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RESUMO

A extracdo mineral em larga escala, no Estado do Amap4, teve inicio em meados do século
XX. Este tipo de empreendimento traz considerdveis impactos negativos ao meio ambiente,
consequentemente com prejuizos diversos aos organismos. Esta dissertacdo objetivou
conhecer a possivel influéncia da atividade de garimpo na condi¢do de saude de peixes,
através de avaliagbes em trés tecidos: hepéatico (Metalotioneina, MT), cerebral
(Lipoperoxidagdo - LPO, Glutationa S-transferase - GST, Superoxido dismutase - SOD,
Catalase - CAT, Glutationa peroxidase - GPx e Glutationa - GSH) e muscular (ACHE);
pertencentes a bacia do Rio Cassiporé, em quatro pontos no entorno do Modulo 1V da
Floresta Estadual do Amapa — FLOTA, em dois periodos (chuvoso e seco) no ano de 2012.
Os pontos foram determinados de acordo com o grau de influéncia do garimpo localizado em
Lourenco (Lourengo > Ponte > Vila Velha > Vila Tapereba). Os resultados de MT indicaram
alteracfes em todos os pontos quando foram comparados os periodos, sendo que somente em
Vila Velha houve aumento significativo (p < 0,05), sendo observada variacdo significativa
entre pontos no mesmo periodo somente o periodo chuvoso. LPO apresentou variacdo
significativa em dois pontos (Ponte e Vila Velha) quando feita a comparacdo entre 0s
periodos; GST apresentou diferenca significativa em Lourenco e Vila Taperebd (entre
periodos), além de apresentar variacdo significativa entre pontos no mesmo periodo; SOD
apresentou diferenca significativa (entre periodos) em todos os pontos, contudo a atividade
dessa enzima foi minima; CAT ndo apresentou atividade em nenhum local de coleta em
ambos os periodos; GPx e GSH apresentaram diferenca significativa em trés pontos, a
excecdo foi Lourenco (entre periodos), entretanto, GSH apresentou diferenca entre pontos de
coleta no periodo seco. Com relagdo a ACHE, os resultados, com excecao do ponto Lourenco,
indicam uma possivel inibicdo enzimatica. Dos varios fatores que podem afetar a sintese de
MT, a maturacdo gonadal, a priori, € a que melhor explica a diferenca significativa existente
entre os periodos de coleta no ponto Vila Velha. LPO, SOD e CAT apresentaram valores
menores em relacdo a outros estudos, levando-se a acreditar que nao houve influencia o
suficiente para a ativacdo destes parametros, principalmente LPO, ou possivelmente houve
inativacdo em decorréncia de agentes exdgenos. O nivel de GSH foi considerado baixo, fator
que pode ser explicado pela elevada atividade de GPx, ja que esta utiliza a GSH como
substrato, mesma estratégia utilizada pela GST e que, possivelmente, por esta razdo a GST
tenha apresentado atividade reduzida. Conclui-se que os peixes da bacia do Rio Cassiporé
podem estar sofrendo estresse oxidativo pela acdo de algum agente exdgeno, ou mesmo
enddgeno, como no caso da metalotioneina. De forma a obter maior entendimento sobre o0s
resultados apresentados faz-se necessaria a realizacdo de estudos complementares,
principalmente com relacdo ao grau de contaminacao da &gua por metais pesados.

Palavras-chave: defesa antioxidante, estresse oxidativo, mineragéo.



ABSTRACT

The large-scale mineral extracting in the State of Amapa started in the beginning of the
twentieth century. This kind of undertaking brings several negative impacts to the
environment, consequently with harm to organisms. This dissertation had as a goal, to find
out the influence of this mining activity on fish health, through assessments in three tissues:
liver (Metallothionein - MT), brain (Lipid peroxidation - LPO, Glutathione S-transferase -
GST, Superoxide dismutase - SOD, Catalase - CAT, Glutathione peroxidase - GPx and
Glutathione - GSH) and muscle (Acetylcholinesterase - ACHE); belonging to the River Basin
Cassiporé in four points surrounding the Module 1V of Amapa State Forest - FLOTA in two
seasons (wet and dry) in the year 2012. The points were determined according to the degree of
influence of mining situated in Lourenco (Lourenco > Ponte > Vila Velha > Vila Tapereba).
Results of MT showed alterations in all sampling locations when seasons were compared, and
only in Vila Velha there was a significant increase, being observed significant variation
between points in the same period only the rainy season. LPO showed significant variation in
two sampling locations (Ponte and Vila Velha) when compared seasons; GST showed
significant difference in Lourenco and Vila Tapereba (between seasons), besides showing
significant variation among sampling locations in the same season; SOD showed significant
difference in al sampling locations, however this enzyme activity was minimal. CAT did not
show activity in any sampling locations in both seasons. GPx and GSH showed significant
difference in three sampling locations, except for Lourenco (between seasons); yet, GSH
showed difference among the sampling locations in the dry season. Regarding ACHE activity,
the results show a possible enzyme inhibition, except for Lourenco, carried out in the dry and
rainy seasons, respectively. Among the several factors that can affect MT synthesis, gonadal
maturation, a priori, is the one which best explains the significant difference between the
seasonal periods in Vila Velha. LPO, SOD and CAT showed lower values than the ones in
other studies, leading to believe there was not enough influence to activate these parameters,
mainly LPO, or possibly there has been inactivation due to exogenous agents. The GSH level
was considered low, which can be explained by the high GPx activity, since it uses GSH as
substrate, the same strategy used by GST, and possibly for this reason GST may have showed
reduced activity. In the results obtained from ACHE, apparently there was no influence of
abiotic factors concerning to this enzyme activity. It was led to consider its activity was
inhibited by some exogenous agent. It was concluded the fish from the Cassiporé River Basin
may be suffering oxidative stress, by some exogenous or even endogenous agent, as in the
case of metallothionein. Further studies are necessary, mainly concerning the water
contamination level by heavy metals.

Keywords: antioxidant defense, oxidative stress, gold mining.
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1 INTRODUCAO

A extracdo de recursos naturais € um capitulo importante na historia do Brasil, pois
esta atividade serviu como subsidio a ocupacdo territorial, além de ser, durante muito tempo,
um dos principais alicerces da economia nacional (FARIAS, 2002). Dessa forma, as
exploracGes madeireiras e minerais serviram como base para a ocupacdo da Amazonia, uma
das ultimas fronteiras (SANTOS, 2002).

A primeira experiéncia na extragdo de minérios na Amazonia iniciou-se em meados do
século XX com a concessdo, pelo Governo Federal, para a extragdo de manganés em Serra do
Navio, na regido central do entdo Territério Federal do Amapa, pela Industria e Comércio de
Minérios S.A. (Icomi). Apds este marco, ocorreram diversos incentivos para a extracdo de
recursos minerais, aliada a politica de ocupacdo da Amazodnia, principalmente no periodo pos
1964.

Em meados da década de 80, houve uma grande valorizacdo do ouro no mercado
internacional, e consequentemente uma expansao de sua exploracdo industrial na Amazonia,
sendo que no Estado do Amapa teve destaque o embate entre a Mineracdo Novo Astro
(MNA) com garimpeiros que ja faziam a lavra desse minério nos garimpos Mutum e
Lourenco, no Municipio de Calcoene (MONTEIRO, 2005a).

Com o encerramento das atividades da MNA, em 1995, esta transferiu os direitos de
mineracdo a recém-criada Cooperativa de Mineracdo dos Garimpeiros do Lourengo
(COOGAL), atuante até hoje na area. Ainda na década de 80, outra empresa, a Mineracdo
Yukio Yoshidome S.A. (MYYSA), atuava em uma area proxima aquela utilizada pela MNA.
A MYYSA utilizava, para exploracdo de ouro, mercario sem nenhum controle, e encerrou
suas atividades em 1992, deixando um rastro de degradacdo ambiental (MONTEIRO, 2005b).

Os impactos causados pela mineracdo no Brasil podem ser classificados da seguinte
forma: poluicdo da &gua, do ar, sonora e subsidéncia do terreno. Com relagdo a poluicdo
aquatica, os impactos mais frequentes sdo a utilizacdo inadequada do mercurio (Hg) e o
aumento da turbidez (FARIAS, 2002).

Lacerda (1997a) apresentou dados referentes a origem do mercdrio presente no meio
ambiente. Segundo o autor, 0 maior responsavel pela contaminacdo ambiental € o garimpo de
ouro, seguido pelas fontes industriais e pela emissdo por fontes difusas, ja esta nas areas
urbanas, principalmente. Segundo o mesmo autor, essas alteracdes das fontes poluidoras

dificultam o seu monitoramento, além de terem consequéncias imprevisiveis.
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H& muita dificuldade em estimar a quantidade de Hg liberado na extracdo de ouro,
uma vez que existe atividade mineradora de pequena escala, fazendo com que esta atividade
tenha mobilidade. Um grave problema na utilizacdo descontrolada de mercurio neste tipo de
atividade é que cerca de 65 % do Hg utilizado vai pra atmosfera e o restante contamina o solo
e a agua, principalmente pelo despejo dos rejeitos contaminados (LACERDA, 1997b).

A partir do momento em que metais pesados atingem corpos hidricos, estes se movem
parcialmente através da correnteza, tendo como principais carreadores 0s solidos suspensos e
os sedimentos (HAIYAN e STUANES, 2003). No entanto, além da mineracdo, atividades
associadas ao desenvolvimento urbano e industrial podem ocasionar aumento na poluicdo
através da liberacdo de arsénio (As), cddmio (Cd), chumbo (Pb), Hg, zinco (Zn), aluminio
(A, ferro (Fe), niquel (Ni), cromo (Cr), cobre (Cu), estanho (Sn), selénio (Se), prata (Ag) e
berilio (Be) (HAMILTON e MEHRLE, 1986; HODSON, 1988).

A acdo desses agentes pode afetar processos metabolicos, fazendo com que ocorra um
desequilibrio homeostatico no organismo. Um exemplo desse desequilibrio sdo mudancas nas
concentracdes de espécies reativas de oxigénio (ERO), causando estresse oxidativo que pode
ser definido como “...uma situacdo em que a concentracdo estavel de ERO ¢ temporariamente
ou cronicamente aumentada, perturbando o metabolismo e regulacéo celulares e prejudicando
os constituintes celulares” (LUSHCHAK, 2011, pg. 15) e que pode causar morte celular
(RAMOS et al., 2000; MARTINEZ, 2006).

A fim de se estudar os possiveis impactos causados por agentes exdgenos ao meio
ambiente, comumente se utilizam marcadores biologicos, que sdo considerados ferramentas
importantes quando se trata de averiguar a qualidade ambiental por parte dos cientistas (NRC,
1987).

Diversas analises podem ser utilizadas como forma de avaliar o risco ambiental e,
principalmente, o nivel de contaminacdo nos peixes. Para tanto, deve ser realizado o0 uso
combinado de biomarcadores em peixes, para que desta forma se tenha uma melhor viséo da
qualidade ambiental. Dessa forma, as respostas geradas por esses biomarcadores podem
ajudar na elucidacdo de eventos moleculares que ocorrem apds exposicdo dos animais aos
xenobioticos quimicos. Assim, a importancia de tais resultados na avaliagdo de potenciais
perigos e riscos quando ocorre a presenca de poluentes toxicos no meio ambiente (VAN DER
OOST et al., 2003).

Fontes poluidoras, como por exemplo, 0s rejeitos originados de atividades
mineradoras, contaminam os cursos d’agua e, consequentemente, os animais que porventura

tenham contato com esta fonte. Logo, a verificacdo da condicéo de saude dos animais, no caso
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deste estudo a ictiofauna, apresenta relevancia biologica e ecoldgica, podendo alcangar a
esfera da salde publica. Pesquisadores, como Akagi et al. (1995) também demonstram essa
preocupacdo tanto com pessoas que trabalham com a atividade mineradora, como os aquelas
que vivem a jusante deste tipo de empreendimento.

