 8 e 10 semanas, receberam
agua de rio contaminado por 28 dias e foi encontrado acimulo de metais nos érgdos e presenca
da peroxidacao lipidica mais intensa no figado, rim e cérebro de ratos. Apesar da forma e prazo
de exposicdo serem diferentes do presente estudo, corroboram com o padrédo de aumento de
estresse oxidativo encontrado aos 3 e 6 meses, que, ou manteve-se na mesma intensidade ou

aumentou ou disseminou para cada vez mais 0rgaos.

Veiga et al. (2014) avaliaram o efeito da administracdo de 0,12 mg/Kg/dia de AICl3 por
via intraperitoneal por 10 dias em ratos recém-nascidos. Ratos com 2 e 4 meses de idade
receberam dose de 24,8 mg/kg/dia pela mesma via e periodo. Observou-se acumulo
significativo de Al*3 no figado e na musculatura nos animais que receberam a menor dose e
foram os que mais acumularam o metal, porém o contetdo tecidual decresceu em torno de 50%
apos 40 dias. Nos animais mais velhos tratados com a dose maior, todos os tecidos analisados
(coracdo, rim, hipocampo, cortex cerebral) acumularam Al*3, porém o contelido tecidual
permaneceu constante ou aumentou. Isso tem implicacBes no que refere a bioacumulacéo do
metal, que tendeu a ser menos eliminado conforme a idade. Apesar das diferencas de via de
exposicdo, dose e tempo, esses dados vao ao encontro do presente estudo porque refletem que
a longevidade da exposicao esta relacionada com maior acimulo e interferéncia do Al*3 sobre

as funcgdes de diferentes sistemas.

A toxicidade atingiu nivel de expressdo génica, havendo queda da expressao do fator de
transcricdo mitocondrial hepatico A e de seu regulador, o coativador lo acionado por
proliferadores de peroxissomas (regulador principal da biogénese mitocondrial). Essa
toxicidade deu-se tanto para a administragdo isolada das nanoparticulas de cada metal e foi mais

intensa quando da exposi¢cdo a ambos. Padrdes similares de fragmentacdo do DNA foi
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encontrada para as nanoparticulas, além de elevacdo de marcadores de inflamacgéo, como o fator
de necrose tumoral-a. A nanoparticula¢do possui potencial para maior amplitude de penetracdo

intracelular dos metais associados, aumentando significativamente a exposic¢éo a eles.

No estudo de Piavchenko et al. (2020), verificou-se o efeito cumulativo do zinco na
administracdo intragastrica de dose Unica de 100 mg/kg de succinato de Zn*? na estrutura e
funcdo de 6rgéos e tecidos em ratos de um més de idade. Apds o tratamento, foram encontradas
alteracdes toxicas e distréficas no cortex cerebral, coracdo (fragmentacdo de cardiomiocitos,
edema intersticial), pulmdes (bronquite cronica, pneumonia intersticial focal, areas

enfisematosas) e figado (necrose focal, infiltracdo periportal linfo-histiocitaria).

Zn*2 é armazenado no meio intracelular por metalotioneinas, que se ligam em até sete
fons de Zn*? em suas cadeias laterais de tiol e a liberagdo do Zn*? das metalotioneinas por
oxidantes eleva seu nivel intracelular e conduz a disfuncdo mitocondrial e geragdo de EROs,
como o anion superdxido, por inibir a cadeia de transporte de elétrons, reduzindo o potencial
de membrana mitocrondrial, 0 que aumenta a producdo de EROs. Porém, o Zn*2 em nivel
intracelular elevado também pode mediar a producdo de EROs por formagao de peroxinitrito e
de anion superdxido a partir da enzima 12-lipoxigenase (McCORD, AIZENMAN, 2014). O
Zn*2 também pode ativar a proteina quinase C, que recruta a NADPH oxidase-1 e a 6xido nitrico
sintase, resultando em geracdo de éxido nitrico, peroxinitrito e anion superéxido (O2) (LEE,
2014). Esses mecanismos ilustram o potencial pro-oxidante desse metal quando em excesso.
Ainda, a atividade da SOD pode ser reduzida quando do excesso de Zn*?, que pode causar
deficiéncia de Cu*?, sendo que a SOD utiliza ambos como cofatores (HUBNER, HAASE,
2021).

Hachisuka et al. (2014) alimentaram ratos de 5 semanas de idade por 6 semanas com
uma dieta contendo 0,005% e 0,2% (peso/peso) de ZnCOsze observaram aumento da fragilidade
osmotica dos eritrocitos, alem de anemia microcitica hipocrémica, queda da atividade da SOD
e aumento de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (marcador de estresse oxidativo) no grupo que
recebeu a maior dose. Os autores atribuiram as alteragdes a queda da disponibilidade de ferro

devido a sobrecarga de Zn*?.

A exposicdo de ratos a dieta com 20, 40 e 80 mg/Kg de ZnSO4 por 6 meses resultou em
aumento de TBA-RS, da atividade das enzimas CAT, SOD e GSH-Px, para as duas maiores
doses, evidenciando o potencial pré-oxidante do Zn*2 (SINGH, 2012). Os autores consideram



80

que as doses maiores de Zn*? puderam baixar a disponibilidade de Cu*?, Mg*? e Mn*2 no figado
e nos rins dos animais, aventando a hipdtese de que o excesso de Zn*? possa modificar os

parametros estudados por diminuir o nivel de outros metais.

Os mecanismos descritos para o envolvimento de Al*® e Zn*? na producéo de EROs e
modulacédo da fungéo das enzimas antioxidantes convergem para que o excesso destes resultem
em maior propensdo a dano celular por estresse oxidativo, devido intensificagdo do dano
proteico e lipoperoxidacao, que em longo prazo, causam alteracdes estruturais e funcionais

relevantes.
Parametros bioguimicos

Mekkey (2021) observou que a exposi¢édo a AlICl3 (80, 160, 240 mg/kg/dia, via oral) por
45 dias resultou em queda do nivel sanguineo de T4 nas doses maiores e que houve degeneracéo
das células epiteliais que envolvem os foliculos tireoidianos e infiltracdo inflamatéria no
interior dos foliculos atribuida ao aumento de estresse oxidativo, 0 que possivelmente
prejudicou a producdo de T4. Esse mecanismo poderia guardar relagdo com a redugédo de T4

observada ap0os 3 meses de consumo da carne de peixe do rio poluido.

Contudo, de acordo com Igbokwe, Igwenagu e Igbokwe (2019), a secrecdo de
hormonios tireoidianos pode aumentar quando ions de Al* sdo estimulatdrios para a glandula
ou porque os 6rgdos alvo estdo menos sensiveis ao horménio por deplecdo da expressdo de
receptores nas membranas celulares. O aumento de T4L que foi observado ap6s 6 meses de
consumo de carne de peixe do rio Cachoeira pode guardar relagdo com o mecanismo descrito,
enguanto o aumento de T4L nos animais que consumiram carne de peixe de cultivo pode ser

atribuido aos altos niveis de iodo que contribuiram para maior sintese de T4.

O Zn*? possui papel chave no metabolismo de hormadnios tireoidianos: regulando a
atividade das enzimas deiodinases, sintese dos horménios tireoestimulante e liberador de
tireotrofina, assim como modula a estrutura de fatores de transcrigdo envolvidos na sintese dos
hormonios tireoidianos. Transportadores especificos para Zn*? estdo presentes no hipotalamo,
na hipofise e tireoide, porém suas funcdes sdo pouco esclarecidas (SEVERO et al., 2019). Logo,
0 Zn*? pode afetar diretamente a sintese de hormaonios tireoidianos, de modo que sua deficiéncia
foi associada com atrofia e degeneracdo tireoidiana, além desse metal poder prevenir estresse
oxidativo sobre a glandula. Zn*? também é necessario para a atividade dos receptores para

hormdnios tireoidianos (principalmente do T3) e pode afetar o nivel sanguineo de T4 por
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aumentar a producdo de sua proteina ligadora plasmética (BALTACI, MOGULKOC,
BALTACI, 2019). Dada a participacdo disseminada na regulacdo da sintese, secrecdo e
transducéo de sinal dos horménios tireoidianos pelo Zn*2, possivelmente a exposigio excessiva
tem potencial para estimular a producdo de mais hormonios tireoidianos e, conforme o aumento
desses hormonios retroalimenta negativamente a secre¢do hipotaldmica e hipofiséria dos
hormdnios que estimulam a funcéo tireoidiana, resultar em menor producdo de T3 e T4. O
estudo de Sakr e Steenkamp (2021) corrobora com o potencial do Zn*? em excesso reduzir o
nivel sanguineo de T3, T4 e de hormdnio tirecestimulante em ratos, mas em condicdo de
exposicao a nanoparticulas de ZnO (200 mg/Kg, via oral, por 30 dias), que permitem maior

acmulo do que a exposic¢ao realizada a partir do consumo de carne de peixe.

A elevacdo das transaminases tem relacdo com necrose dos hepatdcitos e consequente
liberacdo das enzimas hepéticas para o sangue, constituindo marcador importante de
hepatotoxicidade clinicamente importante (ABDOU, HASSAN, 2014). Esse resultado €
convergente com o aumento de estresse oxidativo hepéatico descrito anteriormente e com a
gueda da atividade das enzimas antioxidantes, que deixaram o 6rgdo mais indefeso a ponto da

toxicidade atingir relevancia clinica.

A toxicidade do Al*® sobre o figado é bem conhecida, de modo que o estresse oxidativo
provocado por AICIs (100 mg/Kg, via oral, uma vez por dia por 7 dias) é utilizado até mesmo
como modelo de estudo de substancias que previnam hepatotoxicidade, posto que resulta em
elevacdo de TGO, TGP, bilirrubina e de TBA-RS, passiveis de reducéo por compostos em teste
(YAKUBU, 2016). Zakaria et al. (2020) utilizaram 34 mg/Kg por dia de AICIz da sétima a
décima oitava semana de vida de ratos e observaram aumento das transaminases hepaticas, de
bilirrubina, do tempo de protrombina e queda do nivel sanguineo de albumina. Estresse
oxidativo, perturbacdo do sistema redox intracelular e peroxidagdo lipidica foram
reconhecidamente arrolados como mecanismos principais da toxicidade hepética atingida.

Apesar dos estudos anteriores convergirem no sentido de encontrar hepatotoxicidade
relevante, as doses utilizadas de Al*® eram intencionalmente altas, enquanto que, no presente
estudo, a toxicidade hepética observada aos 6 meses é proveniente da exposi¢cdo ao conteido
de metais pesados da carne de peixe do rio poluido por meio de ingestdo de quantidade
nutricionalmente recomendada. Dado o papel protetor sobre o estresse oxidativo do Zn*? em
estudos que utilizaram doses terapéuticas, esse metal reduziu a hepatotoxicidade causada, por
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exemplo, por Cd*?, CCly, etanol (KOUADRIA, DJEMLI, TAHRAOUI, 2020; AFTAB, 2016;
ZHONG et al., 2013).

A queda de TGO hepatica observada apds 3 meses de exposicdo associada com o
aumento de estresse oxidativo e queda de atividade de enzimas antioxidantes aponta para
toxicidade hepatica, porém a TGO também esta presente em outros tecidos, como rins, coracao
e musculo, sendo sua alteracdo isolada menos especifica do que a elevacdo de TGP (ABDOU,
HASSAN, 2014).

A elevagdo de ureia atingiu significancia clinica apos seis meses de exposi¢do a carne
do rio poluido, porém nao houve mudanca no nivel sanguineo de creatinina. Sdo biomarcadores
de avaliacdo da funcdo renal, a concentragdo de creatinina sérica e a ureia. A creatinina € um
produto de degradacdo das células musculares e representa um indicador da eficiéncia da
filtracdo glomerular (TONOMURA, MATSUBARA, KAZAMA, 2015). A ureia é produto de
metabolismo do nitrogénio e, embora seja livremente filtrada pelos glomérulos e ndo secretada
ou reabsorvida, trata-se de um preditor fraco da taxa de filtracdo glomerular porque de 40 a
70% retornam ao plasma por difusdo passiva, logo, estase urinaria leva a retorno ainda maior
da ureia presente nos tabulos renais, de modo que a taxa de filtracao fica superestimada a partir
da depuracdo de ureia (BAZZANO et al., 2015).

A exposicao de ratos a AICI3 pode causar nefrotoxicidade relevante (20 mg/Kg, via oral,
uma vez ao dia por 40 dias), marcada por elevacao significativa de ureia, creatinina e de TBA-
RS, além de queda do volume urinario e da atividade da SOD e da GSH-Px (Al DERA, 2016).
Contudo, no presente estudo, a elevagéo isolada de ureia associada ao dano oxidativo ainda néo

permite inferir nefrotoxicidade clinicamente relevante.

Apobs 3 meses de consumo de carne do rio poluido, houve queda significativa de HDL-
C e aumento de TG e VLDL, caracterizando dislipidemia e maior risco para aterosclerose nos
animais. John et al. (2014) observaram que a administracdo cronica de AICI3 por 60 dias em
ratos (175 mg/Kg, via oral) de 3 meses de idade causou reducao significativa da concentracdo
sérica de HDL-C, ao mesmo tempo que aumentou TG e LDL-C, e essas mudancas foram
atribuidas ao fato do Al*3, além de causar dano celular por aumento de estresse oxidativo, pode
reduzir a sintese de RNA e DNA, posto que tem alta afinidade por grupos negativamente
carregados, o que permite sua interagdo com grupos fosfato dos acidos nucleicos e proteinas

fosforiladas.
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Okail, Ibrahim e Badr (2020) administraram AICl3 (40 mg/Kg, via oral) em ratos de um
més de idade por dois meses e observaram elevacdo significativa de TGO, TGP, colesterol total
e TG, além de vacuolizacdo severa com aumento de infiltracdo inflamatéria e necrose dos
hepatdcitos. Foi atribuido aumento de colesterol total e TG a perda de integridade da membrana
dos hepatdcitos e a queda de atividade da lipase lipoproteica, que catalisa a hidrélise de TG da
VLDL.

Dass e Ramoji (2017) também encontraram alteracdes significativas no lipidograma de
ratos de 2 meses de idade que receberam dose unica de AICI3 por via oral (100 mg/Kg), havendo
elevacdo de LDL-C e TG, que pode estar relacionada com dano oxidativo de biomoléculas e a
distrofia lipidica, conforme a intensidade, pode ser ou ndo lipotoxica e patogénica ou contribuir
para a progressdo de varias outras doencas. Percebe-se que o Al*® pode alterar o lipidograma

por meio de sua hepatotoxicidade em diferentes quantidades e prazos de exposicao.

Zn*2 é um dos micronutrientes mais metabolicamente ativos no sistema enddcrino,
sendo necessario para o controle da glicemia e do metabolismo de lipidios. Assim, sua
suplementacdo (5-10 mg/Kg) tende a corrigir o lipidograma em situacdo de deficiéncia ou de
patologias, como diabetes (RYADINENCY, HADISAPUTRO, RACHMAWATI, 2018). Zn*?
e os fatores de transcricdo regulados por ele modulam as vias metabdlicas de lipidios e glicose,
logo a deficiéncia ou 0 excesso deste pode perturbar o metabolismo de lipidios. Essas interacfes
entre Zn*?, leptina e metabolismo de &cidos graxos sdo complexas e envolvem varios
transportadores desse ion e vias de sinalizacdo intracelulares, por isso os estudos sdo
conflitantes em termos de resultados acerca da deficiéncia e do excesso de Zn*? sobre o
lipidograma (KOSTARA et al., 2018). Inclusive, estudos em seres humanos sugeriram que a
suplementagio de Zn*? tende a reduzir o colesterol total, LDL-C e TG e aumentar HDL-C no
sangue, porém, esses resultados sdo contraditos por outros estudos de acordo com a metanalise
de Ranasinghe et al. (2015).

Porém, no presente estudo, é importante ressaltar que 0s animais estavam expostos tanto
a excesso de Zn*2 como de Al*3, de modo que o Gltimo possui potencial hepatotoxico suficiente
para causar alteracdo clinicamente relevante da funcdo hepatica e da sintese de lipoproteinas,

conforme descrito anteriormente.

Ap0s 6 meses, foi encontrado aumento de TG no sangue dos animais que consumiram

carne de peixe do rio Cachoeira, inclusive maior do que ap0s 3 meses. Porém, também foi
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encontrada elevacéo de TG no sangue de animais que consumiram peixe de cultivo. E possivel
que essa alteracdo guarde relacdo com o fato de que TG circulantes, estdo presentes nos
quilomicrons e VLDL, sendo os primeiros liberados ap6s a alimentagdo e os segundos, em
estado de jejum (VIKOREN et al., 2017). Como as coletas foram realizadas 24 horas apos a
ultima exposicgéo, os TG estariam mais incorporados as particulas de VLDL-C, refletindo maior
secrecdo de TG pelo figado. Menor depuracdo de quilomicrons também poderia explicar o
aumento de TG encontrado nos animais que consumiram a carne de peixe de cultivo.Portanto
0 aumento do VLDL e TG com a diminuicdo do HDL, podem desencadear problemas

relacionados ao sitma cardiovascular.

Mensuracgédo da quantidade de metais

Al ¢ Zn*? foram os metais aumentados significativamente na carne de peixe do rio
Cachoeira em relacdo ao peixe de cultivo e, conforme os mecanismos descritos, podem ser
responsaveis pela toxicidade encontrada em varios sitios dos ratos que consumiram a carne de

peixe, isto €, os metais podem ser transferidos ao longo da cadeia alimentar.

A exposicdo crénica a metais pode contribuir para o desenvolvimento de condi¢bes
patoldgicas, tais como: cancer, doencas cardiovasculares, diabetes, aterosclerose, desordens
neurologicas, inflamacédo cronica. Parte da fisiopatologia dessas doencas pode ser atribuida ao
aumento de estresse oxidativo e reducdo da atividade das enzimas antioxidantes, que instalam
um desequilibrio que favorece o dano celular que, conforme intensidade e prazo de duracao da
exposicao aos estressores, pode causar toxicidade em nivel clinico (MARKIEWICZGORKA et
al., 2015; LAN et al., 2016).

A toxicidade dos metais pode ocorrer quando ele esta associado a outros elementos ou
quando o nivel de sua concentracdo estd elevado (SANTOS, 2013. Os metais, quando no
ambiente aquético, espalham-se por toda a agua e podem se acumular em sedimentos ou
consumidos pela biota e por ndo serem biodegradaveis, tornando-se indicadores de poluicédo
aquatica (MAKEDONSKI et al., 2017).

