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RESUMO

Veronez, Alexandra Caroline da Silva, Universidade Vila Velha — ES,
marco de 2013. Avaliacao da exposicao de Lithobates catesbeianus
(rd touro) ao ferro, manganés e minério de ferro.

Orientadora: Dra. Adriana Regina Chippari-Gomes

Jazidas de minério de ferro sdo importantes fontes de metais, como ferro e
manganés. A mineracdo e o0s processos de fundicdo do metal fazem com que
ocorram alteracdes no ciclo desses metais. Os anfibios sdo dependentes
fisiologicamente das condicbes ambientais, tornando estes organismos vulneraveis
as alteracbes que ocorrem no ambiente, sendo considerados excelentes
bioindicadores ecotoxicologicos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
toxicidade do minério de ferro durante a fase de metamorfose da espécie Lithobates
catesbeianus, por meio de andlises genotoxicas (ensaio cometa e teste do
micronucleo), bioquimicas (GST e CAT), assim como a concentracdo do metal no
organismo e o acompanhamento das alteracGes morfologicas. Estas mesmas
analises também foram realizadas com 0s girinos expostos ao ferro e ao manganés,
com o intuito de observar isoladamente o efeito de cada um deles na espécie L.
catesbeianus, visto que esses dois metais sdo 0s mais abundantes na composicao
do minério de ferro. A exposicdo dos girinos aos tratamentos, consistiu em 6
individuos para cada tratamento em triplicatas, sendo adicionadas as concentracfes
de 3,79mg/L de minério de ferro (T1), 3,81mg/L de Fe-EDTA (T2), 8,79mg/L de
cloreto de manganés (T3) e mais um grupo controle (sem contaminante). Os animais
foram mantidos nestas condicbes por 30 dias. Os individuos expostos aos
tratamentos T1, T2 e T3 apresentaram aumento significativo no indice de danos ao
DNA quando comparados ao grupo controle, assim como aumento na incidéncia de
micronucleos eritrocitarios e na atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase
(GST). A quantificacdo da ferritina plasmatica e da atividade da enzima catalase
(CAT) foram maiores apenas nos girinos expostos ao minério de ferro (T1). Os
girinos expostos aos trés tratamentos tiveram seu desenvolvimento afetado, no
entanto o minério de ferro afeta em uma propor¢do um pouco menor. A
bioacumulacao de ferro corporal nos tratamentos T1 e T2 foram significativas em
relacdo ao controle. Com base nos resultados obtidos é possivel afirmar que o
minério de ferro e os elementos que fazem parte de sua composicdo (Fe e Mn)
causam alteracbes genotéxicas e bioquimicas. O ferro é bioacumulado no
organismo, porém a exposicdo a essas substancias ndo provocam alteracdes
significativas no processo de metamorfose dos girinos da espécie Lithobates
catesbeianus.

Palavras chave: anfibios, danos genotoxicos, danos bioquimicos, metamorfose,

bioacumulacao



ABSTRACT

Veronez, Alexandra Caroline da Silva, Universidade Vila Velha — ES,
marco de 2013. Exposure assessment of Lithobates catesbeianus
(bullfrog) to iron, manganese and iron ore.

Adviser: Dr. Adriana Regina Chippari-Gomes

Iron ore deposits are important sources of metals such as iron and manganese. The
mining and metal casting processes make changes in the composition of these
metals. Amphibians are very sensitive to environmental changes, therefore these
organisms should be considered excellent ecotoxicological biomarkers. This study
aimed to evaluate the toxicity of iron ore during the metamorphosis of Lithobates
catesbeianus, through genotoxic analysis (comet assay and micronucleus test),
biochemical (CAT and GST enzymes), as well as the bioconcentration of iron and
monitoring of morphological changes. These same tests were performed with the
tadpoles exposed to iron and manganese, in order to observe the isolated effect of
each metal in L. catesbeianus, since these two metal are the most abundant in the
composition of iron ore. The exposure of tadpoles to treatments consisted of six
animals for each treatment in triplicate, in the concentration of 3,79 mg/L of iron ore
(T1), 3,81 mg/L Fe-EDTA (T2) 8,79mg/L manganese chloride (T3) and one control
group (no contaminant). The animals were kept under these conditions for 30 days.
Individuals exposed to treatments T1, T2 and T3 showed a significant increase in the
rate of DNA damage compared to the control group, also an increase was observed
in incidence of micronuclei erythrocytic and in enzyme activity of Glutathione S-
transferase (GST). Quantification of plasma ferritin and catalase activity (CAT) were
higher only in tadpoles exposed to iron ore (T1). Tadpoles exposed to all three
treatments had its development affected, however iron ore in a slightly lower
proportion. The bioaccumulation of body iron in T1 and T2 were significant higher
when compared to the control. Based on these results it can be stated that the iron
ore and the elements that are part of its composition (Fe and Mn) cause genotoxic
and biochemical changes. Iron is bioaccumulated in the body, but exposure to these
substances do not cause observable morphological changes in the process of
tadpole metamorphosis of the species Lithobates catesbeianus.

Key words: amphibians, genotoxic damage, biochemical damage, metamorphosis,
bioaccumulation



1. INTRODUCAO

Jazidas de minério de ferro sdo importantes fontes de metais, como ferro
e manganés, e também metais associados no ambiente (cobre, zinco e magnésio).
A mineracéo e os processos de fundigcdo do metal faz com que ocorram alteracdes
no ciclo desses metais (ferro e manganés). Em ambientes temperados, estudos tém
mostrado que a mineracao de minério de ferro e seus residuos tém gerado elevados
niveis de ions dissolvidos e particulados em suspencao, alterando a quimica da

agua e a biodisponibilidade dos metais (Pereira, et al., 2008).

Ao longo de décadas a extracdo do minério de ferro tem sido intensificada
com o intuito de suprir a demanda das industrias de siderurgia para producdo de ago
(Luz e Lins, 2004). O Brasil € o segundo maior produtor de minério de ferro. No
estado do Espirito Santo encontram-se duas grandes empresas, que juntas
produzem 47,25 milhdes de toneladas de ferro. As atividades envolvidas nesse
empreendimento sdo a de beneficiamento do minério de ferro e a de escoamento

para os portos (Lima e Pedrozo, 2001; Luz e Lins, 2004).

O transporte e a deposicdo nos patios de estocagem Sao 0S pProcessos
gue causam a dissipacdo dos particulados de minério de ferro. Tecnologias vém
sendo usadas para impedir que as particulas de minério de ferro sejam espalhadas
durante esses processos, porém mesmo assim ndo sdo suficientes, causando
muitos transtornos para saude da populagéo, além de afetar a fauna e flora (Lima e
Pedrozo, 2001; Luz e Lins, 2004). Populacdes que vivem em torno de usinas de
mineracao de ferro ou de patios de estocagem sofrem com o excesso de particulado
que é transportado pelo ar, tendo como consequéncia danos a saude da populacéo,
causando doencas respiratorias (Miranda, 2009; Oliveira, 2007). Esse particulado
pode causar também danos aos vegetais, devido a sua deposicao sobre as folhas e

ao ambiente aquatico também por conta da deposi¢cao e acumulo neste ambiente.
1.1 FERRO

O ferro € um dos elementos mais abundantes do planeta, depois do
oxigénio, silicio e magnésio. Este elemento € facilmente oxidado, portanto,

raramente € encontrado na sua forma elementar (Fe), sendo primeiramente oxidado
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na forma ferrosa (Fe*") e posteriormente na forma férrica (Fe®*"). O ferro férrico é

propenso a formar hidroxidos de ferro que sado insolaveis (Lima e Pedrozo, 2001).

A especiacdo do ferro na agua ocorre pela oxidacado deste elemento na
coluna d’agua com a influéncia e associagdo de micro e macro organismos. NoO
ambiente aquatico, o Fe?* é oxidado para Fe*" (tendo o Fe* massa molecular baixa),
resultando na forma hidroxido férrico com massa molecular alta, consequentemente
ocorre precipitacdo, e deposita-se no sedimento. No entanto, associado aos
organismos benténicos ha o favorecimento da converséo de Fe®" a Fe?* pela reacao
de redox, e com isso, difunde-se novamente pela coluna d’agua (Figura 1A) (Bury et
al., 2011). A difusdo/retorno do Fe*" no corpo d’agua superior ocorre, por exemplo,
por bioperturbacédo, ressuspenséo fisica e ressurgéncia (Lima e Pedrozo, 2001; Bury
et al., 2011).