Os peixes podem ser facilmente contaminados pela forma organica do Hg
(metilmercurio - MeHg) (CLARKSON, 1990; CAUSSY et al., 2003; CLARKSON et al.,
2003), fato que pode ser considerado preocupante, visto que estdo entre as principais fontes de
alimento de ribeirinhos que residem ao longo dos corpos hidricos que compdem a bacia
amazonica. Esta relagdo entre consumo de pescado e aumento da contaminagdo por Hg foi
observado por Airey (1983), ao relacionar fatores como grau de exposicdo, idade e sexo,
assim como estudos realizados em populacdes ribeirinhas do Rio Madeira (Padovani et al.,
1995), no Rio Tapajés e proximo a um garimpo em um lago no centro do Estado do Amapéa
(Akagi et al., 1995; Pinheiro et al., 2000).

3

A ecotoxicologia foi inicialmente conceituada como “..um ramo da toxicologia
preocupado com o estudo dos efeitos toxicos, causados por poluentes naturais ou sintéticos
aos constituintes do ecossistema, animais (incluindo o homem), vegetais e microbianas, em
um contexto integral.” (TRUHAUT, 1977, p. 152). Ou seja, 0 estudo ecotoxicoldgicos baseia-
se nos efeitos dos componentes tdxicos existentes no ambiente atuando sobre os ecossistemas
e seus componentes ndo-humanos (FERNICOLA et al., 2003).

Exemplo de agentes tdxicos, os metais pesados podem estar disponiveis no meio
ambiente através de dois processos: natural ou antropico (MUNIZ e OLIVEIRA-FILHO,
2006). Caracteristicas como hidrossolubilidade, rapida absor¢do por organismos aquéticos e
forte ligagdo com grupos sulfidrila (causa de mudangas estruturais nas atividades
enzimaticas), faz com que os metais sejam importantes causas de poluicdo ambiental
(HODSON, 1988).

A contaminacdo ecossistémica pode variar desde a perda total da biota a
consequéncias mais sutis como alteragfes na reproducéo, crescimento e mortalidade de uma
populacdo. Em organismos aquaticos esta contaminacdo ocorre por ions livres, metais em sua
forma organica ou por anions inorganicos através do processo respiratdrio ou pela cadeia
trofica. A presenca de metais liberados a longo prazo em pequenas quantidades também pode
causar grandes impactos ao meio ambiente, por isso a estimativa de concentragdes minimas
permitiriam o crescimento e a reproducdo, que juntos permitiriam uma sobrevivéncia a longo

prazo, contribuindo para a protecdo da biota, em especial a aquatica (HODSON, 1988).
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Tem-se sugerido que a MT desempenha a importante tarefa na regulacdo metabdlica
de elementos traco (BREMNER e BEATTIE, 1990; GAGNE et al., 1990). Sendo que ha certa
hierarquia nas ligacdes entre MT e 0s metais, além de que sua sintese dependera do tipo de
instigador e de qual gene é ativado (BREMNER e BEATTIE, 1990).

Conforme o fator que estd sendo analisado, este pode afetar de diferentes maneiras o
nivel de MT, pois hormoénios como os glicocorticoides e os peptidicos tendem a induzir a
sintese desta proteina, enquanto fatores como temperatura e o status nutricional afetam sua
ligacdo com os metais. Em decorréncia de fatores como a quantidade de informacéo
disponivel e a variedade de métodos utilizados na quantificacdo de MT, esta proteina
apresenta um forte potencial como biomarcadora na avaliacdo de risco ambiental por metais
toxicos. Entretanto, devido a falta de compreensdo acerca de sua funcdo bioldgica, ndo é
possivel estabelecer uma ligacdo entre mudancas do seu nivel e caracteristicas prejudiciais a
celula (VAN DER OOST et al. 2003).

Bremner e Beattie (1990) levantam a hip6tese de que a a¢do de desintoxicagdo da MT
pode nao ser sua funcdo principal, uma vez que, evolutivamente, sua funcéo estivesse ligada
ao metabolismo de elementos essenciais ao inveés dos ndo essenciais. Todavia, tem-se
demonstrado a importancia e a eficacia desta proteina como biomarcador (FIGUEIRA et al.,
2012).

Diversos estudos tém demonstrado que a MT pode ser sintetizada sob influéncia de
diversos agentes, tais como ions metalicos (CHOVANEC et al., 2003), maturacdo gonadal
(POVLSEN et al., 1990), estresse fisicos ou inflamatérios (BREMNER e BEATTIE, 1990),
acido L-ascorbico (ONOSAKA et al., 1987), agentes alquilantes (KOTSONIS e KLAASSEN,
1979), substancias internas que produzem radicais livres (SATO e BREMNER, 1993), além
de que pode ser influenciada pela idade, sexo e tipo de tecido (RHEE et al., 2009).

Todavia, deve-se considerar que estudos realizados com animais oriundos de ambiente
natural sdo dificeis de serem avaliados, visto que as condi¢Bes enfrentadas pelos peixes ndo
serem as mesmas de um estudo em laboratério (ambiente controlado) (LINDE et al., 2001).

Segundo Fry (1971) essa influéncia ambiental sobre o organismo pode ser
diferenciada em cinco categorias: letal, controle, limite, camuflagem e fatores diretivos; a
primeira categoria ocorre quando uma identidade ambiental atua destruindo a integracdo do
organismo, sendo que esta destruicdo deve ser independente da taxa metabolica. Conquanto,
os efeitos causados nas populagdes silvestres sdo dificeis de ser detectados, uma vez que estes

organismos tendem a apresentar tais efeitos apds um longo periodo. Dessa forma, quando tais
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efeitos tornam-se visiveis, 0s processos muitas vezes estdo além do ponto de reversdao (VAN
DER OOST et al., 2003), causando a morte do organismo.

Todavia, muitos animais apresentam a capacidade de reduzir a toxicidade dos
xenobidticos (compostos quimicos estranhos a um organismo ou sistema bioldgico), através
de enzimas e, dessa forma, facilitar sua excrecdo. Contudo, muitos agentes quimicos sao
resistentes a degradacdo, fazendo com que ocorra seu acimulo nos tecidos tornando-os
extremamente toxicos (RANDALL et al., 1996). Alem disso, a toxicidade de um determinado
composto quimico externo pode ser afetada diretamente pelo metabolismo do proprio
organismo, podendo ocorrer o processo de desintoxicacdo (efeito benéfico) ou até mesmo a
bioativacdo do agente (efeito nocivo) (VAN DER OOST et al., 2003).

No entanto, a simples presenca de compostos xenobidticos no meio ndo pode, de
forma isolada, ser um indicador de efeitos prejudiciais. Para isso, relacdes devem ser
estabelecidas em trés niveis: grau de exposicdo externa, niveis internos de contaminacéao
tecidual e efeitos adversos detectados precocemente (VAN DER OOST et al., 2003).

A toxicidade de um metal pesado esta em sua biodisponibilidade no meio, ou seja, na
guantidade de ions livres que podem se ligar a matéria organica (MUNIZ e OLIVEIRA-
FILHO, 2006). Esta toxicidade pode variar de acordo com a concentracdo do agente toxico,
no entanto a concentracdo deste agente no ambiente pode nédo explicar totalmente a questao de
sua toxicidade, uma vez que a quantidade absorvida pelo peixe pode ser modificada pelo
mesmo agente toxico (FRY, 1971).

O Hg é altamente tdxico aos seres vivos, podendo ser facilmente encontrado no meio
ambiente, afetando seriamente os animais por prejudicar diversas células, como por exemplo,
as renais, 0s neurdnios ou os hepatdcitos (FILIPAK NETO, 2007).

Em humanos, a contaminacdo por metilmercurio (MeHg) tem como alvo principal as
células cerebrais (CLARKSON et al.,, 2003). Segundo Pickering e Pottinger (1995),
exposicdo a agentes toxicos desencadeia respostas neuroenddcrinas, como por exemplo, a
estimulacéo do sistema simpatico-cromafin e do eixo hipotdlamo-hipofise-interrenal.

Um componente importante que age no sistema de defesa do animal € a
metalotioneina (MT), encontrada no figado e em outros tecidos, atuando principalmente como
regulador do metabolismo intracelular de Cu e Zn. Essa proteina é rica em cisteina, cuja
fungdo é o sequestro de certos metais das familias 1B e IIB (atualmente Grupos 11 e 12
respectivamente), como Cu, Zn, Cd, Hg, impedindo-os de se ligarem a outras proteinas
(BRADY, 1982; PICKERING e POTTINGER, 1995).
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BIOMARCADORES

Marcadores biologicos, também conhecidos como biomarcadores, sdo indicadores que
sinalizam eventos em sistemas bioldgicos ou amostras, ou seja, refletem a interacdo entre o
sistema bioldgico e um agente ambiental, além de indicarem possiveis danos em seu estado
inicial, evitando-se que tais efeitos tornem-se irreversiveis (HACON, 2003; MARTINEZ,
2006), sendo divididos em trés grupos: os de efeito, de suscetibilidade e de exposi¢do. Os
biomarcadores de efeitos sdo aqueles que podem indicar um componente enddgeno, a
mensuracdo da capacidade funcional ou alteragdes no estado do sistema. J& um marcador
bioldgico de suscetibilidade é um indicador da salde do sistema, sendo muito sensiveis as
exposicOes por agentes xenobioticos. Por fim, os marcadores de exposicdo sdo aqueles que
detectam uma substancia exdgena dentro do sistema, a ligacdo entre componentes exdgenos e
enddgenos ou qualquer outro evento sistémico relacionado a exposicdo (NRC, 1987).

A resolugdo do CONAMA N° 357, de 17 de Margo de 2005 informa sobre o uso de
indicadores ambientais em relacdo a qualidade dos ambientes aquaticos que pode, quando
cabivel, ser avaliada por indicadores ambientais, fazendo-se uso de organismos e/ou
comunidades aquaticas (BRASIL, 2005).

A fim de avaliar a exposicdo e os efeitos causados por poluentes ambientais em
ecossistemas aquaticos, podem ser citados 0s seguintes biomarcadores: enzimas fase |,
enzimas fase Il, parametros de estresse oxidativo, proteinas do estresse, metalotioneina
parametros  hematoldgicos, imunol6gicos, reprodutivos, enddcrinos, neurotdxicos,
genotoxicos e, por fim, fisioloégicos e morfoldgicos. Determinadas enzimas sdo muito
utilizadas em pesquisas cientificas com funcdo de biomarcadores. Tais enzimas estdo
associadas a desintoxicacdo de agentes nocivos e seus metabolitos, ocorrendo com maior
frequéncia no figado (VAN DER OOST et al., 2003; MARTINEZ, 2006).

Estudos tém apresentado a atuacdo de biomarcadores como uma boa prética na
avaliacdo ambiental. Tais biomarcadores sdo divididos em trés grupos: os moleculares, 0s
celulares e ao nivel de individuo. Além disso, tal ferramenta apresenta caracteristicas
importantes, tais como a interacdo contaminante-organismos vivos e a possibilidade de
mensuracdo de efeitos subletais de xenobidticos (JESUS e CARVALHO, 2008).

Quando se utiliza peixes como fontes de biomarcadores, deve-se levar em
consideracdo que uma variabilidade de respostas fisiologicas bésicas é ativada conforme a
espécie estudada e a resposta de alguns biomarcadores para agentes toxicos podem se tornar

aparentes, assim como é valido lembrar que certos 6rgaos sao mais suscetiveis que outros, tal
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fator também dependera do tempo de exposi¢do (VAN DER OOST et al., 2003; CAO et al.,
2012; SOUID et al., 2013).

No entanto, estudos alertam para o fato de se analisar varidveis ndo poluentes, uma vez
que tais variaveis podem afetar o sistema enzimatico, interferindo na resposta dos
biomarcadores, principalmente quando as varidveis ndo sdo totalmente analisadas ou
controladas. Séo exemplos dessas varidveis: comportamento, sexo, idade, periodo
reprodutivo, estadgio de desenvolvimento, densidade populacional, atividade metabdlica,
dentre outras (NRC, 1987; VAN DER OOST et al., 2003). A fim de se entender melhor,
quando sdo analisados os periodos de pré e pOs-exposicdo a algum agente, podem ocorrer
interpretacdes conflitantes acerca do significado ecoldgico dos efeitos desta exposi¢do, mas
guando sdo analisados os processos que regulam a populacdo (crescimento, fecundidade,
densidade populacional) a aparente inconsisténcia passa a ser melhor compreendida (POWER
e McCARTY, 1997).