O AI*® ¢ o elemento metéalico mais abundante na natureza, é largamente utilizado na
sociedade: da confeccdo de utensilios domésticos até construgdo civil e transporte; na saude
como adjuvante na confecgdo de vacinas e aditivos alimentares, medicamentos, como

antiacidos, e cosméticos. Al*® pode ser absorvido por via respiratoria, cutdnea ou enteral € a
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exposicdo cronica pode permitir acimulo que resulte em problema de satde publica devido a
sua neurotoxicidade, que pode levar a danos semelhantes aos da doenca de Alzheimer e
diminuicio das funcbes de aprendizado e memoria (CHANTING et al., 2021; GOULLE e
GRANGEOT-KEROS, 2020; KLOTZ et al., 2017; CLARKSON, 2020).

O AI*3 também foi associado a esclerose multipla e transtorno do espectro autista devido
a neurotoxicidade mediada por sua capacidade pro-oxidante, pro-inflamatoria, pro-apoptotica,
interferindo no metabolismo de neurotransmissores e neuronial e na manutencdo do
citoesqueleto (TINKQV et al.; KLEIN, 2019; EXELEY e CLARKSON, 2020). Patologias
dsseas e cancer de mama também foram associadas com exposicéo excessiva ao Al*3 (TINKOV
et al.; KLEIN, 2019; EXELEY e CLARKSON, 2020).

Quando as pessoas sd0 expostas a altos niveis de Al* ele ndo é excretado de modo
proporcional a sua concentragdo no sangue, o que favorece seu acimulo e consequente aumento
de estresse oxidativo no cérebro, figado e rim, além de perturbar a funcéo de varias enzimas e
alterar a sintese proteica (JAISHANKAR, 2014). No estudo de Mirza et al. (2017), foi
observada a presenca de Al*3 significativamente elevada tanto intra como extracelularmente em
tecido cerebral no entorno de neurbnios mortos ou degenerados de doze doadores
diagnosticados com doenca de Alzheimer familiar, sendo sugerida a relacdo do acimulo deste

metal com o desencadeamento dessa doenga.

A bioacumulagdo de Zn*2 nos peixes é uma ferramenta importante para avaliagio da
poluicdo ambiental: Labarrére et al. (2012) verificaram que, de 68 peixes capturados (Hoplias
sp. Hypostomus sp., Piaractus sp., Pimelodus sp. e Prochilodus sp.) em cinco pontos diferentes
do rio Sdo Francisco, 28 apresentaram concentragdo de Zn superior a 50 mg/kg (concentragéo

méaxima permitida pela legislacédo brasileira).

Segundo JAROSZ et al (2017), o Zn*? tem papel importante no metabolismo sendo
terapéutico para o organismo humano, quando consumido em quantidade adequada. Ferreira et
al. (2020) trazem a recomendacdo de ingestdo aceitavel de 8mg/dia para mulheres e de
11mg/dia para homens e os peixes sdo excelente fonte deste mineral. O Zn*? ¢ essencial para o
funcionamento de centenas de proteinas, aumenta a defesa antioxidante e a imunidade
(JAROSZ et al., 2017). Entretanto, a exposicao excessiva e prolongada pode gerar efeitos
toxicos, especialmente nos sistemas digestivo, respiratdrio, nervoso e causar cancer
(RAHIMZADEH et al., 2020).
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A exposicdo cronica de mamiferos a sais de Zn*? pode induzir efeitos toxicos
praticamente em todos os tecidos, especialmente no sistema nervoso central, imunolégico e
deficiéncia de outros compostos, como ferro e Cu*2 (ISTRATE et al., 2016; SAFONOVA et
al., 2015). Processos industriais, poeira tecnogénica, mineracéo sao atividades antropogénicas
que permitem que 0 Zn*? acumule na agua, no solo e nas plantas. Assim, nas areas de producAo,

o contetido de Zn*2 excede os niveis aceitaveis e acumula nos organismos ao longo da cadeia

alimentar (SENSI et al., 2011).

Assim, além de estarem presentes em quantidades maiores na carne de peixe do rio
Cachoeira, 0s metais presentes ainda foram transferidos para o organismo dos ratos em

quantidade suficiente para alterar o estresse oxidativo e os parametros bioguimicos descritos.

Conclusao

O consumo de carne de peixe cozida do rio Cachoeira por 3 meses aumentou
significativamente o estresse oxidativo no cerebelo, coracéo, figado, rim e plasma, diminuiu a
atividade de enzimas antioxidantes no cerebelo, coracdo e rim e aumentou a atividade das
enzimas no cortex cerebral, figado e eritrocitos. Tambem causou queda significativa sanguinea
de T4L, TGO e HDL-C.

Ap06s o consumo de carne de peixe do rio Cachoeira por 6 meses, foi observado aumento
de estresse oxidativo significativo no baco, cerebelo, cortex cerebral, coracdo, figado, rim e
plasma, evidenciando maior disseminacdo e toxicidade cumulativa. Houve decréscimo
relevante da atividade de enzimas antioxidantes no coracgéo e cerebelo, enquanto que no baco,
cortex cerebral, figado e eritrocitos foi observado aumento da atividade de enzimas
antioxidantes. Também ocorreu aumento significativo do nivel sanguineo de T4L, TGP, ureia
e TG.

Essas alteracdes podem estar associadas a presenca significativamente maior de Al*3e
Zn*2 na carne de peixe do rio Cachoeira. Esses dados ressaltam a preocupacio com a satde
publica e a necessidade dos 6rgaos publicos exercerem maior controle sobre a pesca neste rio,
por meio de orientagdes e medidas de controle, além de buscar melhorar a qualidade destas
aguas, no sentido de recuperar a biota caracteristica e natural do rio.
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A poluicdo ambiental aquéatica pode contaminar a carne dos peixes, deixando-a
impropria para consumo. Este estudo investigou a toxicidade do consumo de carne de tilapia
cozida, coletada do rio Cachoeira por ratas. Os animais receberam racdo, carne de peixe de
cultivo e do rio Cachoeira duas vezes por semana por 9 e 12 meses e foram mensurados
parametros de estresse oxidativo bioquimicos e hematoldgicos e a quantidade de metais pesados
Cadmio (Cd*?), chumbo (Pb*?), Cromo (Cr*®) e mercurio (Hg*?) Aluminio (Al*?) e Zinco (Zn*?)
na carne de peixe. Apos 9 e 12 meses de consumo de carne de peixe do rio Cachoeira,
aumentaram significativamente substancias reativas ao acido tiobarbiturico em todos os 6rgéos,
aumentaram significativamente proteinas carboniladas no cerebelo, cortex, coragdo e figado e
reduziram sulfidrilas nesses mesmos 6rgaos. A atividade da catalase reduziu significativamente
no baco, cerebelo, cortex, coracdo e rim apos 9 e 12 meses de exposicdo, enquanto a da
superoxido dismutase ndo decresceu apenas no rim. A atividade da glutationa peroxidase
aumentou no bago e nos eritrocitos, mas diminuiu nos outros érgaos apos os dois periodos de
exposicdo. Apos 9 meses, observou-se aumento significativo do nivel sanguineo de tiroxina, de
transminase glutamica piravica, ureia, lipoproteina de muito baixa e baixa densidade e reducéo
de colesterol total. Apds 12 meses de exposicdo, houve elevacao significativa das tranasminases
glutdmica pirdvica e oxalacética no sangue. A carne de peixe do rio Cachoeira apresentou nivel
de aluminio e zinco, cinco e seis vezes maior que a do peixe de cultivo. O acumulo desses

metais pode contribuir para causar doencas em longo prazo.

PALAVRAS-CHAVE: alimentos, dieta e nutricdo, desenvolvimento sustentavel,

monitoramento ambiental, peixe, seguranca alimentar, toxicologia.

ABSTRACT

Environmental aquatic pollution can make fish meat inappropiate for ingestion and
cause diseases. This study aimed to investigate the toxicity of Cachoeira river collected and
cooked tilapia fish meat ingestion in rats. Animals were fed standard ration, farmed fish meat
and from the Cachoeira river twice a week for 9 and 12 months and oxidative stress in spleen,
cerebellum, brain cortex, heart, liver, kidney and blood, biochemical and hematological
parameters were measured. Heavy metal content in fish meat was also measured. After 9 and

12 months of Cachoeira river fish meat ingestion, significant increase of thiobarbituric reactive
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substances in all organs and blood, increase of carbonylated proteins in cerebellum, cortex,
heart, liver and decrease of sulfhydryls in these organs. Catalase activity was significantly
reduced in spleen, cerebellum, coértex, heart and kidneys after 9 and 12 months, while
superoxide dismutase activity did not reduce only in kidney. Gluthatione peroxidase activity
increased in spleen and blood, but decreased in all other analysed organs after both periods of
exposition. After 9 months, there was significant increase of plamatic levels of thyroxine,
piruvic, glutamic transaminase, urea, very low and low density lipoproteins. After 12 months,
there was significant increase of plasmatic level of liver transminases. No hematological
alterations were observed. Cachoeira river fish meat presented aluminum and zinc level of,
respectively, five and six times higher than farmed fish. Acummulation of these metals may

contribute to the development of diseases when consumed in long term.

KEYWORDS: diet, food and nutrition, sustainable development, environmental monitoring,

fish, food safety, toxicology.

INTRODUCAO

A carne de peixe € uma valiosa fonte de macro e micronutrientes, particularmente de
ferro e zinco, vitaminas B1, B12, niacina, proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas A e D
e do lipidio poli-insaturado (LASKOWSKI, GORSKA-WARSEWICZ, KULYKOVETS,
2018). Apesar do aumento do consumo de carne de peixe estar possivelmente associado com a
menor incidéncia de doenca cardiovascular (por causa da vitamina D e do 6mega-3), deve-se
contrabalancear os beneficios com a presenca de varios tipos de contaminantes ambientais que
podem comprometer a qualidade desse alimento (metais pesados, microrganismos, pesticidas)
e contribuir para o desenvolvimento de doencas (LASKOWSKI, GORSKA-WARSEWICZ,
KULYKOVETS, 2018; TORIANI et al., 2021).

Em todo o mundo, os habitats aquéticos estdo sendo expostos a uma mistura complexa
de toxicantes: 0s rios recebem estressores quimicos de origem antropogénica, incluindo matéria
organica e inorganica, além de micropoluentes, como pesticidas ou residuos de produtos
industriais. Os rios sdo utilizados para diluir e transportar residuos tratados para longe da
populacdo humana, porém os toxicantes poluem a agua e degradam o ambiente, ameacando a

diversidade da vida nesses meios (GALIB et al., 2018). O intenso crescimento industrial e da
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agricultura contribui para causar contaminacdo dos ambientes aquaticos naturais e construidos
pelo homem e podem afetar ndo apenas a salde dos peixes, mas também trazer problemas
ligados ao consumo de carne de peixe pelo ser humano, sendo fundamental monitorar a
qualidade dos meios em que os peixes vivem (NOVOSLAVISKIJ et al., 2016).

Dentre os contaminantes dos meios aquaticos, metais de fontes naturais (deposi¢cdo
atmosférica) e antropogénicas (agricultura, residuos de produtos industriais e residenciais)
(WEBBER, 2013) e o sedimento dos rios pode imobilizar metais por processos de adsorcao,
floculacéo e coprecipitacdo (MORINA et al., 2016), tornando-0s mais acessiveis aos peixes. A
exposicdo crbnica a metais pesados pode acumular nos tecidos dos peixes e conduzir a
mudancas teciduais, bioquimicas e fisioldgicas (PAULINO et al., 2014) nesses organismos e
também permitindo biomagnificacdo e aumento da presenca de toxicantes ao longo da cadeia
alimentar, de modo que o conteldo de metais nos peixes pode contrabalancear seus beneficios
nutricionais (EL-MOSELHY et al., 2014).

O municipio de Joinville, situado na regido nordeste do Estado de Santa Catarina, é
considerado o terceiro polo industrial da regido Sul do Brasil. A bacia do rio Cachoeira esta
inserida na regido central do municipio e, conforme dados do Sistema Nacional de Informacdes
sobre Saneamento (2014), Joinville foi citada entre as 10 piores cidades do Brasil em cobertura
de esgoto. O rio passou a receber maior e crescente quantidade de residuos domésticos e
industriais na década de 1970, conforme a populacéo e a industrializagdo aumentaram. Até a
metade dos anos 2000, ndo houve incremento de coleta e tratamento de esgoto na cidade, que
ficou quase trés décadas com apenas 14% de cobertura (ZSCHORNAK, OLIVIERA, 2018).

Sendo observada a pesca e consumo de peixes do rio Cachoeira, que possuem potencial
para contaminacdo relevante, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade pré-clinica da

carne de tilapia cozida do rio Cachoeira em ratos expostos a ela por nove e doze meses.
METODOLOGIA

Este foi um estudo pré-clinico experimental, realizado na Universidade da Regido de
Joinville (UNIVILLE), conduzido no biotério e nos laboratérios de praticas farmacéuticas e de
analise instrumental. Os experimentos foram conduzidos unicamente apds a aprovacao do
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIVILLE (Parecer
01/2019).
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Protocolo experimental in vivo

Foram utilizados Rattus norvegicus albinos da raca Wistar, fémeas, com peso médio
inicial de 100g, provenientes do Biotério da Universitaria Regional de Blumenau (FURB — SC).
Os animais foram recebidos com 21 dias de idade, acomodados (4 por gaiola) e aclimatados
por 7 dias no biotério setorial da Universidade da Regido de Joinville para adaptacdo. As salas
de manutencéo dos animais foram mantidas em ciclo de 12h claro/escuro (luzes ligadas as 7:00
h e desligadas as 19:00 h), temperatura entre 22 + 2 °C e umidade entre 50 *+ 5%, com sistema
de exaustdo de ar. Os animais tiveram livre acesso a racdo e agua durante o periodo de
aclimatacdo. Os experimentos foram realizados conforme o disposto na Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizacdo de animais em ensino e/ou
pesquisa, especialmente as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal — CONCEA (2012) e as recomendagdes exigidas pelo “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, (1996)”.

Apos a aclimatacdo, os animais foram divididos em grupos (n =10) que foram expostos
por 9 e 12 meses a ragdo, carne de peixe de cultivo ou do rio Cachoeira. Os animais do grupo
controle receberam racdo padrdo (Nuvilab®) e os animais dos grupos experimentais receberam
2 porgOes por semana de carne de peixe. Oito horas antes do fornecimento da carne de peixe
foi retirada a ragdo das caixas de todos os grupos, inclusive o controle.

Para definicdo da porgéo de peixe ofertada para cada rato, utilizou-se a recomendacao
da Word Health Organization (2010) de consumo de 12 Kg de peixe ano para um adulto de 70
Kg (uma porcdo de 1259/70 Kg duas vezes por semana). Essa proporcdo foi convertida
conforme a massa corporal de cada animal, que foi pesado quinzenalmente. Um dia ap0s o
término de cada periodo de exposi¢cdo, os animais foram eutanasiados por decapitagdo para
coleta de sangue total, e excisados o baco, coracdo, figado, rim direito, cerebelo, coracdo, cortex

cerebral.

Preparo das amostras

Mensuracdo da quantidade de metais na carne de peixe
As analises de concentracdo de metais pesados na carne de peixe foram conduzidas em

triplicata por espectroscopia de emisséo atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-
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OES) em aparelho Avio 200-Perkin Elmer, adaptadas das metodologias de Sanches Filho,
Fonseca e Holbig (2013) e de Uysal, Emre e Kdse (2008).

Foram pesadas 5 g de cada amostra de carne cozida de peixe de cultivo e do rio
Cachoeira, que foram colocadas em liofilizador por 24 horas. Apos secagem, restaram 3,40 g
da amostra da carne de peixe de cultivo e 3,22 g da amostra de carne de peixe do rio Cachoeira.
A cada amostra foram adicionados 10 mL HCI (20%) + 4mL de HNO3 (50%), colocadas na
chapa de aquecimento a 90°C e deixadas por 30 minutos em refluxo. Em seguida as amostras
foram filtradas para um baldo de 100 mL e avolumadas com agua Milli-Q.

Todo o material utilizado no preparo da amostra foi lavado com uma solugéo de Extran e
agua e, apos, colocado em acido nitrico a 10% (v/v) durante pelo menos 24 horas. Apds imerséo
no acido, o material foi lavado sete vezes na dgua Milli-Q. Os resultados da analise de metais

estdo expressos em ppm.

Sangue Total

O sangue total para analise dos parametros hematologicos foi obtido de sangue dos ratos
por meio de decapitacéo e acondicionados em tubos com e sem &cido etilenodiamonotetracético
tripotassio (EDTA K3). O sangue foi centrifugado a 1000 x g por 10 minutos para separagao
de plasma e soro, que foram mantidos em freezer. O sangue recém coletado foi utilizado para
analise de parametros hematoldgicos e confeccdo de lamina para contagem diferencial de

células sanguineas.

Eritrécitos
Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solucgdo salina gelada (0,153 mol/L cloreto de
sodio) e os lisados foram preparados pela adicdo de 1 mL de agua destilada para 100 pL de

eritrocitos lavados e congelados.

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, os eritrocitos foram
congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por 10 min. O sobrenadante

foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL de proteina.

Tecidos

O figado, rim, coracdo, baco e estruturas cerebrais (cértex e cerebelo) foram removidos,
decapsulados e mantidos em gelo com tampdo salina (154 mM NaCl, 5 mM Tris—HEPES, pH
7.5). O homogeneizado (15%) (p/v) foi preparado em tampao adequado, conforme metodologia

a ser empregada, usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado foi
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centrifugado a x 3.000 g a 4 °C por 15 minutos para remocdo de residuos celulares e o
sobrenadante estocado em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior determinacdo da
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) e de estresse oxidativo: substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBA-RS), contetdo total de sulfidrilas (SH) e proteinas carboniladas (PC).

Parametros de estresse oxidativo
TBA-RS

TBA-RS foi determinado de acordo com o0 método descrito por Ohkawa et al. (1979).
A metodologia de TBA-RS, mensura o malondialdeido (MDA), um produto da
lipoperoxidagdo, causado principalmente por radicais livres hidroxil. Os tecidos
homogeneizados e o plasma foram misturados com &cido tricloroacético a 20% e 0,8% de &cido
tiobarbitirico e aquecidos num banho de agua fervente durante 60 min. TBA-RS foi
determinado pela absorvancia a 535nm. Uma curva de calibracdo seré obtida utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como o precursor de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo
tratamento que o dos sobrenadantes. Os resultados estdo expressos em nmol de MDA por mg

de proteina.