Outra forma que favorece a permanéncia do ferro na coluna d’agua é
através dos sider6foros que sdo peptideos de sintese nédo-ribossémica com
altissima afinidade pelo ferro (Fe**) e que sdo produzidos por bactérias e fitoplancton
(Figura 1B), tornando esta forma de ferro mais solavel e disponivel para estes
organismos. Quando ocorre a ligacéo entre Fe** e sideréforos, durante exposicdo a
luz solar, ocorre & transferéncia de elétrons (Figura 1C), liberando o Fe** que pode

ser oxidado ou retornar a ligacdo com microrganismos (Bury et al., 2011).

1t

4
- LMCT : . ~
(C) @;ﬂ 1L} Fel(ll}+ (U (A) Fe? Oxidagdo Hidréxido Ee 3*
Feilll) " —
=7 " / } .
(ﬂ:ﬂ Fe(IIl) + = MMB Fe 3+

Difusédo do

o (H;i < Fe ™ MMA Fe **
Siderdéforo
bt Ligantes Fe™*
( organicos @c-‘[l] X . )
(@] Bactéria e - leagag de
+, Fitoplancton | Reducéo Fe

Fitoplancton e
Zooplancton

A ———————————————
Redox boundary: ]

1 Anoxic
h Fe(lll) [hydrojoxide —a Fe(ll) Lone

Figura 1. Especiacéo do ferro no ambiente aquatico (Bury et al., 2011).
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O ferro é essencial a vida, sendo importante na transferéncia de oxigénio,
na funcdo imunoldgica e esta relacionado na sintese de DNA (Berg et al., 2008; Pan
et al., 2009; Laks, 2010). Porém o excesso do ferro pode ser prejudicial,
desencadeando uma gama de reacdes de radicais livres, e com isso, provocando

danos as proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Berg et al., 2008; Laks, 2010).

Para ser armazenado de forma segura o excesso de ferro, 0s animais
desenvolveram sistemas sofisticados. Como por exemplo, a transferrina, que
transporta o ferro no soro sanguineo e se liga aos receptores especificos localizados
na membrana celular, e inicia a entrada do ferro na célula, uma vez no citosol o ferro
combina-se com a apoferritina para formar a ferritina, que é uma proteina que atua
como estoque celular de ferro (Umbelino e Rossi, 2006) e é encontrada

principalmente no figado e rins (Berg et al., 2008).

A metabolizacdo do ferro ocorre em um circulo fechado que envolve
trasferrina circulante, a medula 6ssea, os eritrécitos e os macrofagos reticulo-
endoteliais, sendo o excesso do ferro armazenado no figado. No musculo, este
metal € incorporado pela mioglobina. A proteina de globina se integra & maioria do

ferro para facilitar o transporte de oxigénio (Pan et al., 2009; Laks, 2010).
1.2 MANGANES

O manganés é um dos elementos extraido nas jazidas de minério de ferro
(Pereira, et al., 2008). Este pode existir no ambiente aquatico no estado oxidado,
sendo a forma solivel Mn*? e na forma oxidada Mn**, sendo a forma sollvel e
predominante neste ambiente. A participacdo deste metal no processo redox faz
com que ocorra a liberacdo da parte solivel do sedimento para coluna d’agua
(Martins e Sperling, 1997).

7

Este metal traco é essencial para animais e seres humanos, afetando
principalmente o cérebro, por estar envolvido na neurotransmissao sinaptica. A
obtencdo do manganés pode ser através da dieta ou através da absorcdo pelos
pulmdes. Deficiéncia de manganés na dieta, faz com as fungdes epiléticas aumente,
afetando assim a homeostase de manganés no cérebro, e alterando a atividade
neural. Porém, o manganés também atua como um agente toxico para o cérebro,

pois este metal tem atividade pro-oxidantes. Concentragcdes anormais de manganés
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no cérebro, especialmente nos ganglios basais estdo associados com distlrbios

neuroldgicos semelhantes a doenca Parkinson (Takeda, 2003; Vieira et al., 2012).
1.3 BIOMONITORAMENTO E BIOMARCADORES

O biomonitoramento é uma atividade preventiva e € uma maneira de
observar como o0s organismos respondem as perturbacdes antropogénicas e
naturais que ocorrem no ecossistema. Os parametros biologicos sdo avaliados
através de testes com espécies sensiveis e tolerantes as perturbacdes que ocorrem,

estes sdo denominados de bioindicadores (Buss et al., 2003).

Os indicadores biolégicos “ideais”, além de serem espécies sensiveis e
tolerantes a perturbacbes, devem possuir as seguintes caracteristicas: apresentar
distribuicdo geografica ampla; ser abundante ou de facil coleta; preferencialmente
possuir tamanho grande; apresentar baixa mobilidade e longo ciclo de vida; ter
possibilidade de uso um estudos em laboratério (Buss et al., 2003).

Algumas analises que sdo usadas como ferramentas para averiguar a
toxicidade dos contaminantes e as respostas adaptativas a estressores nos
bioindicadores, sdo denominadas de biomarcadores (Amorim, 2003; Buss et al.,
2003; Zagotto e Bertoletti, 2006). Estes podem ser evidenciados como alteracées
bioguimicas, celulares, histoldgicas, fisiolégicas ou comportamentais. Exemplos séo
as atividades das enzimas Glutationa S-transferase e Catalase, e 0s testes

genotoxicos: Micronucleo e Ensaio Cometa (Hansen, 2003; Ramsdorf, 2007).

O teste do microndcleo permite analisar danos no DNA, que ocorre
durante o processo de mitose em células dos eritrécitos, quando 0s organismos Sao
expostos a contaminantes (Ramsdorf, 2007; Ferraro, 2009). O ensaio cometa
detecta danos no DNA, que sdo causados por alguns agentes toxicos, tem
aplicabilidade em todo organismo e tipo de célula eucaribtica, € um teste barato, e é
considerado adequado para o monitoramento ambiental (Tice et al., 2000). Esta
técnica pode avaliar também o reparo do DNA. O cometa é formado da
fragmentacdo do material genético que esta fora do nucleo, os fragmentos sé&o

obtidos a partir da passagem de corrente elétricas (Silva et al., 2000).

As enzimas Glutationa S-transferase (GST) e Catalase (CAT) sao muito
usadas. A primeira participa nos processos de desintoxicacdo, catalisando a

conjugacao de varios compostos e interage no esfor¢o oxidativo em determinadas
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situa¢cdes na qual o organismo se encontra (Camargo e Martinez, 2006). A Catalase
(CAT) que tem caréter antioxidante é responsavel pela degradacdo do peroxido de
hidrogénio (H,0,) produzido no metabolismo celular (Martins et al., 2005). Durante a
oxidacao de acidos graxos, o peroxido de hidrogénio é produzido como sub-produto.
A catalase ir4 agir na degradacdo do peréxido de hidrogénio, sendo usada como
biomarcador importante para grupos de substancias carcinogénicas no ambiente
(Martins et al., 2005).

Outra analise muito usada é a bioacumulacdo de substancias téxicas nos
organismos. Essa € uma medida direta que quantifica quanto de uma substancia,
normalmente metais, foram acumulados no organismo. Varios sdo 0s organismos
gue podem ser usados como bioinidacores, dentre eles encontram-se bivalves,

peixes e anfibios (Zagatto e Bertoletti, 2006).
1.4 ANUROFAUNA COMO BIOINDICADOR

Os anfibios anuros vém sendo utilizados como bioindicadores em estudos
ecotoxicoldgicos. As ras sao anfibios pertencentes a ordem Anura, familia Ranidae.
Os anfibios sdo animais que tem como caracteristica a ectotermia, isto €, regulam a
temperatura e o metabolismo de acordo com a variagdo da temperatura do
ambiente. Outra caracteristica marcante das ras é sua dependéncia ao ambiente
aguatico nos seus processos fisioldgicos, como por exemplo, realizacdo de equilibrio
hidrico, reproducéo, eliminacdo de excretas e defesas (Figueiredo et al., 2001,
Braga e Lima, 2001; Ferreira, 2002).

