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RESUMO

Atividades antrépicas geram uma quantidade significativa de poluentes que sdo
lancados ao meio ambiente, muitas vezes ocasionando distdrbios ecolégicos. Estes poluentes
causam alteracdes bioldgicas em varios niveis: molecular, celular, tecidual, organismo,
populacdes e comunidades. Entre os xenobiontes presentes nos ecossistemas aquaticos,
inimeros compostos quimicos € organicos possuem um potencial oxidativo, ampliando o
dano causado por espécies reativas de oxigénio. Desta forma, as quantificagdes destes danos
celulares e defesas antioxidantes podem ser usadas como biomarcadores de contaminagdo
aquédtica. Este estudo foi realizado entre 2005 e 2007 em rios do complexo da Baia da
Babitonga, em Joinville-SC, e também em diferentes pontos da Baia de Florian6polis, em
2008, através da exposicao de tildpias (Oreochromis niloticus) e ostras (Crassostrea gigas),
respectivamente. Marcadores de estresse oxidativo e outros parametros bioldgicos foram
analisados como um possivel protocolo de monitoramento ambiental. Os resultados
demonstraram uma forte contaminacao em Joinville, com inducdo das defesas antioxidantes,
enzimas de metabolizacdo e de dano celular, além da inibi¢do colinesterdsica. Estes dados
estdo de acordo com as evidéncias da presenca de metais, uso de pesticidas e de alta atividade
industrial. J4 em Florianépolis, ndo foram observadas alteracdes significativas nos parametros
estudados, possivelmente devido a falta de um ponto de referéncia adequado, que esteja livre
de contaminacdo por efluentes domésticos. Concluimos que os parametros de estresse
oxidativo podem ser importantes ferramentas complementares em trabalhos de
monitoramento ambiental, junto a outros biomarcadores ja estabelecidos, auxiliando a
compreensdo dos efeitos da contaminagdo sobre os organismos aquaticos e fornecendo

importantes informacdes a respeito das modulacoes das defesas celulares.

Palavras chave: ecotoxicologia, biomarcadores, estresse oxidativo, glutationa, defesas

antioxidantes, citocromo P450, tildpia, ostra do Pacifico.
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1. INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento econémico e a questao socio-ambiental.

A partir das décadas de 60 e 70, o intenso debate social e ambiental iniciado pelos
paises desenvolvidos do hemisfério norte, e posteriormente difundido a nivel mundial,
levantou grandes questionamentos a respeito do desenvolvimento condicionado pelo sistema
econdmico do pds-guerra da década de 40 e da nocdo de progresso e crescimento ilimitado.
Esta ideologia de desenvolvimento postulava como ideal o modelo norte-americano, € o bem
estar e conforto s6 seriam atingidos pelos paises em desenvolvimento através de um grande e
custoso crescimento econdmico, o qual levou a um crescente endividamento e marginalizagao
cultural, e consequentemente, a consolidagdo de uma politica de hegemonia e dominancia dos
paises do hemisfério norte. Porém, ficou claro o fracasso deste sistema na esfera social, onde
ndo ocorreu a reducdo da pobreza, e também na esfera ambiental, onde o desenvolvimento e
uso dos recursos naturais levaram a degradacdo e escassez dos mesmos, como observado na
crise do petréleo na década de 70 (SCOTTO, CARVALHO & GUIMARAES, 2007).

Segundo Scotto, Carvalho e Guimardes (2007), o desenvolvimento passa a estar
intimamente relacionado a riscos de degradacdo ambiental, o que levou a criacdo de 6rgaos
ambientais nacionais. Entre o inicio das décadas de 70 e 80, passaram-se de 10 para cerca de
1.000 os paises que contavam com este tipo de organizacdo. Além das agéncias oficiais,
Orgdos ndo-governamentais tiveram amplo crescimento, de aproximadamente 2.500
organizagdes em 1972 para aproximadamente 15.000 em 1981. Associada a esta tendéncia,
houve intensa discussao através das conferéncias mundiais a respeito do meio ambiente no
chamado “Ciclo Social da ONU” que ocorreu entre as décadas de 70 e 90. Isto resultou num
intenso debate até os dias de hoje sobre a necessidade da conciliagdo entre crescimento
econOmico, superagdo da pobreza e preservacdo do meio ambiente, passando entdo, a utilizar
a expressao desenvolvimento sustentavel para designar este modelo (SCOTTO, CARVALHO
& GUIMARAES, 2007).

Dentro deste debate, merece destaque a Conferéncia de Dublin em 1992, cujo tema
principal era a 4gua. Neste encontro, colocou-se em questdo a atividade humana como mais
um fator atuante sobre os ecossistemas aquaticos (MEYBECK, 2003). Isso porque estes
ecossistemas tornam-se cada vez mais delicados e pressionados por inimeros fatores, como
alteracdes climadticas, crescimento populacional, demanda por dgua e a prépria poluigdo.
Mesmo os leng6is fredticos, cobrindo vastas extensdes ao longo do globo, demonstram sinais
de contaminagdo pela sua elevada exploracdao entre 1950 e 1990, salinizacdo, urbanizagao e

intensificacdo da agricultura e da industria (FOSTER & CHILTON, 2003). Desta forma,
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grande parte do ambiente costeiro mundial sofre algum tipo de impacto devido a acgado

humana, afetando direta ou indiretamente a atividade pesqueira, saide humana e biota local,
tornando-se assim, uma questdo fundamental a manutencao destes ecossistemas.

No Brasil, inimeros estudos t€ém demonstrado a presenca de contaminantes no
sedimento ou na coluna d’igua de intimeras regides brasileiras, como por exemplo na
Amazonia, onde algumas regides com descarga direta de 6leo e esgoto doméstico na dgua t€m
demonstrado menor riqueza e abundancia de invertebrados (COUCEIRO et al., 2006), e a
contaminac¢do do meio aquético e da biota por mercurio, aliada ao intenso consumo de peixes
pela populagao ribeirinha e ao precério atendimento médico, podem estar ocasionando sérios
riscos as populagdes amazonicas. J4 na regido sudeste, a intensa atividade humana pode estar
causando sérios danos aos ecossistemas costeiros, como observado pela elevada carga de
poluentes derivados da industria do petrdleo em Angra dos Reis (RJ) (AZEVEDO,
GONCALVES & SILVA, 2007), ou da queima de combustiveis na Baia de Guanabara (DA
SILVA, AZEVEDO & NETO, 2007). Em Santa Catarina, com seu extenso litoral e presenca
de atividades portudrias, agricolas, industriais € de mineracao, uma maior atencdo deveria ser
dada a este tema.

O processo de conservacdo destes ambientes € extremamente dificil, devido a
complexa relacdo entre polui¢do, degradacao do hébitat, espécies invasoras, modifica¢des de
fluxo de corrente e super-exploracio (DUDGEON et al., 2006). A barreira existente entre a
compreensdo dos ecossistemas costeiros e as decisdes politico-sociais a respeito do uso,
desenvolvimento e protecdo destes recursos também dificulta suas conservacdes (YANEZ-
ARANCIBIA & DAY, 2004). Desta forma, ainda é necessario o desenvolvimento de
inimeras ferramentas, tanto politicas como cientificas, que facilitem a implementacdao de

novos programas de conservacao ambiental.

1.2 Contaminac¢ao aquatica, xenobiontes e biomarcadores.

O Brasil possui grandes reservas de dgua doce, que, além de estarem distribuidas de
forma inconstante ao longo de seu territério, sofrem intensa degradacdo através de
contaminacdo gerada por grandes centros urbanos e pdlos industriais, principalmente nas
regides sul e sudeste do pais. Grande parte destes contaminantes (xenobiontes) acaba sendo
levada para as regides costeiras, tornando a conservagdo da dgua um processo dificil, porém
de extrema importancia. Uma vez que o ambiente aqudtico possui uma complexa rede de

relacdes e interacOes entre animais, plantas e microrganismos, ele detém um papel
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fundamental na manuten¢do de vdrios ecossistemas e também em inumeras atividades

econdmicas brasileiras.

