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RESUMO

Diversos fatores ambientais podem causar efeitos nocivos no comportamento, fisiologia e até
mesmo em padrdes genéticos, o que pode levar a alteragdes no tamanho das populacGes dos
organismos. Neste contexto, caracteristicas especificas dos anfibios, como permeabilidade da pele
e ciclo de vida dependente tanto do ambiente aquatico quanto do terrestre, os tornam muito
vulnerdveis as variagdes ambientais, dando a esses animais status de marcadores da qualidade do
ambiente. Dentre 0s contaminantes aquaticos potencialmente toxicos estdo os metais pesados,
como o cromo hexavalente. A presenca dessa substancia esta fortemente relacionada com fatores
antrdpicos, tais como a queima de combustiveis fosseis, madeira e papel além de seu uso em
industrias de cimento, vidro, aco, galvanoplastia e processamento de couro cru. Neste trabalho foi
avaliado o efeito do Cromo (VI) sobre o metabolismo energético em larvas de Lithobates
catesbeianus (Anura) em condi¢des laboratoriais ambientalmente controladas. Constatou-se que o
cromo causa alteragdes das concentragfes teciduais de metabdlitos e um desequilibrio da
homeostase sendo necessario para 0 organismo um maior gasto energético para se reestabelecer
frente ao contaminante.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da atividade industrial a partir da metade do século XX, o crescimento
populacional e a intensiva utilizaco dos recursos naturais, a contaminac¢édo do ambiente ocasionada
pelos residuos domésticos e industriais tornou-se um dos graves problemas para a manutencéo da
qualidade do ambiente (MIRANDA FILHO et al., 2011; MELLO, 2017). Apesar de existirem
varias politicas publicas que visam reduzir o impacto causado pela poluicéo, tais como a inibicéo
do lancamento de residuos direto no ambiente, o sistema de fiscalizacdo para controlar este tipo de
problema ainda é precério, ou seja, a poluicdo ¢ um fato e pde em risco todos os ambientes,
inclusive o dulcicola.

A contaminacdo por substancias potencialmente toxicas é responsavel por efeitos adversos
no ambiente e nos seres vivos, a toxicidade da substdncia depende sempre da concentracao
independentemente do mecanismo de intoxicacdo (YABE; OLIVEIRA, 1998; AGUIAR, 2002).
Segundo Aguiar (2002), a defini¢do de poluigdo ¢é “qualquer alteracao fisica, quimica ou biologica
que produza modificacdo no ciclo biolégico normal, interferindo na composicao da fauna e da flora
do meio”. Sendo assim, constantemente a biota aqudtica estd exposta a substancias toxicas de
natureza organica ou inorganica que séo despejadas no ambiente oriundas de atividades industriais
e residéncias (AGUIAR, 2002; MELLO, 2017; LINS, 2010).

A presenca de contaminantes no ambiente aquético, mesmo em concentrag@es inferiores as
que causam mortalidade, influenciam os parametros fisiol6gicos dos organismos em um
ecossistema e, sendo assim, as espécies respondem organicamente de diferentes modos, tendo
efeitos toxicos aditivos, sinérgicos ou antagénicos (GOMES, 2013). Grande parte dessas
substancias € potencialmente citotoxica, genotdxica ou carcinogénica, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAS) e 0s metais pesados.

Naturalmente, a presenca de metais pesados nos sistemas aquéaticos ocorre devido a
processos geoquimicos, como 0 erosdo e intemperismo das rochas e a lixiviacdo do solo, porém
esses processos introduzem a liberacdo de pequenas concentracfes dessas substancias nos
ecossistemas. Antropogenicamente, a presenca de metais pesados estd associada a atividade
mineradora, efluentes industriais, comerciais e domésticos sem tratamento, insumos agricolas e

queima de combustiveis fosseis que adicionam grandes quantidades desses metais no ambiente



(FILHO, 2015; MASSUTI, 2004; MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2008; SOUZA, 2015; ROCKER,
2015).

A diferenca da origem dos metais pesados no ambiente, segundo Ribeiro (2007) “reside na
magnitude do impacto, na frequéncia e na duracdo em que ocorre a distribuicdo e contaminacéo
pelos metais, ocasionando impactos consideraveis na estrutura e funcionamento dos ecossistemas”.
Santana e Barroncas (2007) apontam que “‘uma vez no ecossistema aquatico, 0s metais pesados séo
distribuidos nos diversos compartimentos do ambiente, como solo, sedimento, plantas e animais”.