Muitos vertebrados dependem das condicdbes ambientais para
sobreviverem, como por exemplo, os anfibios. Segundo Ferreira (2001) e Lisboa et
al. (2011) seus limites podem ser geograficos, ecoldgicos, comportamentais e
histéricos, estes sao influenciados pela estrutura da vegetacdo, umidade,
heterogeneidade microambiental e disponibilidade de corpos d’agua. Esta
dependéncia com as condicbes ambientais faz com que estes organismos sejam
vulneraveis a alteragbes que ocorrem no ambiente, desde pequenas perturbacdes
até a entrada de agentes xenobiéticos, podendo gerar consequéncias de curta e
longa duracdo (Ferreira, 2001). Em virtude disso, estudos vém sendo realizados
para entender os efeitos das acgbOes antropicas nestes organismos, utilizando

principalmente os estagios iniciais (Lisboa et al., 2011).
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Fatores associados ao ambiente hidrico, em condig¢es artificiais, como na
ranicultura podem gerar mortalidade e prejuizo econémico para o produtor. A criacao
de ras em cativeiro para fins comerciais tem sido uma pratica bastante abrangente.
A espécie mais utilizada na ranicultura € a Lithobates catesbeianus (nome popular
ra-touro e anteriormente conhecida como Rana catesbeiana) esta espécie é
caracterizada por ocupar corpos d’agua permanente onde se alimenta e reproduz
em taxa elevada. Uma espécie exotica, oriunda da América do Norte e introduzida
no Brasil, em 1935, para diminuir a ca¢a de espécies nativas (Rocha, 2007). A ra-
touro apresentou uma grande adaptacdo ao novo ambiente, porém é considerada
uma das cem piores espécies invasoras do mundo, devido a sua alta capacidade de
competir por recursos alimentares, predar uma grande diversidade de organismos e
carrear patogenicidades altamente prejudiciais a outros organismos (Rocha, 2007;
Cunha e Delariva, 2009).

1.5 METAMORFOSE

Os anfibios sao conhecidos por terem “duas formas de vida”, isto €, inicia
o ciclo de vida no ambiente aquético, como girinos (larvas), e sofre metamorfose
para se tornar adulto e assim viver em ambiente terrestre. Posteriormente os adultos
retornam para agua durante o periodo de reproducdo e para depositar seus ovos
(Orr, 1986; Kardong, 2011). Durante este processo 0 grupo passou por adaptacdes
drasticas para possibilitar sua sobrevivéncia no ambiente terrestre, como por
exemplo, em relacdo as troca gasosa, primeiramente branquial, depois cutanea que
€ suplementada com pulmdes, na maioria das espécies (Orr, 1986; Vieira, 2010;
Kardong, 2011).

Durante a metamorfose ocorrem mudancas estruturais, biolégicas e
fisiolégicas pds-embrionaria, onde se tem trés mudancas de maior importancia:
regressdo de estruturas e funcbes que sdo para sobrevivéncia da larva,
transformacao de larva para adulto e desenvolvimento de estruturas essenciais para
sobrevivéncia dos adultos. Estas mudancas podem ser visualizadas na tabela de
Gosner (1960) (Figura 2), onde é possivel a visualizacdo dos estagios de
desenvolvimento. Estas alteracbes morfologicas sdo complexas e envolvem a
reprogramacdo da expressao genética da forma larval para adulta (Orr, 1986; Vieira,
2010; Kardong, 2011).
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Figura 2. Estagios de desenvolvimento da metamorfose de girinos segundo tabela

simplificada de Gosner (1960).
A metamorfose pode ser dividida em trés fases segundo Kardong (2011):

1 - Fase pré-metamérfica: o girino aumenta de tamanho, com pouca mudanc¢a na

forma; a caracteristica dessa fase € o surgimento dos membros posteriores.

2 - Fase pré-metamorfica: desenvolvimento dos membros posteriores e prossegue

0 crescimento do corpo.

3 - Climax da metamorfose: os membros anteriores tornam-se visiveis, a boca fica
mais larga e a cauda € reabsorvida, e o animal apresenta-se com 0 aspecto

estrutural basico de um individuo adulto.

Durante estas fases a glandula da tiroide é responsavel pelo
desencadeamento da metamorfose, que tem como produto primario dois hormonios:
tetraiodotirnina (T4) e triodotironina (T3). Durante a metamorfose ocorre 0 aumento
do tamanho dessa glandula para que os hormdnios sejam armazenados (Vieira,
2010).



2. JUSTIFICATIVA

A regido do Espirito Santo possui patios de estocagem e transporte de
minério de ferro e manganés. Durante esses procedimentos ocorrem disperséo de
particulas, as quais podem causar danos a saude dos organismos. Apesar de
existirem técnicas que impedem a dispersdo de particulas de minério de ferro e
meios seguros para seu transporte, acidentes envolvendo rompimento de ductos
préximos ao ambiente hidrico podem ocorrer, causando contaminacdo do ambiente
e como consequéncia a morte e acumulacdo deste minério dos organismos que

habitam esta area (Lima e Pedrozo, 2001; Luz e Lins, 2004).

O estado também possui uma diversidade de anurofauna que se
apresenta de maneira homogenia no estado, ocorrendo espécies endémicas
principalmente na regido de Santa Teresa e Funddo. Estes organismos apresentam
sensibilidade ao estarem na presenca de contaminantes, como as particulas do
minério de ferro que sao facilmente dispersados (Ramos e Gasparini, 2004).

Os anfibios apresentam sensibilidade a véarios contaminantes sendo considerados
bons indicadores de poluicdo ambiental. A assimilacdo de agentes tdxicos pode
causar alteracdes em seu DNA, gerando assim alteracdes morfolégicas, no caso dos

anfibios, podem ocorrer alteracdes no seu desenvolvimento, gerando deformidades.

O minério de ferro possui em sua composi¢ao, Varios componentes e que
pode variar de acordo com o local de extragdo do minério. Para este trabalho foi
utilizado o minério de ferro, o Fe-EDTA e o cloreto de manganés, para representar a
composicdo dos elementos mais encontrados no minério de ferro, sendo o

manganés o0 mais encontrado na composicao.

Com isso, este trabalho vem propor a hipotese de que a exposicao de
girinos de Lithobates catesbeianus ao minério de ferro, Fe-EDTA e cloreto de
manganés provoca a bioacumulacdo desses metais e alteracdes genotoxicas,

bioguimicas, e morfolégicas.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade do minério de ferro durante a fase de metamorfose da
espécie Lithobates catesbeianus, por meio de analises genotdxicas (ensaio cometa
e teste do micronucleo), bioquimicas (Ferritina, GST e CAT), assim como a
quantificacdo do metal no organismo. Estas mesmas andlises serdo realizadas com
ferro-EDTA (CyoH12FeN2NaOg) e cloreto de manganés (Cl,Mn-4H,0), com o intuito
de observar isoladamente o efeito de cada um deles na espécie L. catesbeianus.

3.1.1 Objetivos especificos

1) Verificar a influéncia do minério de ferro na sobrevivéncia e na
metamorfose, iniciando no estagio 36 de Lithobates catesbeianus até o estagio 47

da metamorfose (30 dias);

2) Verificar a influéncia do ferro-EDTA e do cloreto de manganés na
sobrevivéncia e na metamorfose, iniciando no estagio 36  de Lithobates

catesbeianus até o estagio 47 da metamorfose (30 dias);

3) Analisar alteragdes genotoxicas, iniciando no estagio 36 nos
exemplares de Lithobates catesbeianus até o estagio 47 da metamorfose (30 dias)

expostos ao minério de ferro, ao ferro-EDTA e ao cloreto de manganés.