Conteudo total de SH

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito por
Aksenov e Markesbery (2001), que se baseia na reducdo do acido ditionitrobenzoéico (DTNB)
por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que é mensurado espectrofotometricamente em
412nm. Resumidamente, 50uL de homogeneizado foi adicionado a 1mL de tampéo (PBS) pH
7,4 contendo EDTA 1mM. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 30uL de DTNB 10,0mM e
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram

expressos em nmol TNB/mg de proteina.

Conteudo de PC

O teor de carbonilas foi mensurado através do metodo descrito por Reznick e Packer
(1994), com base na reacdo de carbonilagdo de proteinas com dinitrofenilhidrazina formando
dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido espectrofotometricamente a 370 nm.
Resumidamente, 200 uL de homogeneizado foram adicionados a tubos de plastico contendo
400 uL de dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparado em HCI 2 M). As amostras foram mantidas
no escuro durante 1 h e agitadas em vortex a cada 15 min. Subsequentemente, 500 uL de &cido

tricloroacético a 20% serdo adicionados a cada tubo. A mistura foi submetida a vortex e
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centrifugada a 14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante obtido, descartado. O sedimento foi
lavado com 1mL de etanol / acetato de etila (1: 1 v / v), agitado e centrifugado a 14000 x g
durante 3 min. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600uL de guanidina
6M (preparado numa solucdo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3), antes de agitacdo em
vortex e incubagdo a 60 °C durante 15 min. As amostras foram em seguida centrifugadas a
14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante usado para medir a absorbancia a 370 nm (UV)
numa cubeta de quartzo. Os resultados foram relatados como conteudo total de carbonilas (nmol

/ mg de proteina).

Atividade da CAT

Esse parametro foi mensurado pelo método de Aebi (1984) usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no desaparecimento de
H202 a 240 nm num meio de reagdo contendo 25uL de amostra e 600uL tampéo fosfato de
potéassio 10 mM, pH 7,0, contendo 20mM de H20.. A absorbancia foi mensurada a cada 10
segundos por 1 minuto e 40 segundos. Uma unidade ¢ definida como 1pumol de H2O2 consumido

por minuto e a atividade especifica é calculada como unidades de CAT / mg de proteina.

Atividade da SOD

Esse parametro foi determinado pelo método de auto-oxidacdo do pirogalol, como
descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de superédxido (O2¢), que é
um substrato para a SOD. Resumidamente, 15uL. de cada amostra, 215uL de uma mistura
contendo 50uM de tampao Tris, pH 8,2 foram adicionados a 1uM de EDTA e 30uM de CAT.
Subsequentemente, foram adicionados 20uL de pirogalol e a absorbancia foi registada
imediatamente a cada 30 segundos durante 3 minutos a 420nm usando um espectrofotémetro
Shimadzu UV-visivel. A inibicdo da auto-oxidacao do pirogalol ocorre na presenca de SOD,
cuja atividade pode ser indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma curva de
calibracéo foi realizada com SOD purificada como referéncia, para calcular a atividade da SOD
presente nas amostras. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de SOD necessaria
para inibir 50% da auto-oxidacéo de pirogalol e a atividade especifica é relatado como unidades

SOD/mg de proteina

Atividade da GSH-Px
A afericdo desse parametro foi mensurada pelo método de Wendel (1981), utilizando
tertbutil-hidroperoxido como substrato. A decomposicdo do NADPH foi monitorada em

espectrofotémetro a 340nm por 3 minutos e 30 segundos (espectrofotdmetro Shimadzu UV-
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visivel). O meio contém 90 pL de amostra e 800uL de tampéo fosfato de potassio 10mM, pH
7,4; 20 uL de GSH 2 mM, 30uL de GSH redutase 0,15 U/mL, 10 uL de azida, 0,4 mM, 0,5
mM de tertbutil- hidroperdxido e 10pL de NADPH 0,1 mM. A absorbancia foi mensurada a
cada 10 segundos por 1 minuto e 30 segundos. Em seguida, 50pL de t tertbutil-hidroperdxido
foram adicionados e a absorbancia lida por mais 2 minutos. Uma unidade de GSH-Px € definida
como lpumol de NADPH consumido por minuto e a atividade especifica é apresentada como

unidades de GSH-Px / mg de proteina.

Dosagem de proteinas
O teor de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951), utilizando-se albumina

sérica bovina como padréo.

Afericdo dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos transaminase glutamica oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmica piravica (TGP), hormonio tireo-estimulante (TSH), tiroxina livre (T4L) e
triiodotironina (T3) e creatinina foram mensurados por processo automatico no aparelho Advia
Centaur Immunassay System da Siemens (laboratério Santa Helena de Jaragué do Sul - SC). A
mensuragdo de proteinas totais, aloumina, &cido Urico, ureia, colesterol total (CT), colesterol
HDL e triglicerideos (TG) foram mensurados por espectrofotometria no laboratoério de Praticas
Farmacéuticas da UNIVILLE utilizando kits da Labtest. Niveis sanguineos de colesterol VLDL

e LDL foram deduzidos utilizando a equacéo de Friedewald.

Afericdo dos parametros hematologicos

Os parametros hematoldgicos foram mensurados por processo automatico de leitura de
luz e impedancia elétrica por meio de automagdo com o aparelho Pentra 60 da marca Horiba
ABX. Foram avaliados os parametros da série vermelha (hemograma): hemoglobina, VCM
(volume corpuscular médio), contagem de eritrocitos, RDW (Red Cell Distributtion Width),
indices referentes a concentracdo de hemoglobina e analise microscépica do esfregaco
sanguineo para observagéo de alteragdes de forma e cor dos eritrocitos. Também foi avaliado o
leucograma (numero total de leucdcitos, neutréfilos, eosinofilos, linfécitos, mondcitos e

basofilos) e a quantidade total de plaquetas.
Coleta dos peixes

Foi selecionada a tilapia para este estudo por ser um peixe bastante consumido entre 0s

brasileiros, ter uma 6tima relacdo custo/beneficio para os consumidores, devido a sua carne ser
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considerada uma proteina de alto valor bioldgico e textura firme. Este peixe também pode se
desenvolver em ambientes adversos, tem habito alimentar onivoro, alimenta-se de todo tipo de
material organico disponivel na agua, moluscos, sementes, vegetais de qualquer espécie,
crustaceos, entre outros (BEMVENUTI, FISCHER, 2010).

Os peixes de cultivo selecionados foram tilapias do Nilo Oreochromis, provenientes de
cultivo em monocultura de til&pias em viveiro escavado arragoado, localizado na Estrada
Quiriri na cidade de Joinville (SC). O local de cultivo € assistido regularmente pela equipe do
setor de psicultura da unidade de desenvolvimento rural da Secretaria de Agricultura e Meio
Ambiente que faz regularmente a analise da agua de cultivo e confirmou que os parametros de
cultivo discriminados estdo dentro do ideal para a tilapicultura. A racdo ofertada aos peixes
omnivoros possui 30% de proteina bruta (Nicoluzzi®). Os peixes foram capturados com auxilio
de redes, armazenados em caixa térmica e imediatamente entregues para a pesquisadora para
posterior limpeza e congelamento entre -18°C a -20°C até a hora do preparo. A coleta iniciou

na mesma data que dos peixes do rio Cachoeira e na mesma frequéncia.

Os peixes do rio Cachoeira foram coletados seguindo a metodologia de Lima et al.
(2013), com o auxilio de redes, sendo capturados 3 peixes da mesma espécie, armazenados em
isopor com gelo até a chegada ao laboratério de toxicologia da UNIVILLE, onde foram
medidos e pesados. A coleta do peixe ocorreu em dois periodo seguro para armazenamento e
manutencdo da qualidade da carne para consumo. Novas coletas de peixe do rio Cachoeira
ocorreram sempre 15 dias antes de serem consumidas todas as por¢oes congeladas disponiveis,
mantendo assim periodo de coleta e consumo dentro do prazo de 6 meses.

A coleta dos peixes foi realizada durante o dia, sempre considerando a condi¢do de
auséncia de chuvas de, no minimo, dois dias antes das coletas e levando-se em conta a facilidade
de acesso e a presenca da espécie alvo (PINHEIRO et al., 2017). As tilapias foram coletadas
em dois periodos em um mesmo trecho do rio Cachoeira (coordenadas 26°16084° S
048°51.880” W), no bairro Costa e Silva, em Joinville (SC) e coordenadas (26°16'01”’S -
48°51'40”W), proximo a escola Geovani Pascoalini Franco, no bairro Costa e Silva, em

Joinville, Santa Catarina.

Os peixes foram coletados utilizando tarrafas de malha entre n6s de 4cm e redes de
emalhe, com 8 metros de comprimento e 1 metro de largura, com malha entre nés de 6cm. Apos

a captura, os individuos eram identificados ao menor nivel taxondmico possivel para confirmar
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que se tratava da espécie alvo, colocados em sacos plasticos, pesados, etiquetados, lacrados e
acondicionados em caixa térmica com gelo. Foram coletados 19 individuos, totalizando 5100 g
de tilapias. Os procedimentos de coleta foram conduzidos apds permissdo do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) n° 10476-3 pelos biélogos Diogo
Augusto Moreira (CrBio 81154) e Johnatas Adelir-Alves (CrBio 053967).

Preparo da carne de peixe

A selecéo e preparacao da carne dos peixes para 0 consumo dos ratos seguiu as normas
de seguranca alimentar da Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 216, de 15 de setembro
de 2004, que dispde sobre Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servigos de Alimentacdo
(ANVISA, 2004). Logo apos o peixe ser pescado, foi limpo, eviscerado e suas escamas e cabeca
retiradas. A carne dos peixes de cultivo e do rio Cachoeira foi separada dos espinhos e apenas
a carne crua, em forma de filé foi embalada individualmente ou no maximo dois filés em sacos
plasticos, transparentes, selecionados de acordo com a norma RDC n° 259/2002
(ANVISA,2002), mantida em temperatura entre -18°C -20°C at¢é o momento do

descongelamento e cocgéo da carne.

O descongelamento da carne ocorreu em condicdes de refrigeracdo a temperatura inferior
a 5°C, para evitar que as areas superficiais deste alimento se mantivessem em condicdes
favoraveis a multiplicagdo microbiana. A cocc¢éo foi realizada em recipiente de vidro, apenas
em agua potéavel sem adicdo de tempero, em temperatura de 150 °C por 10 minutos (BRASIL,
2004).

Apobs o cozimento, a carne do peixe foi resfriada, separada em porgdes e em seguida
congelada a -18°C e 20°C, embalada em sacos plasticos conforme a RDC n° 259/2002 para
garantir a seguranca nutricional deste alimento e minimizar o risco de contaminacdo cruzada.
A carne foi descongelada em forno de micro-ondas por 2 minutos antes de ser oferecida a cada
animal. Em seguida, foi acondicionada em bolsa térmica para transporte até o biotério, onde

pesou-se cada porcdo em balanca de precisdo (BRASIL, 2018)

A carne de peixe foi ofertada aos animais duas vezes por semana, apds um periodo de 8
horas de jejum. Cada animal foi colocado individualmente em uma gaiola, para garantir que
cada um consumisse sua porcdo, e apés verificagdo do consumo total da porcéo, eles foram
recolocados na caixa maior junto com os demais animais do seu grupo e racdo a vontade foi

disponibilizada novamente.


http://www.organicsnet.com.br/wp-content/uploads/2015/12/ANVISA-Normas-Rotulagem.pdf
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Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo (mensuracdo do nivel de
metais) ou media * erro padrdo (parametros de estresse oxidativo, bioguimicos e
hematologicos), foram tabulados e analisados utilizando o programa GraphPad Prism 6.0.
Andlise de variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Kruskal-Wallis (dados néo
paramétricos) ou de Tukey (dados paramétricos), para comparacdo entre os grupos foi

conduzida, sendo valores de p < 0,05 considerados significativos.
RESULTADOS
Pardmetros de estresse oxidativo — 9 meses de exposicao

Houve elevacdo significativa de TBARS em todos os 6rgdos analisados e no plasma,
com intensidade maior no coragdo (41,81%), seguido do rim (35,57%), plasma (35,81%) e
figado (34,10%). O aumento de TBARS no baco, cerebelo e cortex foi de, respectivamente,
22,19%, 20,23% e 19,48%. Queda de SH significativa foi observada no bago (31,9%), cerebelo
(29,9%), cortex (12,3%), figado (13,6%) e plasma (9,6%). Nao houve alteracdo relevante desse
pardmetro no coracdo e nos rins. O aumento de proteinas carboniladas foi estatisticamente
significativo no cerebelo (15,35%), cortex (18,23%), coracdo (28,17%), plasma (25,40%),
figado (15,52%) e bago (13,81%) e nédo sofreu modificagéo significativa nos rins.

A atividade da CAT aumentou significativamente no figado (37,11%), no cértex
(13,3%) e nos eritrécitos (24,46%), porém decresceu em intensidade estatisticamente no baco
(21,61%), coracdo (24,10%) e rim (19,33%). Observou-se decrescimo significativo da atividade
da SOD no figado (17,72%), cerebelo (14,01%), bago (12,85%) e cortex (10,77%), porém
aumento de 21,53% de sua atividade nos eritrocitos. A atividade da GSH-Px modificou-se em
intensidade relevante e em dois sentidos: aumentou, respectivamente, no bacgo, no figado e nos
eritrocitos em 44,13%, 9,91% e 53,78%. Em contrapartida, no cerebelo, no cértex e no coragéo,
houve decréscimo significativo de sua atividade de, respectivamente, 37,42%, 30,61% e

14,85%. Esses dados estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros de estresse oxidativo apos 9 meses de exposi¢do a ragdo, a carne de
peixe de cultivo e do rio Cachoeira.
Orgéo TBA-RS SH Proteinas CAT SOD GSH-Px

(Grupo) (nmol/mg  (nmol/mg  carboniladas (U/mgde (U/mgde (U/mgde
proteina) proteina) proteina)
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de de (nmol/mg de
proteina)  proteina) proteina)
Baco 2,30 + 37,45 + 6,00 £ 0,05 10,27 + 9,30 + 23,80 +
(Racéo) 0,11 1,01 0,12 0,11 0,76
Baco 2,20 + 37,42 + 5,73+0,13 10,65 9,45 + 26,2 =
(Cultivo) 0,09 1,20 0,19 0,14 0,57
Baco 2,81+ 25,50 + 6,83 + 8,05+ 8,11 + 34,31+
(Cachoeira) | 0,04*** 1,23%** 0,13*** 0,13***  Q,11***  (,97***
Cerebelo 3,22 20,65 4,95 £ 0,10 597 512 + 25,03 =
(Racéo) 10,11 0,78 0,15 0,13 1,02
Cerebelo 3,24 + 23,18 + 48+0,18 6,02 + 5,24 + 25,14 +
(Cultivo) 0,10 1,05 0,09 0,10 0,81
Cerebelo 3,87 14,47 + 571+ 574 + 4,40 + 15,64 +
(Cachoeira) | 0,08*** 0,69*** 0,12** 0,08 0,14***  0,68***
Cortex 2,57 + 25,20 £ 4,77 £ 0,11 6,00 = 7,17 + 24,60 +
(Ragéo) 0,08 1,66 0,11 0,11 0,64
Cortex 2,40 + 26,94 + 4,62 +0,18 6,02 + 7,26 + 23,88 +
(Cultivo) 0,12 0,97 0,09 0,15 1,11
Cortex 3,07 + 22,08 + 5,64 + 6,80 = 6,40 + 17,07 =
(Cachoeira) | 0,06*** 0,56** 0,10%** 0,11***  (,11*** 0,64**
Coragao 3,06 + 23,13 + 5,27 +0,12 10,90 + 525+ 80,93 +
(Racéo) 0,12 1,15 0,50 0,10 0,76
Coragao 2,90 + 25,44 + 542 +0,13 11,30 £ 530+ 82,56 +
(Cultivo) 0,12 0,90 0,36 0,15 1,33
Coragao 4,34 + 22,21 + 6,78 + 8,27 5,06 + 69,53 +
(Cachoeira) | 0,10*** 0,86 0,20*** 0.15*** 0,09 1,00***
Figado 2,67 £ 60,00 + 4,96 + 0,08 8,92 + 513+ 87,87 +
(Racéo) 0,12 0,57 0,14 0,08 1,08
Figado 2,65+ 60,50 + 4,92 +0,11 8,94 + 535+ 88,00 =
(Cultivo) 0,08 1,04 0,23 0,11 1,22
Figado 3,58 + 51,86 + 573+ 12,23 + 4,22 + 96,56 +
(Cachoeira) | 0,13** 0,91*** 0,09** 0,26***  0,10*** 1,60**
Rim 2,25 24,20 + 5,40 + 0,09 13,03 + 5,20 + 29,88 +
(Ragéo) 0,15 0,75 0,35 0,12 1,55
Rim 2,33 24,58 + 5,34 +£0,15 13,06 + 5,20 + 31,20 +
(Cultivo) 0,12 1,37 0,45 0,14 1,14
Rim 3,05+ 23,66 + 5,35+ 0,08 10,52 + 535+ 20,16 =
(Cachoeira) | 0,07** 0,94 0,23*** 0.11 0,76***
Plasma 3,10 = 26,25 + 5,20+0,16
(Racao) 0,09 1,04
Plasma 3,04 + 27,50 £ 5,18 £ 0,19
(Cultivo) 0,13 1,01
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Plasma 421 + 23,74 £ 6,52 +
(Cachoeira) | 0,11*** 0,45** 0,18***

Eritrécitos 5,87 + 5,30 £ 20,08 +
(Racéo) 0,14 0,10 0,54
Eritrécitos 6,12 + 552+ 21,38 +
(Cultivo) 0,07 0,14 0,71
Eritrécitos 7,30 + 6,44 + 30,86 +
(Cachoeira) 0,15***  0,10***  0,87***

Fonte — os autores (2022).

** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racéo e peixe de cultivo (p
<0,01).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p
< 0,001).