Os metais pesados tém despertado grande interesse nas pesquisas da area ambiental, por
ndo serem biodegradaveis e pelo fato de, na maioria das vezes, 0 meio aquatico tornar-se o destino
final para esses poluentes metalicos (CONDESSA, 2014) além de estarem ligados a uma série de
processos deletérios, tais como neurotoxicidade, disturbios hematoldgicos, disturbios renais,
hipertensdo arterial, carcinogenicidade, diminuicdo da fertilidade (RUPPENTHAL, 2013),
malformacdes congénitas, reducdo na ingestdo de alimentos, letargia e diminui¢do no tamanho
(SILVA, 2001) nos seres Vivos.

Respostas biologicas a estimulos ambientais também sdo descritas como fatores
responsaveis por alteracdes nos mecanismos moleculares, mudancas histopatologicas
(representando um indicativo de acdo cumulativa de estressores exdgenos a um organismo
especifico) e disfuncBes celulares em animais expostos a poluentes. Em diversos organismos
aquaticos, alteragdes histopatoldgicas por exposicdo a niveis relativamente baixos de poluicdo tém
sido claramente demonstradas, seja em laboratorio ou campo (BUENO-GUIMARAES et al.,
2001). Ossana e colaboradores (2010) em estudos com Lithobates catesbeianus expostos ao cobre
observaram que ha uma reducdo da sensibilidade e um leve aumento da frequéncia de eritrocitos
com micronucleos. Somado a isto, ha uma reducéo e/ou inibicdo da metamorfose e do crescimento
em Rana limnocharis (PATAR et al., 2016) e Pleurodeles waltl (FLAMENT et al., 2003) exposto
ao cadmio ou ao céation de cadmio.

Embora alguns metais sejam micronutrientes e sejam encontrem normalmente nos seres
vivos (ferro, cadmio, zinco, arsénio, vanadio, cobre e cromo, entre outros), a exposi¢édo prolongada
a altas concentracbes pode induzir dano genotoxico e teratogénico (GARCIA-RODRIGUEZ,
2014). Em larvas de Xenopus laevis expostos ao cadmio, observou-se malformacao cardiaca e da
notocorda e teratogénese do olho, da face, do trato digestorio (SUNDERMAN; PLOWMAN;
HOPFER, 1991).



Nos ambientes aquéticos, o impacto dos metais pesados pode ser em escala local ou de
maior abrangéncia devido ao carreamento dessas substancias pela 4gua, alguns metais, quando em
solucéo apresentam, espécies quimicas estaveis que resultam em uma acumulagéo na coluna d’agua
atingindo concentracfes relativamente elevadas (SOUZA, 2015; LACERDA; MALM, 2008).
Dessa forma, no ambiente aquético, todos 0s organismos estao expostos aos metais e 0 mecanismo
de assimilacao dessas substancias pelos organismos de diferentes niveis tréficos varia da ingestéo
de apenas ions em solucdo até metais incorporados em material bioldgico sélido (MASUTTI,
2004). Os metais pesados podem ser bioacumulados pelos organismos expostos a um ambiente
contaminado e consequentemente sdo incorporados na cadeia trofica (LINS, 2010; MELLO, 2017).

Dentre 0s metais pesados que apresentam uma importancia significativa como poluentes,
podemos destacar o cromo (Cr). Este elemento, que ocorre naturalmente em rochas, animais,
plantas e no solo, principalmente, na forma de ions com valéncia +2, +3 e +6, € utilizado em
diversos processos industriais (MIRANDA FILHO et al., 2011). As formas mais importantes para
a saude humana sdo o Cr3* (cromo trivalente), essencial para 0 metabolismo e o Cr®* (cromo
hexavalente), potencialmente toxica, pois é carcinogénica e mutagénica. Seu uso nas industrias esta
relacionado com a resisténcia a corrosdo, sendo empregadas em ligas metalicas acido-resistentes,
tintas anticorrosivas, em operacfes de cromagem (&cido crémico) e na impregnacao de madeira
(BOETCHER, 2008; CETESB, 2012).

Cerca de 40% do Cromo esta disponivel na forma Cr (V1) (cromo hexavalente) e a sua
presenca nos ambientes aquaticos esta fortemente relacionada com fatores antropicos (CETESB,
2012), tais como a queima de combustiveis fosseis, madeira e papel (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 1988), producdo da liga ferrocrémo, refino de minério e seu tratamento
quimico (CETESB, 2012). Além de seu uso em industrias de cimento, vidro, ago, galvanoplastia e
processamento de couro cru (GOYER, 1996), este ion também € proveniente da fabricacdo de
cimento, fundigcbes, soldagem, lixos urbanos e industriais, incineracdo e da utilizagdo de
fertilizantes (GOMES, 2013).