4) Avaliar a atividade da ferritina, CAT e GST, iniciando no estagio 36 nos
exemplares de Lithobates catesbeianus até o estagio 47 da metamorfose (30 dias)

expostos ao minério de ferro, ao ferro-EDTA e ao cloreto de manganés.

5) Quantificar a bioacumulacdo do ferro e manganés apds exposi¢cao ao
minério de ferro, ao ferro-EDTA e ao cloreto de manganés.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE COLETA

Os girinos de Lithobates catesbeianus foram doados por ranario
localizado em Jodo Neiva-ES e transportados até o Laboratério de Ictiologia
Aplicada (Biopraticas/UVV). O transporte foi feito em sacos plasticos contendo agua
do local e oxigénio. Os individuos se encontravam no estagio 36 do
desenvolvimento, onde ocorre o inicio da exteriorizacdo dos membros posteriores
(Figura 2).

4.2 ACLIMATACAO E DESENHO EXPERIMENTAL

A aclimatacdo aconteceu durante 10 dias em aquarios com capacidade
para 40L, com troca total a cada 72h. Os animais foram alimentados diariamente
com racdo comercial farelada 55% de proteina. Apds aclimatacdo, os animais foram
transferidos para aquarios de vidro contendo 10L de a4gua e com aeracao constante,
e nas 24h que antecederem a transferéncia, foram adicionadas concentracdes de
minério de ferro, Fe-EDTA e cloreto de manganés a agua.

Os individuos foram dispostos em 3 aquarios por tratamento, contendo 6
individuos cada, n=18 por tratamento, sendo adicionadas as concentracdes de
3,79mg/L de minério de ferro (T1), 3,81mg/L de Fe-EDTA (Cy1oH12FeN,NaOg, sendo
0,5063 mg/L de Fe) (T2), e 8,79mg/L de cloreto de manganés (Cl,Mn-4H,0, sendo
523 mg/L de Mn) (T3) e mais um grupo controle (sem contaminante). As
concentracdes escolhidas foram baseadas no artigo de Pereira et al (2008) que
guantificou a biodisponibilidade destes elementos na lagoa de Mae-Ba. A amostra
de material sélido particulado fino de ferro - MSPFe (minério de ferro) foi doada pela

Samarco mineragdo (ANEXOL1 - tabela de composi¢do do minério de ferro).

Estes foram mantidos nestas condi¢des até o estagio 47 da metamorfose
(cerca de 30 dias), onde foram alimentados diariamente. Os individuos foram

observados todos os dias, para detectar mortalidade e as alteracdes morfologicas.

As alteracdes morfoldgicas e analise sanguinea foram avaliadas ao final
de 30 dias de exposi¢do. Durante todo o experimento também foi realizada troca

total da 4gua a cada 72h. As concentracbes foram mantidas sempre constantes,
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sendo reposta sempre a mesma quantidade de dgua com a mesma concentracao.
As medidas fisico-quimicas da agua foram realizadas durante a aclimatacdo e o
periodo experimental, sendo estas: oxigénio, temperatura, pH, condutividade
medidos pelo MultiparAmetros YSI, amonia e nitrito, conforme Apha (1998). A agua
para andlise do ferro e manganés dissolvido foi coletado com seringa (estéril) e
filtradas com filtro de 0,45 um e adicionado 150ul de &cido nitrico supre puro, para
preserva a amostra, as leituras foram realizadas em espectrofotometria de absorcao
atomica (GBS - AAS 932 Plus, no modo chama). Os resultados foram expressos em
mg/L para o ferro e ug/L para o manganés.

4.3 ANALISES GENOTOCICAS, BIOQUIMICAS E MORFOLOGICAS

A coleta de sangue foi realizada ao término do periodo experimental, os
individuos foram anestesiados com cerca de 1ml de lidocaina. A coleta foi por
puncdo do vaso caudal com seringa heparinizada. O sangue coletado foi utilizado
nas técnicas do Ensaio Cometa e Teste do Micronucleo. Apés coleta do sangue 0s
animais foram sacrificados por secc¢édo cervical, o figado foi retirado para realizacao

das analises enzimaticas.
4.3.1 Ensaio cometa

A analise de fragmentos de DNA foi realizada por meio do ensaio cometa
alcalino e coloragéo com nitrato de prata, metodologia de Silva et al. (2000) e Tice et
al. (2000).

O método consiste na deteccdo de fragmentos de DNA em microgel de
agarose. Para isso laminas de microscopia, duas para cada exemplar, foram
previamente cobertas com agarose 1,5%. As amostras de sangue foram diluidas 20
vezes em tampéo fosfato e posteriormente 10uL do sangue diluido foi misturado
com 100uL de agarose low melting a 37°C. Em seguida as laminas com pré-
cobertura de gel foram recobertas com laminulas para que estes espalhassem
uniformemente até solidificar. Apdés a retirada das laminulas, os slides foram
colocados na solugao de lise e no momento do uso foi adicionado 1% de Triton X-
100 e 10% DMSO por no minimo 1h, em geladeira e protegidos da luz. Depois da
lise as laminas foram colocadas em cuba eletroforética e mergulhadas em tampéao
eletroforético por 20 minutos. Em seguida foi realizada a corrida eletroforética em

25V e 300mA por 15 minutos. Depois desta etapa as laminas foram neutralizadas
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com tampé&o Tris durante 5 minutos por trés vezes e entdo foram lavadas duas

vezes com agua destilada.

As laminas foram secas por no minimo 2h a 37°C. Apds esse periodo
foram fixadas em solucao fixadora por 10 minutos. Novamente, as laminas foram
lavadas por trés vezes e secas por 2h a 37°C. Depois de secas as laminas foram
hidratadas por 5 minutos e coradas com solugdo de coloracdo com prata por 15
minutos a 37°C ou até a solucdo comecar a escurecer. Depois de coradas as
laminas foram lavadas por trés vezes e entdo submersas por 5 minutos em solucéo
stop. Passado os 5 minutos de reagdo foram novamente lavadas por trés vezes e

secas em temperatura ambiente.

A observacdo dos cometas foi feita com auxilio de microscopio 6tico da
marca LEICA GALEN Il com aumento de 40X. Foram contadas 100 células de cada
lamina e os cometas foram classificados conforme forma e tamanho da cauda de 0
(n&o danificado) a 4 (dano maximo). O tamanho da cauda foi proporcional ao nivel

de fragmentos de DNA.

Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e distribuicdo das
classes. O indice de Danos (ID) foi calculado pela multiplicagdo do numero de

nucleoides encontrados por classe pelo nimero da classe.
4.3.2 Teste do micronucleo

O teste do micronucleo foi feito por extensdes sanguineas em laminas
segundo Grisolia et al. (2005); Bucker et al. (2006). Apds secas as laminas foram
fixadas por 30 minutos em alcool metilico P. A. (Metanol - 100%). Em seguida
coradas com solucdo de Giemsa 5% por 40 minutos; lavadas posteriormente com
adgua destilada e seca em temperatura ambiente. Depois de seco, o material foi
observado em microscopio 6ptico, e 1000 células sanguineas (eritrocitos) foram
contadas para a quantificagdo dos micronlcleos presentes. Foram contadas 2

laminas para cada girino.
4.3.3 Ferritina

O sangue para o teste de ferritina foi centrifugado (10000 RPM) por
20min, e retirado o soro para realizacdo da analise. O teste foi realizado através do
Kit de ferritina (marca Bioclin). Pelo método de imunoturbidimetria que determina o
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ponto final da concentracdo da ferritina através de medicdo fotométrica da reagéo
antigeno-anticorpo, entre particulas de latex marcadas com anticorpo anti-ferritina e

ferritina presente na amostra.
4.3.4 Atividade da Glutationa S-transferase e Catalase

Os figados dos animais foram congelados em refrigerador (Ultra freezer
CL 120 -80V), foram descongedos e homogeneizados com tampéao fosfato (pH 7,0)
e centrifugados (13000 RPM) por 30 min 30 a 4°C, obtendo o sobrenadante utilizado
para Glutationa S-tranferase (GST), Catalase (CAT) e Proteinas totais.