Por isso, 0 uso de biomarcadores para avaliar o risco ambiental necessita de cuidados
especiais, uma vez que varias substancias podem afetar o mesmo biomarcador, além de que as
relacBes entre respostas entre biomarcadores e os efeitos em nivel de populacGes naturais ndo
s&o bem definidas. E devido a essas limitacbes que se deve ter cuidado em definir condigdes
de referéncia (VAN DER OOST et al., 2003).

DEFESAS ANTIOXIDANTES

Hermes-Lima (2004) expde que praticamente todas as formas de vida possuem algum
sistema de defesa contra as espécies reativas de oxigénio, e este sistema pode ser dividido em:

o Defesa primaria enzimatica ou ndo enzimatica;

o Defesa auxiliar, servindo de base a defesa priméria;

o Complexo de proteinas/fenzimas metalicas e compostos de baixo peso
molecular, que atuam na prevencdo ou minimizacdo de metais pesados na
geracdo de radicais livres;

o Sistema e restauracdo enzimatica que repara biomoléculas danificadas por

espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio.

Radicais livres sdo produzidos de forma natural pelo organismo. No entanto, em certos
casos esse equilibrio pode ser afetado, levando a perturbacbes no balanco redox, podendo

ocasionar alteragcbes quimicas em proteinas, lipidios, carboidratos e nucleotideos, que sdo
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percebidas pelo sistema com a ativacdo de defesas via feedback (SLATER, 1984,
LUSHCHAK, 2011). Tais defesas podem ser classificadas em enziméticas e ndo enzimaticas,
ou ainda como antioxidantes de pouca e elevada massa molecular. Sdo exemplos de enzimas
que auxiliam na defesa contra o estresse oxidativo: superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST) e glutationa redutase
(GR) (WINSTON, 1991; DOYOTE et al., 1997; PARIHAR et al., 1997; RAMOS et al.,
2000; DEATON e MARLIN, 2003; VINCENT et al., 2007; LUSHCHAK, 2011; ASSIS et
al., 2013). Ja como exemplos de defesas ndo enzimaticas, temos a glutationa (GSH), o
ascorbato (Vitamina C), o alfa-tocoferol (Vit. E), o retinol (Vit. A) e o beta-caroteno
(WINSTON, 1991; DOYOTTE et al., 1997; DEATON e MARLIN, 2003; RODRIGO et al.,
2007; RAMOS et al., 2000; LUSHCHAK, 2011; ASSIS et al., 2013).

Esse sistema de defesa, mesmo apresentando um objetivo Unico (protecdo contra o
estresse oxidativo), apresenta certa peculiaridade, ou seja, as enzimas apresentam certas
funcdes especificas que podem ser apenas parcialmente substituidas por outra defesa
antioxidante. Logo, mesmo ocorrendo compensacdo por outras enzimas pela falta de uma
atividade enzimatica, isso ndo, necessariamente, impede que ocorra estresse oxidativo
(BAGNYUKOVA et al., 20053, b).

A funcdo da enzima SOD ¢ catalisar o anion superéxido (O,"), tendo como produto
oxigénio molecular e perdxido de hidrogénio (H,0,) [reacdo (1)]. Com a producédo de H,O»,
entra em acdo a CAT, cuja funcdo é metabolizar aquele composto em agua e oxigénio
molecular [reacdo (2)]. Tendo a GSH como co-fator, a GPx catalisa hidroperdxidos organicos
(L-OOH) e H,0O, em H,0 [reacdes (3) e (4)]. Ja a GST catalisa 0 complexo GSH+xenobiotico
produzindo o radical GSH [reacdo (5)] (RAMOS et al., 2000; HERMES-LIMA, 2004,
MARTINEZ, 2006).

20," + 2H" — 0, + H,0, (1)
2H,0; — 2H,0 + O, (2)
2GSH + L-OOH — GSSG + L-OH + H,0 (3)
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 (4)
GSH + xenobidtico — GS — xenobidtico (5)

O principal objetivo das enzimas antioxidantes, como por exemplo, SOD, CAT, GPx e
GR, é a defesa do organismo frente as espécies reativas de oxigénio (ERO), fazendo com que

aconteca a desintoxicacdo dos radicais livres em moléculas nao-reativas (VAN DER OOST et
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al., 2003; MARTINEZ, 2006). Exemplo deste mecanismo de defesa é o estudo realizado por
Filipak Neto (2007), no qual o autor observou que hepatécitos de Hoplias malabaricus
ativaram mecanismos de defesa antioxidantes (CAT e GST) na tentativa do organismo
reestabelecer o balanco redox. Todavia, a atividade enzimatica parece estar diretamente
relacionada com o tipo de tecido analisado (SAMPAIO et al., 2010), além de que dependera
de fatores abidticos como, por exemplo, salinidade e exposi¢do a metais (BAYSQY et al.,
2012).

Por se tratar de um sistema complexo e sujeito a influéncia de diversos fatores
externos e internos, um organismo pode reagir de diversas formas. Um exemplo disso s&o os
resultados obtidos por Wilhelm Filho et al. (2001) que demonstram uma relacdo de
dependéncia direta entre SOD, GST, glutationa total e danos histologicos, haja vista que estas
enzimas ndo apresentaram atividade significativa.

Dentre as enzimas que participam do mecanismo de defesa, 0 aumento da atividade da
SOD pode ser avaliado com um potencial causador de estresse oxidativo, visto que este
produz H,0,, quando os niveis de outras enzimas (CAT e GPx, principalmente) néo
encontram-se em niveis considerados normais (VAN DER OOST et al., 2003; OBA, 2006).

Ja GPx tem como funcdo a catalise da biotransformacdo de peroxido de hidrogénio
(H20,) em &gua e concomitantemente a reducdo de GSH em GSSG, sua forma oxidada, além
de atuar na protecdo da membrana celular contra peroxidacao lipidica (VAN DER OOST et
al., 2003; OBA, 2006). A GSH apresenta um papel essencial na desintoxica¢do, como um
mecanismo de resposta a xenobiéticos, além de participarem na sintese de proteina e de
prostaglandina (VAN DER OOST et al. 2003).

De acordo com Oba (2006), mecanismos antioxidantes aparentemente trabalham de
forma sinérgica, favorecendo o bem estar do animal frente as condicdes de estresse oxidativo.
No entanto, em ambiente natural ndo ha como suplementar a dieta dos peixes permitindo
preparo para acdo para situacdes de desafio que possam ocorrer, dependendo os animais
exclusivamente de sua adaptagéo.

Além das condicBes apresentadas para uma resposta adaptativa adequada do
organismo, aparentemente, o tempo e o nivel de poluente ao qual o peixe foi exposto parece
determinar o tipo de resposta em relacdo as enzimas de biotransformacéo e aos antioxidantes
ativados por eles, sendo que tal resposta dependera das condigdes funcionais de 6rgédos e
tecidos responsaveis por tais incumbéncias (WILHELM FILHO et al., 2001).

Além das defesas citadas anteriormente, a atividade enzimatica da colinesterase (CHE)

também pode ser utilizada na avaliacdo da saude de peixes. Esta enzima estd presente em
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vertebrados e invertebrados, sendo de dois tipos: acetilcolinesterase (ACHE) e
butirilcolinesterase (BCHE), presentes nos tecidos cerebral e muscular (MASSOULIE e
TOUTANT, 1988; STURM et al., 1999; BONACCI et al., 2009; ASSIS et al., 2011). Esta
enzima também esté presente na regulacdo da acetilcolina nas fendas sinapticas (VAN DER
OOST et al., 2003), catalisando sua hidrélise em colina e acido acético.

Estudos tém demonstrado a acdo de pesticidas na atividade enziméatica da ACHE. As
acOes destes poluentes, muitas vezes de forma sinérgica, inibem a atividade da ACHE
cerebral, podendo afetar o crescimento, sobrevivéncia, promovendo distdrbios de
coordenacdo, diminuicdo da velocidade de natacdo, perda do reflexo de equilibrio, além de
ocasionar anomalias comportamentais, como por exemplo, alteragdes dos comportamentos
alimentar ou reprodutivo e, em altas concentracdes, pode ocasionar a morte, mas esse fator
dependerd da condicdo fisiolégica do animal (CHRISTENSEN et al., 1982;
KOZLOVSKAYA e MAYER, 1984; PAVLOV et al., 1992; DEMBELE et al., 2000;
BEAUVAIS et al., 2001; DUTTA e ARENDS, 2003; JUNG et al., 2007; RODRIGUEZ-
FUENTES et al., 2008). Todavia, a propria acetilcolina em excesso pode causar inibi¢do da
atividade da ACHE (MASSOULIE e TOUTANT, 1988).

Quando ocorre a inativagdo desta enzima, por exemplo, pela acdo de algum
organofosforado ou de um éster carbamato, o nivel de acetilcolina permanece alterado,
ocorrendo continuos estimulos no musculo ou nas fibras nervosas, com consequente exaustao
e tetania (FUKUTO, 1990). Contudo, quando se trata de analises com espécimes provenientes
de ambientes naturais, a reducao dos niveis de ACHE pode se dar em decorréncia a acédo de
outros agentes neurotdxicos (STURM et al., 1999), uma vez que neste tipo de estudo ndo ha
como ter um ambiente controlado.

Pesticidas organofosforados sdo comumente aplicados em empreendimentos agricolas.
No entanto, quando tais empreendimentos estdo proximos de cursos d’agua, podem causar sua
contaminagdo e, consequentemente, toxicidade aguda ou crénica nos organismos aquaticos
(BOONE e CHAMBERS, 1996), no entanto, um fator interessante é que ndo ocorre
especificidade da inibicdo de CHE por parte dos pesticidas (ASSIS et al., 2011), ou seja,
varios agentes exdgenos podem interferir na atividade desta enzima.

A acdo aguda de produtos organofosforados pode inibir em torno de 70-80% a
atividade cerebral ou muscular de CHE ou ACHE em peixes e, dependendo da espécie,
inibigdes acima de 50% podem ocasionar a morte do animal, sendo que peixes aparentam
possuir grandes reservas de ACHE, além de que uma minima quantidade desta enzima possa
manter a vida (COPPAGE e MATTHEWS, 1974; KOZLOVSKAYA e MAYER, 1984;
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BOONE e CHAMBERS, 1996). Chandrasekara e Pathiratne (2007) sugerem que O
comprimento do corpo de Oreochromis niloticus deva ser considerado quando se utiliza a
atividade de ACHE cerebral como biomarcador, visto que animais maiores apresentaram
menor inibicdo quando comparado com peixes menores expostos a pesticidas.

A acdo do metil paration, principal composto ativo de inseticidas, inibe de forma
severa a atividade da ACHE no cérebro, ocasionando auséncia de estimulos, reducdo da
natacdo, além de falta parcial de reflexos. No entanto, ACHE ndo apresenta a mesma
importancia para 0s peixes como € para outros animais, como mamiferos (AGUIAR et al.,
2004).

A ACHE ¢ de grande importancia para a sobrevivéncia do animal, uma vez que sua
atividade esta ligada ao posicionamento, evasao e orientacdo alimentar do peixe (BEAUVAIS
et al.,, 2001; DUTTA e ARENDS, 2003). Inibicdo severa de ACHE pode ser considerada
como um evento que antecede a morte de peixes. Logo, a quantificacdo da atividade desta
enzima pode ser utilizada para avaliar o grau de contaminacéo no organismo (AGUIAR et al.,
2004).

Existem duas formas de se estudar o monitoramento de xenobioticos, in vivo ou in
vitro. A primeira tem como vantagem a sinalizacéo da inibicdo de CHE apds dias ou semanas
da exposicdo, mesmo que a quantidade do agente seja minima; ja a segunda tem como
vantagem a precisdo da acdo do agente exdgeno e sua consequente acdo inibitoria, além de
evitar o contato dos pesticidas e complexos desintoxicantes (ASSIS et al., 2011).