O cromo € um elemento bioativo e seu efeito na biota aquatica pode ter uma resposta
diferente dependendo do organismo, essa variedade de respostas dos organismos aos
contaminantes servem como parametros de bioindicacdo do contaminante nos ambientes aquéaticos
(MELLO, 2017; SOUZA, 2015). Os compostos de Cr (V1) penetram facilmente pelas membranas

celulares através de sistemas de transporte de anions. No interior da célula ele é reduzido a Cr (11)



por tiois, tais como glutationa e cisteina, e monooxigenases dependentes de citocromoP450
(GERHARDSSON; SKERFVING, 1996).

Tradicionalmente a avaliacdo da qualidade da &gua é realizada por uma combinacao de
indicadores fisicos, quimicos e microbioldgicos. Estes indices de poluicdo sdo Uteis para alertar
sobre 0s riscos para a salde e para 0 ambiente e para a determinagdo das concentragdes maximas
permitidas. No entanto, a informac&o adquirida ndo é completa, visto que as interagdes bidticas e
abidticas ndo sdo consideradas (OSSANA; CASTANE; SALIBIAN, 2013).

Os bioensaios permitem que as informacdes fisico-quimicas sejam complementadas com
informacdes bioldgicas para determinar as consequéncias da exposi¢do de um organismo a um
poluente ou um conjunto deles. As respostas bioldgicas, sejam elas bioquimicas, fisioldgicas,
histoldgicas, morfoldgicas e comportamentais, de um organismo ap0s a sua exposicao a poluentes
sdo definidas como biomarcadores (EISSA et al., 2009; MAGGIONI et al., 2012). Desta forma,
estas respostas podem ser utilizadas como ferramentas sensiveis para avaliar os efeitos adversos de
poluentes em populagdes ou comunidades, visto que evidenciam bem a interacdo entre um sistema
bioldgico e agentes ambientais fisico-quimicos (VAN DER OOST et al., 2003; WALKER et al.,
2006; CONTI, 2008).

Conforme Pereira (2015), 0s testes ecotoxicologicos “revelam efeitos deletérios agudos ou
crbnicos nos organismos causados por um agente toxico, e permitem avaliar a contaminagdo de um
ambiente por diversas fontes poluidoras, continuas ou nao”. Os resultados desse tipo de teste para
contaminantes aquaticos pode atuar “de forma preventiva, evitando efeitos toxicos, ou de forma
reativa, identificando efeitos e contaminantes ap6s a contaminagdo do ambiente”, conforme Nono
e Magalhdes (2016). Fernando e colaboradores (2016) demostraram que had um aumento da
mortalidade, um retardo no crescimento e no desenvolvimento e efeitos hemotdxicos e genotoxicos
em Duttaphrynus melanostictus quando expostos ao cromo hexavalente.

Uma ampla variedade de organismos vivos pode ser utilizada como bioindicadores em
testes de biomonitoramento (PEREIRA, 2015). Um bioindicador ideal deve sobreviver em
ambientes saudaveis e apresentar alguma resisténcia na presenca do contaminante (LINS, 2010),
responder a pequenas alteracdes do ambiente, ser de facil aquisicdo e identificacdo (PEREIRA,
2015). Para melhor compreensdo e interpretacdo dos resultados é indicado escolher um organismo

com comportamento, fisiologia e genética razoavelmente elucidada (MELLO, 2017).



De modo geral, os anfibios podem ser considerados bioindicadores de qualidade ambiental
jaque possuem seu ciclo de vida intimamente ligado a agua e pele permeavel (CONDESSA, 2014).
O fato da procriacdo, desova e fase inicial do ciclo de vida dos anfibios ocorrer em ambiente
aquatico, torna estes animais passiveis de contaminacdo direta (DORNELLES, 2013). Dessa
forma, qualquer alteracdo nas condic¢des de umidade, temperatura, qualidade de 4gua ou mesmo
alteracOes dos habitats disponiveis para alimentacao ou reflgio, serdo sentidas pelos animais. Essas
alteracdes podem provocar doencas, diminuicdo das populacBGes ou até extincdo de especies e
configura uma das principais causas da reducao das populacdes dos anfibios ao redor do mundo
(POUGH et al, 2008; TOLEDO, 2009). Rana ridibunda adultas expostas a contaminagdo por
cromo e cadmio apresentaram acimulo desses metais no intestino, figado e principalmente nos rins
(LOUMBOURDIS, 2007). Boncompagni e colaboradores (2004) observaram alteracfes
histologicas em Rana klepton esculenta exposta a diferentes concentrac6es de cromo (0,5, 5 e 50
ppm — partes por milhdo) durante a fase larval até a metamorfose completa.