Parametros de estresse oxidativo — 12 meses de exposi¢ao

Houve aumento significativo de TBA-RS no bago (16,80%), cerebelo (36,48%), cortex
(32,58%), coracdo (29,20%), figado (29,62%), rim (12,70%) e plasma (29,20%),
acompanhados de aumento de PC no cerebelo (15,35%), cortex (18,23%), coracdo (24,70) e
figado (18,35%). Reducdo significativa de SH foi observada no bago (34,64%), cerebelo
(24,21%), cortex (11,57%), figado (14,08%) e plasma (21,20%).

A atividade da CAT diminuiu significativamente no baco (15,65%), cerebelo (7,15%),
cortex (18,13%), coracdo (15,55%) e rim (24,68%) e aumentou no figado (44,94%) e eritrocitos
(23,69%). A atividade da SOD diminuiu significativamente no baco (15,63%), cerebelo
(17,05%), cortex (24,36%), figado (16,70%) e eritrocitos (10,37%) e aumentou no rim
(16,32%). Foi observada reducéo estatisticamente significativa da atividade da GSH-Px no
cerebelo (33,08%), cortex (37,48%), coracdo (17,02%), figado (21,17%) e rim (29,33%) e
aumento da atividade dessa enzima no baco (48,37%) e nos eritrdcitos (24,33%). Esses dados

estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Parametros de estresse oxidativo apds 12 meses de exposicao a racao, a carne de
peixe de cultivo e do rio Cachoeira.

Orgéo TBA-RS SH Proteinas CAT SOD GSH-Px
(Grupo) (nmol/mg  (nmol/mg carboniladas (U/mgde (U/mgde (U/mgde
de de (nmol/mg de  proteina) proteina) proteina)

proteina)  proteina) proteina)
Bago 2,50 £ 28,00 = 5,70 £ 0,02 9,20 £ 8,25+ 19,95 +

(Racao) 0,10 0,40 0,30 0,25 0,15



Baco
(Cultivo)
Baco
(Cachoeira)

Cerebelo
(Ragéo)
Cerebelo
(Cultivo)
Cerebelo
(Cachoeira)

Cortex
(Racdo)
Cortex
(Cultivo)
Cortex
(Cachoeira)

Coracéao
(Ragéo)
Coracéao
(Cultivo)
Coracéao
(Cachoeira)

Figado
(Ragéo)
Figado
(Cultivo)
Figado
(Cachoeira)

Rim
(Racao)
Rim
(Cultivo)
Rim
(Cachoeira)

Plasma
(Ragéo)
Plasma
(Cultivo)
Plasma
(Cachoeira)

Eritrocitos
(Racdo)

2,40 +
0,08
2,92 +
0,05**

3,70 +
0,20
3,74 +
0,16
5,05+
0,11**

3,10 =
0,20
3,26 =
0,13
4,11 +
0,11%**

3,25+
0,15
3,32
0,08
4,20 +
0,09**

2,70 +
0,20
2,56 +
0,09
3,50 +
0,13**

2,45 +
0,15
2,38 +
0,10
3,10 +
0,13**

2,715+
0,25
2,76 +
0,12
4,32 +
0,18**

28,28 +
1,05
18,30 +
0,86**

21,35+
0,95
22,17 +
0,58
16,18 +
0,62**

19,95 +
0,15
22,65 +
1,05
17,64 +
0,69*

20,50 =
0,09
20,17
1,27
18,68 +
0,15

49,05 =
0,35
49,53 +
0,62
42,14 +
0,80**

19,25 +
0,75
21,08 +
1,37
20,04 +
1,47

28,10 +
1,30
27,27
1,20
22,14 +
0,92**

5,51+0,12

6,20 £ 0,14

5,10+ 0,20
4,80 +0,14

5,88 +
0,12**

4,70 + 0,20
4,63+0,13

5,70 +
0,21**

5,05+0,05
5,26 + 0,08

6,30 £
0,16***

4,85 + 0,25
493+0,11

5,74 +
0,11**

5,40+0,10
5,30+ 0,09

5,62+0,11

Nao
mensurado
Nao
mensurado
Nao
mensurado

10,33 £
0,34
7,76 =
0,20***

5,45 +
0,50
5,50 +
0,15
5,06 +
0,12*

5,90 =
0,10
5,98 +
0,13
4,83 +
0,10**

9,90 +
0,60
10,50 +
0,23
8,36 +
0,23**

8,90 +
0,20
9,00 =
0,16
12,90 +
0,29**

13,65 +
0,45
12,65 +
0,19
10,28 +
0,15**

5,95+
0,25

8,20 +
0,20
6,96 +
0,25**

5,10 +
0,20
5,18 +
0,16
4,23 +
0,17**

6,65 +
0,15
6,26 =
0,14
5,03 +
0,12%**

5,10 +
0,10
5,16 +
0,10
4,85+
0,09

5,20 +
0,30
5,06 +
0,12
4,33 +
0,12**

4,90 +
0,10
5,00 +
0,11
5,70 +
0,09**

5,40 +
0,10
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20,97 £
0,35
29,60 £
0’73***

22,65 *
0,75
24,08 +
0,63
15,16 +
0,76**

23,90 £
0,20
24,32 +
0,68
14,94 +
0,31***

66,65 *
1,35
68,30 +
1,41
55,30 +
1,17**

80,35
0,95
81,55+
0,50
63,34 £
1,68***

24,90 +
0,40
24,60 +
0,97
16,96 +
0,80**

21,20 +
0,30
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Eritrécitos 6,08 + 5,65+ 21,25 +
(Cultivo) 0,13 0,12 0,38
Eritrécitos 7,36 + 4,84 + 26,36 +
(Cachoeira) 0,14** 0,12** 0,41**

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos ragéo e peixe de cultivo (p <
0,05).
** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos racdo e peixe de cultivo (p
<0,01).
*** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos ragéo e peixe de cultivo (p
< 0,001).
Parametros bioquimicos — exposicao de 9 e 12 meses

Ap0s 9 meses de exposicdo, foi observada elevacgéo significativa do nivel sanguineo de
T4L dos animais que consumiram peixe de cultivo (165,51%) ou do rio Cachoeira (125,28%).
Entretanto, o decréscimo significativo de TGO (64,90%) e a elevacdo de TGP (30,53%) e ureia
(31,00%) foram restritos aos animais que consumiram o peixe do rio Cachoeira. Acerca do
lipidograma, houve aumento de C-LDL (64,24%) e C-VLDL (31,61%) apenas nos animais
expostos a carne de peixe do rio Cachoeira. A queda de TG é perceptivel, mas ndo atingiu

significancia estatistica (tabela 3).

Apobs 12 meses de exposi¢cdo, houve aumento estatisticamente significativo do nivel
sanguineo de TGO (268,09%), TGP (144,68%), caracterizando a hepatotoxicidade, e de ureia
(54,17%), sugerindo nefrotoxicidade mais intensa do que apds seis € hove meses de exposicao.

Demais parametros ndo sofreram modificacdes relevantes (tabela 3).

Tabela 3. Parametros bioquimicos ap6s 9 e 12 meses de exposicao a racdo, a carne de peixe

de cultivo e do rio Cachoeira.

NOVE MESES Racao Peixe de cultivo Peixe do Cachoeira
TSH (uU/mL) 0,02 £ 0,004 0,02 £ 0,008 0,017 + 0,003
T4 livre (ng/dL) 0,87 £ 0,08 2,31+0,18* 1,96 +0,02%
T3 (ng/mL) 0,48 £ 0,01 0,56 + 0,06 0,47 £ 0,02
TGO (U/L) 160,80 + 8,60 117,50 £ 10,54 56,43 + 1,82***
TGP (U/L) 245,00 £ 287,70 £ 14,19 319,80 + 11,22*
11,59




Proteinas totais
(9/dL)
Albumina (g/dL)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido drico
(mg/dL)
Colesterol total
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL)
TG (mg/dL)
C-LDL (mg/dL)
C-VLDL (mg/dL)

DOZE MESES
TSH (LU/mL)
T4 livre (ng/dL)
T3 (ng/mL)
TGO (U/L)

TGP (U/L)
Proteinas totais
(9/dL)
Albumina (g/dL)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido (rico
(mg/dL)
Colesterol total
(mg/dL)
C-HDL (mg/dL)
TG (mg/dL)
C-LDL (mg/dL)

7,95 + 0,56

2,85+0,15
47,00 + 3,89
0,68 + 0,04
2,70 +0,28

77,50 7,67

64,50 + 3,92
109,5 + 14,86
27,50 + 1,07
27,30 £ 2,93

Racao
0,010 £ 0,010
1,60 £0,24
0,60 £ 0,10
163,00 +
11,27
273,00 + 9,00
7,90+ 0,10

2,50+ 0,12
60,50 + 0,50
0,47 +0,02
3,45+ 0,05

97,50 = 2,50

42,00 + 3,00

93,5+ 6,50
36,80 + 1,80

8,70+ 0,15

3,10+0,16
57,40 + 2,65
0,59 + 0,03
3,14+0,18

69,40 + 4,44

75,00 + 8,88
83,80 + 6,16
26,12 + 3,09
31,28 +1,91

Peixe de cultivo
0,020 + 0,008
1,92+0,11
0,53 +£0,03
147,3 £ 18,55

276,70 + 38,80
8,43 +0,20

2,80 + 0,04
57,15 + 3,90
0,60 + 0,02
3,10+ 0,51

93,25+7,44

47,00 + 14,00

95,60 + 16,52
31,77+ 2,12
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8,95+ 0,25

3,16 +0,15
61,57 + 2,25*
0,61 +0,04
3,54 £ 0,20

71,71+ 5,69

72,67 +6,52
71,50 +7,71
44,84 + 4, 87***
35,93 + 1,99*

Peixe do Cachoeira
0,016 + 0,004
1,66 + 0,10
0,52 £ 0,06
437,00 + 30,93***

395,80 + 17,59*
7,60 +0,31

2,58 +0,19
92,67 +5,87*
0,54 +0,01
3,16 £ 0,20

96,20 + 11,44

57,75+ 10,38

85,50 + 11,03
29,30 + 4,89
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C-VLDL (mg/dL) | 18,70 +1,33 19,12 +£ 3,31 17,10 £ 2,20

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racédo e peixe de cultivo (p <
0,05).

** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racao e peixe de cultivo (p <
0,01).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relagcdo aos grupos racédo e peixe de cultivo (p
<0,001).

* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo ragéo (p < 0,001).

Parametros hematoldgicos — exposicdo de 9 e 12 meses

N&o foram observadas alterac6es significativas nos eritrocitos, leucocitos ou plaquetas

em nenhum dos grupos experimentais ap6s 9 e 12 meses de exposicéo (tabela 4).

Tabela 4. Hemograma dos animais expostos por 9 e 12 meses a racao, a carne de peixe de

cultivo e do rio Cachoeira.

NOVE MESES Racéao Peixe de cultivo Peixe do Cachoeira
Total de leucocitos 5,86 + 0,90 5,45 + 0,58 5,54 +0,42
(x1000/puL)

Segmentados (%) 18,75+ 0,85 22,75+ 1,25 24,50 £ 1,93
Bastonetes (%) 0,25+ 0,25 0,40 £ 0,24 0,28 +£0,18
Linfocitos (%) 66,00 + 1,00 58,00 + 3,58 56,25 + 4,02
Mondcitos (%) 7,75+ 0,94 9,20 £1,20 7,85+1,55
Eosindfilos (%) 4,50 £ 0,86 7,00 1,09 6,00 +1,17
Basdfilos (%) 2,00 + 0,68 0,60+ 0,24 3,00+ 1,02

Total de eritrocitos 7,54 £ 0,01 7,74 +£0,13 7,35+0,14
(milhGes/mm3)
Hemoglobina (g/dL) 15,08 £ 0,16 16,06 £ 0,25 15,50 £ 0,14

Hematdcrito (%) 40,73 £ 0,40 42,86 + 0,61 41,30 + 0,69

VCM (fL) 54,25 + 0,47 55,40 £ 0,81 56,00 + 0,37
HCM (ng) 19,95 £ 0,22 20,74 £ 0,37 22,30 +£1,31
CHCM (g/dL) 36,78+ 0,21 37,48 + 0,28 36,86 + 0,30
RDW (%) 11,85+ 0,29 11,64 £0,18 11,57 £0,13
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Total de plaquetas (x 884,50 + 34,50 868,50 + 24,72 919,70 + 38,6
1000/pL)
DOZE MESES Racéo Peixe de cultivo Peixe do Cachoeira
Total de leucocitos 7,11 + 0,07 7,21+0,18 7,23 0,20
(x1000/pL)

Segmentados (%) 24,00 + 3,21 25,80 £ 3,24 32,50 £ 5,42
Bastonetes (%) 0,50 £ 0,50 0,33+0,21 0,20 £ 0,20
Linfocitos (%) 47,00 + 5,00 38,00 + 4,65 45,80 + 3,80
Mondcitos (%) 26,33 2,96 19,00 £ 2,16 20,00 £ 3,36
Eosinofilos (%) 2,66 £ 0,66 5,40 £ 1,36 3,60£0,74
Basofilos (%) 1,00 + 0,05 1,00 +£0,10 0,80 £ 0,20

Total de eritrocitos 8,53+0,18 8,06 + 0,15 8,30 + 0,33
(milhdes/mm3)
Hemoglobina (g/dL) 16,40 + 0,40 16,30 £ 0,30 15,94 + 0,64

Hematdcrito (%) 48,15 + 1,45 44,20 + 1,16 45,66 + 2,53

VCM (fL) 56,50 £+ 0,50 58,00 + 0,57 56,20 + 0,66
HCM (ng) 19,25 £ 0,05 21,43 +0,39 19,74 £ 0,27
CHCM (g/dL) 34,10 £ 0,20 36,90 £ 0,76 35,06 + 0,58
RDW (%) 12,40 £ 0,10 11,82 £ 0,39 12,14 + 0,34
Total de plaquetas (x 688,50 + 38,5 701,7 £ 17,68 671,80 + 37,02
1000/pL)

A andlise das amostras de carne de peixe de cultivo e do rio Cachoeira evidenciaram

quantidade média cinco vezes maior de Al*® e seis vezes de Zn*?, que foram estatisticamente
significativas. Ndo houve diferenca significativa de quantidade de Ni*?, Pb*2, Cu*? e Hg*?entre

as amostras (tabela 5).

Tabela 5. Quantidade de metais pesados na musculatura das amostras de peixe de cultivo e do

rio Cachoeira.

Branco Peixe de cultivo Peixe do Cachoeira
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Al*3 (ppm) 16,600 + 0,008 10,580 + 0,073 56,520 £ 0,018*
Cr+2 (ppm) 0 1,170 + 0,029 4,35 + 0,007
Zn*2 (ppm) 0,155 + 0,006 59,700 + 0,002 381,900 + 0,003***
Ni*? (ppm) 0 0 0

Pb*2 (ppm) 0 0 0

Cu*2 (ppm) 0,014 + 0,028 2,940 + 0,006 3,720 + 0,019
Cd*2 (ppm) 0 0 0,930 + 0,056
Hg*? (ppm) 0 0 0

*Diferenca estatisticamente significativa em relacéo aos grupos ragéo e peixe de cultivo (p <
0,05).

*** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos racédo e peixe de cultivo (p
< 0,001).

DISCUSSAO
Parametros de estresse oxidativo

O aumento significativo de TBARS esteve presente em todos o0s 6rgdos analisados e
também no plasma nos dois periodos de exposi¢do, evidenciando o aumento significativo de
peroxidacdo lipidica causador de dano a membrana celular. De modo analogo, a redugdo
significativa de SH que ocorreu no baco, cerebelo, cortex, figado e plasma nos dois periodos de
exposicao ressalta 0 aumento de estresse oxidativo. O aumento da carbonilacdo de proteinas
apo6s 9 meses de exposi¢do que ocorreu em todos os 6rgdos, com excecao dos rins, também
reafirma a elevacdo do estresse oxidativo. Ap6s 12 meses de exposicdo, a elevacdo de PC

manteve-se significativa no cerebelo, cortex, coragdo e figado.

Ap0s 9 meses de exposicao, a atividade da CAT aumentou significativamente no figado,
cortex e eritrocitos e decresceu no baco, coracdo e rim. Porém, apds 12 meses de exposicéo,
predominou queda significativa da atividade dessa enzima no baco, cerebelo, cértex, coracao e

rim, sendo mantido aumento no figado e nos eritrocitos.

A atividade da SOD diminuiu significativamente no baco, cerebelo, cortex e figado e
aumentou nos eritrocitos apds 9 meses de consumo de carne de peixe do rio Cachoeira. Apos
12 meses de exposicdo, predominou queda significativa da atividade da SOD, que ocorreu no

baco, cerebelo, cortex, figado e eritrdcitos, tendo diminuido significativamente apenas nos rins.
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A atividade da GSH-Px aumentou no baco, figado e eritrocitos apds 9 meses de consumo
da carne de peixe do rio Cachoeira e diminuiu significativamente no cerebelo, cortex e coracéo.
Contudo, ap6s 12 meses de exposicao, percebeu-se predominancia de queda significativa da
atividade dessa enzima, no cerebelo, cortex, figado, coracdo e rim, havendo elevacdo de sua
atividade apenas nos eritrdcitos e no bago. Considerando que a carne de peixe do rio Cachoeira
apresentou nivel cinco vezes maior de Al*® e Zn*?, é possivel que as alteracdes encontradas

guardem relagcdo com o excesso desses metais.

Al ¢ um elemento n4o essencial nos organismos que pode mediar toxicidade aguda e
cronica. Dentre os vérios efeitos toxicos, a neurotoxicidade é indubitavelmente a mais
proeminente, sendo este metal associado com doengas neurodegenerativas (mal de Parkinson e
de Alzheimer) (ZHOU et al., 2021). Conforme Samir & Rashed (2018), o aumento da formacéao
de EROs mediado por Al*3, como 0 H,0> e o radical O, gerados por perturbacéo da cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial podem aumentar o estresse oxidativo a ponto de ocorrer
dano do DNA. Segundo Kumar & Gill (2014), o cérebro é mais vulneravel a toxicidade do Al*®
por causa da natureza ndo mitotica dos neurénios, alto consumo de oxigénio e de lipidios e
baixa defesa antioxidante. Al*® acumula em todas as regides do cérebro, principalmente no
hipocampo (sitio de formacdo de memoria e aprendizado) e induz peroxidacdo lipidica no
cérebro e reducdo do contetdo de SH por meio de aumento da producdo de EROs induzida por

ferro.