Diversos estudos utilizaram o tecido cerebral como parametro na avaliacdo da acdo de
compostos xenobioticos na atividade enzimatica da CHE (BEAUVAIS et al., 2001; DUTTA e
ARENDS, 2003; AGUIAR et al., 2004). A utilizacdo de tecido muscular para quantificacdo
da atividade de CHE tem sido proposta por apresentar facilidade na coleta, sensibilidade, além
da maior quantidade de material (RODRIGUEZ-FUENTES e GOLD-BOUCHOT, 2004).

Rodriguez-Fuentes e Gold-Bouchot (2004) chamam atencdo quanto ao uso de CHE
como biomarcador em estudos de monitoramento, visto que o estudo realizado com
guantificacdo da atividade desta enzima em tecido cerebral, hepatico e muscular de O.
niloticus demonstrou que os dois Ultimos tecidos apresentam caracteristicas enzimaticas
diferentes entre os peixes teledsteos.

De acordo com Jung et al. (2007) no estudo com Limanda yokohamae, observou uma
possivel variacdo sazonal na inibicdo de ACHE e BCHE por fungicidas, mas ndo deixando

claro se tais mudangas ocorrem por fatores endégenos ou através de alteragdes ambientais.
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Na Amazonia, muitas familias utilizam a biota dos rios e seus tributarios como fonte
de sustento. Isto ocorre nos quatro locais de coleta de peixe do presente estudo. Dessa forma,
a avaliacdo da salde dos peixes torna-se muito importante por contribuir para uma melhor
caracterizacdo dos animais nos locais estudados.

Este estudo teve o intuito de contribuir para uma melhor caracterizagdo dos servicos
ambientais prestados na Floresta Estadual do Amapad (FLOTA/AP), somando com outros
estudos inseridos no projeto “Estudo da potencial contribuicdo dos servicos ambientais no
modulo 4 da Floresta Estadual do Amapa — FLOTA/AP para o desenvolvimento sustentavel
local e regional” que tratam, dentre outros assuntos, da questdo da provisdao, qualidade e

valoragdo da 4gua na bacia do Rio Cassiporé.
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2 HIPOTESES

Quanto maior a proximidade do ponto amostral com a fonte de contaminagdo por
efluentes da atividade garimpeira, maior serd o nivel das varidveis bioquimicas da
ictiofauna.

Peixes coletados na estagdo com menor indice de chuvas tendem a apresentar maior

variacdo bioquimica em decorréncia da maior concentracdo por agentes exdgenos.
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3 OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a condicdo de salde da ictiofauna da bacia do Rio Cassiporé, atraves de

biomarcadores bioquimicos.

ESPECIFICOS

e Determinar o nivel das variaveis bioquimicas da ictiofauna presente na bacia do Rio
Cassiporé.

e Auvaliar a influéncia sazonal sobre a homeostase dos peixes do Rio Cassiporé.
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4 MATERIAL E METODOS

COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas em dois periodos distintos no ano de 2012: uma no final
do periodo chuvoso (Julho), onde o nivel das aguas dos rios esta elevado, e outra no final do
periodo seco (Novembro), onde as &guas atingem seu menor nivel, em quatro pontos de coleta
localizados no entorno do maddulo IV da Floresta Estadual do Amapa (Figura 1).

Em cada ponto de amostragem foram utilizados diversos apetrechos para que fosse
possivel a captura de espécies variadas, assim como a captura de individuos de diferentes
niveis troficos. Para isso, canigos, linhas de méo, redes de variadas malhas (35, 40 e 50) de
diversos tamanhos (20, 75 e 100 m), além de tarrafas foram utilizados. As redes ficaram
aproximadamente 10 h dentro d’agua, sendo verificadas a cada 2 h para que ndo houvesse
risco de perda de individuos, principalmente, por predacéo.

Os individuos capturados, em todos os pontos amostrais, foram acondicionados em
caixa térmica com gelo, sendo pesados e medidos (comprimento total e padrdo). Amostras do
cérebro, figado e musculo foram coletadas e devidamente etiquetadas com o local da coleta,
nome popular do peixe e o tipo de tecido, acomodados em gelo e transportados até o
Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos, Embrapa Amapa, onde foram

armazenadas em freezer a -20 °C, para posterior analise.
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Figura 1: Localizacdo do Modulo 1V da Floresta Estadual do Amapa, Estado do Amapa,
Brasil.

52°20'

Estudo da Potencial Contribuigao dos Servigos Ambientais
no Médulo 4 da FLOTA/AP para o Desenvolvimento Local
- e Regional - REDD+ FLOTA

CCONVENGOES E LEGENDA

/{/ Localidades
Estrada Abandonada
/\/ Estiada de Ferro
Estradas sem pavimentagdo
/\/ Estrada Pavimentada
/\/ Ramal
Triha
Area FLOTA

/\/ Limites Municipais
"/\/ Rede de Drenagem
a Pontos Inventario
/. / Dominios Floristicos

Cerrado Arboreo Arbustivo

Cerrado Parque

Floresta de Varzea Densa

Floresta Densa de Terra Firme de Baixos Platos
[ Floresta Densa de Terra Firme Sub Montana
[l Transicdo Cerrado/Floresta
[ Transicio Cerrado/Varzea

Espaciais Aplicados a Ambientais Aquaticos — LASA/IEPA (2012).

LOCALIZACAO E CARACTERISTICAS DOS PONTOS DE COLETA

Os quatro pontos de coleta foram definidos a fim de se avaliar a variagdo do possivel
impacto causado pela liberacéo de efluentes de atividade mineradora lancados diretamente na

malha hidrogréfica (Figura 2).
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Figura 2: Pontos de amostragem da ictiofauna em rios presentes no entorno do Modulo 1V da
Floresta Estadual do Amap4, Estado do Amap4, Brasil.
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Elic com o Rio Regina (Figura 3). Este recebe a maior quantidade de rejeitos lancados pela

O primeiro ponto, denominado “Lourengo”, estd situado no encontro entre o igarapé

atividade garimpeira. Este rio apresenta porte médio, com largura de aproximadamente 20 m.

E notavel uma grande quantidade de solidos suspensos na coluna d’agua, fazendo com que

ocorra assoreamento, com formacao de pequenas praias no meio do rio e em seu leito.



28

Figura 3: Encontro entre o igarapé Elic com o Rio Regina. (a) Final do periodo chuvoso; (b)
Periodo seco.

Foto: D. Pandilha (2012).

O segundo ponto, denominado “Ponte” (Figura 4) esta localizado as proximidades da
ponte que atravessa 0 Rio Cassiporé (Km 470 da BR-156). Este ponto amostral possui,

aproximadamente, 60 m de largura e pouca quantidade de solidos suspensos na coluna d’agua.

Figura 4: Ponto de coleta no Rio Cassiporé, proximo a BR-156. (a) Final do periodo chuvoso;
(b) Final do periodo seco.

Foto: D. Pandilha (2012).

O terceiro ponto (Figura 5a) foi denominado “Vila Velha”, devido a proximidade com
a comunidade de mesmo nome. Nesta localidade pode ser observada a agdo do ciclo das
marés (cheia e vazante).

O quarto ponto de coleta (Figura 5b) foi denominado “Vila Tapereba”, devido a
proximidade com a comunidade de mesmo nome, localizado na foz do Rio Cassiporé, em

uma area que esta dentro dos limites do Parque Nacional do Cabo Orange. Esta area esta
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sobre acdo direta do ciclo das marés, ocorrendo, inclusive, o fenémeno da pororoca. Estas
caracteristicas influenciam na quantidade de s6lidos suspensos na agua.

Figura 5: Locais de amostragens proximos as Comunidade Vila Velha (a) e Vila Tapeebé (b).

Foto: R. Silva (2012).

METODOLOGIA DAS ANALISES BIOQUIMICAS

As avaliacbes foram realizadas no Laboratério de Toxicologia Ambiental, no
Departamento de Farmacologia (Centro Politécnico), Universidade Federal do Parana
(UFPR), Curitiba, PR.

PREPARO DAS AMOSTRAS PARA BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Para a quantificacdo da MT foram utilizados figados de 66 peixes (15 espécies)
coletados, dos quais 30 e 36 foram capturados nos periodos chuvoso e seco, respectivamente.
Na quantificacdo das atividades enzimaticas (GST, SOD, CAT, GPx) e o nivel de LPO e
GSH, foram utilizados cérebros de, aproximadamente, 85 peixes (20 espécies) coletados, dos
quais 38 e 47 foram capturados nos periodos chuvoso e seco, respectivamente. A lista das
espécies capturadas esta presente no Anexo |.

A determinacéo da atividade de ACHE foi realizada em tecido muscular de 104 peixes
(21 espécies) coletados nos quatro pontos de coleta definidos, dos quais 40 e 64 foram
capturados nos periodos chuvoso e seco, respectivamente.

As amostras de tecidos foram homogeneizadas em 1,0 mL de tampédo fosfato de
potéassio (em pH 7,0 para tecidos cerebral e hepatico; em pH 7,5 para tecido muscular) e
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4 °C, sendo o tecido muscular a 10.000 g por 20
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min., e os tecidos hepético e cerebral a 15.000 g por 30 min., com obtencdo do sobrenadante.
Os sobrenadantes foram utilizados para quantificagdo da concentragdo de proteina total, de
LPO e de GSH e das atividades das enzimas do estresse oxidativo como SOD, CAT, GST e
GPx. Tais aliquotas foram, entdo, congeladas a -80 °C até 0 momento das analises, sendo

realizada a anélise de cada amostra em triplicata.

PROTEINA TOTAL

Em todas as amostras (cérebro, figado e musculo) o nivel de suas proteinas foi
quantificado, seguindo a metodologia proposta por Bradford (1976), sendo 10 pL do
sobrenadante adicioandos a 250 pL de Comassie blue (reagente de Bradford) em microplaca,

sendo apds dois minutos realizada a leitura de absorbancia a 620 nm.

ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

As analises desta enzima foram realizadas de acordo com Crouch et al. (1981). O
sobrenadante foi descongelado, sendo adicionado etanol (resfriado a -20 °C), de forma que a
amostra contivesse 20% de etanol.

Foram adicionados 20 puL da amostra na microplaca, posteriormente 70 pL de NBT
(cloreto de azul de nitrotetrazélio) (MM = 817,64 g.mol™), EDTA (MM = 336,21 g.mol™)
finalizando com 110 pL de tampédo carbonato de soédio (182 mM, pH 10,2) e hidroxilamina
(67 mM) foram adicionados para iniciar a reacdo. A leitura deu-se a 560 nm em
espectrofotdmetro durante 30 min., com intervalos de 5 min. entre cada leitura. A atividade de
SOD é expressa em U.mg de proteina™.min™.

ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

As andlises desta enzima foram realizadas de acordo com Aebi (1984). Em 10 pL de
amostra foram adicionados 990 pL de meio de reagcdo (2,5 mL de Tampédo Tris-base
(NH,C(CH,0H)3 (hidroximetilaminometano, MM 121,14, 0,4 M, pH 8,9)); 47,4 mL de agua
deionizada; para 20 mM - 114 pL H,0O, 30%) em cubeta de quartzo e misturados por
inversdo. Em seguida as leituras de absorbancia foram realizadas a 240 nm por 1 min. A

atividade da enzima é expressa em m mol.mg prot™*.min™.
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ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

Esta andlise foi realizada de acordo com Keen et al. (1976), com modificacdes.
Solucdes de tampdo fosfato (0,1 M, pH 6,5), solucdo de GSH (MM = 307,3 g.mol™;
homogeneizar 20 mM em tampéo fosfato) e solugdo de CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno,
MM = 202,55 g.mol™) foram utilizadas como meio de reacéo. Inicialmente foram adicionadas
20 pL de amostra em microplaca e mais 180 pL de meio de reacdo, sendo realizada a leitura
de absorbéancia a 340 nm durante 2 min., a cada 12 s. A atividade da enzima est4 expressa em

nmol.mg de proteina™.

ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

Em tubos de ensaio, a 10 pL da amostra foram acrescentados 130 pL de meio de
reacdo, aguardando 2 min. O meio de reacdo é composto por duas solucdes, a solucdo 1
contendo: tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0; azida sédica (a 3,07692 mM (para inibir a
atividade da catalase; [final] = 2 mM); NADPH a 0,307692 mM ([final] = 0,2 mM); GSH a
3,07692 mM ([final] = 2 mM); Glutationa Redutase (GR) a 1,5384 U/mL ([final] = 1 U/mL);
e solugdo 2 contendo: Solucédo de perdxido de hidrogénio - H,0, a 5 mM ([final] = 1,5 mM)
em tampéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,0.

Acrescentou-se 60 pL de solucdo com peroxido de hidrogénio em cada amostra,
realizando-se a leitura de absorbancia a 340 nm durante 2 min., com intervalos de 10 s entre

cada leitura. A atividade da enzima é expressa em nmol.mg de proteina™.

NiVEL DE GLUTATIONA (GSH)

Metodologia baseada em Sedlak e Lindsay (1968). Apds o descongelamento da
amostra, procedeu-se sua centrifugacdo (10 min. a 10.000 g em 4°C) com tampao fosfato (0,1
M, pH 6,5), sendo retirado 200 puL do sobrenadante e adicionado 50 pL de é&cido
tricloroacético (TCA 50%), agitado em vortex e centrifugado novamente por 10 min. a 10.000
g em 4°C. Pipetou-se 50 pL do sobrenadante, acrescentando-se 230 L de tampéo Tris-base e,
em seguida, adicionado 20 pL de DTNB (2,5 mM). A leitura foi realizada ap6s 1 min. a 405

nm. O resultado é expresso em pg GSH.mg de proteina™.
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NIVEL DE LIPOPEROXIDACAO OU PEROXIDACAO LIPIDICA (LPO)

Analise seguindo a metodologia de FOX (Ferrous Oxidation by Xylenol Orange
Method) (JIANG et al., 1991, 1992). Para o preparo do meio de reacdo foram adicionados na
seguinte ordem: 47,87 mL de metanol PA, 0,0038 g de xilenol orange em 0,5 mL de &gua
destilada, 125 pL de H,SO, (98%), 0,0441 g de BHT (butil hidroxitolueno) em 1 mL de
metanol PA e 0,0049 g de FeSO4NH,4 em 0,5 mL de 4gua. Cada amostra foi homogeneizada
na proporcao de 1:10 em metanol, sendo centrifugada a 10.000 g por 30 min., a 4°C. Retirou-
se 30 pL do sobrenadante adicionando-se 270 pL do meio de reagdo. Apds 30 min., realizou-
se uma nova leitura a 560 nm. A concentracdo de LPO esta expressa em pmol.ug de

hidroperéxido™.

NIVEL DE METALOTIONEINA (MT)

Nas amostras de figado foi quantificada a metalotioneina, de acordo com Viarengo et
al. (1997, com modificagfes). As amostras foram homogeneizadas com tampéo Tris-HCI (20
mM, pH 8,6) com 500 mM de sacarose resfriado a -20°C e centrifugadas a 15.000 g por 30
min., 4°C.

Ao retirar o sobrenadante, adicionou-se 342 pL de solugdo contendo 18,6 mL de
etanol absoluto e 1,4 mL de cloroférmio. Centrifugou-se a 6.000 g por 10 min. a 4°C. Ao
término da segunda centrifugacdo, transferiu-se 490 pL do sobrenadante para um microtubo
contendo 1500 uL da solugdo de 78,26 mL de etanol absoluto e 1,74 mL de HCI concentrado
(~37%) e agitou-se para homogeneizar. Esta mistura foi mantida em -20°C por 1 hora, sendo
centrifugada a 6.000 g por 10 min. a 4°C, descartando-se 0 sobrenadante. O precipitado é
misturado a 1.000 pyL da solucdo contendo 47,85 mL de etanol absoluto, 0,55 mL de
cloroférmio e 6,6 mL de tampdo Tris-HCl a 20 mM e agitada para homogeneizar e novamente
centrifugada a 6.000 g por 10 min a 0-4 °C, descartando-se novamente o sobrenadante e
adicionando-se 50 uL de solugdao de EDTA soédico (EDTA a 4 mM + HCI a 1 M), agitando
para homogeneizar a amostra, adicionando-se 1.000 uL de solugdo de Ellman (tamp&o fosfato
de sédio + NaCl + DTNB + tampdo fosfato-NaCl) para novamente ser centrifugado a 3.000 g
por 5 min.

Posteriormente, adicionou-se 200 puL do sobrenadante em microplacas e fez-se a

leitura da absorbancia a 412 nm. Os resultados estdo apresentados em pg.mg de proteina™.
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ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

Na amostra de musculo foi quantificada a atividade da acetilcolinesterase baseado em
Ellman et al. (1961) com modificagdes.

Na microplaca, inicialmente foram adicionados 50 pL de cada amostra. Em seguida,
200 pL de DTNB (0,75 mM) e finalizou-se com a adicdo de 50 uL de acetilcolina (MM =
289,18 g.mol™), sendo medida a absorbancia a 405 nm durante 4 min., com intervalos de 30 s

entre cada leitura. Os resultados sao apresentados em nmol.mg de proteina™.min™.
PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimicos foram avaliados por medicdao do pH e do oxigénio
dissolvido em conjunto com a temperatura da agua, em cada ponto amostral, realizado com o

auxilio de aparelhos digitais apropriados para cada finalidade.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo o resultado
considerado normal (p > 0,05), aplicou-se teste paramétrico ANOVA one way; caso contrario
(p < 0,05) aplicou-se teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; estes testes foram aplicados
para saber quais grupos eram diferentes entre si (periodos chuvoso e seco e entre pontos de
coleta), com utilizacdo do Teste de Tukey ou Método de Dunn na comparacdo das médias
apos teste paramétrico ou ndo paramétrico respectivamente. Para os testes, o nivel de

significancia foi de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O figado é um dos principais 6rgdos acumuladores de xenobidticos, uma vez que este
Orgdo esta envolvido em diversos processos de desintoxicacdo, no qual ocorre a
transformacdo do composto em metabdlitos hidrofilicos para que ocorra sua excregdo
(BRADY, 1982; CHOVANEC et al., 2003), apresentando-se grande importancia na
exposicao subaguda aos metais, através de analises de MT presente neste 6rgdo (OVERNELL
etal., 1987).

No entanto, diversos fatores tais como idade, nutricdo, estresse ambiental e a propria
variacdo normal podem afetar os niveis de MT hepatico (HIDALGO et al., 1988), sendo
valido lembrar que o figado pode se tornar vulnerdvel frente a producdo em excesso de
radicais livres (CAO et al., 2012).

Metais, como por exemplo, Cd, Hg, Zn e Cu, podem induzir a producdo de tioneina
com consequente formacdo de metalotioneina (HAMILTON e MEHRLE, 1986; HIDALGO
et al., 1988; CHOVANEC et al., 2003). Diversos estudos tem demonstrado a importancia da
MT como indicadora de condicGes agudas e/ou cronicas enfrentadas pelos peixes, contudo
deve-se ter cautela nas interpretacfes dos dados (HAMILTON e MEHRLE, 1986), uma vez
que a relacdo causa-efeito proporcionado por xenobioticos é complexa.

Os resultados relacionados a MT nos pontos de coleta nos dois periodos estdo
presentes na tabela 1.

Tabela 1 - Valores médios ( desvio padréo) da concentracdo de metalotioneina (ug.mg de proteina™) hepatica,
no ano de 2012.

- . Periodo _ N° de
Andlise Localidade N° de peixes L
Chuvoso Seco €Species
Lourenco 60,09 (+30,52)% 161,26 (+ 127,79) @ 6 4
MT Ponte 275,02 (+ 369,92) * 368,66 (+ 270,59) ? 24 6
VilaVelha | 369,32 (+217,14) ™ 930,81 (+ 806,46) ** 22 5
Vila Tapereba | 277,77 (+80,02) ™ 344,57 (+ 144,02) 14 4

* Indica diferenca significativa entre periodos (chuvoso e seco) no mesmo ponto de coleta (p < 0,05). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

A Tabela 2 contém os resultados obtidos com relacdo aos dados biometricos dos

peixes capturados no presente estudo.
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Tabela 2 - Valores médios (+ desvio padrao) de comprimento padréo (Cp) em centimetro e do peso (g) de peixes
coletados para concentragio de metalotioneina (g.mg de proteina™) hepética, no ano de 2012.

. ] Chuvoso Seco
Andlise  Localidade
Cp Peso Cp Peso
Lourengo 8,25 (£ 0,70) 19,65 (+ 7,79) 8,00 (= 0,70) 17,25 (+ 7,84)
Ponte 13,68 (+ 2,52) 51,58 (+ 20,39) 15,35 (£ 5,47) 114,30 (£ 131,96)

MT
Vila Velha 18,04 (+ 8,09) 280,60 (£ 252,46) 20,13 (+6,21) 201,64 (+218,51)

Vila Tapereba | 33,43 (+13,07) 921,23 (+ 1170,06) 43,41 (+5,36) 1348,41 (+ 514,72)

No presente estudo, 0 ponto Lourengo ndo apresentou variacao estatistica significativa
entre periodos, apesar de que no periodo seco havia indicios de realizacdo de prospeccao
préxima ao local de coleta dos peixes, 0 que poderia explicar o aumento dos niveis de MT em
peixes coletados nesse periodo, além de que a diminuicdo do nivel d’agua poder contribuir
para este resultado.

A relagéo significativa entre os pontos Lourenco x Vila Velha e Lourenco x Vila
Tapereba no periodo chuvoso esta relacionada com o baixo nivel de MT quantificado nos
peixes de Lourenco (75% apresentaram MT < 50 pg.mg de proteina™) em relacdo aos outros
dois pontos (75% e 87% de peixes com MT > 230 pg.mg de proteina™, respectivamente).
Fatores que possibilitem o melhor entendimento acerca do motivo dessa disparidade entre
esses pontos de coleta devem ser avaliados em estudos futuros.

Hyllner et al. (1989), em experimento com truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss),
observaram aumento dos niveis de MT em hepatdcitos expostos a Zn em ambientes cuja
temperatura foi aumentada (6 °C para 9 °C). As populacdes desta espécie de truta apresentam
ampla distribuicdo no mundo, mas séo caracterizadas por pertencerem a regides de agua fria
(MACCRIMMON, 1971; GHOMI et al., 2012; RASANEN et al., 2012).

Neste trabalho, por se tratar de espécies tropicais, o fator temperatura, aparentemente,
ndo teve muita influéncia sobre a sintese de MT, apesar da Unica variacdo significativa, desta
proteina, entre periodos (Vila Velha) ser semelhante da observada por Hyller et al. (1989).
Em experimentos realizados com ratos, fatores estressantes, dentre eles a temperatura,
apresentaram maior influéncia na ligagéo entre MT e Zn no figado, sendo que o tratamento de
estresse por frio foi mais atuante quando comparado com o tratamento com calor (OH et al.,
1978).

Outro fator que pode influenciar o aumento da sintese de MT no figado € a

reproducdo, uma vez que a sintese de vitelogenina, que é produzida no figado, poderia induzir
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a sintese de vérias outras substancias, incluindo proteinas, no caso a metalotioneina
(OVERNELL et al. 1987; POVLSEN et al., 1990; RIGGIO et al., 2003). De acordo com
Riggio et al. (2003), tal caracteristica se deve ao fato de que metais essenciais (Zn e Cu) séo
carreados por MT com a finalidade de atuar no desenvolvimento dos o6citos. No entanto, a
contaminacdo de peixes, principalmente fémeas, por metais pode ser prejudicial ao
crescimento vitelogénico no ovario, uma vez que podera haver sobrecarga metabodlica
hepética com a sintese de MT em conjunto com a vitelogénese (POVLSEN et al., 1990). No
presente estudo, do total de peixes coletados em Vila Velha no periodo seco, 20% das fémeas
estavam em estadio de maturacdo gonadal B, 40% em estddio C e 10% em estadio D.
Segundo Vazzoler (1996) o estadio de maturidade gonadal é dividida em quatro classes: A
(imaturo), B (em maturacdo), C (maduro) e D (desovado). Dessa forma, com base nos dados
obtidos pode-se considerar que o fator reproducdo pode ter influenciado os valores de MT.
Todavia, a fim de corroborar tais resultados, sdo necessarios estudos complementares
relacionados ao grau de contaminacgdo de metais na agua.