As larvas de anfibios, girinos, sdo particularmente susceptiveis aos efeitos dos metais
pesados no ambiente, uma vez que estes podem causar danos fisiologicos que, por sua vez, induz
0S Organismos a apresentarem respostas compensatorias para reduzir sua letalidade (LINDER;
GRILLITSCH, 2000; ROWE et al., 2003). CondicOes de estresse como alteragbes bruscas nos
padrGes do ambiente no qual os anfibios estdo inseridos em funcdo da presenca de um agente
estressor, podem levar a adaptagcdes compensatorias em busca do equilibrio dindmico do animal.
Tal estresse pode ocasionar diversos tipos de respostas, desde aumento do cortisol, até diminuicao
de resisténcia a doencas, deixando o animal mais suscetivel a agentes oportunistas como bactérias
e fungos (ROCHA et al., 2010).

Do ponto de vista toxicoldgico, esse grupo de metais possui uma propriedade quimica que
os distingue em relacdo aos efeitos no organismo. Possuem a capacidade caracteristica de afetar
diferentes érgdos e tecidos do organismo em decorréncia dos processos bioquimicos que resultam
na afinidade com um ou outro 6rgéo ou tecido (RUPPENTHAL, 2013). Em condicGes de estresse,
0 glicogénio serve como uma reserva de energia interna e seus niveis podem ser rapidamente
esgotados (BECKER et al., 2009; MOYES; SCHULTE, 2010; SALBEGO et al., 2010). Da mesma
maneira, os lipidios também podem ser um substrato para a conversdo de energia quando um
combustivel extra é necessario ou induzido por um estressor, desempenhando, assim, um papel

vital durante as altera¢Ges bioquimicas sob condicdes estressantes (CHAMPE; HARVEY, 2006;
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GURUSHANKARA et al., 2007; MOYES; SCHULTE, 2010, ZAYA et al., 2011). Sob condigdes
de estresse, a concentracdo de proteinas teciduais também pode decrescer em consequéncia do
aumento do gasto energeético apds exposicao de poluentes. Isto pode ocorrer devido a uma tentativa
de eliminar os compostos tdxicos, para aumentar a sintese de ATP, ou para a formacdo de
lipoproteinas (SALBEGO et al., 2010; SOUNDERRA\ et al., 2011; GANESHWADE, 2012).

Massuti (2004) aponta que os principais locais de acdo de metais sdo as enzimas e as
organelas sub-celulares, onde a toxicidade pode causar danos aos sistemas enzimaticos devido a
ligacGes destas com ions metéalicos, alterando a configuracdo tridimensional das enzimas e
consequentemente sua funcéo catalitica. A acdo dos metais também pode ser inibitoria da sintese
das enzimas ou pela substituicdo de um metal co-fator essencial por um metal téxico.

Os danos causados por metais pesados e 0s seus efeitos toxicos oriundos de contaminacdes
devem ser estudados no sentido de ao menos corrigir as degradacGes impostas ao meio. Os anfibios
formam um grupo de grande importancia também na perspectiva ecotoxicoldgica, pois € um dos
grupos de vertebrados que mais sofre com a contaminagdo do ambiente aquatico, e a avalia¢do ou
0 monitoramento do ambiente aquético € possivel através do estudo de suas respostas fisiologico-
bioquimicas. Além disto, os anfibios também sdo importantes pelo seu papel bioldgico e por serem
utilizados como fonte direta de alimentacéo para o homem.

Como ha poucos estudos que trazem informagdes bioquimico-toxicoldgicas sobre 0s
anfibios, que permitam a conservacéo e o desenvolvimento sustentavel, a Lithobates catesbeianus
(SHAW, 1802) foi escolhida por apresentar valor econdmico, pela existéncia de trabalhos
publicados com esta espécie e que por sua aquisi¢do nao causar impactos negativos nas populacées
nativas.

A espécie L. catesbeianus, conhecida como ra-touro, pertence a familia Ranidae, cuja
distribuicdo original € restrita ao sul de Quebec e Ontario (Canadd) até o Golfo do México (EUA).
Possuem pele lisa e extensas membranas entre os artelhos e apresentam no dorso coloragdo verde
bastante varidvel enquanto no ventre a coloragdo é branca com nuances acinzentadas, podendo os
individuos mudar de cor dependendo do ambiente (VIZOTTO, 1984; BURY; WHELAN, 1984).