A atividade da GST foi determinada utilizando tampé&o fosfato (pH 7,0),
1mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e 1ImM GSH como substrato. A atividade
da GST foi calculada a partir da leitura da absorbancia em comprimento de onda em
340nm, em um leitor de placa. A atividade absoluta foi estimada usando o
coeficiente de extingdo do CDNB (Habig et al.,1974; Habig e Jakoby, 1981).

E a Catalase foi estimada por meio da avaliacdo continua do decréscimo
da concentracdo do peroxido de hidrogénio (H2O2) em 240 nm (Aebi, 1984). Foi
usado um tampao para o meio de reacdo com peroxido de hidrogénio 10mM e
tampéo TE (Tris HCL 1M e EDTA 5mM). Para leitura, 10ul de homogeneizado foram
adicionados a uma cubeta de quartzo contendo 900ul de tampé&o de reacéo, lidas
em 240nm no espectrofotdmetro.

A concentracdo de proteinas totais, no figado, foi determinada pelo
método de Lowry at al. (1951). As amostras foram lidas em um espectrofotdbmetro

em 750nm.
4.3.5 Analises morfoldgicas

As analises morfolégicas foram avaliadas segundo Rada et al. (2007),
sendo estas medidas adaptadas para o presente trabalho. Foram realizadas as
seguintes medidas: comprimento do corpo, comprimento caudal, comprimento total,
peso, observacdo do aparecimento das pernas e da presenca ou ndo de anomalias.
As medidas foram realizadas com paquimetro. Os animais foram pesados em

balanca de preciséo.
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Os estagios de desenvolvimento foram observados durante o periodo do
experimento. Sendo estes estagios (girinos) de anfibios anuros baseado na tabela

simplificada de Gosner (1960) (figura 1).
4.3.6 Bioconcentracéo de ferro

A bioconcentracao do ferro e do manganés foi realizada segundo Boock e
Machado Neto (2005), porém com as devidas adaptacdes para o presente trabalho.
Apés a coleta do sangue e do figado os girinos foram lavados com agua deionizada
— MilliQ para retirada do contaminante aderido no tecido externo. Em seguida feito o
peso Uumido da amostra. Em tubos falcon foram secos em estufa a 50°C, pelo
periodo de 48h, e apos este periodo foi feita a medida do peso seco das amostras, e
apos a pesagem foi adicionado a amostra acido nitrico supra puro, no volume de 5
ml. Depois que a amostra foi completamente digerida, em seguida foi realizada a
diluicdo 15ml de agua MilliQ. As amostras foram armazenadas na geladeira, até a

realizacdo da leitura.

As leituras foram realizadas em espectrofotometria de absorcdo atbmica
(GBS - AAS 932 Plus, no modo chama). Os resultados foram expressos em mg Fe/g

peso seco e pug Mn/g peso seco.
4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat 3.0.
Os resultados obtidos com as analises de ensaio cometa (indice de danos), teste
micronucleo, atividades enzimaticas e bioacumulacédo foram avaliados com teste de
variancia ANOVA, One Way Anova, pelo teste de Kruskal-Walis (Método de Dunn’s)
(p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QUALIDADE DA AGUA

A qualidade da agua avaliada pelos seus parametros fisico-quimicos
(oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade, nitrito e pH) foram monitorados
durante a aclimatagdo e ao longo do experimento (Tabela 1). Alteracdes
significativas ndo foram observadas entre os tratamentos, exceto para a amonia.
Para este parametro, os valores medidos no periodo de aclimatacdo foi
significativamente menor do que nos tratamentos. O monitoramento da qualidade da
agua é importante para que ndo ocorram altera¢cdes no comportamento e patologias,

gue pode ocasionar a morte do organismo (Teixeira, 2007).

Com relacdo ao ferro dissolvido foi possivel observar que houve um aumento
significativo nos grupos Tl e T2 em relacdo a agua da aclimatacdo e do grupo
controle, apés a adicdo do minério particuladao fino de ferro e do Fe EDTA, embora
observa-se a presenca de uma pré concentracdo desse metal na agua utilizada nos
experimentos e no periodo de aclimatagcdo. O manganés dissolvido foi significativo
apenas no T3, apés adicdo do Cl,Mn na agua. Assim como o ferro dissolvido foi

identificado a presenca de manganés na agua de aclimatacao e do controle.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua de aclimatacdo e dos experimentos
de exposicao de Lithobates catesbeianus aos diferentes tratamentos: T1=minério de
ferro; T2= Fe EDTA; T3= Cloreto de manganés; Cont=Controle. Os dados estéo

expressos em mediana. SM=Sem medida.

Parametros Aclimatacdo Controle T1 T2 T3
Oxigeénio dissolvido (mg/L) 7,50 2 6,20 ¢ 6,30 ¢ 6,30 & 6,30 ¢
Temperatura (°C) 27,00 2 26,90 2 26,80 2 26,80 2 26,70 2
Condutividade (uS/cm) 99,00 & 88,90 & 86,80% 8760%  97,40°
Aménia (mg/L) 0,132 0,64" 053" 0,54 ° 0,58 "
Nitrito (mg/L) 0,001 & 0,01 ¢ 0,01 0,012 0,012
pH (unidade) 6,90 2 7,10 2 6,40 ° 6,50 & 6,30 °

Ferro Dissolvido (mg/L) 11,012 11,012 1632°  24,98° SM

Manganés Dissolvido (ug/L) 19,13 @ 19,132 21,98 2 SM 2735,50 °
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Em lagoas costeiras localizadas no Espirito Santas onde instaladas
empresas de pelotizacdo e instalacdes portuarias, localizadas no municipio de
Anchieta (Espirito Santo, Ponta Ubu Site) onde o efluente e despejado em lagos
artificial que periodicamente transborda para lago Mée-b4, onde foram identificados
os efeitos da mineracgéo de ferro e o processo de biodisponibilidade do metal.

Na lagoa de Mae-Ba& foi analisada a concentracdo de 11 metais
dissolvidos na agua, dentre eles o Fe e o Mn, além da andlise no sedimento e a
acumulacdo nos invertebrados (para comprovar a deposicdo destes metais na
lagoa), a quantidade de ferro e manganés dissolvido encontrado na agua nos pontos
de coleta da lagoa foram de 0,27 mg/L e 3,11 pg/L, respectivamente. E para o
sedimento uma média de 33,55 mg/g e 73,28 mg/kg, respectivamente (Perreira et
al., 2008). Para ferro dissolvido do presente estudo apresentou resultados com
valores de dez a vinte vezes maiores que as concentracdes encontradas na lagoa,

mesmo sendo formas diferentes de contaminacéo.

A analise quimica da matriz do ambiente, tais como agua e sedimento € a
abordagem mais direta para revelar o estado de poluicdo de metais no ambiente, no
entanto esse tipo de andlise isolada ndo é capaz de refletir a possivel toxicidade da
contaminagdo sobre os organismos e ecossistemas (Zhou et al., 2008). Por isso a
necessidade de usar os diferentes grupos de animais como indicadores biolégicos,
sendo os anfibios considerados excelentes bioinidicadores.

5.2 ANALISES GENOTOXICAS
5.2.1 Ensaio cometa

A exposicao dos girinos aos trés tipos de contaminantes (T1=minério de
ferro, T2=ferro-EDTA e T3=cloreto de manganés) provocou aumento significativo no
indice de danos no DNA dos eritrocitos quando comparados ao grupo controle
(figura 3). No entanto nao foram observadas diferencas entre os tratamentos (T1, T2
e T3).



17

400 -
[ Cont
T
T2 b
300 - B T3
a
2
P 200 - i
o
(]
[}
T
o 100 4
% a
= ]
O -

Cont T1 T2 T3

Figura 3. indices de danos no DNA (ID) nos eritrécitos de Lithobates catesbeianus,
expostos aos seguintes tratamentos: T1=minério de ferro; T2=Fe-EDTA; T3=Cloreto
de manganés; Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana com
interquartil maximo de 75% e minimo de 25%. Letras indicam diferenca significativa

do controle aos demais tratamentos, por meio do teste de Dunnet’s (p<0,05).