A sintese de MT, também, pode estar associada com fatores comumente utilizados
como indicadores de estresse, uma vez que exposicdo de hepatdcitos ao principal esterdide
indicador de stress (cortisol) resultou em aumento dos niveis desta proteina (OH et al., 1978;
HIDALGO et al., 1988; HYLLNER et al., 1989). Além disso, fatores bidticos ou abiéticos,
assim como fatores enddgenos ou exdgenos, podem influenciar na regulacdo de MT
(HYLLNER et al., 1989). Todavia, de acordo com Brady (1982), os metais possuem maior
capacidade na inducdo de MT se comparado com glicocorticoides.

E necessario cautela ao se utilizar a MT como biomarcador, ja que em populagdes
naturais, essa proteina pode ser rapidamente induzida por varios fatores, tais como: variacdo
sazonal, temperatura da agua, tecido, horménios, estresse, citocinas, dentre outras (KNAPEN
et al., 2007; SHARIATI e SHARIATI, 2011).

Os resultados obtidos de LPO, GST, SOD, GPx e GSH séo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores médios (+ desvio padrdo) de peroxidacgdo lipidica (LPO em pmol hidroperéxido.mg de
proteina™), das atividades da glutationa S-transferase (GST em nmol.mg de proteina™’.min™), do superéxido
dismutase (SOD em U.mg de proteina™.min™), da glutationa peroxidase (GPx em nmol.mg de proteina™.min), e
da concentracdo de glutationa ([GSH]= ug. mg de proteina™) em tecido cerebral, no ano de 2012.

Periodo

Andlises  Localidade Chuvoso Seco N° de Peixes N° de Espécies

Lourengo - - - -
Ponte 1,88 (+1,48)° 3,40 (£ 0,76) ** 17 6

LPO
Vila Velha 1,83(x0,82)* 4,80 (+ 3,26) ** 22 5
Vila Taperebé 2,45 (+2,38) 4,22 (£0,97)° 12 3
Lourengo 82,75 (+39,02) 36,59 ( 11,75) ** 15 6
GST Ponte 29,40 (+ 12,32) * 20,21 (+ 9,40) *© 26 6
Vila Velha 40,06 (+ 34,77) * 23,09 (+ 13,53) * 22 5
Vila Tapereb4 | 25,39 (+ 17,52) ™ 11,37 (+ 3,27) ** 13 4
Lourengo 8,63 (£2,13)° 1,50 ( 0,98) *® 16 7
SOD Ponte 7,45 (£2,24)° 2,55 (+1,60) ** 26 6
Vila Velha 8,86 (£3,84)° 2,48 (£ 0,93) ** 22 5
Vila Taperebé 7,93 (+1,54) 2,04 (£ 1,67) % 13 4
Lourenco | 645,46 (+255,73)® 859,40 (+ 194,80) 20 7
GPx Ponte 596,90 (+ 123,29) * 1232,61 (+ 528,21) ** 27 6
Vila Velha | 610,25 (+ 144,38)® 906,15 (+ 262,56) ** 22 5
Vila Tapereb4 | 486,63 (+59,70)*  1004,40 (+ 204,79) ** 14 4
Lourengo 8,86 (£ 3,04)? 1,35 (+ 0,25) 11 6
Ponte 7,69 (+ 1,60) ? 2,13 (£ 0,41) **® 27 6

GSH
Vila Velha 11,27 (£ 4,49)° 2,57 (+0,97) *® 22 5
Vila Taperebé 8,51 (+2,24) 3,14 (+ 1,08) ** 13 4

* Indica diferenga significativa entre periodos (chuvoso e seco) no mesmo ponto de coleta (p < 0,05). Letras

diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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A Tabela 4 contém os resultados obtidos com relacdo aos dados biométricos dos

peixes capturados no presente estudo.

Tabela 4 - Valores médios (z+ desvio padrdo) de comprimento padrdo (Cp) em centimetro e do peso (g) de peixes
coletados para quantificacdo de peroxidacéo lipidica (LPO em umol hidroperéxido.mg de proteina™), glutationa
S-transferase (GST em nmol.mg de proteina™.min™), superéxido dismutase (SOD em U.mg de proteina™.min™),
glutationa peroxidase (GPx em nmol.mg de proteina™®.min), glutationa ([GSH]= ug. mg de proteina™) em tecido

cerebral, no ano de 2012.

Andlises  Localidade Chuvoso Seco
Cp Peso Cp Peso
Lourencgo - - - -
Ponte 15,65 (+ 1,34) 41,52 (£ 12,71) 16,76 (+5,69) 143,14 (+ 146,01)
LPO VilaVelha | 19,20 (+9,31) 312,02 (+288,05) | 20,13 (+6,21) 201,64 (+ 218,51)
Vila Tapereba | 38,10 (+ 14,92) 1395,32 (+ 1278,35) | 47,07 (+ 10,83)  1652,32 (+ 931,30)
Lourenco 9,58 (+ 1,06) 27,37 (£ 9,01) 9,95 (£ 0,75) 24,85 (= 7,07)
Ponte 14,15 (+ 2,09) 53,14 (+ 18,52) 15,06 (+5,46) 109,57 (+ 129,89)
ST VilaVelha | 19,20 (+9,31) 312,02 (+288,05) | 20,13 (+6,21) 201,64 (+ 218,51)
Vila Tapereba | 34,42 (+13,79) 1008,20 (+ 1235,57) | 48,50 (+ 11,12) 1798,98 (+ 927,43)
Lourengo 9,48 (£ 1,19) 26,74 (£ 10,19) 9,63 (x 0,90) 22,13 (£ 8,87)
Ponte 14,51 (+ 2,04) 52,01 (+ 20,03) 14,77 (+5,47) 105,33 (+ 127,84)
S0P VilaVelha | 19,20 (+9,31) 312,02 (+288,05) | 20,13 (+6,21) 201,64 (+ 218,51)
Vila Taperebd | 36,41 (+ 13,97) 1171,93 (+ 1267,58) | 47,07 (+ 10,83) 1652,32 (+ 931,30)
Lourenco 9,35 (+ 1,10) 25,21 (+ 9,45) 9,64 (+ 0,89) 22,53 (+ 8,79)
Ponte 13,94 (+ 2,40) 49,17 (+ 19,22) 14,77 (+5,47) 105,33 (+ 127,84)
GPx VilaVelha | 19,20 (+9,31) 312,02 (+288,05) | 20,13 (+6,21) 201,64 (+ 218,51)
Vila Tapereba | 34,42 (+13,79) 1008,20 (+ 1235,57) | 47,07 (+ 10,83)  1652,32 (+ 931,30)
Lourenco 9,22 (+1,18) 24,24 (+ 10,20) 10,25 (+ 0,35) 24,90 (+ 4,80)
Ponte 13,70 (+ 2,33) 51,03 (+ 18,15) 14,78 (+5,62) 109,08 (+ 130,21)
GSH VilaVelha | 19,20 (+9,31) 312,02 (+288,05) | 20,13 (+6,21) 201,64 (+ 218,51)
Vila Tapereba | 36,41 (+13,97) 117193 (+ 1267,58) | 47,07 (+ 10,83)  1652,32 (+ 931,30)

A peroxidacdo lipidica provoca intensas mudangas estruturais e funcionais em
membranas, muitas vezes causadas por metais de transicdo, que dependerdo da natureza e
concentragdo do oxidante e que, ocasionalmente, podem causar morte celular (SLATER,
1984; RAMOS et al., 2000; BERNTSSEN et al., 2003; HERMES-LIMA, 2004). O cérebro,
por apresentar grande quantidade de acido graxo, apresenta-se como principal alvo da acao de
LPO (MIEIRO et al., 2011).
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As andlises de LPO foram realizadas em 51 amostras de tecido cerebral, pertencentes a
13 espécies. Estatisticamente houve significancia em dois pontos (Ponte e Vila Velha) quando
comparados os periodos chuvoso e seco (Tabela 1).

Ao reagir com um acido graxo poli-insaturado, LPO realiza complexas reacdes, que
podem envolver a catalise de metais, tendo como produtos: etano, pentano, malonaldeido,
materiais fluorescentes e quimioluminescéncia (SLATER, 1984; RAMOS et al., 2000;
HERMES-LIMA, 2004).

A quantidade de LPO pode sofrer variagdo conforme o tipo de 6rgdo que esta sendo
avaliado. Estudos tém observado essa caracteristica no figado, rins, branquias, coragdo e
intestino (FAROMBI et al., 2007; SOUID et al., 2013). Segundo os autores, o nivel de LPO
pode ter relacdo com a absorcéo de metais (Cd, chumbo - Pb, arsénio - As, Cu e Zn) por estes
orgdos além de haver uma relacédo direta entre acumulagéo no tecido e o tempo de exposic¢ao.
Li et al. (2010) observaram que, inicialmente, o sistema antioxidante pode atuar na
eliminacdo de ERO's produzidos em O. mykiss expostos a carbamazepina, fazendo com que
ndo houvesse aumento de LPO no tecido cerebral.

No presente estudo, os baixos valores de peroxidacdo lipidica demonstram que 0s
peixes ndo apresentaram danos celulares significativos em nenhum dos pontos amostrais, ao
contrario do esperado. Todavia, Farombi et al. (2007) e Souid et al. (2013) ndo fizeram
mencao aos danos causados por xenobioticos as células cerebrais, talvez pelo fato destas
serem pouco afetadas, mas, como pOde ser constatado por Li et al. (2010), deve ser
considerada a tentativa de manter o equilibrio oxidativo pelo organismo. No presente estudo,
os valores praticamente dobraram do periodo chuvoso para o seco.

Metais de transicdo podem causar aumento da LPO quando as defesas do organismo
ao balanco redox estdo abaixo do normal, ou ainda quando este ion age em uma forma redox
ativa em determinada regido celular (SLATER, 1984; HERMES-LIMA, 2004). A acdo do
estresse também leva ao aumento dos valores de LPO (HIDALGO et al., 1988; WILHELM-
FILHO et al., 2001; BERNTSSEN et al., 2003; MONTEIRO et al., 2006). Todavia, a acdo de
vitaminas (C e/ou E) parece agir sobre a peroxidacdo lipidica hepatica, fazendo com que
ocorra sua diminui¢do (HIDALGO et al., 1988).

Ainda, os resultados por Li et al. (2011) demonstram que pode haver certa correlacdo
entre os niveis de LPO e a atividade de CAT e GPx, ja que quando a atividade destas enzimas
foi inibida, os niveis de LPO aumentaram significativamente.

As andlises de GST foram realizadas em amostras de tecido cerebral de 76 peixes,

pertencentes a 19 espécies, e 0s resultados mostraram significancia nos pontos Lourenco e
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Vila Taperebd, quando feita a comparacédo entre periodos (chuvoso e seco). Quando realizada
a comparacdo entre pontos, houve diferenca significativa entre os pontos Lourenco x Vila
Tapereba em ambos os periodos.

Os valores encontrados ndo apresentaram atividade significativa, quando comparados
com os obtidos em outros estudos, uma vez que Farombi et al. (2007) observaram atividades
elevadas de GST em peixes encontrados em ambientes sob influéncia de polui¢cdo, mesmo
resultado observado por Monteiro et al. (2006), em estudo sobre a influencia de metil paration
em Brycon cephalus, sendo associado a um mecanismo de defesa do organismo.

A GST utiliza GSH como substrato, da mesma forma que a GPx. Possivelmente essa
possa ser a explicacdo dos peixes apresentarem reduzida atividade de GST, uma vez que a
atividade da GPx encontrou-se elevada, fazendo com que ndo houvesse GSH disponivel em
quantidade suficiente para a atividade da GST.

A enzima GST € encontrada em todas as formas de vida, e em varios tecidos em
peixes, com destaque ao hepatico. Os animais apresentam formas homo e heterodimeros de
GST ativos no citosol ou nucleo (HERMES-LIMA, 2004; MARTINEZ, 2006). Tal
caracteristica pode ser considerada como justificativa a baixa atividade de GST em tecido
cerebral.