Atingem a maturidade sexual com cerca de um ano de idade, apresentando em ambientes
tropicais dois periodos reprodutivos: um em setembro e outro que compreende o periodo de
fevereiro a abril (VIZOTTO, 1984); enquanto na América do Norte, esta espécie reproduz-se
apenas durante o verdo (BURY; WHELAN, 1984).
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A ré-touro foi introduzida no Brasil em meados da década de 30, no entanto problemas
como doengas, predagdo e baixo preco, levaram ao abandono de raniculturas, ocasionando a
liberacdo dos exemplares na natureza (VI1ZOTTO, 1984). Seu grande tamanho, chegando a atingir
15 cm, alta mobilidade, habito alimentar generalista e sua alta capacidade reprodutiva a tornaram
uma espécie invasora bem-sucedida e, portanto, uma ameaca a biodiversidade. No seu ambiente
natural, por possuir grande porte e comportamento voraz, a L. catesbeianus € um importante
competidor e predador, e influencia a presenca e abundancia de outras espécies de anuros
(HECNAR; M’CLOSKEY, 1997).

Assim, a rd-touro é considerada um bom modelo animal para experimentos toxicolédgicos
devido as suas caracteristicas fisicas (tamanho e resisténcia), apresentando girinos grandes em
comparacdo a outras espécies e também por ser um anfibio anuro modelo com vasta literatura
cientifica e ndo ameacado de extin¢cdo (ABDALLA et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

Avaliar o perfil metabolico de girinos de Lithobates catesbeianus submetidos a uma dose sub-
letal de Cr (V1) por 24 horas ou 48 horas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a variacao das concentragdes de glicose, lactato, triglicerideos, aminoécidos livres e
proteinas totais no musculo esquelético, no figado e no plasma sanguineo e de glicogénio no
musculo esquelético e no figado de L. catesbeianus submetidos a uma concentracdo sub-letal de
Cr (VI) por 24 ou 48 horas.
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3. MATERIAIS E METODOS

As larvas da espécie L. catesbeianus, foram obtidas no setor de ranicultura da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) campus de Jaboticabal, sendo mantidas em
caixas de 200 litros e alimentadas durante o periodo de aclimatago.

Para a realizagdo do experimento foi utilizado nove recipientes de vidro com capacidade de
trés litros. Em cada frasco eram acondicionados trés animais (1 animal/litro), sendo um total de 27

girinos utilizados nesse estudo (Figura 1 e 2).
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Figura 2: Divisdo dos recipientes em grupo controle, exposicao 24 horas e exposicao 48 horas.

Nos recipientes dos grupos de exposi¢cdo ao cromo continha trés litros de uma solucao
contendo agua declorificada e KoCr207 a 18 mg/L (NATALE, 2006). Em trés destes recipientes 0s
girinos foram mantidos nesta solucéo por 24 horas e em outros trés recipientes por 48 horas. O

grupo controle que também é formado por trés recipientes de vidro contendo somente agua
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declorificada com trés animais cada. A temperatura ambiente foi mantida em torno de 27°C e pH
7,5-8,0 e fotoperiodo de 12/12.

O manuseio e a experimentacdo animal foram feitos de acordo com as recomendacgdes do
Comité de ética da Universidade Estadual Paulista - UNESP, seguindo o Guia de Cuidados e Uso
de Animais em Laboratério e aprovados pelo comité de ética do IFSP (protocolo nimero 157/2016
— CEUA).

3.1 COLETA DOS TECIDOS

Apdbs o periodo de exposicdo subletal, os animais foram eutanasiados de acordo com 0s
procedimentos recomendados pelo CONCEA para a coleta de plasma, figado e musculo caudal.
Os tecidos coletados foram acondicionados em freezer a -80°C, para as posteriores analises. Foram

utilizados para as analises 50mg de figado e 100mg de musculo caudal.

3.2 AVALIACAO DAS CONCENTRACOES DOS METABOLITOS

A avaliacdo das concentracfes dos metabolitos foi realizada ap6s a homogeneizagdo dos
tecidos. As amostras foram analisadas em espectrofotometro “Genesys 10S UV-Vis”.

- Homogeneizacdo dos extratos neutros: aliquotas de figado, mdsculo e coracdo foram
diluidas em agua destilada na proporcdo de 1/10 para quantificacdo de glicose, triglicerideos,
aminoéacidos livres, lactato e proteina. Os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador
mecanico sob banho de gelo. Ap6s a homogeneizacdo, os extratos foram centrifugados a 13400xg
durante trés minutos e os sobrenadantes serdo utilizados como extratos celulares.