A producdo aumentada de EROs promove também oxidacdo de proteinas, levando a
alteragdes estruturais e funcionais, de modo que a carbonilacdo dessas biomoléculas
(introducdo de grupos funcionais aldeidos ou cetonas) mostrou correlagdo positiva com o
desenvolvimento de varias doencas em seres humanos. Assim, a peroxidacdo lipidica resulta
em uma variedade de produtos, dentre os quais espécies carboniladas formadas por clivagem
oxidativa de acidos graxos poli-insaturados podem reagir com grupos nucleofilicos de outras
biomoléculas, incluindo aminoécidos como lisina, cisteina, histidina e arginina. As proteinas
carboniladas possuem papel importante nas desordens causadas por estresse oxidativo porque
alteram a funcgéo proteica, prejudicam a sinalizagéo intracelular e podem apresentar potencial
pro-inflamatorio. Ainda, a carbonilacdo de biomoléculas é de natureza irreversivel, assim, elas
precisam ser degradadas ou metabolizadas em espécies menos reativas por outras vias de
detoxificacdo (GRIESSER et al., 2017).
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Ao nivel cardiaco, o estresse oxidativo é o principal promotor da toxicidade dos metais,
de modo que o dano mitocondrial por estresse oxidativo em cardiomidcitos pode levar a
apoptose (ZHOU et al., 2021). Al*3 pode gerar alta concentracio de EROs, que pode causar
peroxidacéo lipidica das membranas celulares e interferir com a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, causar ligacdo cruzada de proteinas e acidos nucleicos e outras macromoléculas,
levando a disfuncdo metabolica e morte celular (ZHOU et al., 2021).

O excesso de Al*3 contribui para aumento de estresse oxidativo no cérebro, figado e rim,
além de modificar a atividade de enzimas antioxidantes. Al*®> aumenta a lipoperoxidagéo
lipidica nos rins e seu acimulo leva a degeneracdo de celulares tubulares, prejudicando a
filtracdo glomerular (RAHIMZADE et al., 2022). Al*® é absorvido principalmente pelo trato
gastrintestinal, acumulando facilmente nas células hepaticas e suas organelas (CHERAGHI &
ROSHANAEI, 2019) e causa peroxidacdo lipidica e dano oxidativo a proteinas e ao DNA no
figado, além de degeneragdo do reticulo endoplasmatico rugoso e consequente queda da
producédo de proteinas e edema mitocondrial. Essas alteracdes resultam em dano ao parénquima
hepatico que aumenta o nivel sanguineo de TGP, de TBA-RS e de citocinas pro-inflamatorias
(RAHIMZADE et al., 2022).

A exposicdo ao Al*3 resulta em aumento de TBA-RS nos tecidos hepatico e renal por
meio de aceleracdo da peroxidacdo lipidica mediada por ferro, perturbacdes do equilibrio de
minerais no sentido do Al*3 substituir fons de magnésio e ferro, causando reducéo da ligagdo
de Fe+? a ferritina, o que provoca aumento de ferro livre formagio de radicais hidroxila pela
reacdo de Fenton e esses radicais iniciam peroxidacdo dos lipidios da membrana celular,
causando perda de sua fluidez, do potencial de membrana, aumento da permeabilidade e
alteracOes nas fungdes de receptores (IMAM et al., 2016). Assim, a toxicidade desse metal pode
afetar os 6rgdos de modo generalizado conforme o estresse oxidativo sobrepfe as defesas

antioxidantes.

Zn*2 é um metal essencial presente em mais de 2800 macromoléculas e mais de 300
enzimas, sendo utilizado em reacges catalisadas por proteinas, transcricdo do DNA, sistemas
de transporte mediados por proteinas, sinalizacdo intracelular e estabilizacdo da estrutura da
membrana celular quando em concentragfes fisiologicas (PRASAD, BAO, 2019). Porém,
lisossomos e mitocondrias contribuem para morte celular quando a homeostasia do Zn*? esta
alterada. Em condicdes de estresse oxidativo, a concentra¢do de Zn*? aumenta nos lisossomos,

como resultado de liberagdo deste por metalotioneinas e promove disfungédo lisossdmica por
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permeabilizacdo da membrana e autofagia. Metalotioneinas que transportam Zn*? pela
membrana externa mitocondrial e o liberam no espaco intermembranar podem inibir a cadeia
respiratoria, reduzir a sintese de ATP e aumentar a sintese de EROs, afetando a permeabilidade
mitocondrial e liberando fatores apoptoticos (MARET, 2019).

Compreende-se a elevagdo das enzimas antioxidantes no sentido de neutralizar o
aumento de estresse oxidativo encontrado, porém essa capacidade é limitada e, ainda, 0os metais
presentes em excesso podem contribuir para perturbacéo da atividade dessas enzimas: Al*® foi
associado com reducdo da atividade da SOD, CAT e GSH-Px, uma vez que essas enzimas
dependem de elementos traco essenciais para seu funcionamento adequado cuja substituicdo
por Al*® prejudica a atividade (KUMAR & GILL, 2014), enquanto a ingestdo aumentada de
Zn*? pode reduzir a atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD por limitar a
biodisponibilidade de Cu*? e ferro, que sdo cofatores utilizados por essa enzima (SINGH, 2012).
Rahimzade et al. (2022) também apontam para a diminuicdo da atividade de enzimas
antioxidantes, da sintese de proteinas, alteracdes da funcionalidade de &cidos nucleicos,
alteragdes da homeostase celular do ferro e da permeabilidade da membrana, aumento da

producdo de EROs e até apoptose celular desencadeada por excesso de Al*3,

Embora os mecanismos explicados anteriormente sustentem o aumento do estresse
oxidativo e as mudancas de atividade das enzimas antioxidantes encontrados no presente
estudo, € importante ressaltar que ndo foram encontrados trabalhos que acompanharam a
toxicidade por exposicdo por mais de 6 meses, 0 que limita outras comparac¢des. Mesmo assim,
0 presente estudo evidencia que a toxicidade continua ocorrendo e, por exemplo, no figado,
aumentando, conforme a exposi¢do a longo prazo, pode causar 6bito, como ocorreu no grupo
de animais que consumiu por 12 meses a carne de peixe do rio poluido. No baco, as alteracdes
sobre parametros de estresse oxidativo foram significativas apenas a partir de seis meses de
exposicao e elevaram nos periodos posteriores. Ressalta-se também que a toxicidade observada
foi advinda do consumo de carne de peixe em quantidade nutricionalmente recomendada, e ndo
em excesso. Ainda, somado aoo uso de utensilios de Al*3 no cozimento dos alimentos pode vir
a contribuir para exposi¢do cumulativa relevante em longo prazo no que refere a contribuicédo

para o desencadeamento de patologias.

Parametros biogquimicos
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Foi encontrada elevacdo significativa de FT4 no sangue de animais que consumiram
tanto peixe de cultivo como do rio Cachoeira apds 9 meses de exposi¢do. Ainda, elevacao
significativa de TGP, ureia, LDL e VLDL, porém restritas ao grupo de animais que consumiu
carne de peixe do rio Cachoeira, além de reducdo significativa do nivel de TGO e de CT.

Apds 12 meses de exposicdo, houve alteracdo significativa apenas das transaminases
hepéticas, porém mais intensa do que apds 9 meses de exposi¢do. Associada com as alteracdes
de estresse oxidativo no figado, pode ter relagdo com a causalidade de hepatite quimica que

possa ter resultado nos ébitos observados.

Embora observem-se evidéncias para reducdo da funcdo tireoidiana quando da
exposicdo ao Al em periodos mais curtos que o do presente estudo, atribuida ao estresse
oxidativo, infiltracdo inflamatoria e degeneracgdo das células epiteliais dos foliculos tireoidianos
(MEKKEY, 2021; ABBAS, ZAKI, 2016), destaca-se o estudo de Igbokwe, Igwenagu e
Igbokwe (2019), no qual observou-se aumento da secrecao de hormonios tireoidianos devido
aos fons de Al*3 porque os 6rgéos alvo podem tornar-se menos sensiveis ao horménio por queda

da expressao de receptores nas membranas celulares.

O eixo enddcrino hipotalamico-hipofisario-tireoidiano apresenta transportadores
especificos para 0 Zn*?, posto que esse metal participa da sintese, liberacdo e modulagéo da
estrutura de fatores de transcrigdo de horménios desse eixo (RABEH, EL-GHANDOUR, 2016;
SEVERO et al., 2019) e sua deficiéncia foi associada com atrofia e degeneracéo tireoidiana, e
aumento do estresse oxidativo sobre a tireoide (IBRAHIM et al., 2016; ARORA et al., 2018,
SEVERO et al., 2019). Além disso, 0 Zn*2 promove a sintese da proteina ligadora de T4 e
participa da atividade dos receptores o T3 (BALTACI, MOGULKOC, BALTACI, 2019). Desse
modo, é possivel que, em excesso, esse ion permita maior funcionamento do eixo enddcrino

tireoidiano, conforme observado ap6s nove meses de exposicdo a carne de peixe.

Estudos anteriores caracterizaram a toxicidade do Al*® utilizando doses maiores por
periodos mais curtos do que no presente estudo sobre toxicidade hepatica, tendo sido
observadas alteracGes histopatoldgicas como vacuolizacdo, aumento de infiltracdo de células
inflamatorias, necrose dos hepatocitos e elevacdo das enzimas TGO e TGP (OKAIL,
IBRAHIM, BADR, 2020; RAMOUD, SHALABY, 2019; IBRAHEEM et al., 2016;
MOSTAFA et al., 2013), além do aumento de estresse oxidativo discutido anteriormente.

Assim, considerando a linha temporal de exposicdo a carne de peixe do rio Cachoeira, aumento
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significativo de TGP (que é marcador mais especifico para dano hepatico do que a TGO) foi
observado a partir dos 6 meses e manteve-se até os 12 meses, porém com intensidade crescente,
reafirmando a persisténcia da toxicidade hepatica encontrada, clinicamente relevante. A
reducdo de TGO aos doze meses também pode estar ligada a intensidade cumulativa de dano

funcional, refletindo toxicidade que promoveu insuficiéncia hepatica em sintetizar essa enzima.

A elevagdo sanguinea significativa de ureia guarda relacdo com toxicidade renal, posto
que se trata de um biomarcador que é produto final do catabolismo proteico, eliminado 90%
por filtracdo glomerular, porém pode retornar ao plasma em torno de 40-70% por difusdo
passiva (DUSSE et al., 2016). Apesar de superestimar a taxa de filtracdo glomerular, a elevacao
da ureia no sangue surge mais precocemente em rela¢do a da creatinina quando de insuficiéncia
renal. Assim, compreende-se a nefrotoxicidade relacionada ao consumo de carne de peixe do
rio Cachoeira ao associar-se o acumulo de Al*3 nos rins, que eleva o estresse oxidativo a ponto
de aumentar o nivel sanguineo de ureia, que se iniciou apds 6 meses, manteve-se apds 9 meses
e aumentou em intensidade maior ap6s 12 meses, destacando a relagdo com o acumulo

crescente do Al*® e aumento proporcional de prejuizo da fungio renal.

Embora ndo tenham sido encontrados estudos que realizaram exposicdo ao Al*® por mais
de 6 meses, algumas hipoteses podem relacionar a toxicidade hepatica deste metal no que tange
as mudancas encontradas no lipidograma: o aumento de LDL e VLDL pode guardar relacdo
com a intensidade crescente de hepatotoxicidade cuja ruptura de membranas celulares possa
permitir extravasamento do conteddo dos hepatdcitos para o sangue ou, ainda, que a
insuficiéncia hepatica acarretasse em queda da atividade de enzimas lipases, 0 que resultaria
em menor remocgdo dos TG da circulagdo, permitindo que as lipoproteinas que 0s contém

permanecessem mais circulantes.

O Zn*? tem papel fundamental no desenvolvimento da sindrome metabdlica, posto que
regula a expresséo de citocinas, da resposta inflamatoria, & necessario para ativacao de enzimas
antioxidantes que neutralizam EROs e também na modulacdo do metabolismo de glicose e
lipidios. Assim, esse metal tem reconhecidamente papel protetor sobre o lipidograma, glicemia
e pressao arterial quando em niveis fisioldgicos ou quando suplementado em doses terapéuticas
em condicdo de deficiéncia (OLECHNOWICZ et al., 2018). Apesar de numerosos trabalhos
descreverem essas propriedades do Zn*2, quando ha excesso deste elemento, outros estudos
referem aumento de lipoproteinas e maior risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica
(GHASEMI et al., 2014; ROTTER et al., 2015). Embora 0s mecanismos sejam pouco



120

esclarecidos devido as complexas interagdes entre 0 Zn*? e a sinalizacio celular pancreética e
do tecido adiposo na regulacdo do metabolismo de carboidratos e lipidios, biodisponibilidade
excessiva de Zn*? pode promover obesidade, aumento do niimero de adipdcitos e da deposicéo
de gordura no tecido adiposo em humanos e outros animais (GHASEM I et al., 2014).

Metais mensurados na carne de peixe

O ecossistema aquatico pode acumular grandes concentracdes de metais pesados que
n&o sdo biodegradaveis, permitindo exposicao e transferéncia destes a varios outros organismos
(VOIGT,; SILVA; CAMPOS; 2016). Os metais pesados séo introduzidos no ambiente de forma
natural, agricola, industrial, atmosférica, por meio de efluentes domésticos e, ao atingir os rios,
contaminam os seres aquaticos, que sdo fonte de alimento para o ser humano, tornando-se uma
das fontes de contaminacgdo por metais pesados (SOUZA, MORASSUTI, DEUS, 2018).

Os metais pesados podem acumular no organismo humano por meio do consumo de
agua, alimentos contaminados ou por inalacdo. O peixe pode conter determinados tipos de
metais pesados que podem se acumular em diferentes 6rgaos, como o figado e as branquias do
animal, e também no masculo, que é a parte mais consumida pelos seres humanos. Conforme
prazo e intensidade de consumo, pode ocorrer biomagnificacdo do acimulo de metais pesados
ao longo dos diversos niveis tréficos da cadeia alimentar, o que afeta diretamente os seres
humanos, posto que sdao os ultimos membros da cadeia alimentar (DORNELLES, 2016;
MOURO et al., 2019).

Verificou-se no estudo de Grpta et al., 2022 que 0s niveis altos de determinados metais
pesados, dentre eles destaca elevado teor de Zinco, contido na dgua de rios podem gerar
resisténcia aos antibidticos, se tornando assim um grande problema de satde publica além da
prejuizos para 0 meio ambiente. Mesmo metal encontrado em quantidade significativamente

altas nos peixes do nosso estudo.

Considerando um cenario mais amplo, segundo a Organizagdo Panamericana da Saude
(OPAS, 2019), estima-se que 77 milhdes de pessoas tem algum episddio de doencas
transmitidas por alimentos nas Américas e criancas menores de 5 anos perfazem 40% do total
de doencas transmitidas por alimentos, totalizando 125 mil mortes por ano. Como as doencas
transmitidas por alimentos influenciam negativamente o desenvolvimento socioecondmico,
sobrecarregam os sistemas de salide e impactam a economia nacional, o turismo e 0 comércio,

medidas emergenciais sao necessarias para minimizar essa realidade acerca da salde da
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populacéo, o que beneficiaria ndo apenas 0s seres humanos, mas também as demais formas de

vida dos ecossistemas.

A presenca de Zn*? e Al*® na carne de peixes do rio Cachoeira maior que na de peixes
de cultivo evidencia o grau de poluicdo do rio Cachoeira, devido ao descarte de residuos
advindos de atividade industrial ou efluentes domésticos néo tratados, que sdo toxicos ao meio
ambiente e & vida marinha que nele se desenvolve. Acrescenta-se a isso 0 risco a salde dos
cidadaos que consomem o peixe deste rio. Destaca Chaves (2017) que, no territério de Santa
Catarina, 50% dos recursos hidricos estdo contaminados com metais pesados, agrotoxicos,
efluentes urbanos e industriais, e rurais. Assim, além da presenca de metais pesados, Varios
outros tipos de compostos quimicos podem contribuir para toxicidade importante ou interagir

com 0s metais e aumentar seus efeitos nocivos aos organismos.

O AI*3 consegue atravessar a barreira hematoencefalica, acumula no encéfalo e guarda
relacdo com varios transtornos neurolégicos, como: encefalopatia, tremor, espasmos, déficit de
memoria, enfraquecimento da coordenacdo motora, lentiddo dos movimentos lentos,
convulsdes, doenca de Alzheimer e deméncia (WU et al 2012). Nos rins, além da hepato e
nefrotoxicidade discutidas, o acimulo de Al*® pode causar deplecédo do ferro em pessoas com
queda da funcdo renal e diminuicdo na sintese do ferro heme, levando a anemia microcitica.
Portadores da doenca celiaca podem ter permeabilidade intestinal aumentada para Al*3 e, assim,
desenvolver doenca Ossea (osteomalacia) relacionada a este metal pesado (CHAPPARD,
MABILLEAU, HUBERT 2016).

O Zn*2 possui amplos usos industriais contemporaneos: na inddstria automobilistica, de
construcdo civil, eletrodomesticos, cerdmica, borracha, tintas, téxtil e farmacéutica (fabricacéo
de desodorantes, filtros solares, formulas para o tratamento de micoses, acne, caspa). Esse metal
pode depositar-se no fundo de rios e lagos e uma menor parte pode estar dissolvida na agua ou
permanecer como particulas suspensas. A exposicdo cronica ao Zn*? pode causar anemia,
reducdo de C-HDL e toxicidade pancreatica (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE
SAO PAULO, 2022).

Condigbes de toxicidade atribuidas ao Zn*? incluem dose alta de suplementagio, que
tem aumentado devido a falta de conscientizagdo e a emissio de vasta quantidade de Zn*? por
fontes naturais e antropogénicas, que causam sua entrada nas cadeias alimentares, resultando

em biomagnificagdo em organismos vivos (HUSSAIN et al., 2022). Embora a toxicidade em
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humanos advinda do excesso de Zn*? seja uma condicéo tratavel e ndo ameacadora a vida,
varios sintomas que impactam a qualidade de vida incluem febre, dispneia, nausea, dor toracica,
gastrintestinal, fraqueza muscular e tosse (HUSSAIN et al., 2022). Entretanto, no presente
estudo, houve exposicdo cronica cumulativa e concomitante ao Zn*2 e ao Al*3, tornando o grau
de toxicidade mais intenso, de modo a afetar significativamente os biomarcadores discutidos
ao ponto de causar obito. Isto é, 0 acumulo desses metais e, possivelmente, de outros compostos
quimicos também toxicos que podem ser transferidos por meio ingestdo da carne de peixe
contaminada salientam a obrigatoriedade da necessidade da implantacdo de medidas de
recuperacdo e sustentabilidade dos ecossistemas e também de sensibilizacdo da populacdo
acerca da preservacdo ambiental e do risco do consumo de alimentos provenientes de fontes

cuja qualidade é questionavel.