Outra condigdo que pode ter afetado a atividade de GST em tecido cerebral, pode ser
compreendido através dos resultados obtidos por Bagnyukova et al. (2005b), onde a inibicao
da CAT, pela acdo de (amino triazol), pode ocasionar aumento de H,O, com consequente
aumento de LPO, fazendo com que ocorra elevacdo de GST como medida compensatoria. No
presente estudo, a elevada atividade de GPx em trés dos quatro pontos de coleta, com exce¢édo
de Lourenco, pode ter compensado a inatividade da CAT, ocasionando no baixo nivel de LPO
e consequentemente de GST.

Deve-se levar em consideracdo o que foi observado por Van der Oost et al. (2003),
uma vez que a utilizacdo de GST como biomarcador em avaliacdo de risco ambiental deva ser
utilizado com prudéncia, visto que sua alteracdo somente é observada em uma quantidade
limitada de peixes. Além disso, ha resultados antagdnicos com relagdo a esta enzima, uma vez
que esta pode sofrer inibicdo ou inducdo de sua atividade enzimética quando diferentes
poluentes sdo analisados, mesma caracteristica observada na enzima CAT.

Setenta e sete peixes (19 espécies) foram utilizados nas analises de SOD no tecido
cerebral, e os resultados obtidos apontam diferenca significativa em todos os pontos de coleta

ao serem comparados os periodos chuvoso e seco (Tabela 3).
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O radical O," tem como caracteristica ser menos reativo que outros radicais, fazendo
com que possa se deslocar por grandes distancias (RAMOS et al, 2000). No presente estudo,
sdo perceptiveis os valores minimos de SOD, mesmo ocorrendo diferenca significativa entre
periodos. Tal resultado pode ser compreendido das seguintes formas: (1) ndo houve presenca
elevada do radical superoxido; (2) a atividade desta enzima diminuiu no espaco de tempo
entre a coleta da amostra e sua posterior analise; (3) sua atividade pode ter sido influenciada
pela agua levemente acida; ou (4) a atividade desta enzima depende do tipo de tecido que esta
sendo analisado (BAGNYUKOVA et al., 2006).

Em um estudo realizado com Piaractus mesopotamicus expostos a &gua é&cida
associada ou ndo com cobre, Sampaio et al. (2010) observaram que a atividade do SOD e
CAT, presentes no musculo vermelho, foram afetadas, indicando uma sensibilidade destas
enzimas as condi¢fes impostas.

A CAT esta presente em diversos tecidos nos vertebrados, apresentando alta atividade
no figado, rins, tecido adiposo e eritrocitos. No entanto, pode ser inibida por alguns agentes,
tais como amino triazol, certos ions metalicos, pH acido, altas concentracdes de peroxido de
hidrogénio, sendo sensiveis também ao cianeto e a azida (HERMES-LIMA, 2004; ATLI et
al., 2006; SAMPAIO et al., 2010).

Quanto a auséncia de dados referentes a CAT, existem duas explicacBes: (a) sua
atividade é minima no tecido cerebral, caracteristica observada em mamiferos (HERMES-
LIMA, 2004) ou (b) presenca de elevado fluxo de radicais superoxidos, que possui a
capacidade de inibicdo da atividade desta enzima (KONO e FRIDOVICH, 1982). De acordo
com estes autores, a presenca, desde o inicio da reacdo, da SOD faz com que ndo ocorra a
inibicdo da CAT.

Logo, pode-se perceber que estas duas enzimas trabalham de forma sinérgica, uma vez
gue SOD e a CAT em conjunto com a GPx sdo as primeiras linhas de defesa frente ao anion
superoxido e o perdxido de hidrogénio que podem causar peroxidacdo lipidica (McCORD,
1996; HERMES-LIMA, 2004). Interessantemente, Yu (1994) relatou que baixas
concentracdes de H,O, sdo catalisadas pela GPx, sendo que o inverso (elevadas concentracdes
de H,0,) sdo metabolizadas pela CAT. Esta caracteristica ndo foi observada no presente
estudo, uma vez que a atividade da GPx foi bastante elevada e ndo houve atividade da CAT
nos dois periodos estudados.

Em estudo realizado por Mieiro et al., (2010) sugere uma resposta 6rgao-especifica ao
Hg, j& que houve diminuicdo da atividade de SOD e aumento da atividades de GPx

encontrados em tecido cerebral e hepatico em Liza aurata. Tal caracteristica pode ser
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considerada como possivel resposta as auséncias de atividade de SOD e CAT do presente
estudo.

Um total de 83 peixes (20 espécies) foram utilizados para a quantificacdo da atividade
da enzima GPx também no tecido cerebral. Os resultados indicam diferenca significativa entre
periodos em trés pontos de coleta: Ponte, Vila Velha e Vila Tapereba (Tabela 4).

O aumento significativo de GPx no periodo seco pode estar relacionado com os baixos
valores de GSH, ja que assim como a GST, a GPx depende da presenca de GSH para catalisar
a reducdo de H,0,, com producdo de agua (CHEUNG et al., 2004). De acordo com Oliveira
(2010) existem dois garimpos ativos a montante do segundo ponto de coleta (Ponte), cuja
atividade (5,4 Kg em 2008), pode ter influenciado no significativo aumento da atividade da
GPx nos peixes coletados no local.

A GPx apresenta grande importancia como protetora da membrana celular contra a
acdo da LPO (VAN DER OOST et al., 2003). No presente estudo, quando comparado 0s
dados de LPO e GPx, ambos apresentaram aumento significativo de valores entre os periodos.
Assim, pode-se sugerir que mesmo com 0 aumento da atividade da GPX, esta sozinha néo foi
habil em realizar a protecdo das membranas celulares.

Orgdos que possuem metabolismo alto, com elevada producio de perdxido de
hidrogénio, possuem alta atividade de GPx, sendo o cérebro uma excecédo. Peixes, assim como
roedores, apresentam alta atividade desta enzima (HERMES-LIMA, 2004), caracteristica
observada no presente estudo. Sendo assim, pode-se chegar a dois entendimentos quanto aos
resultados obtidos:

O primeiro seria de que os valores encontrados resultam de um ambiente com auséncia
de estresse oxidativo, uma vez que os valores de SOD foram minimos e ndo houve atividade
de CAT, e os valores de GPx sdo considerados normais.

O segundo seria de que houve uma diminuicdo das atividades da SOD no intervalo de
tempo entre a coleta e analise das amostras ou ainda o estresse oxidativo ndo ocasionou
elevada producdo O,", fazendo com que nao houvesse elevada sintese deste antioxidante, mas
sim de H,0,. Além disso, pode ter ocorrido a inibicdo da CAT por algum poluente, fazendo
com que houvesse maior produgdo de GPx nos dois periodos, principalmente no periodo seco.
Essa hipdtese é plausivel em decorréncia dos resultados obtidos de GSH e GST, que
apresentaram diminuicdo de nivel e atividade, respectivamente, no periodo seco, uma vez que
a GSH serve como substrato para a atividade de GPx e GST, além disso a ativacdo de enzimas
ligadas a glutationa pode estar relacionada a falta de atividade da CAT (BAGNYUKOVA et
al., 2005a, b; MIEIRO et al., 2011; ASSIS et al., 2013).
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Dados relativos a GSH mostram que ao se comparar os periodos de coleta, houve
diferenca significativa nos pontos Ponte, Vila Velha e Vila Tapereba. E ao se comparar 0s
pontos de coleta em um mesmo periodo, houve diferenca significativa apenas entre Ponte X
Vila Tapereba no periodo seco. Tais resultados foram obtidos através da analise de 73 peixes
(19 espécies).

O Hg possui alta afinidade com o grupo tiol, sendo assim, pode se ligar com pequenos
polipeptideos como tiol, como por exemplo, a GSH (GAGNE et al., 1990).

Devido a alta afinidade entre Hg e GSH, este metal pode reduzir a quantidade
intracelular de GSH causando desequilibrio entre espécies reativas e, consequentemente, o
estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2011).

Dados com relacdo ao nivel de GSH e a atividade de GST no periodo chuvoso
parecem estar relacionados. Pesquisadores tém apontado essa relagdo GSH-GST, onde a GSH
serve como base para a atividade da GST, sendo que a elevacdo do nivel de GSH
concomitantemente com a atividade da GST representam adaptagéo e protecdo frente ao
estresse oxidativo (MONTEIRO et al., 2006; FAROMBI et al., 2007). Observando essa
interacdo no presente estudo, pode-se s que 0s peixes coletados no periodo chuvoso sofreram
algum tipo de estresse agudo, uma vez que os valores encontrados no periodo seco foram
menores.

Todavia, a GSH ndo serve apenas como base para GST e GPx, pois também ¢é
considerada um antioxidantes ndo enzimatico, atuando sobre radicais centrados em carbono,
oxigénio singlete, radical hidroxila (OH") e espécies reativas de nitrogénio (HERMES-LIMA,
2004).

Por fim, vale ressaltar que estudos prévios demonstram que o cérebro apresenta um
sistema de defesa antioxidante baixo (MATES, 2000; LI et al., 2011), fazendo com que este
tenha maior suscetibilidade a aces de agentes exdgenos.

Os resultados relacionados a atividade da ACHE nas areas de estudo em ambos 0s
periodos encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios (+ desvio padréo) de acetilcolinesterase (ACHE nmol. mg de proteina™. min™') em
tecido muscular, no ano de 2012.

Anélise  Localidade Periodo NO. de NO, d_e
Chuvoso Seco peixes especies
Lourengo 94,73 (£ 31,64) ° 177,76 (+ 70,98) ** 38 8
ACHE Ponte 135,28 (+ 100,19) 2 85,04 (+ 54,54) ° 28 6
Vila Velha 51,86 (* 26,26) ? 41,72 (+ 15,29) ° 23 5
Vila Tapereba 80,00 (% 55,02) ® 36,61 (+10,27) ° 15 4

* Indica diferenca significativa entre periodos (chuvoso e seco) no mesmo ponto de coleta (p < 0,05). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Os resultados relacionados aos dados biométricos (comprimento padréo e peso) dos

peixes capturados para o presente estudo estdo presentes na tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios (+ desvio padrdo) de comprimento padrdo (Cp) em centimetro e peso (g) de peixes
utilizados para quantificacdo da atividade de ACHE (nmol. mg de proteina™. min™) em tecido muscular, no ano
de 2012.

) ) Chuvoso Seco
Andlise  Localidade
Cp Peso Cp Peso
Lourencgo 9,35 (+ 1,10) 25,21 (+ 9,45) 10,09 (+ 3,61) 15,58 ( 8,10)
Ponte 13,70 (+ 2,33) 51,03 (+ 18,15) 14,77 (£ 5,47) 105,33 (+ 127,84)

ACHE
VilaVelha | 19,26 (+8,92) 317,90 (+276,60) 20,13 (+6,21) 201,64 (+ 218,51)

Vila Tapereba | 33,43 (+13,07) 921,23 (+ 1170,06) 47,07 (+10,83)  1652,32 (+ 931,30)

Estudos apontam que 0s metais podem apresentar caracteristicas tanto neutra
(BEAUVAIS et al., 2001), excitatéria (ROMANI et al., 2003) ou ainda inibitoria (RABITTO
et al., 2005; ALVES COSTA et al., 2007), com relacdo a atividade enzimatica da
colinesterase.

A comparacdo entre as médias da atividade de ACHE (tecido muscular) foi
significativa apenas no Lourengo. No entanto, ao se comparar 0S pontos em um mesmo
periodo, houve diferenca significativa entre Lourengo x Ponte, Lourenco x Vila Velha e
Lourenco x Vila Tapereba. Os resultados foram baseados nas analises de 104 peixes coletados
para 0 experimento.