Na distribuicdo das classes de danos no DNA, os individuos de Lithobates
catesbeianus, quando expostos aos tratamentos T1l, T2 e T3 ndo apresentaram
diferenca entre si nas classes 0, 2, 3 e 4. No entanto, 0s animais desses mesmos
tratamentos apresentaram maior quantidade de fragmentos celulares nas classes 2
(danos moderados), 3 (danos pouco severos) e 4 (danos severos) quando
comparados ao grupo controle (Tabela 2), e consequentemente uma quantidade
menor de fragmentos celulares pertencentes na classe 0 (sem danos) quando
comparados com os organismos do controle. Essa diferenga na distribuicdo nas
classes de danos no DNA evidencia o efeito toxico das substancias testadas,
causando danos de intensidade maiores, como observado na incidéncia maior de

danos nas classes 2, 3 e 4.
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Tabela 2: Classes de danos no DNA nos eritrocitos de Lithobates catesbeianus,
expostos aos seguintes tratamentos: T1=minério de ferro; T2=Fe-EDTA; T3=Cloreto
de manganés; Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana. Letras
indicam diferenca significativa do controle aos demais tratamentos por teste de
Dunnet’s (p<0,05).

CLASSES DE DANOS NO DNA

TRATAMENTOS
0 1 2 3 4
Controle 81,75% 1825°  4,00° 0,008 0,002
T1 14,00° 21,00* 1250° 19,00° 1,50°
T2 10,50° 9,00° 8,50 ° 6,75°  1,00°
T3 22,00° 19,50° 2350° 650° 050"

Esse aumento na inducdo de danos no DNA observado nos girinos de
Lithobates catesbeianus provocado pela exposicdo ao minério de ferro, ferro e
manganés corroboram com os demais trabalhos que afirmam que os metais e
alguns pesticidas causam efeitos deletérios em células somaticas ou germinativas
(Dhawan et al., 2009). Esta inducdo de dados no DNA (indice e frequéncias de
danos) também foi observada em girinos da espécie Hypsiboas faber coletados em
area de mineracdo de carvdo quando comparados com animais de referéncia
(Zocche et al., 2013). Os autores desse estudo relataram que os residuos de
mineracdo de carvao também causam alteracdes genotoxicas em anfibios, além de
provocarem efeitos adversos no solo, agua, vegetacdo e animais. Veronez (2010)
também observou crescente aumento de danos no DNA em exemplares de

Lithobates catesbeianus (ré-touro) quando expostos ao cobre (Cu) por 30 dias.

Em virtude das rds serem importantes predadores de pragas agricolas
acabam por entrarem em contato direto com pesticidas, sendo que em muitos
destes existe em sua composi¢cado quimica a presenca de metais, como € caso do
cobre. Em estudos com os pesticidas, Feng et al. (2004) observaram aumento nos
danos no DNA dos eritrécitos de rad (Rana N. Hallowell) nas concentragdes de 0,05-
0,5 mg I para imidacloprid, e de 5-100 mg I* para RH-5849, em sete dias de
exposicdo. Segundo os autores mesmo em dosagens pequenas do pesticida

imidacloprid danos no DNA das rés podem ser observados.
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5.2.2 Teste do micronucleo

A exposicdo dos girinos de L. catesbeianus ao minério de ferro, ferro e
manganés provocou aumento significativo na frequéncia de células eritrocitarias com
presenca de micronucleo, sendo essa frequéncia cerca de quinze vezes maior em
relacdo ao grupo controle (Figura 4). Mediante a esse incremento significativo de
microndcleo, pode-se dizer que as substancias testadas no presente trabalho
causam quebras no cromossomo ou provocam uma disfuncédo do aparelho do fuso
mitético durante a divisdo celular (Winter et al., 2007). E como consequéncia desse

dano, o organismo pode desenvolver tumores e ter problemas reprodutivos (Moreira
et al., 2010).
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Figura 4. Frequéncia média de eritrécitos micronucleados em Lithobates
catesbeianus, expostos aos seguintes tratamentos: Tl=minério de ferro; T2=Fe-
EDTA; T3=Cloreto de manganés; Cont=Controle. Os dados estdo expressos em
mediana com interquartii maximo de 75% e minimo de 25%. Letras indicam
diferenca significativa do controle aos demais tratamentos por teste de Dunnet’s
(p<0,05).

De acordo com Feng et al. (2004) o teste do micronucleo demostra ser
adequado para avaliar a efeito de agentes toxicos/genotdxicos em anfibios. Outros
trabalhos também mostram que a exposicdo de girinos a metais induzem um
aumento significativo na quantidade de células eritrocitdrias com presenca de

micronucleo, como observado por Rocha et al. (2003) em girinos de Lithobates
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catesbeianus (ra-touro) expostos ao sulfato de cobre (CuSO,4) (2,5 x 10° M), por 48
horas; por Veronez (2010) em girinos de R. catesbeiana expostos ao CuSOy, por 30
dias; por Mouchet et al. (2006) em girinos de Xenopus laevis expostos ao cadmio (2,
10, 30 pg/L), por 12 dias.

Feng et al. (2004) testando dois pesticidas em girinos de Rana N.
Hallowell, também observaram a inducéo na formac&o de micronucleos eritrocitarios,
no entanto apenas em concentra¢des elevadas de imidacloprid (8 mg/l™* e 32 mg I-1)
e RH-5849 (40 mgl™Y). Segundo os autores a exposicdo de sete dias é o suficiente
para observar a presenca de micronucleos em eritrocitos de anfibios. Mas como
visto no presente estudo, na exposicao de 30 dias continua sendo possivel observar

a presenca de micronucleo.

Sendo assim, 0 que se observou nos resultados genotdxicos obtidos no
presente trabalho para os girinos € que o minério de ferro, embora em sua
composicdo possua uma combinacdo de ferro, manganés e outros metais, nao
possui um efeito ainda mais tdéxico em relacdo as substancias isoladas (ferro e
manganés), levando a ideia de que ndo h& uma potencializacdo ou sinergismo
dessas substancias, assim como ndo ha diferencas na toxicidade entre os metais

testados (ferro e manganés).
5.3 ANALISES BIOQUIMICAS

5.3.1 Ferritina

7

O ferro, assim como para o ser humano, é essencial para vida dos
vertebrados. A quantidade de ferritina acumulada no sangue dos individuos de
Lithobates catesbeianus apresentou-se mais elevada apenas para o T1, contendo
minério de ferro, em relacdo aos demais tratamentos: controle, T2 e T3 (Figura 5).
Uma hipo6tese para que o tratamento com minério de ferro tenha uma concentracao
maior de ferritina, € que a forma do ferro presente no minério esteja mais disponivel
do que no Fe-EDTA, causando assim um aumento na concentracdo desta proteina
apenas para este tratamento. Outro motivo para nao ter sido significativo o aumento
no tratamento com Fe-EDTA (T2) é que houve uma variabilidade muito grande dos
resultados encontrados apenas neste tratamento. A ferritina € considerada como
sendo um estoque celular de ferro (Umbelino e Rossi, 2006), 0 aumento dessa

proteina indica que o excesso de ferro no organismo esta sendo mobilizado, visto
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que este excesso pode ser toxico, uma vez que facilita a formacao de radicais livres
(Pan et al., 2009; Laks, 2010).
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Figura 5. Ferritina plasmatica em girinos de Lithobates catesbeianus, expostos aos
seguintes tratamentos: T1=minério de ferro; T2=Fe-EDTA; T3=Cloreto de manganés;
Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana com interquartil maximo de
75% e minimo de 25%. Letras indicam diferenca significativa do controle aos demais

tratamentos por teste de Dunnet’s (p<0,05).