Avaliar o nivel de risco de inimeros poluentes e seus derivados ao meio ambiente
através de estudos macroecoldgicos (populacdes, comunidades) é demasiadamente complexo,
uma vez que os efeitos observdveis tendem a se manifestar apds longos periodos de
exposi¢do, além de sofrerem interferéncia de indmeros fatores externos e serem de dificil
deteccao. Além disso, as observacdes identificadas sdo distirbios ecoldgicos como perda de
biodiversidade, destrui¢do do habitat, declinio populacional, que acabam sendo conseqii€ncias
irreversiveis da contaminacdo (MOORE et al., 2004), como observado na Figura 1. Logo,
elucidar os mecanismos iniciais (a niveis moleculares e/ou celulares) de resposta rapida na
presenca de contaminantes pode garantir uma compreensao mais rapida sobre a situacdo do
meio ambiente, a tempo de evitar danos maiores a niveis macroecologicos. Neste contexto,
chama-se de biomarcador qualquer substancia, ou seu derivado, estrutura ou processo, que
possa ser medido no organismo e que possa predizer ou influenciar a incidéncia de um
acontecimento ou doenca (WHO, 2001), e estd intimamente associado com a ecotoxicologia,
um dominio da ciéncia cujo objetivo € entender e prever efeitos de xenobiontes em
comunidades naturais sob pressdo antrépica (CHAPMAN, 2002). Estes biomarcadores
refletem a interagdo entre o sistema biolégico e um ou mais contaminantes.

Esta interacdo entre o sistema bioldgico, biomarcadores e poluentes estd intimamente
associada a biodisponibilidade dos contaminantes (Fig. 2). Isto porque ele pode estar
associado a matéria organica dissolvida, particulada e ao sedimento. Assim, sua concentragao
disponivel € muito varidvel, e afetard o organismo através da relacdo entre sua taxa de
captacdo e eliminagdo. Os efeitos diretos destes xenobiontes ocorrem através de interagdes
com proteinas receptoras celulares, distirbios na homeostase celular, inibicdo enzimatica,
danos a macromoléculas, entre outros (Fig. 2). O organismo entdo € capaz de responder,
inicialmente a nivel molecular e celular, a fim de evitar ou diminuir o efeito toéxico destes
contaminantes através de respostas adaptativas. Caso estas respostas nao sejam suficientes,
podera ocasionar diminui¢do no crescimento, reducdo da fertilidade e reproducdo, distirbios
funcionais, mutacdo, cancer, distirbios comportamentais ou a morte. Entretanto, a total
adaptacdo pode ser alcancada caso as respostas desenvolvidas pelos organismos sejam

eficientes para contrabalancear os disturbios (Fig. 2) (FENT, 2004).
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Figura 1: Representacido esquematica da seqiiéncia de ordem de respostas a poluicdo dentro de um
sistema biolégico. Ao se estudar niveis de organizacio de elevada complexidade bioldgica, a detectabilidade e a
resposta sdo prejudicadas devido a grande interferéncia por fatores externos, enquanto que agentes biolégicos
mais simples possuem uma rdpida resposta a perturbacdo (biomarcadores), com menor interferéncia e com
capacidade de previsibilidade, o que é fundamental para estudos ecotoxicoldgicos (Adaptado de MOORE et al.,
2004).

Atualmente, dois grupos de animais sao utilizados predominantemente como modelos
em estudos de contaminagdo aqudtica: peixes e bivalves. Isso porque ambos contam com
mecanismos acentuados de bioconcentracdo e biomagnificacdo (HEDOUIN et al., 2006;
FERNANDES et al., 2007; WEISBROD et al., 2007). Peixes estdo presentes em praticamente
qualquer corpo d’agua, possuem uma vasta variedade de nichos ecoldgicos entre as espécies;
ja os bivalves possuem habito séssil e de filtragdo, além de ampla distribui¢do. Entre os
principais parametros utilizados como biomarcadores estdo: enzimas e produtos de
biotransformacgdo; parametros de estresse oxidativo; proteinas de estresse, metalotioneinas e
proteinas que conferem resisténcia multipla a drogas; parametros hematoldgicos,
imunoldégicos, reprodutivos, enddcrinos, neuromuscularers, fisiologicos, morfolégicos e de

genotoxicidade (VAN DER OOST, BEYER & VERMEULEN, 2003).
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Figura 2: Biodisponibilidade e toxicidade dos poluentes. A biodisponibilidade dos poluentes esta relacionada
tanto a sua associacdo com outras particulas presentes no meio aqudtico como a taxa de captacao e eliminacao do
mesmo pelo organismo. J4 a sua toxicidade € o resultado entre os efeitos diretos, a niveis celulares e
moleculares, e a capacidade adaptativa do organismo frente a este poluente (Adaptado de FENT, 2004).

Efluentes podem possuir uma vasta variedade de poluentes, como hidrocarbonetos
arométicos policiclicos (PAH), bifenis policlorados (PCB), pesticidas organoclorados (e.g.
DDT, Dieldrin) e organofosforados (e.g. Malathion), metais pesados e outros produtos
quimicos/organicos (MARTINEZ-ALVAREZ, MORALES & SANZ, 2005), a maioria com
potencial oxidante, tornando as células suscetiveis a danos por espécies reativas de oxigénio
(ERO) (WINSTON & DI GIULIO, 1991). Logo, a quantificagdo de danos oxidativos e os
niveis de defesas contra danos celulares, t€ém o potencial de serem usados como
biomarcadores de contaminagdo aquatica (AHMAD, PACHECO & SANTOS, 2006; FUNES
et al., 20006).

1.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO), danos a biomoléculas, defesas antioxidantes e

estresse oxidativo.

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

O oxigénio € uma molécula fundamental para os organismos aerdbios, utilizada tanto

na producdo de energia através da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria dos

eucariotos, como na membrana celular de muitas bactérias, e em inimeras vias metabdlicas
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fundamentais. Ao mesmo tempo, seu consumo ¢é capaz de gerar substancias toxicas a nivel

intracelular e extracelular, criando entdo o chamado “paradoxo do oxigénio”, devido ao
balanco existente entre suas vantagens e desvantagens. Essas substancias toxicas sdo geradas
durante o transporte de elétrons, reacdes enzimaticas, reacdes de auto-oxidacdo, ou ainda,
pelo grupo heme de proteinas, e sio comumente chamadas de espécies reativas de oxigénio
(ERO), como o oxigénio singlet (102), o anion superdxido (O,7), o perdéxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxil (OH) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Algumas dessas ERO sdo radicais livres, outras sdo agentes oxidantes ndo radicalares
(como o perdxido de hidrogénio). O préprio termo “reativo” acaba criando certa confusao,
uma vez que ha bastante diferenca entre as constantes de reatividade do perdxido de
hidrogénio (k =2.26 M's!) (CARBALLAL et al., 2003) e do radical hidroxil com a albumina
(k = >10"° M's") (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), por exemplo. Além disto,
algumas destas moléculas reagem rapidamente apenas com algumas substancias, como é o
caso do peréxido de hidrogénio, enquanto outras, como radical hidroxil, reagem rapidamente
com inimeras moléculas. Estas caracteristicas geram diferentes niveis de efeitos bioldgicos,
dependendo da sua taxa e local de formac¢do, ambiente, compartimento celular, etc. Para uma
melhor explicacdo do termo radical livre, ele acaba sendo designado para qualquer espécie
capaz de existéncia independente (por isso o termo livre), que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), além de incluir outras espécies
radicalares que ndo somente as ERO, como por exemplo, aquelas centradas em carbono e
nitrogénio.