- Glicose: a quantificacdo da concentracao plasmatica de glicose (mg/dL) foi feita com o Kit
Labtest de Glicose Liquiform (Ref.:133), cujo principio é a oxidacdo enzimatica da glicose, e 0
peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora da
peroxidase, por meio de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma antipirilquinonimia
vermelha, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de glicose na amostra analisada,
a leitura foi realizada em 525 nm.

- Lactato: a quantificacdo das concentracdes tissulares (figado e musculo caudal) e plasmatica

de lactato foram realizadas com o Kit Labtest de lactato enzimatico (Ref.:138). Na presenca de
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oxigénio a lactato oxidase catalisa a oxidagdo do &cido lactico, promovendo a formagéo de piruvato
e 0 peroxido de hidrogénio. Em seguida, ocorre a reacdo de acoplamento entre o peroxido de
hidrogénio, 4-aminoantipirina e N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina (TOOS), sob
acao catalisadora da peroxidase, formando uma quinonimia, cuja intensidade de cor é diretamente
proporcional a concentracdo de lactado na amostra analisada, a leitura foi realizada em 550 nm. Os
valores das concentragfes tissulares foram expressos em mg de lactato/g tecido e o plasmaético
sendo os valores expressos em mg de lactato/dL de plasma.

- Glicogénio: a extracdo do glicogénio tecidual foi realizada segundo Bidinotto e
colaboradores (1997). Esse método consiste na precipitacdo alcodlica do glicogénio seguida pela
determinacdo direta de agucares redutores totais apos hidrélise &cida (DUBOIS et al., 1956). Ap6s
a realizacéo da digestdo alcalina do tecido analisado em 500 uL de KOH 6N a 100°C por cinco
minutos, foi adicionado 1uL de alcool etilico e 50 pL sulfato de potéssio 10% (K2SO4) em 350 uL
deste extrato alcalino para a realizagdo do processo de precipitacdo alcoolica. Apos agitacéo, o tubo
foi centrifugado a 5000 x g por 3 minutos, e o sobrenadante foi descartado, invertendo-se o tubo.
O precipitado foi ressuspenso em 1uL de dgua destilada, o tubo foi agitado e as amostra utilizadas
para determinacdo de glicose pelo método de Dubois (1956). Esta analise consiste na adi¢do de um
volume adequado de dissolucdo a 500uL de fenol 4,1 % e 2,0mL de &cido sulfarico concentrado,
rapidamente adicionado ao meio de reacdo. Os tubos de reagdo foram imediatamente resfriados em
banho de agua e a leitura Optica realizada em 480 nm. A concentracao de acUcares totais é estimada
contra um padrdo de glicose 1mM e esta expressa em pmoles de glicosil glicose/mg de tecido.

- Triglicerideos: a concentracéo de triglicerideos plasmaticos (mg/dL) foi obtida por meio do
Kit LabTest de Triglicérides Liquiform, no qual a lipoproteina lipase promove a hidrolise dos
triglicerideos liberando glicerol, que é convertido pela acdo da glicerolquinase em glicerol-3-
fosfato. Este é oxidado a dihidrooxiacetona e peréxido de hidrogénio na presenca da glicerolfosfato
oxidase. Apds essa reacao, ocorre uma reacdo de acoplamento entre o peroxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina, a leitura
foi realizada em 505 nm.

- Aminodcidos livres: foram determinados por uma modificagdo do método de Copley (1941)
nos extratos celulares de figado e masculo caudal. Os extratos neutros foram diluidos em 200uL
de agua destilada e posteriormente um mililitro de ninhidrina 0,1% (em propanol) foram

adicionados a reacdo. Os tubos de ensaio foram vedados para impedir a evaporacao da ninhidrina
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e mantidos em banho-maria a 40°C por 30 minutos. A leitura foi realizada em 570nm contra um
padrdo 100nmoles de acido aminoacético sendo os valores expressos em umoles/g tecido.

- Proteinas totais: a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais (mg/dL) foi feita com
o Kit LabTest de Proteinas Totais (Ref.: 99), por meio do método de Biureto, que reage com as
ligacGes peptidicas das proteinas séricas, formando cor purpura, proporcional a concentracdo das

proteinas na amostra analisada, a leitura foi realizada em 545 nm.

3.3 ESTATISTICA

A exploragdo dos dados inclui a identificacdo de outliers e a transformagéo dos dados usando
raiz quadrada, para adequar aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancia.
Posteriormente foi realizada uma analise de variancia de um critério (ANOVA one way), seguido
do teste a posteriori de Tukey. As analises foram conduzidas no software R versdo 2.11.1 (R

Development Core Team, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das concentracdes de glicose, lactato, glicogénio, triglicerideos, proteinas e
aminoacidos em figado estdo expressos na Tabela 1, em musculo caudal na Tabela 2 e as
concentragdes de glicose e lactato do plasma na Tabela 3.