O processo de metamorfose em girinos de Rana catesbeiana € um dos
focos de estudos com ferro realizadas por Bury et al. (2011), sendo analisada a
concentracdo de ferro e ferritina no figado, em diferentes estagios de
desenvolvimento da metamorfose. Nesses estudos foram observadas mudancgas nos
picos destas variaveis nos diferentes estagios, devido ao aumento na absorcdo do
ferro, e como consequéncia o aparecimento de células eritrides imaturas. Apesar
de ser um elemento essencial aos organismos, seu excesso pode resultar em
inimeras alteracbes no metabolismo dos mesmos, por exemplo, afetando o
mecanismo imunologico ndo especifico e as respostas imunolégicas mediadas por
células (Osaki et al., 1974; Lima e Pedrozo, 2001; Bury et al., 2011).

Para o presente trabalho, acredita-se que a exposicéo de L. catesbeianus
a uma maior quantidade de ferro disponivel (T1) provocou um aumento de sua

concentracdo no organismo, e para que houvesse um devido controle dos niveis de
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ferro e sua metabolizacdo de maneira correta no organismo dessa espécie foi

necessario a producao de uma maior quantidade de ferritina.
5.3.2 Enzima Glutationa S-Transferase (GST)

A GST desempenha um papel-chave na desintoxicacdo celular de
diversos produtos xenobidticos. As enzimas protegem as células contra substancias
toxicas, neutralizando-os e tornando o produto solavel em agua (Ezemonye e Tongo,
2010). No presente estudo, a enzima GST teve sua atividade aumentada nos
tratamentos T1, T2 e T3 (Figura 6) ao final de 30 dias de exposi¢cdo quando
comparada ao tratamento controle. Os tratamentos demostraram que a associacao
dos metais no minério de ferro ou a exposicdo nos contaminantes separadamente
nao sao diferentes entre si. Para a GST a associacdo dos metais presentes no
minério de ferro e a exposicdo isolada ao Fe e ao Mn ndo alteram a atividade da
enzima. Esses resultados indicam que essas substancias ativam o sistema de
desintoxicacdo das células hepaticas dos girinos de L. catesbeianus. Resultados
similares foram encontrados por Gabriel et al. (2013) na espécie de peixe
Colossoma macropomum também expostos ao cloreto de manganés (3,88mg/L de
Mn?*) por 96h.
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Figura 6. Atividade da enzima GST em girinos de Lithobates catesbeianus, expostos
aos seguintes tratamentos: T1l=minério de ferro; T2=Fe-EDTA; T3=Cloreto de
manganés; Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana com interquartil
maximo de 75% e minimo de 25%. Letras indicam diferenca significativa do controle

aos demais tratamentos por teste de Dunnet’s (p<0,05).

Em estudos com um pesticida organoclorado (endosulfan) e com um
organofosforado (diazinon) sobre a atividade de GST de diferentes tecidos em Bufo
regularis, Ezemonye e Tongo (2010) observaram aumento na atividade dessa
enzima nas concentracdes de 0,01, 0,02, 0,03 e 0.04 pg L™, por 28 dias, sendo este
aumento proporcional as concentracdes testadas. Esses resultados corroboram com
o presente trabalho no que diz respeito ao tempo de exposi¢cdo. Outros trabalhos
com peixes sugerem que a exposicdo por curtos periodos (menos que 96h) a
diferentes contaminantes ndo sao o suficiente para detectar alteracdes significativas
na atividade da GST, sendo necessario uma exposicdo mais prolongada, como
observado por Simonato et al (2008) em exemplares de Prochilodus lineatus
expostos a fracao solavel do 6leo diesel, que observaram aumento significativo ap6s
15 dias.

5.3.3 Enzima Catalase (CAT)

A catalase é uma das enzimas que atuam no sistema de defesa do
organismo, atuando na remoc¢ao do peréxido de hidrogénio (H,O,) metabolizando-o

em O, e 4gua (van Der Oost et al., 2003), produzido durante a biotransformacédo dos
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xenobioticos. No presente estudo, observa-se que a catalase teve sua atividade
aumentada apenas no tratamento T1 quando comparado ao controle e aos outros
tratamentos: T2 e T3 (Figura 7). Neste caso, observa-se que tanto o ferro quanto o
manganés isolados nao induziram um aumento do sistema de defesa dos girinos de
L. catesbeianus, representado neste caso pela acdo da enzima CAT — uma enzima
antioxidante. No entanto a associacao desses metais junto aos outros componentes
do minério de ferro proporcionou o0 aumento da atividade dessa enzima. Paulino et
al. (2012) prop6em que a auséncia da atividade da CAT também pode ser explicada
pelo aumento da atividade de outras enzimas como a GPx (Glutationa Peroxidase)
ou por outras formas de defesa. Essa situacdo pode ter ocorrido nos girinos
expostos ao ferro e ao manganés, explicando assim a auséncia na alteracao da CAT

no figado desses animais.
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Figura 7. Atividade da enzima Catalase em Lithobates catesbeianus, expostos aos
seguintes tratamentos: T1=minério de ferro; T2=Fe-EDTA, T3=Cloreto de manganés;
Cont=Controle. Os dados estdo expressos em mediana com interquartil maximo de
75% e minimo de 25%. Letras indicam diferenca significativa do controle aos demais
tratamentos por teste de Dunnet’s (p<0,05).

A metamorfose em anfibios é caracterizada pela remodelagéo de tecidos
e mudancas drasticas na estrutura e funcdo do corpo, causando alteracdes na
atividade das enzimas. A catalase e superdxido desmutase (SOD), desempenham

um papel importante durante o processo de metamorfose de anuros. Estudo
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realizado por Gaupale et al. (2012), no sistema olfativo de ra (Microhyla ornata),
identificou aumento graduado da atividade da catalase nos estagios 40 a 46 e nos
adultos, e diminuicdo da atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) nos
estagios 40 a 46 teve um aumento em adultos. Essas alteracdes sugerem que estas
enzimas estejam envolvidas na prote¢do contra danos oxidativos produzidos pelo
processo de metamorfose. Segundo Amicarelli et al. (2001) a atividade da enzima
GST também pode ser alterada conforme os estagios de desenvolvimento da
espécie Bufo bufo, sendo observada uma maior quantidade dessa enzima na fase
adulta. Embora este processo de alteracdo na atividade das enzimas possam ter
ocorrido naturalmente nos girinos no presente trabalho, observa-se de qualquer
forma que a CAT aumenta sua atividade quando os animais Sao expostos ao minério
de ferro e que a GST ¢é ativada nos trés tratamentos, na tentativa de desintoxicar o

organismo.
5.4 ANALISES MORFOLOGICAS

Ao término dos experimentos foi contabilizada a mortalidade de apenas
um individuo do tratamento T1. Os individuos de Lithobates catesbeianus expostos
ao tratamento controle apresentaram desenvolvimento normal, com a maioria deles
(77,8%) distribuida entre os estagios 42 e 47 do desenvolvimento (Tabela 3). Para
os individuos que foram expostos ao tratamento T1, observa-se que cerca de 50%
atingiram o estagio 47 (momento em ocorre 0 aparecimento por completo das
pernas posteriores e a absorcado total da cauda), e os demais se encontravam no
intervalo de estagio entre 38 e 42. Nos tratamentos com ferro (T2) e manganés (T3),
observou uma demora no seu desenvolvimento, comparados ao controle, visto que
50% dos individuos foram contabilizados entre os estdgios 36 e 41 do
desenvolvimento. Esses resultados indicam que o minério de ferro, o Fe-EDTA e o
cloreto de manganés afetaram o desenvolvimento dos girinos dessa espécie, sendo

que o minério de ferro afeta em uma propor¢cédo um pouco menor.
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Tabela 3. Distribuicdo dos estagios de desenvolvimento em girinos de Lithobates
catesbeianus, expostos aos seguintes tratamentos: Tl=minério de ferro; T2=Fe-

EDTA; T3=Cloreto de manganés; Cont=Controle, ao fim de 30 dias.