CONCLUSAO

Observou-se que o consumo de carne de tilapia cozida do rio Cachoeira por 9 meses
aumentou significativamente a peroxidacéo lipidica em todos os 6rgaos analisados e também a
carbonilacdo de proteinas no cerebelo, cortex, coracdo e figado, além de reduzir o contetido
total de SH em todos os 6rgdos com exce¢do do coracdo. Ainda, bago, coracdo e rim
apresentaram queda significativa da atividade da CAT enquanto cértex, figado e eritrocitos,
aumento. Baco, cerebelo, cortex, figado apresentaram queda significativa da atividade da SOD
e os eritrécitos, aumento. No cerebelo, cortex, coracdo e rim, houve reducao significativa da
atividade da GSH-Px e, no baco, figado e eritrécitos, aumento. Acerca dos parametros
bioguimicos, houve elevacgdo significativa de T4L, TGP, ureia, VLDL e LDL e reducdo de CT
e de TGO. Nao houve alteracbes hematoldgicas. As alteracGes encontradas guardam relacédo
com o nivel maior de Al*® e Zn*2 presente na carne de peixe do rio Cachoeira que, em longo
prazo, foi intensa a ponto de causar impacto clinicamente relevante e dbito. Assim, é preciso
buscar o equilibrio do meio ambiente por meio da recuperagdo destas aguas para que 0S peixes
oferecam menor risco aos seres Vvivos que 0s consomem, e um trabalho imediato de
conscientizacao da populacédo sobre a toxicidade em longo prazo da ingestdo da carne de peixe

desse rio.



123

REFERENCIAS

1.

10.

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods Enzymol., v. 105, p. 121-126, 1984. DOI:
10.1016/s0076-6879(84)05016-3.

ABBAS, M.; ZAKI, A. The possible ameliorative effect of zinc on aluminum induced
thyroid toxicity in rats. Mansoura Journal of Forensic Medicine and Toxicology, v. 24, n.
2, p. 97-112, 2016. DOI 10.21608/mjfmct2016.47927

AGUIAR, Lilian K. de; et al. Fatores associados a doenca renal crénica segundo critérios
laboratoriais da Pesquisa Nacional de Saude. Rev.Bras. Epidemiol., v.23, €.200101, 2020.
p.1-13. Disponivel em: https://www.scielosp.org/pdf/ rbepid/2020.v23/e200101/pt.
Acesso em:13 de jul de 2022.

AHMED S. IBRAHEEM, AMIN A. SELEEM, MOHAMED F. EL-SAYED, BASMA H.
HAMAD. Single or combined cadmium and aluminum intoxication of mice liver and
kidney with possible effect of zinc. The Journal of Basic & Applied Zoology, v. 77, p. 91-
101, 2016. https://doi.org/10.1016/j.jobaz.2016.12.004

ANVISA. Contaminantes sdo agentes bioldgicos, fisicos ou quimicos que séo introduzidos
no alimento de forma néo intencional e que podem trazer danos a satde da populacao.
Ministério da Saude, 2004. Disponivel em: https://www.gov.br/anvisa/pt-
br/assuntos/alimentos/contaminantes. Acessado 15 fev.2021.

ANVISA. RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002. Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2002/rdc0259 20 09 2002.html.
Acessado 15 fev. de 2021.

ARORA, M. et al. STUDY OF TRACE ELEMENTS IN PATIENTS OF
HYPOTHYROIDISM WITH SPECIAL REFERENCE TO ZINC AND COPPER.
BIOMED J SCI & TECH RES V. 6, N. 2, P. 5100-5194, 2018. DOI: 10.26717/
BJSTR.2018.06.001336

BONDY, S. C. The neurotoxicity of environmental aluminum is still an issue.
Neurotoxicology, v. 31, n. 5, p. 575-81, 2010.

BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. RDC n° 216, de 15
de setembro de 2004. Dispde sobre Regulamento Técnico de Boas Préaticas para Servi¢cos
de Alimentacédo. 2004.

BRASIL. Ministério da Satude Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. RDC N° 222, de
28 de marco de 2018. Regulamenta as Boas Praticas de Gerenciamento dos Residuos de

Servigos de Salde e d& outras providéncias. 2018.


https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/alimentos/contaminantes
https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/alimentos/contaminantes
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2002/rdc0259_20_09_2002.html

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

124

BENVENUTI, M. A.; FISCHER, L. G. Peixes: morfologia e adapta¢6es. Cadernos de
Ecologia Aquatica v. 5, n. 2, p. 31-54, 2010.

CHAVES, T. F. Uma analise dos principais impactos ambientais verificados no Estado de
Santa Catarina. R. gest. sust. ambient., v. 5, n. 2, p. 611- 634, 2017.

CHAPPARD, D.; BIZOT, P. MABILLEAU, G.; HUBERT L. Aluminum and bone:
Review of new clinical circumstances associated with Al*® deposition in the calcified
matrix of bone. Morphologie, v. 100, p. 95-105, 2016.

CHERAGHI, E.; ROSHANAEI, K. The protective effect of curcumin against aluminum
chlorideinduced oxidative stress and hepatotoxicity in rats. Pharm Biomed Res 2019; 5(1):
11

DORNELLES, F. N. Avaliacdo de cobre e zinco em agua, sedimento e peixes do Rio
Apucaraninha na regido da Terra Indigena Apucarana (Tamarana, PR). 2016. Dissertacao
de Mestrado. Universidade Técnoldgica Federal do Parand — UTFPR. Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Ambiental. Londrina, 2016.

DUSSE, L. M. S;; RIOS, D. R. A; SOUSA, L. P.N.; MORAES, R. M. S.; DOMINGUETI,
C. P.; GOMES, K. B. Biomarcadores da funcdo renal: do que dispomos atualmente?
Revista Brasileira de Anélises Clinicas, 2016. DOI: 10.21877/2448-3877.201600427
EL-MOSELHY K. M., OTHMAN A. |, EL-AZEM H.A., EL-METWALLY M. E. A,
2014 Bioaccumulation of heavy metals in some tissues of fish in the Red Sea, Egypt.
Egyptian Journal of Basic and Applied Sciences 30:1-9.

FALUDA.A, FILHO W.S. Atualizagdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e
Prevencdo da  Aterosclerose. Arq. Bras. Cardiol. 109 (2  Supl
1) « Ago 2017 - https://doi.org/10.5935/abc.20170121.

GALIB SM, MOHSIN A.B.M, PARVEZ M.T, LUCAS M.C, CHAKI N, ARNOB S.S,
HOSSAIN MlI, ISLAM M.N. 2018. Municipal wastewater can result in a dramatic decline
in freshwater fishes: a lesson from a developing country. Knowl. Manag. Aquat. Ecosyst.,
419, p.1-12. https://doi.org/10.1051/kmae/2018025.

GHASEMI A, ZAHEDIASL S, HOSSEINI-ESFAHANI F, AZIZI F. Gender differences
in the relationship between serum zinc concentration and metabolic syndrome. Ann Hum
Biol. 2014;41(5):436-442

GRIESSER, E.; VEMULA, V.; RAULIEN, N.; WAGNER, U.; REEG, S.; GRUNE, T.et

al. Crosstalk between lipid and protein carbonylation in dynamic cardiomyocyte model of


https://doi.org/10.5935/abc.20170121
https://doi.org/10.1051/kmae/2018025

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

125

mild nitroxidativestress. Redox Biology. Volume 11, April 2017, Pages 438-45
https://doi.org/10.1016/j.redox.2016.12.028.
GUPTA, S., GRAHAM, D., SREEKRISHNAN, T., & AHAMMAD, S. Efeitos da poluigio por metais

pesados na co-selecdo de resisténcia a metais e antibi6ticos em rios urbanos no Reino Unido e na
india. Poluicio Ambiental, 2022. 119326. doi: 10.1016/j.envpol.2022.119326

HE, L. et al. Antioxidants Maintain Cellular Redox Homeostasis by Elimination of
Reactive Oxygen Species. Cellular Physiology and Biochemistry, v. 44, n.2, p. 532-553,
2017.

HUSSAIN, S.; KAHN, M.; SHEIKH, T. M. M.; MUMTAZ, M. Z. ET AL. Zinc
essentiality, toxicity, and its bacterial bioremediation: a comprehensive insight. Frontiers
in Microbiology, v. 13, article 900740, 2022. DOI 10.3389/FMICB.2022.900740.
IBRAHIM, H. S. et al. Effect of Selenium and Zinc Supplementation on Hypothyroidism
in Rats. ARC Journal of Nutrition and Growth (AJNG) Volume 2, Issue 2, p. 16-27, 2016.
DOI: http://dx.doi.org/10.20431/2455-2550.0202002

IMAMT. S,. KHALIFA H.A,.HUSSEIN H. M., ALI H.A. Aluminum —Induced Oxidative
Stress and Hepato -Renal Impairment in Male Albino Rats: Possible Protective trial with
Naringenin. Life Sci J 2016;13(1s):93-104]. ISSN 1097-8135 (print); ISSN 2372-613X
(online) http://www.lifesciencesite.com. 10. doi:10.7537/marslsj1301s1610.

IGBOKWE 1.0; IGWENAGU E; IGBOKWE N.A; Aluminium toxicosis: a review of
toxic actions and effects.2019 Oct;12(2):45-70. DOI: 10.2478/intox-2019-0007.

JEN, M.; YAN, A.C. Syndromes associated with nutritional deficiency and excess. Clin
Dermatol., v.28, n.6, p.669-85, nov./dez. 2010

KLOTZ K, WEISTENHOFER W, FRAUKE N, HARTWIG A, VAN THRIEL C,
DREXLER H. The Health Effects of Aluminum Exposure. Dtsch arztebl Int 114: 653-
659, 2017.

KUMAR, V., & GILL, K. D. Oxidative stress and mitochondrial dysfunction in aluminium

neurotoxicity and its amelioration: 2014. A review. NeuroToxicology, 41, 154-
166. doi:10.1016/j.neuro.2014.02.004

LASKOWSKI W, GORSKA-WARSEWICZ H, KULYKOVETS O. Meat, Meat Products
and Seafood as Sources of Energy and Nutrients in the Average Polish Diet. Nutrients.
2018; 10(10):1412. https://doi.org/10.3390/nu10101412

LIMA, D.P. Avaliacdo da contaminagdo por metais pesados na &gua e nos peixes da bacia

do rio


https://www.sciencedirect.com/journal/redox-biology
https://www.sciencedirect.com/journal/redox-biology/vol/11/suppl/C
https://doi.org/10.1016/j.redox.2016.12.028
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749122005401?dgcid=coauthor
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749122005401?dgcid=coauthor
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749122005401?dgcid=coauthor
http://dx.doi.org/10.20431/2455-2550.0202002
https://doi.org/10.3390/nu10101412

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

126

cassiporé, estado do amapa, Amazonia, Brasil. Macapa, 2013

MARKLUND, S. F. Product of extracellular-superoxide dismutase catalysis. FEBS Lett,
v. 184, n. 2, p. 237-239, 1985. DOI:10.1016/0014-5793(85)80613-x

MARET, W. The redox biology of redox-inert zinc ions. Free Radical Biology and
Medicine. 2019.doi:10.1016/j.freeradbiomed.2019

MOURO, V, G, S et al. Subacute Testicular Toxicity to Cadmium Exposure
Intraperitoneally and Orally. Oxidative medicine and cellular longevity, Volume 2019
|Article 1D 3429635 | https://doi.org/10.1155/2019/3429635

MORINA A., MORINA F., DJIKANOVIC V., SPASIC S., KRPO-CETKOVIC J.,
KOSTIC B., LENHARDT M . Common barbel (Barbus barbus) as a bioindicator of
surface river sediment pollution with Cu and Zn in three rivers of the Danube River Basin
in Serbia. Environmental Science and Pollution Research. 2016, 23:6723-6734.
MOSTAFA, H.; ALAA-ELDIN, E. A.; ABOUHASHEM, N. S.; EL-SHAFEI, D. A.
Toxic Potentials of Aluminum Exposure on the Brain, Liver and Kidney in Adult Male
Albino Rats: Biochemical, Histopathological and Immunohistochemical Study. Mansoura
J. Forensic Med. Clin. Toxicol. V. 21, N. 2, P. 49-72, 2013. DOI
10.21608/MJFMCT.2015.47280

NAZERI, P., SHAB-BIDAR, S., PEARCE, E. N., & SHARIAT, M. Thyroglobulin
concentration and maternal iodine status during pregnancy: A systematic review and meta-
analysis. Thyroid. doi:10.1089/thy.2019.0712

NOVOSLAVSKIJ, A., TERENTJEVA, M., EIZENBERGA, I. et al. Major foodborne
pathogens in fish and fish products: a review. Ann Microbiol 66, 1-15 2016.
https://doi.org/10.1007/s13213-015-1102-5

OLIVEIRA K.J F, KOURY, J. C., DONANGELO, C. M.. Micronutrientes e capacidade
antioxidante em adolescentes sedentarios e corredores. Rev. Nutr. 20 (2) Apr 2007
https://doi.org/10.1590/S1415-52732007000200006

OKAIL, H. A.; IBRAHIM, A. S.; BADR, A. H. The protective effect of propolis against
aluminum chloride-induced hepatorenal toxicity in albino rats. The Journal of Basic and
Applied Zoology (2020) 81:34. https://doi.org/10.1186/s41936-020-00169-9.
OLECHNOWICZJ, TINKOV A, SKALNY A, SULIBURSKA J. Zinc status is associated
with inflammation, oxidative stress, lipid, and glucose metabolism. J Physiol Sci. 2018
Jan;68(1):19-31. doi: 10.1007/s12576-017-0571-7.


https://doi.org/10.1186/s41936-020-00169-9

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

ol.

52.

127

PINHEIRO, P. C., DALCIN, R. H., & BATISTA, T. T. (2017). A ictiofauna de &reas com
interesse para a protecdo ambiental de Joinville, Santa Catarina, Brasil. Acta Biologica
Catarinense, 4(3), 73-89.

PRASAD, A. S., & BAO, B. Molecular Mechanisms of Zinc as a Pro-Antioxidant
Mediator: Clinical Therapeutic Implications. Antioxidants (Basel, Switzerland), 2019
8(6), 164. https://doi.org/10.3390/antiox8060164

PROGRAMA INTERNACIONAL DE SEGURANCA QUIMICA SUBSTANCIAS
QUIMICAS PERIGOSAS A SAUDE E AO AMBIENTE/Organizagdo Mundial da
Saude, Programa Internacional de Seguranca Quimica; tradugéo Janaina Conrado Lyra da
Fonseca, Mary Rosa Rodrigues de Marchi, Jassyara Conrado Lyra da Fonseca. -- Sdo
Paulo: Cultura Académica, 2008.

PAULINO M. G., BENZE T. P., SADAUSKAS-HENRIQUE H., SAKURAGUI M. M.,
FERNANDEZ J. B., FERNANDES Mfernandes. N. The impact of organochlorines and
metals on wild fish living in a tropical hydroelectric reservoir: bioaccumulation and
histopathological biomarkers. Science of the Total Environment, v.497-498, p. 293-306,
2014.

RABEH, N. M.; EL-GHANDOUR, H. A. Effect of Iron, Zinc, Vitamin E and Vitamin C
Supplementation on Thyroid Hormones in Rats with Hypothyroidism. International
Journal of Nutrition and Food Sciences 2016; 5(3): 201-210. doi:
10.11648/j.ijnfs.20160503.18

RAHIMZADEH, M. R. et al. Aluminum poisoning with emphasis on its mechanism and
treatment of intoxication. Emergency Medicine International, v. 2022, p. 1-13,
2022. https://doi.org/10.1155/2022/1480553

RAMOUD, G. M., SHALABY, R. A. Experimental evaluation of protective action of
resveratrol against aluminum- induced toxicity in male rats. International Journal of
Advanced Research in Biological Sciences, v. 6, n. (1), p. 11-24, 2019.
http://dx.doi.org/10.22192/ijarbs.2019.06.01.-002.

REZNICK& PACKER, L. Oxidative damage to proteins: Spectrophotometric method for
carbonyl assay, Methods Enzymol., v. 233, p. 357-363, 1994. DOI: 10.1016/s0076-
6879(94)33041-7.

ROTTER 1, KOSIK-BOGACKA D, DOLEGOWSKA B, SAFRANOW K,
LUBKOWSKA A, LASZCZYNSKA M. Relationship between the concentrations of



http://dx.doi.org/10.22192/ijarbs.2019.06.01.-002

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

128

heavy metals and bioelements in aging men with metabolic syndrome. Int J Environ Res
Public Health. 2015;12:3944-3961

SANCHES FILHO, P. J.; FONSECA, V. K.; HOLBIG, L. Avaliacdo de metais em
pescado da regido do Pontal da Barra, Laguna dos Patos, Pelotas-RS. Ecotoxicol. and
Environ. Contamin, v. 8, n. 1, p. 105-111, 2013. DOI:10.5132/eec.2013.01.015.

SAMIR A, RASHED L. Effects of occupational exposure to aluminium on some oxidative
stress and DNA damage parameters. Human & Experimental Toxicology. 2018:901-908.
doi:10.1177/0960327117747024.

SOUZA AK,R; MORASSUTI; DEUS C.,Y; W de DEUSPOLUICAO DO AMBIENTE
POR METAIS PESADOS E UTILIZACAO DE VEGETAIS COMO
BIOINDICADORES.Acta Biomedica Brasiliensia / Volume 9/ n° 3/ Dezembro de 2018.

SULE, K et al. Mechanisms of Co, Ni, and Mn toxicity: From exposure and homeostasis
to their interactions with and impact on lipids and biomembranes. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, v.1862, n8, p. 183250, 2020

SINGH K.B. Long Term Excessive Zn Supplementation Induced Oxidative Stress in
Wistar Rats Fed on Semi-Synthetic Diet, Food and Nutrition Sciences, VVol. 3 No. 6, 2012,
pp. 724-731. doi: 10.4236/fns.2012.36098.