Observa-se alteracOes significativas nas concentragdes de glicose, triglicerideos, proteinas
e aminoacidos em figado, sendo as maiores concentracfes encontradas em glicose e aminoacidos
No grupo exposto por 24 horas e as menores concentragdes foram observadas no grupo exposto por
48 horas. As concentracdes de triglicerideos e proteinas apresentam decréscimo em ambos 0s

grupos experimentais.

Tabela 1: Concentracdo de metabdlitos em figado de Lithobates catesbeianus submetido & dose uma subletal
de cromo hexavalente por 24 ou 48 horas.

Controle 24h 48h
Glicose! 28,366 + 1,596" 32,324 + 2.148% 22,519 + 2,981°¢
Lactato? 6,274 + 1,186 5,792 + 1,393 4,713 + 2,146
Glicogénio? 34,379 + 6,337 32,694 + 5,065 25,187 + 15,662
Triglicerideos? 21,191 + 5,5182 14,735 + 2,631° 11,703 + 3,359P
Proteinas! 2,988 + 0,4752 2,396 + 0,453 1,778 + 0,426°
Aminoacidos? 67,474 + 15,649° 99,641 + 16,3422 44,037 + 13,722°

Os resultados sdo expressos na média mais ou menos de pm, letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes.
1 Expresso em mg/dL; 2 Expresso em: pmoles de glicosil glicose/mg de tecido; 3 Expresso em: umoles/g tecido

Em masculo houve mudancas significativas nas concentracbes de glicose, glicogénio,
proteinas e aminoacido. Nos grupos expostos por 24 horas ao contaminantes, as maiores
concentragOes foram encontras em glicose, glicogénio e aminoéacidos e no grupo exposto por 48
horas observou-se reducdo desses metabolitos. Sendo observado em proteinas um declinio das

concentracdes em ambos 0s grupos expostos.

Tabela 2: Concentracdo de metabdlitos em musculo caudal de Lithobates catesbeianus submetido & uma dose
subletal de cromo hexavalente por 24 ou 48 horas.

Controle 24h 48h
Glicose! 10,801 + 1,266" 13,254 + 1,258? 9,524 + 1,277°
Lactato? 0,055 + 0,002 0,046 + 0,021 0,055 + 0,020
Glicogénio? 6,169 + 2,068° 7,630 +1,871° 11,563 + 2,785?
Triglicerideos? 9,221 + 0,600 9,134 + 1,690 11,305 + 1,965
Proteinas! 0,431 + 0,0272 0,280 + 0,020° 0,278 + 0,035°
Aminoacidos? 109,766 + 9,443? 115,031 + 8,454? 67,688 + 21,434°

Os resultados séo expressos na média mais ou menos de pm, letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes.
1 Expresso em mg/dL; 2 Expresso em: pmoles de glicosil glicose/mg de tecido; 3 Expresso em: umoles/g tecido
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No plasma as concentragdes de glicose a lactato apresentaram aumentos no grupo exposto

por 24 horas e diminuiram no grupo exposto por 48 horas (Tabela 3).

Tabela 3: Concentragdo de metaboélitos em plasma de Lithobates catesbeianus submetido a uma dose subletal
de cromo hexavalente por 24 ou 48 horas.

Controle 24h 48h
Glicose 1,911+0,368" 2,793+0,5352 1,573+0,667°
Lactato 0,550+0,180° 1,204+0,2642 0,711+0,099°

Os resultados sdo expressos na média mais ou menos de pm, letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes.
1 Expresso em mg/dL;

A variacdo da glicemia é um dos indicadores classicos de respostas fisioldgicas em estudos
de estresse. A hiperglicemia € geralmente observada em animais expostos a algum tipo de estimulo
adverso. Isto possivelmente deva ocorrer para atender a maior demanda de energia necessaria para
escapar ou para enfrentar uma situacdo adversa (CRESPI; DENVER, 2005). Desta forma, o
aumento da glicemia nos tecidos avaliados do grupo Cr 24h (Tabela 1, 2 e 3), possivelmente, tenha
ocorrido em funcdo da exposi¢cdo ao cromo como uma tentativa de fornecer energia para lidar com
a intoxicacdo. A manutencdo da glicemia sanguinea é fundamental a muitos tecidos, tais como o
nervoso, por utilizarem preferencialmente glicose como fonte energética.