Para lidar com este paradoxo, a célula possui uma série de defesas capazes de evitar o
efeito deletério destas ERO geradas pelo metabolismo aerdbio, organizada em diferentes
niveis. Estas defesas sdo comumente chamadas de defesas antioxidantes, e podem ser
produzidas endogenamente ou adquiridas pela dieta. Estas estratégias de defesa incluem
diferentes niveis de prote¢ao, que podem ser resumidos em trés formas principais de atuacao:
evitar a formag¢do de ERO, a neutralizacdo destas espécies reativas e a reparacao de danos
ocasionados por elas. Assim, o termo antioxidante pode ser considerado como qualquer
substancia que atrase, previna ou remova o dano oxidativo de uma molécula-alvo
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). E interessante observar que, mesmo a nivel
fisiolégico, nao hd uma total prevengdo na formacao/atuacdo das ERO. Alguns trabalhos tém
demonstrado que, mesmo em pequenas concentracdes, estas moléculas ndo s6 ndo causam
grandes danos, como podem adquirir importantes fungdes celulares. Por exemplo, a
sinalizagdo celular, ao longo da histéria evolutiva dos seres vivos, utiliza processos oxidativos

como sinalizadores, além de outros mecanismos. Alguns exemplos sdo: controle da ventilagao



7
respiratoria, apoptose, diferenciacdo e desenvolvimento celular, aderéncia de leucdcitos a

células endoteliais ou mesmo na ativagdo da resposta imunoldgica especifica contra patdgenos
no processo inflamatério (DROGE, 2002).

Por outro lado, o ataque de ERO a biomoléculas pode causar disfungdes celulares
(YU, 1994). AlteracOes relacionadas ao ataque de ERO podem ser causadas por sua excessiva
formacgao e/ou ineficiéncia em sua interceptacdo pelas defesas antioxidantes, gerando o
chamado estresse oxidativo. Este pode ocorrer devido a acdo de xenobiontes, através da
alterac@o na regulacdo redox celular, pelo metabolismo de citocromos P450, ou ainda, pela
presenca de fons metdlicos livres, gerando ciclos de reacdes oxidativas (REGOLI et al.,
2002).

Os tipos de dano oxidativo causado pelas ERO a biomoléculas pode ser dividido em 3

categorias principais, conforme visualizado na Figura 3, e descritos a seguir.

Oxidacdo de proteina

Xenobiontes SodCuZn

FAFRRR
BOBL8Y O

¥

5 3 Lipoperoxidacdo
Oxidacdo do DNA

Figura 3: Representacido esquematica de danos celulares causados por espécies reativas de oxigénio na
presenca ou nao de xenobiontes. Xenobiontes podem induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio, as
quais podem causar danos a proteinas, lipidios e DNA caso as defesas antioxidantes celulares ndo sejam capazes
de neutralizar seus efeitos. O," - Anion superéxido; H,O, - Peréxido de Hidrogénio; "OH — Radical hidroxil;
SodMn - Superéxido Dismutase-Manganés; SodCuZn - Superéxido Dismutase-Cobre/Zinco; GPx - Glutationa
Peroxidase; Cat — Catalase (Adaptado de RAMAKRISHNAN, RAJESH & SULOCHANA, 2007).

Lipoperoxidagdo

O ataque a cadeias de acidos graxos poliinsaturados (com dois ou mais carbonos de

sua cadeia com ligacdo dupla) pode ocorrer através de processos de peroxidagdo, que é uma
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reacdo em cadeia envolvendo trés etapas distintas: iniciacdo, propagacdo e terminagdo. O

comego desta reacdo geralmente ocorre através da abstracdo de atomo hidrogénio de um
grupo metileno (—CH,—) através do ataque de uma molécula reativa, como ERO, metais, ou
outros radicais livres, formando um radical de carbono. Este, por sua vez, realizard um

rearranjo molecular, formando um dieno conjugado, o qual pode reagir com moléculas de
oxigénio, formando um radical peroxil (ROO"). A partir da formagdo deste radical ocorre a

fase de propagacdo, devido a sua capacidade de abstrair dtomos de hidrogénio de outros
grupos metilenos de cadeias adjacentes (transformando-se em um peréxido lipidico). Estes
sofrerdo processos de rearranjo molecular, formagao de dienos conjugados e, posteriormente,

ataque de moléculas de oxigénio, formando um novo ROO'. Este reinicia o processo, gerando

uma reagdo oxidativa em cadeia (Fig. 4) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Acido graxo
poliinsaturado

-H- Abstrac&o de hidrogénio

Rearranjo molecular

Dieno conjugado

+0, Captacao de oxigénio

Radical Peroxil (ROO-)

g. + H- Abstrac&o de hidrogénio
de cadeias de acidos
graxos adjacentes
— Peroxido lipidico (ROOH)

o

Figura 4: Processo de lipoperoxidacdo (Adaptado de MOSIALOU, 1993). A abstragdo de 4tomos de
hidrogénio de um 4cido graxo poliinsaturado (neste esquema representado por trés ligacdes duplas) leva a
formacdo de um dieno conjugado por rearranjo molecular. Esta molécula pode sofrer o ataque de oxigénio,
formando um radical peroxil. Este radical pode continuar o ciclo de lipoperoxidacdo através da abstracdo de
atomos de hidrogénio de cadeias poliinsaturadas préximas, transformando-se em um peréxido lipidico.




Ao mesmo tempo, quando o ROQ" abstrai o dtomo de hidrogénio das cadeias

adjacentes, forma-se um perdxido lipidico (ROOH) (Fig. 4). Este peréxido é geralmente

estdvel sob temperatura fisiologica, mas na presenca de fons metélicos, pode iniciar um novo

tipo de rea¢do em cadeia, quebrando a ligacdo O—0, formando um radical alcoxil (ROH")

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

ROOH + Fe** — Fe** + OH” + ROH’

Estes radicais alcoxilas também podem abstrair &tomos de hidrogénio, tanto de outros
peréxidos como de grupos metilenos de acidos graxos poliinsaturados, continuando as reagdes
em cadeia.

Outro grande problema destas reacdes é a formacdo de Fe’*, o qual também pode
reagir com peréxidos lipidicos formando radicais peroxilas e Fe?, em um ciclo

autosustentavel (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

ROOH + Fe** — ROO + H" + Fe**

Virios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de lipoperoxidacao,
tais como a neutralizacdo desses inimeros radicais por antioxidantes, formacdo de produtos
nao radicalares, consumo dos reagentes, dentre outros.

Entre os produtos finais formados durante o processo de lipoperoxidacao, destacam-se
gases de hidrocarbonetos e os aldeidos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxynonenal
(4-HNE). Acredita-se que niveis elevados de 4-HNE (acima de 1uM) atuem em processos
citotéxicos e genotéxicos, provocando danos mitocondriais, inibindo a a¢do de chaperonas e
algumas isoformas de citocromos P450 (CYP2E1 e CYP1A1), sintese de DNA e de proteinas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Entretanto, o 4-HNE também é um potente indutor
de defesas antioxidantes. J4 o MDA pode atacar proteinas quando presente em ambientes de
baixo pH, resultando em modificacdes de intimeros residuos de aminodcidos (especialmente
lisina). Ele ainda pode reagir com bases de DNA (especialmente guanina) gerando lesdes
mutagénicas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Outra importante caracteristica do
MDA ¢ sua capacidade de reagir com o 4cido tiobarbitirico sob altas temperaturas e baixo
pH, gerando um produto com cor que pode ser detectada em 532 nm (DRAPER & HADLEY,

1990), base para método de detecc¢do de produtos finais de lipoperoxidacao.
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Oxidacdo de proteinas

O dano a proteinas pode ocorrer pelo ataque direto de ERO a sua estrutura, ou através
de moléculas originadas de processos de oxidag¢dao, como o MDA e 4-HNE.

Como a estrutura priméria de uma proteina pode ser muito varidvel, esta pode sofrer
inimeros tipos de processos oxidativos, gerando diferentes produtos finais. Além disso, as
proprias ligagdes peptidicas podem ser atacadas, como por exemplo, na abstracdo de
hidrogénio pelo radical hidroxil. No geral, este radical exerce mais efeitos nocivos a
proteinas, enquanto que o per6xido de hidrogénio, anion superéxido e 6xido nitrico ficam
mais restritos aos ataques de grupos facilmente oxiddveis, como os SH. Uma vez que as
proteinas podem facilmente combinar-se a ions metdlicos, € caso sejam posteriormente
expostas a peroxido de hidrogénio, pode ocorrer a reagdo de Fenton, e consequentemente, a
formacao de radical hidroxil. Inicialmente, o ataque de "OH pode gerar outros radicais capazes
de combinar com o O,, gerando radicais alcoxilas e peroxilas, os quais podem fazer a
abstracdo de H' e formar per6xidos nas cadeias laterais ou na cadeia central das proteinas. Os
radicais alcoxil podem ainda realizar fragmentacdes de proteinas, formando grupos
carbonilas. Assim como os perdxidos lipidicos, os peréxidos aminoacidicos sao estaveis a
temperatura fisioldgica, mas na presencga de calor ou de fons metdlicos podem formar novos
radicais organicos, gerando reagdes ciclicas. Eles também podem atacar grupos tidlicos de
outras proteinas, assim como os perdxidos lipidicos, e sua degradacao € extremamente dificil
por ndo serem substratos para as enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase ou a

peroxiredoxina (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Dano oxidativo ao DNA

Os radicais livres estdo envolvidos com processos de envelhecimento,
desenvolvimento de cancer, mutacdes e morte celular, através de alteragdes quimicas, tanto
nas bases nitrogenadas, na ribose do DNA e na quebra de suas ligagoes.