A inibicdo muscular de CHE causada por metil paration e paration em Gambusia
affinis (peixe-mosquito) mostrou que estes agentes atuam de forma eficaz na atividade desta
enzima em apenas 48 horas, com porcentagem de inativacdo de 90,2% e 95,5%,
respectivamente (BOONE e CHAMBERS, 1996). Portanto, os resultados obtidos no presente
estudo mostram que os peixes apresentaram considerdvel reducdo da atividade enzimaética,

com excecdo da coleta no ponto Lourengo que apresentou aumento da atividade no periodo



45

seco, demonstrando que o fator, que porventura, estivesse inibido tal atividade deixou de ser
atuante, resultado ndo observado para os outros locais de amostragem. Nos outros pontos,
houve apenas uma tendéncia a diminuicdo da atividade enzimatica. Os baixos valores
encontrados, principalmente, em Vila Velha e Vila Tapereba pode estar relacionado com a
proximidade entre os locais de coleta com pequenas aglomera¢Ges humanas, j& que ambas as
localidades apresentam atividade agricola de subsisténcia.

A alcalinidade é um fator que pode influenciar as concentracfes de metais no figado
através de uma correlacdo inversa entre a alcalinidade e concentracdes hepaticas de MT
ligadas aos metais Cd e Zn (DALLINGER et al., 1997). Sampaio et al. (2010) avaliaram P.
mesopotamicus expostos ao cobre associado ou ndo a &gua com pH &cido e, observaram que o
fator pH ndo influenciou a sintese de MT. No presente estudo, valores de pH encontrados
indicaram leve acidez (5,98 < pH < 7,01), que per se parece ndo ter estimulado a sintese de
MT (Tabela 7).

Tabela 7 — Oxigénio dissolvido (OD), temperatura (T) e pH da dgua nos locais de coleta dos peixes nos periodos
chuvoso e seco em 2012,

Periodo / Localidade Parametros fisico-quimicos da agua
Chuvoso 0.D. (mg.L™) T (°C) pH
Lourencgo 6,10 27,90 6,21

Ponte 6,30 28,80 6,59
Vila Velha 6,00 29,60 6,74
Vila Tapereba 5,80 30,80 7,01
Seco 0.D. (mg.L™) T (°C) pH
Lourengo 5,70 27,30 5,98
Ponte 6,20 29,60 6,48
Vila Velha 5,90 30,70 6,83
Vila Tapereba 5,80 30,10 7,06

Os organismos vivos sdo grandemente influenciados pela temperatura, principalmente
0s ectotérmicos, uma vez que o0 aumento ou diminuicdo da temperatura influenciard os
processos metabolicos, podendo resultar em estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2011).

H4 relacdo entre temperatura, diminuicdo do oxigénio e estimulagdo metabolica com o
aumento da contaminacdo por agentes toxicos em decorréncia do aumento da ventilacdo
branquial (CHOVANEC et al., 2003). Exemplo € o estudo realizado por Tu et al. (2012) com
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camardo-tigre-gigante (Penaeus monodon) no qual, observou-se que a altas temperaturas (29
e 34 °C), aparentemente, diminuiram a atividade da GPx, mesma caracteristica observada
com a exposicao dos camardes ao pesticida deltametrina. Contudo, no presente estudo, o fator
temperatura parece nao ter influenciado as atividades enzimaticas ou os niveis de GSH ou
LPO tendo em vista ndo terem ocorrido grandes alteragbes na temperatura entre periodos,
caracteristica tipica da regido de coleta.

Avaliacdes toxicas sdo complexas, em decorréncia de efeitos sinérgicos e antagonicos,
dificultando a previsdo de seus impactos nos ecossistemas, Vvisto que a contaminacdo pode
apresentar carateristica intermitente, fazendo com que agentes poluidores permanegam
indetectaveis (CHOVANEC et al., 2003), além de fatores abidticos, como por exemplo,
temperatura que podem estar associados a elevacdo ou ndo de estresse oxidativo no cérebro,
baseado em niveis de LPO em Dicentrarchus labrax (MIEIRO et al., 2011).

Estudos diversos avaliaram a acdo de outros agentes exdgenos, além de pesticidas, na
atividade da ACHE (ROMANI et al., 2003; RABITTO et al., 2005; ALVES COSTA et al.,
2007; PRETTO et al., 2010): no estudo realizado por Romani et al. (2003) cujo objetivo foi
avaliar a exposicdo de Sparus auratus ao cobre, verificaram que a atividade enzimaética de
ACHE muscular aumentou significativamente mesmo com baixa concentracdo de Cu. Ja
Alves Costa et al. (2007) observaram inibicdo da atividade enziméatica no musculo de Hoplias
malabaricus pela acdo de MeHg, mesmo em pequena dose.

Em estudo realizado por Chuiko et al. (1997) com o peixe Rutilus rutilus, os autores
propGe uma interacdo entre fatores abioticos (mudancgas na temperatura da agua) e a atividade
de ACHE. Todavia, os resultados obtidos neste estudo parecem n&o indicar influéncia da
temperatura na atividade enziméatica da ACHE muscular, tendo em vista que a temperatura,
praticamente, manteve-se inalterada mesmo ocorrendo mudanca de atividade entre os locais
de coleta.

Como o presente estudo ndo apresenta dados relativos a anélise de adgua quanto a
presenca de metais pesados, ndo € possivel afirmar se as variagdes de atividade procedem da
interacdo entre peixes e metais pesados, mas fica claro que outros fatores podem agir sobre a

atividade desta enzima, e ndo somente a agdo de pesticidas.



47

6 CONCLUSAO

O fator sazonalidade (periodo chuvoso ou seco) influenciou os resultados obtidos, ja
que houve alteracdo positiva nos niveis de MT em todos os quatro locais de coleta de
amostras. Neste caso, a sazonalidade em si pode ndo ter sido a principal causa do aumento nos
niveis de MT, pois o Unico resultado significativo (Vila Velha) foi o que, por ventura,
apresentou fémeas em estado reprodutivo.

Logo, a maturacdo gonadal parece ser o fator que melhor explica as alteracGes
encontradas os niveis de MT nos peixes coletados no Rio Cassiporé, Estado do Amapa. No
entanto, estudos complementares devem ser realizados, principalmente em relacdo a
concentracdo dos metais na dgua, para que dessa forma se possa identificar com mais clareza
qual o principal fator que pode estar influenciando de forma mais contundente a alteracdo na
sintese dessa proteina, assim como saber com maior clareza o porqué do primeiro ponto
(Lourengo) néo ter apresentado dados estatisticos significativos, em relacdo aos demais.

O nivel de peroxidacdo lipidica no tecido cerebral indica que, aparentemente, ndo ha
danos celulares significativos. Todavia, outros estudos sdo necessarios, principalmente com
relacdo as analises histopatologicas. Vale ressaltar que estudos tém demonstrado uma
hierarquia dos d6rgdos que sofrem variacdo na quantidade de LPO, ou seja, hd variacdo
conforme o tecido que esta sendo analisado.

A glutationa S-transferase cerebral mostrou baixa atividade, visto ser dependente do
substrato GSH e o nivel deste ter sido baixo, concluindo-se que ndo houve quantidade
suficiente de substrato, de forma a permitir que a GST realizasse sua funcao.

A atividade da superdxido dismutase foi minima, levando a acreditar que ndo houve
producdo do radical O,"; houve a inibicdo das atividades enzimaticas ou ainda a atividade
desta enzima diminuiu no espaco de tempo entre a coleta do tecido cerebral e sua posterior
andlise.

N&o foi detectada atividade da catalase nos dois periodos de coleta no tecido cerebral,
provavelmente em decorréncia da inibi¢ao de suas atividades, visto que esta enzima apresenta
grande sensibilidade a diversos fatores.

A glutationa peroxidase cerebral indicou alta atividade, fato que pode ser justificado
pelo baixo nivel encontrado de GSH, uma vez que a GPx, assim como a GST, utiliza este
substrato para catalisar a reducéo de H,0,.
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Os valores obtidos de glutationa foram baixos, indicando que sua funcéo foi o de
auxiliar na reducéo do perdxido de hidrogénio pela GPx. Todavia, estudos recentes abordaram
o fato da alta afinidade existente entre 0 Hg e a GSH, fazendo com que esta esteja em
quantidade reduzida no meio intracelular. Faz-se necessario a obtencdo de dados de
concentracdo de metais na 4gua nos pontos de coleta para conclusdes mais consistentes.

Os parametros fisico-quimicos mostraram valores dentro do ideal, com caracterizagdo
da agua como levemente acida, sendo que esta caracteristica pode ter influenciado as
atividades de SOD e CAT.

Assim, com base nos resultados obtidos no presente estudo, é possivel notar varia¢do
entre os valores obtidos em relagdo aos apresentados por outros estudos. Contudo, deve ser
lembrado que esta pesquisa foi realizada com varias espécies, uma vez que o proposito foi ter
conhecimento geral quanto a salde dos peixes que habitam a bacia do Rio Cassiporé. Tal
variacdo dos niveis e atividades enzimaticas e ndo enzimaticas deve-se em parte aos tipos de
tecidos nos quais foram realizadas as analises, visto que diversos autores tém demonstrado
variacdes conforme o tecido analisado, aléem da existéncia de diferenca das atividades das
enzimas em relacdo a espécie de peixe avaliada.

A atividade enziméatica de ACHE muscular obtida entre periodos mostrou baixa
atividade com excecdo do ponto Lourenco. Pode-se inferir que, neste local, os peixes
apresentaram uma possivel tentativa de adaptacdo a algum agente externo. Caracteristica
oposta ao observado nos outros locais de coleta, uma vez que a atividade nos outros pontos

diminuiu na comparacao entre periodos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados, pode-se considerar que ha acdo de algum agente exdgeno
que esta afetando a homeostase da ictiofauna residente na bacia do Rio Cassiporé, Estado do
Amapa. Em certos locais apresentaram resultados mais significativos que outros, fazendo com
que fosse descartada a hipdtese de que peixes encontrados proximos as fontes poluidoras
apresentem relacdo diretamente proporcional quanto ao estresse oxidativo.

Por outro lado, os dados obtidos mostram que houve maior influéncia do periodo seco
nos parametros bioquimicos analisados, de forma que seja plausivel a interferéncia do periodo
(chuvoso ou seco) nos niveis de LPO, assim como no nivel e nas atividades enzimaticas dos
antioxidantes.

No entanto, deve ser ressaltado que estudos complementares sdo necessarios para que
se obtenha maior consisténcia dos dados obtidos no presente estudo. Além disso, faz-se
necessario 0 monitoramento dos organismos aquaticos presentes na bacia em estudo, visto
que ha consideravel risco a satde de tais animais tendo em vista a quantidade e intensidade da
atividade mineradora existente na regido e, consequentemente, trazendo grande risco a saude

publica pela contaminacdo através do consumo de animais possivelmente contaminados.
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ANEXO
Familia Espécies Nome Vernacular n
Carnivoro / Piscivoro
Avriidae Sciades cf. couma (Valenciennes, 1840) bagre 9
Sciaenidae Plagioscion squamosissimus (Heckel, 1840) pescada branca 4
Serrasalmidae Serrasalmus cf. spilopleura (Kner, 1858) piranha amarela 2
Serrasalmidae Pygocentrus nattereri (Kner, 1858) piranha vermelha 7
Erythrinidae Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) traira pongé 4
Onivoro
Anostomidae Leporinus friderici (Bloch, 1974) Piau / aracu 3
Heptapteridae Pimelodella cf. cristata (Muller e Troschel, 1849) jandia
Pimelodidae Pimelodus cf. blochii (Valenciennes, 1840) mandi
Heptapteridae Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824) jandia do mangue
Cichlidae Aequidens sp. acara 1
Characidae Astyanax sp. matupiri 2
Characidae Moenkhausia sp. matupiri 13
Cichlidae Guianacara cf. geayi (Pellegrin, 1902) acara 6
Detritivoro
Curimatidae Curimata sp. branquinha 3
Aspredinidae Aspredo aspredo (Linnaeus, 1758) rebeca 2
Curimatidae Cyphocharax cf. spilurus (Gunther, 1864) piaba 7
Curimatidae Cyphocharax aff. spilurus (Ginther, 1864) piaba 2
Curimatidae Cyphocharax cf. gouldingi (Vari, 1992) piaba 5
Herbivoro
Serrasalmidae Myleus sp. curupeté / pacu 3
Insetivoro
Sternopygidae Eigenmannia virescens (Valenciennes, 1840) itui navalha 4
Characidae Bryconops cf. caudomaculatus (Gunther, 1869) jodo duro 7
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