Conforme mostrado em trabalhos com rd touro contaminados por herbicidas atrazina,
glifosato ou quinclorac durante quatro e quatorze dias (DORNELES; OLIVEIRA; 2014) e por
cadmio durante quatro e dezesseis dias (ABDALLA et al, 2017), o tecido hepatico é o responsavel
pela manutencdo glicémica a partir da glicogendlise ou da gliconeogénese.

No caso da diminuicdo significativa das concentracGes hepaticas de glicose do grupo Cr 48h,
possivelmente ocorreram devido a diminuicgdo significativa dos niveis de glicogénio hepatico dos
animais estudados, visto que uma das respostas ao estresse consiste no rapido consumo dos niveis
de glicogénio para atender as demandas de energia aumentadas e auxiliar os processos metabdlicos
envolvidos na desintoxicacao de poluentes (ALKAHEN, 1996). Esse resultado é semelhante ao de
Mello (2017) em experimentos com Danio rerio exposto a cromo hexavalente em concentragdes
20 e 30 mg/L durante 48 horas, no qual foi observado um decrescimento das concentracdes de
glicose e glicogénio.

As concentragdes de aminoacidos livres no tecido muscular e hepatico no grupo exposto por
24 horas (Tabela 1 e 2), provavelmente estd associada a utilizacdo deste para a manutencdo da

glicemia. Conjunto a esse aumento das concentra¢des de aminoacidos observa-se a diminuigéo das
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concentracOes de proteinas dos tecidos muscular e hepatico, essa diminuigdo esté relacionada a
uma degradacédo de proteinas para obtencdo de aminoacidos.

Os aminoacidos apds serem desaminados fornecem corpos cetdnicos que podem ser
utilizados como fonte de energia, conforme mostrado por Abdalla e colaboradores (2017), ja
citados, essa mobilizacdo pode estar associada a uma maior demanda energética frente a uma
resposta de defesa fisiologica dos grupos expostos frente a contaminacéo.

As concentracOes de triglicerideos diminuiram no tecido hepéatico dos dois grupos expostos
(Tabela 1), a diminuicdo desse metabolito pode estar relacionada a utilizacdo de acidos graxos e
glicerol como fonte energética para manter o nivel da glicemia alta em momentos de jejum ou
quanto a alta demanda energética, como é o caso devido a presenca de um agente estressor.
Dorneles e Oliveira (2014), ja citado, também foi observado a diminuicdo dos os niveis de
triglicerideos em musculo e em figado, o que ndo ocorre nesse trabalho.

Em relagdes as concentracGes de lactato obtidas no musculo e no figado, ndo foi observado
alteracOes significativas (Tabela 1 e 2). Esse resultado é corroborado pelo trabalho de Mello (2017),
ja citado, que aponta duas hipéteses para a baixa producdo de lactato sendo uma quando ndo ha
alto gasto energético e outra quando as reservas de glicogénio sdo suficientes para suprir esse gasto,
sendo essas possiveis causas pela qual ndo houve diferenca significativa nos niveis de lactato.

A alteracdo nos niveis de lactato pode ou ndo ocorrer diante de um estresse quimico
dependendo da via glicdlitica ativada em cada situa¢do, como o lactato o produto final da glicélise
anaerdbia este s6 vai ser produzido se esta via for a ativa, nesse caso provavelmente, a via ativa €
a glicose aerdbia, portanto, ndo ocorre a producdo do lactato e ndo se observa uma alteracdo em
suas concentragdes (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2012).

No plasma, observou-se um aumento na concentragédo de lactato no exposto por 24 horas e
48 horas em relacdo ao controle, devido a alta demanda de oxigénio causada pela exposi¢cdo ao
cromo, 0s organismos podem estar realizando fermentagdo lactica no musculo, entretanto, ndo é
possivel observar isso diretamente nas concentragdes de lactato no tecido muscular devido ao
dinamismo do processo, constata-se a realizacdo da fermentacao lactica pela presenca de lactato
no plasma. Outra hipdtese é que algum tecido ndo analisado nesse trabalho pode estar fazendo
glicose anaerobica e a presenca desse metabolito no plasma é decorrente do transporte do mesmo

pelo sangue.
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5. CONCLUSAO
Conclui-se que a exposi¢do a uma solucgéo subletal de Cr (VI) por 24 ou 48 horas causa
alteracdes das concentragdes teciduais de metabodlitos em girinos de Lithobates catesbeianus,
consequentemente, causando um desequilibrio da homeostase sendo necessario para o organismo

um maior gasto energético para se reestabelecer frente ao contaminante.
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