A ERO com maior capacidade de causar danos ao DNA ¢ o radical hidroxil. Ele tem a
capacidade de adicionar liga¢des duplas nas bases heterociclicas de DNA, assim como, de
abstrair hidrogénio da base nitrogenada timina e de cada um dos carbonos da desoxirribose.
Além disso, reacdes de adicdo podem formar adutos de radical ‘OH que, na presenca de
oxigénio, pode vir a formar radicais peroxil. O processo de formagao de adutos pode ser

utilizado como marcador de dano oxidativo ao DNA. O produto 8-oxo-7,8-diidro-2'-
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deoxiguanosina (comumente chamado de 8-oxodGuo) pode ser detectado através da técnica

de cromatografia liquida de alta performance com deteccdo eletroquimica (HPLC-ECD) (Fig.

5) (DIZDAROGLU et al., 2002).
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Figura 5: O mecanismo de formacao de produtos de guanina a partir a partir de reacées de oxidacdo com
radical hidroxil (OH), elétrons livre ('¢’) e oxigénio singlet (*0,) (BERRA, MENCK E DI MASCIO, 2006).

A abstragdo de dtomos de hidrogénio feita por este radical leva a formacao de radicais
de carbono, que na presenca de oxigénio sdo rapidamente convertidos a radicais peroxil de
acucares. A partir de processos de rearranjo molecular, fragmentacdo e liberagdo de dgua
podem-se gerar mais de 20 tipos de produtos (DIZDAROGLU et al., 2002).

Algumas proteinas nucleares podem ser atacadas pelo radical hidroxil, e
posteriormente realizar ligagcdes cruzadas com o DNA, ocasionando falhas no reparo celular,

replicagdo, transcri¢ao e descondensamento da cromatina (DIZDAROGLU et al., 2002).

Defesas antioxidantes

Entre as principais defesas antioxidantes ndo-enzimaticas da célula estdo as vitaminas
C e E, carotendides, flavondides, pigmentos biliares, urato e o tripeptideo glutationa (GSH),
todos sendo captadores de radicais. A GSH é composta por gamma-glutamil-cisteinil-glicina,
atuando contra a formacdo de radicais livres, na homeostase tidlica, na manutencdo do

balanco redox da célula e na defesa contra agentes eletrofilicos. Essa capacidade antioxidante
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se da pelo grupamento tiol (SH) reativo de sua cisteina, o qual também pode ser encontrado

em proteinas (PSH) ou em tidis de baixo peso molecular (NPSH), como a cisteina e a GSH
(REISCHL et al., 2007).

As defesas antioxidantes enzimaticas também sdo fundamentais. Entre as principais
estdo as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (Cat) e glutationa peroxidase (GPx).
A SOD € uma metaloenzima que age sobre o radical O, dismutando-o a H,O, e protegendo
em até 97% os alvos do ataque do anion superéxido. Em eucariotos sdao encontradas duas
principais isoformas, no citosol a forma SOD-CuZn (possui cobre e zinco em seu sitio ativo),
enquanto que na mitocondria a forma SOD-Mn (com manganés em seu sitio ativo). Para a
eliminacdo de peroxidos existem duas enzimas principais, a Cat e a GPx. A Cat tem como
funcdo dismutar o H,O, em H,O e O,, e estd localizada em maior abundancia em
peroxissomos, ja a GPx estd relacionada a funcdo antioxidante da GSH com atividade
peroxiddsica contra perdéxido de hidrogénio e perdxidos organicos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

Processos oxidativos celulares e a atividade GPx geram o dissulfeto da glutationa ou
glutationa oxidada (GSSG). Para a manuten¢do do ambiente redutor intracelular a razao entre
glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) € mantida em niveis muito altos (SIES & MOSS,
1978; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Para evitar a deplecdo da GSH e aumento da
GSSQG, a glutationa redutase (GR) reduz a GSSG a custa de NADPH, regenerando a GSH e
mantendo desta forma o estado redox intracelular. A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) nao deixa de estar envolvida com as defesas antioxidantes, pois fornece os
equivalentes redutores (NADPH) para regeneracdo de GSSG. Quando o fornecimento de
NADPH fica prejudicado, a funcdo antioxidante da glutationa também fica afetada, pois a
GSSG ndo pode ser regenerada, causando sérios danos ao metabolismo celular. Neste sentido,
a G6PDH também pode ser considerada uma enzima antioxidante co-adjuvante (SLEKAR,
KOSMAN & CULOTTA, 1996).

A gamma-glutamil transpeptidase (GGT) é uma glicoproteina ligada a membrana
celular, responsavel pela transferéncia de grupos glutamil da GSH para inimeros aminoacidos
ou peptideos. Sua a¢do possibilita a captacdo de cisteina, elemento limitante para a sintese de
GSH (MEISTER, 1973). A GGT também ¢ responsdvel pela degradacdo da glutationa,
tornando-a disponivel como fonte de cisteina para sintese protéica (TATEISHI et al., 1977).

Xenobiontes, em geral, ativam as duas das primeiras etapas de defesa do organismo, as
enzimas de biotransformacdo de fase I e II. As enzimas de fase I, conhecidas como
monooxigenases (um grupo de enzimas composto pelas varias isoformas do citocromo P450,

citocromo bs ¢ NADPH citocromo P450 redutase), sdo responsaveis pela metabolizacdao de
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compostos endogenos e xenobidticos, tornando-os hidrofilicos. Isto facilita sua eliminac¢do da

célula através de sistemas de transporte tipo ABC ou pela conjugacdo através de enzimas de
fase II, tais como a glutationa-S-transferase (GST) (STEGEMAN & LECH, 1991). A GST ¢é
responsavel pela conjugagdo de xenobidticos eletrofilicos a GSH, reduzindo sua toxicidade,
além de tornd-los mais hidrofilicos, permitindo que o sistema de transporte elimine estes
conjugados para o meio extracelular, metabolizados pela via do d4cido mercaptdrico. A GST e
o citocromo P450, por serem enzimas sensiveis a compostos exdgenos, tém sido largamente

utilizados como biomarcadores (STEGEMAN et al., 1990; BUCHELI & FENT, 1995).

Estresse oxidativo

Assim, a partir de um balanco entre as defesas antioxidantes e os efeitos toxicos das
ERO a biomoléculas, os seres vivos conseguem manter o metabolismo e o funcionamento
celular inalterados. Porém, em situagdes especificas, este panorama pode ser comprometido
através do excesso de producdo de ERO, falha das defesas antioxidantes ou ambos, gerando
estresse oxidativo.

As conseqiiéncias do estresse oxidativo podem ser variadas, de acordo com o tipo
celular e com sua intensidade (Fig. 6). Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), os principais
efeitos sdo:

1. Proliferaciao celular: algumas células podem responder ao estresse oxidativo através
do aumento da taxa de divisao celular.

2. Adaptacao: aumento das defesas celulares, como catalase, superéxido dismutase e
glutationa, deixando a célula totalmente, parcialmente ou superprotegida (a célula
estara mais resistente frente a futuros insultos oxidativos mais intensos). Além disto,
os alvos de dano oxidativo podem ser redirecionados, ou ainda, a produgdo basal de
ERO pode ser reduzida.