SANDHU G, Djebali D, Bansal A, Chan G, Smith SD. Serum concentrations of aluminum
in hemodialysis patients. Am J Kidney DIS 2011;57:523-5

SEVERQO, J. S. S.; MORAIS, J. B. S.; FREITAS, T. E. C. ET AL. The role of zinc in
thyroid hormones metabolism. VITAMIN AND NUTRITION RESEARCH, V. 89, N. 1-
2 P.2019. HTTPS://DOI.ORG/10.1024/0300-9831/A000262

TORIANI et al. Preclinical Toxicological Evaluation of the Consumption of Fish from the
Cachoeira River Hydrographic Basin in Rats. International Journal of Advanced
Engineering, v. 9, n. 6, p . xx-xx, 2022. DOI: 10.22161/ijaers.96.45

UYSAL K; EMRE Y; KOSE E. The determination of heavy metal accumulation ratios in
muscle, skin and gills of some migratory fish species by inductively coupled plasma-
optical emission spectrometry (ICP-OES) in Beymelek Lagoon (Antalya/Turkey),
Microchem J., v. 90, n. 1, 2008 p. 67-70, DOI:10.1016/j.microc.2008.03.005.

VOIGT, C. L.; SILVA, C. P. da.; CAMPQOS, S. X. de. Avaliacdo da bioacumulagéo de
metais em Cyprinus carpio pela interacdo com o sedimento e &gua de reservatorio.
Quimica Nova, v. 39, n. 2, p.180-188, 2016.



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

129

WEBBER P., BEHR E. R., KNORR C. D. L., VENDRUSCOLO D. S., FLORES E. M.
M., DRESSLER V. L., BALDISSEROTTO B. Metals in the water, sediment and tissue
of two fish species from different trophic levels in a subtropical Brazilian river.
Microchemical Journal, v. 106, p. 61-66, 2013.

WENDEL A. Glutathione peroxidase. Methods Enzymol., v. 77, p. 325-33, 1981.
DOI: 10.1016/s0076-6879(81)77046-0.

WOLD HEALTH ORGANIZATION.Report of the joint FAO/WHO expert consultation
on the risks and benefits of fish consumption, 25-29 January 2010, Rome, Italy.
Disponivel em: https://apps.who.int/iris/handle/10665/44666. Acessado em: 20 fev de
2021.

WU, Z., DU, Y., XUE, H., WU, Y., ZHOU, B. Aluminum induces neurodegeneration and
its toxicity arises from increased iron accumulation and reactive oxygen species (ROS)
production. Neurobiol Aging. 2012 Jan;33(1): 199.e1-12.

JEN, M.; YAN, A.C. Syndromes associated with nutritional deficiency and excess. Clin
Dermatol.v.28, n.6, p.669-85, nov. /dez. 2010.

ZSCHORNAK, T.; OLIVEIRA, T. M. N. Avaliacdo do impacto da implantacdo do
sistema de esgotamento sanitario na qualidade da agua da bacia hidrografica do rio
Cachoeira, em Joinville, Santa Catarina. Revista DAE, v. 66, n. 212, p. 118-131, 2018.
ZHOU, L., He, M., Li, X,, Lin, E., Wang, Y., Wei, H., & Wei, X. (2021). Molecular
Mechanism of Aluminum-Induced Oxidative Damage and Apoptosis in Rat
Cardiomyocytes. Biological Trace Element Research. doi:10.1007/s12011-021-02646-W


https://doi.org/10.1016/s0076-6879(81)77046-0
https://apps.who.int/iris/handle/10665/44666

130

6.4 Artigo 4: Revisdo de Literatura sobre Doencas Causadas pelo Consumo de Peixe

Contaminado

Doencas causadas por consumo de carne de peixe contaminada revisao de literatura.

Brozilian Journal of Development | 113999
155N: 2525-3761

Disorders caused by contaminated fish meat consumption: Literature
review

Doencas causadas por consume de carne de peixe contaminada:
Revisio de literatura

DOI:10.34117/bydvn12-264

Recebimento dos originais: 12/11/2021
Aceitagdo para publicacdo: 08/12/2021

Sonia dos Santos Toriani
Post-graduation Program in Health and Environment, University of Joinville Region —
UNIVILLE, Joinville, SC, Brazil.
E-mail: soniatorani nutri@gmail com

Eduardo Manoel Pereira
Department of Pharmacy. University of Joinville Region — UNIVILLE, Joinville, SC,
Brazil.

Daniela Delwing-de Lima
Post-graduation Program in Health and Environment, University of Joinville Region —
UNIVILLE. Joinville, SC, Brazil.

Therezinha Maria Novais de Oliveira
Post-graduation Program in Health and Environment, University of Joinville Region —
UNIVILLE, Joinville, SC, Brazil.

ABSTRACT

Between 2007 and 2017, Brazil registered 99,826 outbreaks of foodborne diseases and
0.84% of those were associated with fish meat intake. It is estimated that approximately
56 million infection cases occur worldwide due to raw or undercooked fish meat
containing several disease-causing parasites. Hence. this study aimed to review the
literature concerning diseases caused by ingestion of contaminated fish meat. Reviews,
case reports and epidemiologic studies were searched in Portuguese, Spanish and English
in the databases LILACS, Pubmed, Science Direct. SciElo and Scholar Google using as
keywords: transmissive diseases. contaminated fish and human infections were used to
retrieve papers from 2014 to 2020. Nine papers, including seven reviews, one case report
and one case-control study fulfilled inclusion criteria and presented several consequences
of contaminated raw or undercooked fish meat ingestion, which ranged from nemathode,
bacterial and toxin diseases that may cause gastrointestinal problems to allergic reactions,
lung infection, endemic acute myalgia, bacteremia, meningitis and death. Growing fish
meat intake in several dishes presents significant health risk due to the pathogenic
potential of toxins and parasites that remain when food is consumed raw or undercooked.
Tighter sanitary surveillance, population health education. training and sensitization of
health professionals in recognizing and notifying cases might contribute to ninimize risk.

Keywords: fish. fish meat. infectious diseases. transmissible diseases, food and nutrition
safety. food safety.
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RESUMO

Entre 2007 a 2017, foram notificados 99.826 mil surtos de doengas transmitidas por
alimentos no Brasil. Destas, 0,84% foi associado a ingestao de pescados. Estima-se que,
aproximadamente, 56 milhdes de casos no mundo de infecgdes por consumo de pescados.
crus ou mal cozidos. contendo varios parasitas capazes de provocar doengas. Por isso, 0
presente estudo objetivou revisar a literatura acerca dos dados notificados sobre doengas
alimentares causadas por ingestio de carne de peixe contaminada. Foram utilizados os
bancos de dados LILACS, MEDLINE. Science direct. Google académico e Pubmed para
busca de artigos publicados partir de 2014 utilizando com palavras-chave: doengas
transmitidas, peixes contaminados e infeccoes humanas em portugués, inglés e espanhol,
sendo incluidos relatos de caso, revisdes e estudos epidemiologicos. Nove artigos foram
incluidos. sendo sete revisdes, um relato de caso e um estudo caso-controle, que
apresentaram as consequéncias do consumo de camne de peixe crua ou mal cozida no que
tange a causalidade de varias infecgdes por nematodeos, bactérias e toxinas passiveis de
provocar problemas gastrintestinais agudos. reagdes alérgicas. infeccdes pulmonares.
mialgia aguda endémica, bacteremia, meningite e obito. O consumo crescente de carne
de peixe crua ou mal cozida em diversas preparacdes oferece risco nao desprezivel para
a saude, devido ao potencial patogénico dos parasitas e toxinas encontrados neste
alimento. Atuagdo mais incisiva da vigilancia sanitaria, educacdo em saude da populacao
para os riscos, capacitacao dos profissionais de saude e sensibilizacdo para notificagio
dos casos podem contribuir para minimizar sses 11scos.

Palavras-chave: peixe, doengas infecciosas, doencas transmissiveis, seguranca alimentar
e nutricional, inocuidade dos alimentos.

1 INTRODUCTION

Fish meat 15 an especially important food for health and should be included in
people’s daily meals at least twice a week. It is a food ich in A, E. D, B1. B2, B5. B6
and B9 vitamins; minerals such as calcium, phosphorus, sodium, potassium, manganese,
copper. cobalt, zinc, iron, iodine and all the essential amino acids in balance (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAO. 2018).

However, for the nutritional contribution to be within the appropriate safety
parameters, such source of animal protein must meet the consumers® food safety
standards with the desired quality. Thereby. the sites where fishes breed and are grown
must be free from contaminations, since they can be transferred to the human organism
after ingestion in different degrees, depending on the quantity, consumption time and
contamination level of such food. which may cause significant health problems such as
predisposition to cancer. cardiovascular diseases and neurotoxicity (Fernandes ef al.,
2012 Silva, Santos. 2016).

Because fish meat presents greater possibility for microbial growth, chemical
changes and breakdown by endogenous enzymes. this food is subject to rapid
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deterioration. Therefore, the way of conservation. handling, processing, preserving,
storage and transportation. when not carried out in the appropriate manner, following the
guidelines of food safety. may cause damaging effects for the consumer’s health, and it
justifies measures of quality control and respective special care (FAO. 2016).
Pathologies resulting from fish meat consumption may be caused by toxins
produced by the fish itself, by toxic substances or microorganisms contained in
contaminated water in which fish breed. deriving from degraded areas. and waste and
garbage dump sites. Contaminants may be mainly bacteria of genus Vibrio, Listeria,
Clostridium, also A type hepatitis virus A (HAV), adenovirus, Norwalk or norovirus

(Magalhies, 2012).

In order to avoid consumers’ exposure to diseases arising from ingested fish, food
safety must be focused on the guaranty of the commercialized fish integrity, by means of
systematic practice of the best procedures on handling employed by the fishing industry,
thereby ensuring the product quality from catching to handling. However. once consumed
raw, semi-raw or partially smoked, and when the appropriate measures of control and
prevention are not taken. the consumption of this type of food may become a problem for
public health (FAO, 2016). Aiming to know the main diseases transmitted by the
consumption of contaminated fish, a literary review was performed on the cases of

notified diseases caused by the consumption of fish meat.

2 METHODOLOGY

In this review, articles indexed in the following data bases were searched: Latin American
and Caribbean Health Sciences Literature (LILACS), Science direct, Google scholar and
Pubmed. The search was performed between May and June 2020 in the Portuguese, English and
Spanish languages. using the keywords: transmitted diseases. contaminated fish and human
infections. Articles which got off the subject and publications preceding 2014 were excluded.
Type of studies included were: reviews, epidemiological studies. and confirmed notified case
reports on diseases transmitted by the consumption of contaminated fish found in the indicated
bases published from January 2014 to December 2020.

3 RESULTS

A total of 28 articles were found. Nonetheless, only nine fulfilled the inclusion criteria.
The remaining articles were excluded for they did not match the issue of the review, for not
providing information proving the infections by means of medical diagnosis with notification of
disease caused by the consumption of contaminated fish, and a mycobacterial infection case
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report was excluded because it was not a disease caused by ingestion, but by contact with
contaminated fish. Among the works included. there are seven literature review, a case report.
and a case-control study.

The review of Oliveira ef al. (2017) focused on cases of diphyllobothriasis
resulting from consumption of raw fish meat in preparations such as sushi and sashimi
and reported 92 notified cases (68 in Sio Paulo state). The disease most prevalent
symptoms were abdominal cramps, diarrhea and weakness. The epidemiological inquiry
showed that salmon imported from Chile and consumed raw (sushi and sashimi) were the
species responsible for the outbreak. Dias et al. (2016) described the condition of a 25-
year-old female patient weighting 49 kg who reported nausea. abdominal pain, weight
loss, epigastric pain. and continuous diarrhea due to consumption of semi-raw fish two
month before the symptom’s onset. The diagnosis of diphyllobothriasis was achieved two
days after the first symptoms appeared due to evidence of Diphyllobothrium latum eggs.

The study of Serrano-Moliner., Noralez-Suares-Varela. Valero (2018) reviewed
the cases of nematodiases registered from 2000 to 2016 in countries of the European
Union and found 1523 cases, which were 1493 autochthonous and 30 imported. Several
parasites were detected, namely: Toxocara spp (34.7%). Ascaris lumbricoides (27.1%),
Trichinella spp (21.9%). Anisakis spp (15.5%) and Angiostrongyius cantonensis (0.8%).

Guardone ef al. (2018) reviewed the occurrence of anisakiasis in Italy and 73 cases
were found. The parasite was detected by endoscopy (51.4%) and laparotomy (48.6%).
Intestinal (42.5%), stomach (43.8%). esophageal (1.4%) and ectopic (peritoneum and
spleen — 12.3%) infection sites were observed. In most of the patients the source of
infection was raw or undercooked anchovy (65.7%). followed by sardine (15.1%) and
generic raw seafood (15.1%). Dominant symptoms were acute or chronic abdominal pain,
nausea and diarrhea (less frequent) within a week after the consumption of fish meat. Ten
cases of allergic reaction were confirmed.

The review of Eiras ef al. (2018) analyzed cases of nematodiases notified in
travelers returning to 22 countries and found100 cases. involving Gnathostoma sp. as the
most frequent (85 cases), Capillaria philippinensis (8), Anisakis simplex (6 cases) and
Angyostrongylus cantonensis (1 case). Bravo and Gontijo (2018) reviewed the clinical
characteristics of the presentation of gnathostomiasis, parasitosis associated to the
consumption of raw or marinated fish meat in the form of sushi, sashimi or ceviche,
which, although being endemic in Southeast Asia, Japan and Latin America. increased

number of cases has been observed in travelers who returned to non-endemic areas (USA
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and Europe), and increase of reports of autochthonous cases in non-endemic countries
(Brazil and Colombia). suggesting that the distribution of the parasite may be broader
than it is known. However, this study did not bring data on the prevalence of the cases.

Souza ef al. (2015) reviewed scombrotoxicosis cases (severe case of histamine
intoxication) and highlight the relevance of quality control of histamine concentration in
the fish. Since 1970, countries with the greatest rates of cases are Japan, the United States,
and the United Kingdom (Food and Drug Administration, FDA, 2011), however there
were reports of outbreaks in several other countries such as France, Denmark, and
Canada. Asia is the continent with the greatest number of cases described. In the
continent, histamine intoxication was the biggest cause of diseases in the 1950°s and, to
this day, it is the largest cause of intoxications (Cinquina et al., 2004). According to FDA
(2011), from 1960 to 1980, there were 42 outbreaks described in Japan, totaling 4.122
intoxicated individuals.

Tan et al. (2016) conducted a case-control study in Singapore to investigate the
association of the consumption of yusheng. a raw fish-based dish (bighead carp and
snakehead) with an outbreak of group B streptococcal bacteremia serotype III ST-283 in
2015. In the comparison of 40 cases with 58 controls, odds ratio of 5.1 was found to this
relation, suggesting close involvement with the consumption. Age older than 65, diabetes,
and cardiovascular disease were also risk factor with significant odds ratio.

Marques, Costa, Bentes (2017) reviewed the clinical presentation of acute
epidemic myalgia with a view to alert the medical community after an outbreak in
Salvador (BA). Brazil in December 2016, in which. nine patients from three different
families presented in hospital reporting widespread severe muscular pain which evolved
to rhabdomyolysis. The outbreak spread rapidly and by January 24® 2017 there were 64
suspected cases notified and two deaths. The intoxication after fish meat intake (Haff

disease) was considered the most probable source of the outbreak.

4 DISCUSSION

Considering the increase in the consumption of fish meat worldwide and the range
of diseases susceptible to be contracted by means of raw or undercooked fish meat
consumption. few articles on the risks were found. However. they emphasize the
importance of a more prudent look at such practice. considered the pathogenic potential

of the parasites found in fish meat.
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B

outbreak in Sido Paulo state due to consumption of salmon in the form of sushi and

Diphyllobothriasis was a non-existing disease in Brazil, but in 2004 it caused an

sashimi (Oliveira ef al., 2017). Diphyllobothriasis is also known as “fish tapeworm™
disease. and it is a parasite zoonosis of broad geographical distribution, caused by the
ingestion of fish infected with the Diphyllobothrium spp parasite larvae and consumed
raw, undercooked, smoked in inappropriate temperatures or submitted to insufficient
freezing, causing long-term intestinal parasitosis in human beings (Arrais ef al., 2017).
Toxocarosis was the most frequent parasitosis indicated in the
Serrano-Moliner, Noralez-Suares-Varela, Valero (2018) study. It 15 an infection more
common in pediatric population, occasioned by the intake of eggs present in the soil,
contaminating most frequently children living in areas with poor sanitation system, who
live together with pets and who practice geophagy (Mota ef al., 2016). The human being
1s, in fact. an accidental host and the contamination may also take place by intaking
undercooked food. Since maturation of the larvae is not possible in the human
gastrointestinal system, it provokes its migration to several tissues, bringing to local
mflammation of variable severity caused by the disease (Mota er al.. 2016).

The occurrence of ascariasis was also relevant in the previous review. which is a
parasitosis related to poor hygiene, and the most frequent human geohelmintiasis in
countries in which there is no adequate sanitation. The main disease carriers are children
aging from 1 to 12 year, who can be asymptomatic or present abdominal pain, nauseas,
anorexia and, when the infection is more intense, intestinal obstruction (Marquetti.
Carlotto, 2019). The parasite larvae may infect the lungs and cause bronchospasm.
pneumonitis, and hemoptysis (Marquetti. Carlotto, 2019).

Serrano-Moliner, Noralez-Suares-Varela, Valero (2018) and Guardone et al.
(2018) identified several cases of anisakiasis, disease caused by the ingestion of larvae
of Anisakidae family nematode present in raw, marinated or undercooked fish meat. The
human being 1s an accidental host and the infection courses with clinical picture marked
by acute gastrointestinal symptomatology, though allergic reactions have also been
observed (Aibinu. Smooker. Lopata, 2019). The authors emphasize high risk for those
parasitoses and corresponding impact on public health and emphasize that the low
number of notified cases conflicts with the frequent occurrence of such parasite in a broad
range of Mediterranean fish. including those consumed marinated or raw. suggesting the
human infections are underestimated, partly due to the fact that they are self-limited.
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underreported. and diagnosed inappropriately because of little knowledge on human
parasitology linked to seafood by the physicians.