ESTAGIOS TRATAMENTOS

Cont T1 T2 T3

36 0 0 1 0
37 0 0 0 2
38 0 2 4 4
39 3 0 3 1
40 1 3 0 1
41 0 1 1 1
42 3 2 2 3
44 5 0 3 0
47 6 9 4 6
TOTAL 18 17 18 18

Na analise morfologica, os individuos do controle ap6s 30 dias de
experimento, ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos demais
tratamentos, para o comprimento total (Tabela 4). Para o comprimento do corpo o T3
foi diferente estatisticamente, e o comprimento da cauda o T1 foi diferente dos
demais tratamentos. O peso dos individuos de Lithobates catesbeianus néo teve
diferenca significativa entre os tratamentos, apés a exposicdo de 30 dias. Essas
poucas diferencas encontradas nos tratamentos em relacdo ao grupo controle
refletem de certa forma os resultados obtidos com o estagio de desenvolvimento em

gue se encontravam os girinos deste estudo.



27

Tabela 4. Biometria de Lithobates catesbeianus, expostos aos seguintes
tratamentos: Tl1l=minério de ferro; T2=Fe-EDTA; T3=Cloreto de manganés;
Cont=Controle, ao fim de 30 dias. Os dados estdo expressos em mediana. Letras
indicam diferenca significativa do controle aos demais tratamentos por teste de
Dunnet’s (p<0,05).

Comprimento (mm)
Tratamentos Peso (9)
Total Corpo Cauda

Cont 853% 374% 535% 59°
T1 91,7% 37,7® 733° 65°
T2 101,7% 386°% 555% 76°
T3 1036% 406° 6382 79°

Veronez (2010) estudou o efeito do CuSO, em girinos de Rana
catesbeiana (corresponde a Lithobates catesbeianus), apds 30 dias de exposicao,
observou que o0s animais do grupo controle avancaram nos estagios de
desenvolvimento, apresentando desenvolvimento normal, conforme o esperado.
Para os individuos que foram expostos ao tratamento de CuSO,, obteve-se uma
demora no seu desenvolvimento, ou seja, estes individuos quando comparados ao
grupo controle estavam em estagios inferiores, demonstrando também que a
presenca do contaminante (sulfato de cobre - CuSQO,) pode ter gerado algum efeito

em seu metabolismo.

James e Littli (2003) fizeram exposi¢cao de girinos de Bufo americanus ao
cadmio, iniciando logo apés a eclosao e por toda a metamorfose, nas concentracfes
de 5 a 540 ug/L. Os autores observaram que a concentracdo maxima do cadmio fez
com que diminuisse o percentual na sobrevivéncia e na metamorfose, e as
concentracbes 5 e 54 ug/L tiveram maior crescimento em relagcdo aos controles.
Segundo os autores, os anfibios na fase de girinos quando expostos ao cadmio

podem ser menos tolerantes aos estresses naturais no ambiente terrestre.

O efeito do cadmio sobre a sobrevivéncia e metamorfose de girinos de
Rana ridibunda também foi observado por Loumbourdis et al. (1999) pelo periodo de

15 e 30 dias, os quais também observaram uma tendéncia no retardo do desses
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animais expostos ao Cd. O atraso no crescimento pode ser um fator que contribui
para o declinio das populacfes de anfibios, uma vez que, devido ao seu tamanho
menor, passam mais tempo em estagios mais vulneraveis, tornando-se assim mais
suscetiveis a predadores. Os dados obtidos no presente estudo, mesmo
apresentando poucas diferencas significativas na biometria dos animais quando
associados a distribuicdo dos estagios de desenvolvimentos dos girinos sugerem
que a exposi¢ao dos girinos de L. catesbeianus ao minério de ferro, ao ferro e ao
manganés isolados compromete o processo de metamorfose desses animais,

tornando-os mais vulneraveis.

5.5 BIOACUMULACAO DE FERRO

A andlise de bioacumulacdo de ferro corporal em girinos de L.
catesbeianus mostra que houve um aumento na concentracdo desse metal no
organismo dos animais expostos aos tratamentos T1 e T2 em relagcdo ao controle
(Figura 8), sendo que a quantidade de ferro bioacumulada nos animais expostos ao

Fe-EDTA (T2) também foi maior que 0s animais expostos ao minério de ferro (T1).
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Figura 8. Bioacumulacdo de ferro de Lithobates catesbeianus, expostos aos
seguintes tratamentos: T1=minério de ferro; T2=Fe-EDTA, Cont=Controle. Os dados
estdo expressos em mediana com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%.
Letras indicam diferencga significativa do controle aos demais tratamentos por teste
de Dunnet’s (p<0,05).
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Metais como Fe, Cu, Al, Zn, Mn, também s&o encontrados em mineracao
de carvao, e estdo propensos a acumularem-se em o0rgaos e tecidos de individuos
que entram em contato com as cinzas. Testes feitos com individuos de Hypsiboas
faber, que estdo expostos a mineracdo de carvao foram observados o acumulo

principalmente de Fe, Cu e Al no figado, rim e musculo (Zocche et al., 2013)

Complementando os dados de quantificacdo de metais na agua e no
sedimento da lagoa de Mae-Ba, uma lagoa costeira do Espirito Santo, Pereira et al.
(2008) analisaram a bioacumulacdo de metais em diferentes espécies de
invertebrados coletados nesta lagoa. O resultado demostrou que o gastropode
Melanoides tuberculata foi que concentrou mais Fe, Pb, Ni, Hg, e que a espécie
Pornacea haustrum concentrou mais Mn. Desta forma a mineracdo de minério de
ferro e 0 seus processos contribuem como fonte de poluicdo para este ambiente e

como fonte de metais para as lagoas tropicais (Ferreira et al., 2008).

Loumbourdis et al. (1999) avaliaram o efeito da bioacumulacédo de cadmio
em Rana ridibunda, pelo periodo de 15 e 30 dias. Os autores encontraram que 0
acumulo de cadmio nos girinos foi maior no periodo de 15 dias quando comparado
com os girinos de 30 dias. A bioacumulacdo de ferro no presente trabalho foi
realizada apenas ao final de 30 dias, mas foi possivel observar que os girinos de L.
catesbeianus expostos ao minério de ferro e ao Fe EDTA acumulam este metal em
seu organismo. A biodisponibilidade e bioacumulagéo destes metais fazem com que
estes individuos passem mais tempo em estagios mais vulneraveis, tornando mais

suscetiveis aos predadores.

Em estudo realizado no pantano, localizado na Carolina do Sul (EUA),
para investigar a bioacumulacdo de elementos tracos em larvas ra-touro (Rana
catesbeiana), e em relacdo trés espécies de vertebrados e a quatro de
invertebrados. O estudo revelou que as larvas de anfibio podem acumular maiores
concentracfes de elementos tragos, entre ele o Fe e o Mn, devido a sua ecologia
alimentar. Segundo Unrine et al (2007) os anfibios sdo propensos a acumular
elementos tracos e por conta disso € importante investigar a saude de anfibios em

ambientes contaminados.
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6 CONCLUSAO

1. O minério de ferro, o Fe-EDTA e o cloreto de manganés causam danos

genotdxicos nos girinos de Lithobates catesbeianus apds exposicao de 30 dias;

2. A exposicao direta ao minério de ferro provoca acumulo de ferritina
plasmatica nos girinos, como indicativo do aumento do estoque celular de ferro, na

tentativa de impedir que o excesso de ferro no organismo se torne toxico;

3. Ocorre uma ativagao da enzima Glutationa S-Transferase, com o intuito
de desintoxicar o organismo dos girinos expostos aos trés contaminantes. O sistema
de defesa dos girinos de L. catesbeianus, representado pela acdo da enzima
Catalase, foi ativado apenas nos animais expostos ao minério de ferro, outra rota de
metabolizacdo pode ter sido ativada durante a exposicdo ao Fe-EDTA e ao cloreto

de manganés;

4. O processo de metamorfose € retardado nos animais expostos ao
minério de ferro, ao Fe-EDTA e ao cloreto de manganés, embora esse efeito seja

menor na exposi¢cao ao minério de ferro;

5. O ferro é bioacumulado nos girinos de Lithobates catesbeianus ap6s 30

dias de exposicdo ao minério de ferro e ao Fe-EDTA;

6. Os efeitos toxicos do ferro e do manganés nao séo potencializados
guando associados ao minério de ferro.
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8 ANEXO

ANEXO 1 - tabela de composi¢céo do mi
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