3. Dano celular: pode envolver dano a um ou mais tipos de biomoléculas, como lipidios,
proteinas, DNA, carboidratos, etc. Em casos de dano menor, a célula pode sobreviver
com algum dano oxidativo persistente e irrepardvel, ou ainda promover o seu reparo.

4. Senescéncia: sobrevivéncia da célula, mas com o sistema de divisdo celular
comprometido.

5. Morte celular: ap6s o dano a célula pode desencadear o processo de morte celular.
Danos oxidativos ao DNA, mitocdndria, ou em outros alvos celulares, podem causar

morte celular por apoptose ou por necrose.
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Figura 6: Respostas celulares a diferentes graus de estresse oxidativo (Adaptado de HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

1.4 Defesas antioxidantes e monitoramento ambiental

As defesas antioxidantes podem ser induzidas, como também podem ser esgotadas
frente a substancias pré-oxidantes, dependendo do tempo e intensidade da exposi¢do. Ao
mesmo tempo, a alteracdo nestas defesas também estd relacionada as diferentes classes de
xenobiontes, diferencas de sensibilidade entre as espécies e a fatores ambientais e bioldgicos
(WINSTON & DIGIULIO, 1991). Assim, a dificuldade em entender os processos oxidativos
e antioxidantes celulares acaba sendo vista por muitos como um problema na sua utilizacdo
como biomarcadores (REGOLI et al., 2002), recorrendo entdo a parametros classicos como
enzimas de biotransformacdo de fase I e II, colinesterases, metalotioneinas e marcadores de
genotoxicidade. Porém, a fim de uma melhor compreensdo do potencial toxico de um
ambiente e seus efeitos sobre a biota local, é necessdria uma visdo ampla que envolva
conhecimentos relacionados a genética, protedmica, metabolismo celular e de niveis de

organizacdo bioldgica mais elevados, a fim de tornar este tipo de estudo com biomarcadores

uma ferramenta fundamental para o manejo e conservacdo do meio ambiente (MOORE et al.,
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2004). Assim, o desenvolvimento de novos protocolos ecotoxicoldgicos com amplos

marcadores de estresse oxidativo é essencial para a melhor compreensao de sua regulacdo e
funcionamento, a fim de que, posteriormente, possam ser incorporados em projetos de

monitoramento ambiental junto com outros biomarcadores previamente ja estabelecidos.

1.5 Area de estudo

Joinville

Joinville estd localizada no litoral norte de Santa Catarina, a 180 km de Florianépolis,
sendo a cidade mais populosa (436.585 habitantes) e principal pdlo industrial do estado
(FATMA, 2003). Baseado em dados do IBGE e da Prefeitura Municipal de Joinville, a
FATMA (2003) reporta que entre 1950 e 2000, houve uma intensa urbanizacdo, onde a
populacdo urbana passou de 49 % para 97 %. A agropecudria baseia-se na fruticultura,
producdo de grios (principalmente arroz) e rebanho bovino. A utilizagdo de herbicidas,
inseticidas, fungicidas, adubos quimicos e 6leo mineral € comum. O setor industrial € muito
bem representado pelo ramo metalirgico, mecanico e téxtil, além do ramo pléstico, quimico,
madeireiro, mineracdo e alimenticio, compreendendo 50 % da populagdo economicamente

ativa (FATMA, 2003).

Florianopolis

Florian6polis localiza-se no litoral centro-leste de Santa Catarina, com
aproximadamente 97 % de seu territério localizado na Ilha de Santa Catarina possuindo
370.000 habitantes (Prefeitura Municipal de Florianépolis, 2007). Destes, 97,04 % residem
em dreas urbanas com uma economia baseada no comércio e servicos (86,44 %) com destaque
para o turismo durante o verdao (Prefeitura Municipal de Floriandpolis, 2007). Por situar-se
numa ilha com intensa urbanizagdo, Florianépolis sofre grandes problemas ambientais,
principalmente relacionados com saneamento bésico, o que gera grandes riscos ambientais as
suas praias e ecossistemas marinhos. Segundo o site da Prefeitura Municipal de Florianépolis,
em 2001 apenas 32 % dos domicilios estavam ligados ao sistema de coleta de esgoto da
CASAN e apenas 40 % do esgoto sofria tratamento adequado, o que acaba levando a polui¢do
das praias e outros ecossistemas. Conforme o relatério de balneabilidade do litoral catarinense
disponivel no site da FATMA, até 35,5 % dos pontos analisados nas praias da ilha foram

considerados improprios para banho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Investigar se parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo sdao bons
marcadores de contaminacdo aqudtica e avaliar a possibilidade de aplicacdo destes protocolos
como parte de programas oficiais de biomonitoramento ambiental de 6rgaos governamentais

Investigar a qualidade ambiental de dois ecossistemas catarinenses através de

parametros de estresse oxidativo e de outros pardmetros bioldgicos.

2.2. Objetivos especificos

1) Investigar a utilizagdo de parametros de estresse oxidativo em duas espécies diferentes (um
invertebrado e um vertebrado), sendo uma de dgua doce e outra de dgua salgada. Para isso, o
trabalho serd dividido em duas etapas, descritas a seguir:

a) A primeira etapa foi realizada entre 2005-2007. Tilapias (Oreochromis niloticus)

foram expostas por 7 dias a efluentes do Rio Cubatado e do Rio do Brago em Joinville.

b) A segunda etapa, ostras do pacifico (Crassostrea gigas) foram expostas por 30 dias em

diferentes pontos da Baia de Floriandpolis.

2) Dosar parametros bioquimicos compostos de biomarcadores cldssicos e potenciais, tais
como: glutationa (total e oxidada) niveis de tidis protéicos e nado-protéicos, atividade de
enzimas relacionadas: ao metabolismo da glutationa (glutationa redutase, glutationa
peroxidase,  glutationa-S-transferase,  y-glutamil  transpeptidase,  glicose-6-fosfato
desidrogenase); a defesa contra peroxidos (catalase e glutationa peroxidase); sensiveis a
organofosforados (acetil e butirilcolinesterase) e ao metabolismo de biotransformacado de fase
IT (glutationa-S-transferase), além da expressdo de enzimas de biotransformacdo de fase I
(imunodeteccdo do CYPIA, CYP2B, CYP3A), quantificacio de perdxidos totais e

marcadores de dano a membranas celulares.
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3. JUSTIFICATIVA

Os problemas na qualidade ambiental na cidade de Joinville estdo vinculados a
inimeros fatores sdcio-econdmicos. A poluicdo dos recursos hidricos tem origem em
efluentes industriais e residuos sélidos, uso de agrotéxicos nas lavouras de arroz, drenagem
insuficiente de dgua pluvial e ineficiéncia na coleta e tratamento de esgoto. Estes sdo alguns
de seus principais problemas. Eles afetam diretamente ou indiretamente o complexo estudrio
da Baia da Babitonga, uma drea com importantes ecossistemas de manguezais, resquicios de
Mata Atlantica, e uma importante fauna marinha. Nesta regido ja foi demonstrado sinais de
poluicdo (CARMONA et al., 1985) e a importancia de sua conservacao (SILVA & SHEIBE,
1995). O Rio Cubatido é um dos principais rios que abastecem este estudrio e recebem ao
longo do seu trajeto, além de uma elevada carga de poluentes do seu afluente Rio do Brago,
efluentes industriais, agropecudrios e urbanos. Em seus estudos, a FATMA (2003) reporta
através da andlise da demanda bioquimica de oxigénio (exprime o valor da polui¢cdo
produzida por matéria organica oxidavel biologicamente), que o Rio Cubatdo estd dentro dos
limites legais, enquanto que a demanda quimica de oxigé€nio (exprime o valor da oxidagao de
compostos organicos, biodegradaveis ou nao), e os niveis de coliformes fecais mostram que o
rio € poluido a partir da confluéncia com o Rio do Brago. Aparentemente, a poluicao do Rio
Cubatdo ocorre de forma diferente ao longo de seu curso: inicialmente pode ser impactado por
esgoto doméstico, dejetos agroquimicos e de animais, e posteriormente, por efluentes
industriais através do Rio do Braco. Desta forma, estudos de caracterizagdo sobre a
quantidade e efeitos da poluicao neste complexo hidrico sdo de extrema importancia, sendo
que rios como Rio Cubatdo, Rio do Brago e Rio Cachoeira também devem ser analisados. Em
um estudo anterior realizado por Alves (2003), a utilizacdo de biomarcadores de
contaminac¢do aqudtica sugeriu que estes recursos hidricos estdo sofrendo impacto, e por isso,
novos estudos mais detalhados devem ser aplicados nesta drea para alcangar conclusdes mais
definitivas.