However, in terms of impact on public health. Trichinella spp was the most
important parasite found in the Serrano-Moliner. Noralez-Suares-Varela, Valero (2018)
review because it may cause overly aggressive clinical picture liable to cause death.
Trichinellosis is acquired by the ingestion of wildlife species undercooked meat (game
meat) containing cysts with larvae of the respective nematode and their wild hostess
include wild boar. bears and walruses (McIntyre ef al., 2007). The infection intensity is
proportional to the number of larvae. assuming acute gastrointestinal symptomatic
presentation. but it can evolve to striated muscles. pulmonary. cardiac, cerebral, and
meningeal infection according to the parasites that infect those tissues, and it can evolve
to death (McIntyre et al., 2007). Angiostrongylus cantonensis was the least found
parasite. however it is responsible for causing eosinophilic meningitis (Espirito-Santo et

al., 2013), therefore the risk of contamination by such parasite is not negligible.

Eiras er al. (2018) and Bravo and Gontijo (2018) studies highlight the
gnathostomiasis as another parasitic nematodiasis acquired by the consumption of raw or
undercooked fish meat containing the tertiary infective larvae. Some people may be
infected by the intake of live fish, such as loaches. consumed in such way associated with
whiskey or rice wine in Japan (Eiras er al.. 2018). Drinking water containing crustaceans
(Cyclops) which act like intermediary hostess of larvae may also allow contamination
(Subhedar er al., 2014). The infection presents cutaneous symptoms (migratory nodular
dermatitis or panniculitis), which oscilate in gravity and may have chronic course,
however more severe complications may arise when deeper structure are invaded, such
as lungs, mediastinum, eyes or central nervous system. because the parasite causes direct
trauma injuries to the tissues and also by secretion of proteolytic and hemolytic
compounds associated with tissue inflammation secondary to the intense eosinophilia
(Bravo, Gontijo. 2018). The authors emphasize that few physicians who operate in non-
endemic zone know those parasites, which results in difficulty to recognize the
symptoms.

Intestinal capillariasis 1s rare, however it is a recognized nematodiasis arising by
raw or undercooked fish meat ingestion due to high mortality aligned with delayed
diagnosis and treatment. which frequently result in death because of protein loss by
gastroenteropathy. Low incidence may be related to the fact that the endemic areas are

farther from the most common tourism locations (Eiras ef al.. 2018).
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The formation of histamine in the fish and consequent risk for scombrotoxicosis
motivate the traceability of that substrate, and it 1s an important quality criterium, since
its levels are low in newly-captured fish and increase as they deteriorate, thereby
indicating the fish freshness (Ntzimani er al., 2008). Fish of families Scombridae (tuna.
bonito, mackerel), Scomberesocidae (sand diver), Pomatomidae (bluefish).
Coryphaenidae (common dolphinfish). Carangidae (yellowtail amberjack). Clupeidae
(herring, sardine) and Engraulidae (anchovy) are the most mvolved in cases of
scombrotoxicosis (Souza er al.. 2015), which present face and neck flushing, followed
by a sensation of intense heat. face and neck rashes, general discomfort, diarrhea. intense
and throbbing headache. Other signals include vertigo, pruritus. fainting spells. mouth
and throat burning sensation and dysphagia (Gonzalez et al.. 2020).

Souza ef al. (2015) did not find official data on the occurrence of intoxication by
histamine in Brazil and emphasize that many cases are not notified because it is not a
disease with obligatory notification. In addition. intoxication symptoms may be mild and
may not motivate the search for specialized care and the physicians, which, frequently.
are unaware of the intoxication, which minimizes its consideration as diagnosis. Authors
emphasize Evangelista’s work (2010), who described the detection of histamine in
scombrid related to three intoxication outbreaks involving tuna in the northeast region
which affected a total of 25 people.

Apart from the previous complications, the finding of positive association
between the consumption of yusheng and group B streptococcal bacteremia impresses by
its gravity related to consumption of raw fish meat. which far exceeds the other clinical
presentations described previously. The fact that the number of weekly cases dropped
from 26 to only 5 after public health alert to interrupt the sale of raw fish-based dishes
prepared with bighead carp and snakehead corroborates with the finding in the case-
control study (Tan ef al., 2016).
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The endemic acute myalgia outbreak, described by Marques, Costa, Bentes
(2017) associated with consumption of raw or undercooked fish was characterized by
short period of time between the emergence of myalgia and the exposition among
affected family members, suggesting viral etiology or simultaneous exposure to a toxin.
Despite both hypotheses have been investigated, Haff disease was taken as probable final
cause of the outbreak. Rhabdomyolysis associated to Haff disease is considered an
emerging disease, due to the increase in the consumption of fish meat and other

freshwater crustaceans, and it is attributed to a toxin (unidentified), due to the rapid
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evolution and absence of fever (Junior er al.. 2016). Rhabdomyolysis evolves with
muscle necrosis which liberates the protein myoglobin to the circulation and may cause
rapid renal failure (Marques, Costa, Bentes, 2017). Haff disease and all rhabdomyolysis
cases must be aggressively treated for prevention of severe metabolic and renal effects,
which may lead to acute renal failure and other causes of morbimortality (Junior er al..
2016).

It is a basic human right to live in food security condition (Brasil, 2007), that
guarantees to everybody regular and permanent access to quality food, in sufficient
amount and based on health-promoting eating habits and which are socially,
economically and environmentally sustainable (Brasil. 2013). Therefore, fish coming
from aquaculture and fishing must meet the quality desired by the industry and the
consumers by means of quality control in all phases of the production chain (collection.
handling, conservation and preparation) (Brasil. 2013). The whole productive sector
involved in the production of fish meat must actively participate in the public policies
that guide the quality of this food due to its nutritional importance and to guarantee their
safety (Cribb, Filho, Mello, 2018).



In view of the several risks linked to the consumption of raw or undercooked fish
meat. ranging from gastrointestinal problems to allergic reactions and death, it is
indispensable that the best practices for fishing, handling, preservating and cooking fish
meat are adopted. Since it contains more water and less muscle fiber, fish meat is more
susceptible to deterioration and contamination by several microorganisms such as virus,
bacteria and worms, which may cause serious problems to human health. Therefore, for
a safe fish consumption aiming to prevent these infections. such food must be apparently
healthy. clean and be prepared with filtered water and well cooked.

Tighter action of the sanitary surveillance to audit the applying of the procedures
of contaminants control, encouragement of nofification of cases by healthcare
professionals, and guidelines on safer ways of consuming fish meat to the population.
emphasizing the risks of ingestion of raw or undercooked food will contribute to

minimize the incidence of complications.
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7. CONCLUSAO

Em vista do consumo de peixe estar aumentando na populacéo brasileira, sendo a tilapia
um dos alimentos mais consumidos e nutricionalmente equilibrados, para garantir os beneficios
a populacéo, a qualidade total do peixe desde o cultivo, coleta e a chegada a mesa, depende da
carne de peixe advir de fontes ambientais limpas e adequadas.

Quando n&o sdo oriundos de locais de cultivo adequados, como de rios contaminados,
podem trazer grandes prejuizos a saude, tais como os danos ocasionados pela presenca de
metais pesados na carne do peixe do rio Cachoeira, que mesmo cozida continha elevada
presenca de aluminio e zinco, diferente dos peixes de cultivo que ndo continham nenhum tipo
de metal pesado.

Verificou-se que, apds um més de consumo da carne de peixe do rio Cachoeira, houve
aumento de proteinas carboniladas no coracdo e figado, de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico no figado, plasma e cerebelo; reducdo do contetdo total de sulfidrilas no
cerebelo, figado e coracdo; diminuicdo da atividade da superdxido dismutase no figado, da
catalase nos rins e da concentragdo de HDL colesterol dos animais que receberam a carne de
peixe do rio em relacdo aos outros grupos. Esses dados evidenciam o aumento do dano
oxidativo aos 6rgaos, de modo que, em apenas um més de consumo da carne da carne de peixe
do rio poluido ja houve estresse oxidativo relevante.

Os resultados dos parametros de estresse oxidativo e bioquimicos dos animais de 3 e 6
meses praticamente seguiram a mesma linha de alteragcdo, com biomarcadores aumentados
para 0s que consumiram a carne de peixe do rio Cachoeira, que aumentou a peroxidagéo
lipidica no cerebelo, figado, rim, plasma, cortex (apenas apos 6 meses) e coracao; aumentou a
carbonilacdo proteica no coracgdo, plasma, figado (apds 6 meses) e cortex (apenas apos 6 meses);
reduziu o conteudo de SH no cerebelo , coracdo , figado e plasma (‘ap6s 6 meses). A atividade
da catalase aumentou no cértex, figado, eritrocitos (apo6s 6 meses), rim (apds 6 meses) e
diminuiu no cerebelo (ap6s 6 meses), coracdo e rim (apds 3 meses). A atividade da superdxido
dismutase aumentou no cortex (apos 3 meses), rim (apos 6 meses) e eritrocitos (apds 6 meses)
e diminuiu no cerebelo (apds 6 meses) e figado (apds 6 meses). A atividade da glutationa
peroxidase diminuiu no rim, no cerebelo, coracdo e figado apds 6 meses e aumentou nos

eritrocitos.
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Apls 3 meses de exposicdo, houve queda de tiroxina, transaminase glutamica
oxalacética e de colesterol HDL ao passo que houve aumento de triglicérides e de VLDL. Apos
6 meses, observou-se aumento de tiroxina, triglicérides, transaminase glutdmica piravica e
ureia.

Apo6s 9 e 12 meses de consumo de carne de peixe do rio Cachoeira, houve aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico no baco, cértex, cerebelo, coracdo, figado, rim e
plasma, aumento de proteinas carboniladas no baco, cortex, cerebelo, coracao, figado e plasma
(ap6s 9 meses); reducdo de sulfidrilas no bago (ap6s 9 meses), cortex, cerebelo, figado e plasma.

A atividade da catalase reduziu significativamente no bago, cerebelo (apds 12 meses),
cortex (apds 12 meses), coragdo, rim, porém aumentou no figado, cortex (ap6s 9 meses) e
eritrocitos. A atividade da superdxido dismutase diminuiu no baco, cortex, cerebelo, figado,
aumentou (9 meses) e diminuiu (12 meses) nos eritrocitos e aumentou no rim (apds 12 meses).
A atividade da glutationa peroxidase aumentou no baco, no figado (apés 9 meses) e nos
eritrocitos, mas diminuiu no cortex, cerebelo, coracdo, figado (apds 12 meses) e rim (apds 12
meses). Apos 9 meses, observou-se aumento do nivel sanguineo de tiroxina, de transaminase
glutdmica piravica, ureia, VLDL e LDL e redugdo de colesterol total. Apos 12 meses de
exposi¢do, houve elevacéo das transaminases glutamica pirdvica e oxalacética no sangue. Néo
houve alteragfes hematoldgicas apos qualquer periodo de exposi¢ado. Houve cinco 6bitos apds
12 meses de consumo da carne de peixe do rio Cachoeira, que apresentou nivel de aluminio e
zinco, respectivamente, cinco e seis vezes maior que a do peixe de cultivo.

Os dados apontam para as consequéncias patologicas do acumulo desses metais
conforme consumida carne de peixe contaminada em longo prazo em quantidade
nutricionalmente recomendada, mesmo cozida. A exposi¢do ao excesso de metais pesados
ocasionou inibicdo enzimatica, oxidagdo de biomoléculas, alteracdo na estrutura e conformacao
de proteinas, alteracBes no sistema redox das células, aumentando do estresse oxidativo e
baixando as defesas antioxidantes.

Diante desses resultados, torna-se explicita a necessidade de uma ampla mobilizacéo
em prol da salde e equilibrio deste rio, que, como varios do territorio nacional, estdo
contaminados em consequéncia das intervencdes humanas no meio ambiente, comprometendo
significativamente a salde ambiental. Dada a dificuldade de eliminacdo destes metais pesados,
seu acumulo no meio ambiente permitiu transferéncia ao longo da cadeia alimentar, com
prejuizo importante aos organismos, sendo possivel que ocorra até para 0s seres humanos que

consomem a carne de peixe do rio Cachoeira.
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Faz-se urgente o envolvimento dos gestores publicos, organizacdes estaduais de meio
ambiente, ministérios publicos estaduais, organizacdes da sociedade civil, reconhecerem a
condicdo do rio Cachoeira e 0s riscos para a saude da populacdo do consumo de peixes
coletados neste ambiente. Medidas de orientacdo a populacao, bem como intervencges voltadas

para o tratamento e a recuperacao deste ambiente aquatico s&o essenciais.
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ANEXO A: INFORMACAO SOBRE PRODUCAO DO PEIXE DE CULTIVO
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ANEXO B: 12 COLETA DOS PEIXES DO RIO CACHOEIRA

RELATORIO DE CAMPO

Objetivo: Coletar individuos de tilapia (Oreochromis niloticus) para o projeto de
pesquisa INDICAMB2.

As atividades de campo foram realizadas em dezembro de 2020, durante o dia, sempre
considerando a condicdo de auséncia de chuvas de, no minimo, dois dias antes das coletas. As
coletas foram previamente planejadas, levandose em onta a facilidade de acesso e a presenca
da espécie alvo (Pinheiro et al., 2017). As tilapias foram coletadas em um mesmo trecho do Rio

Cachoeira, no bairro Costa e Silva, em Joinville, Santa Catarina, Brasil (Tabela 1; Figura 1A).

Tabela 1. Indicacdo do local de coleta, coordenada geografica, data dos campos, esforco de
captura (em horas), nimero de individuos capturados (N) e biomassa total.

Local Coordenadas Data Esforco (h) | N | Peso (g)
02/12/2020 |4 2 | 1500
) ) 26°16.084'S
Rio Cachoeira 09/12/2020 |4 6 | 1300

048°51.880' W

17/12/2020 |4 11 | 2300

Os peixes foram coletados utilizando tarrafas de malha entre nds de 4cm e edes de
emalhe, com 8 metros de comprimento e 1 metro de largura, com malha entre n6s de 6¢cm
(Figura 1B). Apos a captura, os individuos eram identificados, a0 menor nivel taxondmico
possivel, para confirmar que se tratava da espécie alvo, colocados em sacos plasticos, pesados,
etiquetados, laCrados e acondicionados em caixa térmica com gelo, ap6s 0 campo 0s peixes
foram congelados (Figura 1C). Foram coletados 19 individuos, totalizando 5100 g de tilapias

(Tabela 1). Os procedimentos de coleta adotados possuem autorizacdo (SISBIO no 10476-3).
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Figura 1. Local onde os peixes foram capturados (A), individuo sendo retirado

da rede de emalhe (B). pesagem (C) e confirmacgao taxondmica (D). Imagens:
Diogo Augusto Moreira.

Equipe:

Diogo Augusto Moreira, MSc (Biégolo CrBio 81154)

Johnatas Adelir-Alves, PhD (Biogolo CrBio 053967)

Referéncias:

PINHEIRO, P. C., DALCIN, R. H., & BATISTA, T. T. (2017). A ictiofauna de areas com
interesse para a protecdo ambiental de Joinville, Santa Catarina, Brasil. Acta Bioldgica
Catarinense, 4(3), 73-89.
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ANEXO C: 2a COLETA DOS PEIXES DO RIO CACHOEIRA
RELATORIO DE CAMPO

Obijetivo: Coletar individuos de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) para o projeto
de pesquisa INDICAMB?2.

A coleta foi previamente planejada, levando-se em conta a facilidade de
acesso e a presenca da espécie alvo. O campo foi realizado durante o dia,
sempre considerando a condicdo de auséncia de chuvas de, no minimo, dois
dias antes da coleta (Pinheiro et al., 2017).

Os peixes foram coletados no Rio Cachoeira (26°16'01”S - 48°51'40”W),
préximo a escola Geovani Pascoalini Franco, no bairro Costa e Silva, em
Joinville, Santa Catarina, Brasil. Conforme (Figura 1C).

Os peixes foram coletados utilizando tarrafa de malha entre nés de 3cm (Figura 1B).
Foram  coletados 3500 gramas de tildpia. Apdés a captura, o0s
individuos eram identificados, ao menor nivel taxonémico possivel, para
confirmar que se tratava da espécie alvo, colocados em sacos plasticos, pesados,
etiquetados, lacrados e acondicionados em caixa térmica com gelo (Figura 1C). Os

procedimentos de coleta adotados possuem autorizagdo (SISBIO no10476-3).

Figura 1. Local onde os peixes foram capturados (A), pesagem (B) e confirmacdo

taxonémica (C). Imagens: Diogo Augusto Moreira.
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Equipe: Diogo Augusto Moreira, MSc (Bidgolo CRBIio 81154)
Johnatas Adelir-Alves, PhD (Biogolo CRBio 053967)

Referéncia: Pinheiro, P. C., Dalcin, R. H., & Batista, T. T. (2017). A ictiofauna de areas com
interesse para a protecdo ambiental de Joinville, Santa Catarina, Brasil. Acta
Bioldgica Catarinense, 4(3), 73-89.
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ANEXO D: PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-
UNIVILLE)
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ANEXO E: TERMO DE AUTORIZACAO PARA PUBLICAGCAO DE TESES E DISSERTACOES

Termo de Autorizacdo para Publicacdo de Teses e Dissertagoes

Na qualidade de titular dos direitos de autor da publicacdo, autorizo a Universidade da Regido de
Joinville (UNIVILLE) a disponibilizar em ambiente digital institucional, Biblioteca Digital de Teses e
Dissertacdes (BDTD/IBICT) e/ou outras bases de dados cientificas, sem ressarcimento dos direitos
autorais, de acordo com a Lei n2 9610/98, o texto integral da obra abaixo citada, para fins de leitura,
impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da producdo cientifica brasileira, a partir desta data
12/12/2022.

1. Identificagdo do material bibliografico: (X ) Tese ( ) Dissertagcdo ( ) Trabalho de Conclusdo

2. Identificagdo da Tese ou Dissertacdo:

Autor: SOnia dos Santos Toriani

Orientador: Dra.Therezinha Maria Novais de Oliveira

Co-orientador: Dra. Daniela Delwing-de Lima

Data de Defesa: 23/08/2022

Titulo AVALIACAO TOXICOLOGICA PRE-CLINICA DO CONSUMO DE PEIXES DA BACIA HIDROGRAFICA DO
RIO CACHOEIRA

Instituicdo de Defesa: UNIVILLE, Universidade DA Regido de Joinville

3.Informacdo de acesso ao documento:

Pode ser liberado para publicagdo integral (X ) Sim ( ) Nao

Havendo concordancia com a publicacdo eletrénica, torna-se imprescindivel o envio do(s) arquivo(s)
em formato digital PDF da tese, disserta¢do ou relatério técnico.
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Joinville 12/12/2022

Assinatura do autor Local/Data