Ja com relagdo a Floriandpolis, a maior parte da polui¢do gerada € originada dos
esgotos domésticos, devido a inefici€ncia na coleta e tratamento do esgoto, agravado pelo
aumento populacional durante o verdo devido aos turistas. Segundo dados disponiveis no site
da Casan (2007), apenas 49% da populacdo urbana do municipio de Florian6polis estd sendo
atendida pelo sistema de esgotamento sanitdrio da Casan ou de outros sistemas coletivos. A
principal estacdo de tratamento dos esgotos (ETE) do Sistema de Esgotamento Sanitdrio
Insular estd localizada no aterro da Bafa Sul, proximo a Ponte Pedro Ivo Campos, drea de

estudo deste trabalho, e atendeu aproximadamente 108 mil habitantes em dezembro de 2007,



18
com a capacidade de remover em até 90% os coliformes presentes no esgoto antes do efluente

tratado ser disposto nas dguas da baia.

Em Florianépolis, os manguezais sdao importantes ecossistemas estuarinos que podem
estar sofrendo forte impacto urbano. Alguns trabalhos ja demonstraram estes sinais da
atividade humana no manguezal do Itacorubi (MATER et al, 2004) devido a elevada
concentracdo de fésforo inorgéanico e coprostanol (esterdide encontrado nas fezes humanas)
no sedimento, e também através de estudos com biomarcadores de contaminacdo aqudtica
(TORRES et al., 2002). Inicialmente, a area de estudo em Floriandpolis seria na regido
proxima ao Mangue do Rio Tavares, proximo a Reserva Extrativista do Pirajubaé. Devido a
intensa urbanizacdo do sul da ilha, este importante manguezal encontra-se numa regiao de
possivel impacto antrépico, uma vez que recebe as dguas do Rio Tavares, o qual recebe
elevadas cargas de esgoto doméstico ao longo do seu curso, além de saidas de esgoto na
regido da préxima a Costeira do Pirajubaé. Porém, devido aos regimes de maré, ndo
encontramos profundidade suficiente para a coloca¢do das gaiolas de cultivo com ostras.
Assim, decidimos analisar outra regido fortemente impactada de Floriandpolis, a Baia Norte.
A intensa urbanizacdo da regido pode ser uma ameaga ao ecossistema marinho de entorno.
Alguns estudos ja demonstraram altos niveis de coliformes fecais e totais na regiao préxima a
Ponte Hercilio Luz e na saida do Rio Biguacu (CERUTTI & BARBOSA 1996; CASAN,
2008), tornando-se fundamental analisar mais atentamente o nivel de contaminacdo aquatica
deste ecossistema, a fim de facilitar a sua conservacgao.

Porém, apesar do grande avango cientifico nas ultimas décadas na drea da
ecotoxicologia, ainda ndo ha protocolos eficazes e totalmente confidveis para estes trabalhos
de biomonitoramento, uma vez que grande parte dos trabalhos nesta drea utiliza marcadores
classicos de contaminacdo. Apesar de sensiveis a contaminantes, esses marcadores sozinhos
nao sdo capazes de elucidar todos os principais processos de toxicidades dos poluentes, por
isso o desenvolvimento de novos protocolos e de novos biomarcadores de contaminagdo se
torna fundamental. Estes servirdo como possiveis ferramentas auxiliares no processo de

conservagdo do meio ambiente € um avango em rumo ao desenvolvimento sustentdvel.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais, exposicao e coleta.

Para a primeira etapa, junto a regido de Joinville, tilapias (O. niloticus) machos adultas
(200+20mg) foram fornecidas pela Fundacio Municipal 25 de Julho, uma estacdo de
piscicultura. Foram escolhidos dois pontos no Rio Cubatdo e um ponto no Rio do Brago (Fig.
7), e os animais foram mantidos em grupos de dez em gaiolas de 1x1x1 metro (comprimento,
largura, altura). Um quarto ponto foi utilizado como referéncia, onde os animais foram
mantidos também em gaiola de 1 m’ em um acude de piscicultura da Fundacao Municipal 25

de Julho.

Canal do Rio Cubatao
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Baia da Babitonga

Santa Catarina S50

N

Figura 7: Area de estudo de Joinville. REF Fundagao 25 de Julho; S1, S2 e S3 pontos de exposicao no Rio
Cubatio e do Braco.

Ap6s 7 dias de exposicao, os animais foram coletados/extraidos e entdo transportados
para a Fundacdo Municipal 25 de Julho. O sangue, figado, cérebro, e a bile foram coletados.
A preparagdo das amostras para andlise de glutationa e contetido de hemoglobina foi realizada
imediatamente apOs a coleta, enquanto que para os demais parametros, as amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido. Foram realizados quatro experimentos de campo: o
primeiro durante os dias 12 a 19/04/05, o segundo de 13 a 20/04/06, o terceiro de 25/11 a
02/12/06 e o quarto de 06 a 13/03/07.

Para a segunda etapa, ostras C. gigas adultas e de ambos os sexos foram fornecidas
por uma estacdo de cultivo no Ribeirao da Ilha (REF) foram mantidas em lanternas de cultivo
durante 30 dias em trés pontos da Baia Norte de Floriandpolis: S1, Iate Clube Veleiros da
Iha; S2, Ponte Hercilio Luz; S3, Ilha do Guard (Fig. 8). A preparacdo das amostras para

andlise de glutationa foi realizada imediatamente apds a coleta, enquanto que o tecido
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(brAnquia) para as demais andlises foi congelado e estocado a -80 °C. O experimento de

campo foi realizado no verao, entre janeiro e fevereiro de 2008.

Santa Catarina

Figura 8: Area de estudo de Florianépolig. No painel central, em destaque o ponto referéncia no Ribeirdo da
Ilha (REF) e a 4rea de exposicdo (elipse). A direita, ampliagdo da drea de exposicdo mostrando os pontos de
estudo: Iate Clube Veleiros da Ilha (S1), Ponte Hercilio Luz (S2) e Ilha do Guara (S3).

4.2. Preparacao das amostras

Para ambas as etapas, a preparagdo das amostras foi a mesma. O tecido (figado para
tilipia, branquia para ostra) foi homogeneizado em tampao HEPES 20 mM, pH 74,
centrifugado a 20.000 g por 30 minutos (4°C). O sobrenadante foi entdo utilizado para a
determinagdo das atividades enzimdticas, produtos finais da lipoperoxidacdo e niveis de
perdxidos totais, enquanto o pellet foi utilizado para a determinagdo da lipoperoxidacio,
atividade gamma-glutamil transpeptidase. No caso do sangue das tildpias, ele foi centrifugado
a 3.000 g por 5 minutos e o plasma foi utilizado para anélise.

Para a determinacdo dos niveis de glutationa total, tidis protéicos e nao-protéicos,
aproximadamente 100 mg de tecido (figado para tildpia, branquia para ostra) foi
homogeneizado em 0,9 ml de dcido perclérico (PCA) 0,5 M, centrifugado a 15.000 g por 2
minutos (4°C), e o extrato 4cido foi utilizado para as determinacdes. No caso da glutationa
oxidada, aproximadamente 200 mg de tecido foi homogeneizado em 0,8 ml N-etilmaleimida
(NEM) 6,25 mM, centrifugado a 15.000 g por 2 minutos (4°C), neutralizado para pH 6-7 com
KOH-MOPS e adicionado 5 ml de diclorometano para a remoc¢do de NEM, a qual pode
interferir no ensaio enzimatico. A quantificacdo de GSSG foi realizada a partir da fase aquosa.

Para a quantificacdo dos CYP1A, CYP2B e CYP3A, o figado foi homogeneizado em
1:4 vol/vol de tampao Tris 50 mM, 0,15 M KCI, pH 7.,4. Para obten¢do dos microssomas
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hepéticos, o homogenato foi centrifugado a 9.000 g por 10 minutos (4°C), e o sobrenadante

foi centrifugado novamente por 40.000 g por 70 minutos (4°C) para obtencdo do pellet

microssomal.
4.3 Parametros Bioquimicos

Para ambas as etapas, a metodologia empregada para as andlises bioquimicas foi a
mesma, como descrito a seguir. Os ensaios enziméticos foram realizados em volume final de
500 pl, com excecao da atividade catalase, cujo volume final foi de 1 ml. Utilizou-se ainda de

5-100 ul de amostra, dependendo do parametro a ser analisado.
Glutationa redutase (GR)

Ao utilizar o substrato GSSG a enzima consume NADPH, que é acompanhado em
340nm (¢ = 6.220 M'lcm'l). A velocidade de consumo de NADPH, em condi¢Oes de
saturacdo, expressa a atividade enzimitica (CARLBERG & MANNERVIK, 1985). Desta
velocidade é descontada a reacdo basal de consumo de NAPDH obtido pela leitura do ensaio
enzimdtico sem a presenga do substrato (GSSG). O ensaio enzimdtico de 5 minutos foi
realizado em tampao fosfato de potdssio (KPi) 100 mM, EDTA 1mM, pH 7,0 contendo 0,2
mM de NADPH. Como substrato iniciador utiliza-se 1 mM GSSG.

Glutationa peroxidase (GPx)

E acompanhada indiretamente pelo desaparecimento do NADPH. A enzima, ao
utilizar GSH para degradar um peréxido organico, como o peroxido de t-butil (t-BOOH) ou
de cumeno, gera glutationa oxidada (GSSG), que por sua vez, € reduzida pela glutationa
redutase, adicionada ao meio de reacdo, com o consumo de NADPH (g = 6.220 M'lcm'l). Este
consumo de NADPH € acompanhado espectrofotometricamente em 340nm, similar a
determinacdo de GR (WENDEL, 1981). Desta velocidade de consumo é descontado o
consumo basal de NADPH, obtido pela leitura do ensaio enzimdtico sem a presenca do
substrato (peréxido). O ensaio enzimdtico de 5 minutos € realizado em tampao fosfato de
potassio (KPi) 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,0 contendo 0,2 mM de NADPH, 1 mM GSH e
0,2 U/ml de GR purificada de levedura. E necessdrio 5-10 minutos de incubagdo com os
reagentes (exceto substrato iniciador) para a ativacdo da enzima. Como substrato iniciador

utiliza-se 1 mM de CUOOH.
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Glutationa-S-transferase (GST)

A conjugacdo de GSH com o substrato clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela
GST produz um composto que pode ser detectado em 340nm (g = 9.600 M 'em™). A atividade
enzimatica é proporcional a velocidade de producdo do composto conjugado (HABIG &
JAKOBY, 1981). Desta atividade € descontada a reacdo basal obtida pela leitura da reacdo
entre a GSH do ensaio e o CDNB, sem a presenca da amostra. O ensaio enzimatico de 5
minutos foi realizado em tampao fosfato de potassio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0
contendo 1 mM GSH. Como substrato iniciador foi utilizado 1 mM de CDNB. A absorbancia

basal foi descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio na auséncia da amostra.

Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

Na presenga de glicose-6-fosfato, o NADPH é formado a partir de nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato (NADP™) e, dessa forma, o aumento da absorbancia é medido
em 340nm (e = 6.220 M'lcm'l) (GLOCK & MC, 1953). E descontada da reacdo a atividade
basal obtida pela formacao de NADPH pela leitura do ensaio enzimdtico sem a presenca do
substrato. O ensaio enzimatico de 5 minutos € realizado em tampao TRIS/HCL 50 mM. pH
7,4 contendo 0,127 mM NADP" ¢ 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl,). Como substrato
iniciador utiliza-se 1,5 mM de glicose-6-fosfato (G6P). A absorbancia basal foi descontada a

partir da leitura da reacdo do ensaio na auséncia de G6P.

wglutamil transpeptidase (GGT)

Para os estudos em Joinville em 2005, a atividade GGT foi realizada apds incubacao
da amostra por 60 minutos a 25 °C, em um meio contendo tampao Tris-HCI 60 mM, pHS.,0, 1
mM de gamma-glutamy-p-nitroanilida e 20 mM glicilglicina. A taxa de liberacdo de p-
nitroanilida foi medida espectrofotometricamente a 410 nm (& = 8.800 M'lcm'l) (MEISTER,
TATE & GRIFFITH, 1981).

Para os estudos em Joinville em 2007 e em Florianépolis, devido a falta do substrato
p-nitroanilida, a andlise de sua atividade foi realizada através de um kit comercial da marca
Biotécnica®, conforme recomendagdes do fabricante, onde os valores sdo apresentados como

U/L no Sistema Internacional.
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Catalase (Cat)

A alta velocidade de reacdo desta enzima, associada a uma baixa “afinidade”, permite
a determinacao de sua atividade com concentragdes elevadas de H;O, (10 mM). A atividade
foi determinada pela velocidade de consumo da H,O, no primeiro minuto da reacdo, 240nm (g
= 40 M'cm™) (AEBL 1984). E descontado ainda o desaparecimento do perdxido de
hidrogénio sem a presenca da amostra. O ensaio enzimético de 40 segundos é realizado em
tampao fosfato de potassio (KPi) 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,0 contendo 0,012% de Triton
X-100. Como substrato iniciador utiliza-se 10 mM de H,O,. A absorbancia basal é descontada

a partir da leitura da reacdo do ensaio na auséncia da amostra.

Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade acetilcolinesterase foi medida pelo método de Ellman (1961). A hidrdlise
de acetiltiocolina leva a formacgdo de acetato e tiocolina, sendo que o grupo tiol desta reage
com DTNB liberando o anion colorido acido tionitrobenzéico (TNB). A formacdo de TNB ¢é
medida espectrofotometricamente em 412 nm (g = 13.600 M'lcm'l) (ELLMAN et al., 1961),
sendo descontada a formagao de TNB, a partir da reagdo com outros grupos tidis na auséncia
do substrato. O ensaio enzimdtico de 5 minutos foi realizado em tampao fosfato de potdssio
(KPi) 100 mM, pH 8,0, contendo 0,5 mM DTNB. Como substrato iniciador utiliza-se
acetiltiocolina 0,36 mM. A absorbancia basal foi descontada a partir da leitura da reacdo do

ensaio na auséncia do substrato.

Butirilcolinesterase (BuChE)

A atividade da butirilcolinesterase foi medida pelo método de Ellman (1961). A
hidrdlise da butirilcolina leva a formacao de 4cido butirico e tiocolina, sendo que o grupo tiol
desta reage com DTNB liberando o anion colorido TNB. A formacdo de TNB ¢ medida
espectrofotometricamente em 412 nm (¢ = 13.600 M'lcm'l) (ELLMAN et al., 1961). E
descontado ainda o aparecimento de TNB por reagdes com outros grupos tidis na auséncia do
substrato. O ensaio enzimdtico de 5 minutos foi realizado em tampdo fosfato de potdssio
(KPi) 100 mM, pH 8,0, contendo 0,5 mM DTNB. Como substrato iniciador utiliza-se
butiriltiocolina 0,36 mM. A absorbancia basal foi descontada a partir da leitura da reacdo do

ensaio na auséncia do substrato.
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Determinagdo dos niveis de glutationa total (GSH-t) e oxidada (GSSG)

Para determinar a glutationa total (GSH-t) foi empregado o método enzimdtico de
Tietze, modificado por Akerboom e Sies (1981). Para a determinacdo de glutationa oxidada
(GSSG) € necessario evitar a oxidagao de GSH durante o processamento das amostras, o que
pode levar a uma producao artefactual de GSSG. Para esta finalidade foi empregado NEM
para bloquear a GSH, evitando, assim, sua oxida¢do e interferéncias nos valores de GSSG.

O ensaio enzimédtico de 2 minutos foi realizado em tampao fosfato de potassio (KPi)
100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0, contendo 0,2 mM de NADPH e 0,1 mM de DTNB. Como
iniciador da reacdo utiliza-se GR 0,25 U/ml. A absorbancia basal é descontada a partir da
leitura do consumo basal de NADPH do ensaio na auséncia de amostra. As quantifica¢des dos
niveis de GSH-t e GSSG foram baseadas a partir de uma curva padrao com GSSG realizada

no momento da leitura.

Tiois totais (SH), protéicos (PSH) e ndo protéicos (NPSH)

Para os tidis totais do plasma, o meio de reagdo continha TRIS/HCI 0,5 M, pH 8,0,
SDS 1 % e DTNB 0,2 mM, ao qual foi adicionado o plasma. A absorbancia de uma amostra
referéncia, sem a adicdo de DTNB, foi descontada do valor de obtido, a fim de subtrair a
absorbéncia causada por substincias interferentes, tais como o grupo heme no plasma. Para
NPSH do figado e branquia o mesmo procedimento foi utilizado, entretanto, como amostras
utilizaram-se os extratos dcidos destes tecidos, € o SDS foi omitido do meio de reagao.

No caso de PSH, antes da leitura espectrofotométrica, o extrato dcido foi centrifugado
(15.000 g, 5 min, 4 °C) para obtengdo do pellet, o qual é lavado 2-3 vezes (PCA 0,5 M) e
diluido em 1 ml de TRIS/HCI 0,5 M, pH 8,0, SDS 1%. Uma aliquota da amostra foi
adicionada ao meio de reacdo contendo 500 ul de TRIS/HCI 0,5 M, pH 8,0, SDS 1% ¢ DTNB
0,2 mM. A absorbancia de uma amostra referéncia, sem a adi¢do de DTNB, foi descontado do
valor obtido, a fim de subtrair a interferéncia da turbidez causada pelo material particulado.

Tanto para NPSH, PSH e SH do plasma, o desenvolvimento de cor ser da pela reacao
dos grupos tiéis com DTNB, e consequentemente liberagdo de TNB, a qual pode ser medida
fotometricamente em 412 nm (¢ = 13.600 M'lcm'l) (ELLMAN, 1959). Um segundo branco na

presenca de DTNB foi realizado para descontar sua absorbancia basal.
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Determinacdo de produtos finais da lipoperoxidacdao (TBARS)

A lipoperoxidagdo foi estimada pelo método de TBARS (DRAPER & HADLEY,
1990) com algumas modifica¢des. Uma aliquota (100 ul) da amostra foi adicionada a 1 ml de
solucdo contendo 400 ul de tampao 4cido acético 1,3M/HCI, 0,27 M, pH 3.4, 400 ul TBA
0,8% e 200 ul de SDS 8,1%. A mistura foi incubada a 95 °C por 60 minutos. A reacdo de

MDA com o TBA produz um cromoéforo que pode ser medido fotometricamente a 532nm.

Determinacdo dos niveis de peroxidos totais (PCA-FOX)

A quantificagdo dos niveis de perdxidos totais do sobrenadante do homogenato de
branquias de C. gigas foi realizada a partir do método de PCA-FOX (GAY & GEBICKI,
2002). A presenca de peréxidos leva 2 reducdo do fon Fe* a Fe’*, o qual reage com o sal
xylenol orange, gerando uma cor caracteristica (laranja/marrom), a qual pode ser medida
fotometricamente em 560 nm. O ensaio é realizado em d4cido perclérico (PCA) 110 mM,
contendo xylenol orange 0,25 mM e sulfato ferroso amoniacal 0,25 mM. A quantificacdo dos
niveis de perdxidos foi realizada a partir da comparagdo com uma curva padrao de peréxido

de cumeno.

Quantificagdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais foi determinada pelo método Bradford (1976)
usando-se albumina de soro bovino como padrdo. A atividade enzimadtica foi normatizada pela

quantidade de proteina total.

Glicemia, Hemoglobina (Hb) e Lactato sanguineo

Para a derterminacdo da glicemia, foi utilizado um kit comercial da marca
Biotécnica® (CAT BT - 10.008.00), e as medidas realizadas conforme recomendacdes do
fabricante.

Para a determinacdo de lactato sangiiineo, foi utilizado um kit comercial da marca
Kovalent® (MS/ANVISA 80115310042), e as medidas realizadas conforme recomendagdes

do fabricante.
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Para a derterminagao de Hb, utilizou-se a absortividade em 540 nm da forma ciano-

metHb (¢ = 44.000 M 'em™). Adicionou-se 20 pl de sangue em 5 ml de solucdo Drabkin,
acrescida de 1ml/L do detergente Triton X-100, como hemolisante (TENTORI & SALVAT]I,
1981).

Imunoblotting das isoformas CYPIA, CYP2B e CYP3A.

Para as andlises de imunocontetido foram utilizados os seguintes anticorpos: a)
anticorpo monoclonal 1-12-3 de camundongo contra P450E de sargo-da-América-do-Norte
para CYP1A1 (10 pg/ml solugdo bloqueadora) (PARK et al., 1986); b) o anticorpo policlonal
de coelho contra P450B de sargo-da-América-do-Norte para CYP2B (10ug/ml solucdo
bloqueadora) (KLOTZ et al., 1986); c) o anticorpo policlonal de coelho contra P450 de truta
para CYP3A (25ug/ml solugio bloqueadora) (CELANDER, RONIS & FORLIN, 1989).

Para CYP1A foram feitas andlises de imunoblots com as preparacdes microssomais
preparadas de acordo com Kloepper-Sams e colaboradores (1987). As proteinas foram
separadas em géis SDS-PAGE 12 % (gel de corrida) e 5 % (gel de entrada),
eletroforeticamente transferidas para membranas de nitrocelulose e bloqueadas com leite em
p6 desnatado 5% (p/v), dissolvido em Tris 25 mM, NaCl 0,63 M pH 7,5. Para a
imunodeteccao de CYP2B e CYP3A utilizou-se a técnica de “dot-blot”.

Ap6s a transferéncia para as membranas de PVDF, e posterior lavagem, os anticorpos
secunddrios utilizados foram tanto de cabra contra IgG de coelho conjugada a peroxidase
como de cabra contra IgG de camundongo conjugada a peroxidase. Apds 20 minutos de
incubacdo, as bandas das proteinas foram reveladas pelo método de quimioluminescéncia
utilizando-se o kit ECL-Amersham-Pharmacia. A membrana foi exposta a um filme
autoradiografico Kodak X-OMAT, XAR-5 film, e imediatamente revelados de acordo com
métodos convencionais. A intensidade das bandas foi quantificada apds digitalizacdo da
imagem utilizando-se o software Scion Image. Os resultados estdo expressos em densidade

integrada por micrograma de proteina microssomal.

4.4 Analise estatistica

Através do programa estatistico STATISTICA 6.0, as andlise dos dados de Joinville
em 2005 e de Floriandpolis em 2008 foram efetuadas através do teste ANOVA de uma via e
post-hoc de Duncan quando necessdrio. Ja para as andlises dos resultados de Joinville 2007,

foi utilizado o teste T de Student. As diferencas entre as médias sdo consideradas
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significativas quando p < 0,05. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (N=

5-10). Para as andlises de correlagcdo, foi utilizado a andlise de Pearson. A atividade das
enzimas foi expresso como mU, sendo que uma Unidade foi considerada como a quantidade

da proteina que € capaz de consumir 1 umol de substrato/ml/min de reagao.
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5. RESULTADOS

5.1 Joinville (tilapias, 7 dias de exposi¢ao)

Foram realizados 4 estudos em Joinville entre os anos de 2005 e 2007, sendo que
somente o primeiro e o ultimo foram bem sucedidos. No segundo e terceiro experimentos
houve elevados indices de precipitacdo pluviométrica e mudangas abruptas de temperatura,
podendo ser fatores importantes para os altos indices de mortalidade que foram observados
em alguns pontos de estudo. Também houve casos de desaparecimento de gaiolas e tentativas
de furto de peixes. Nestes casos, os experimentos foram inviabilizados. Devido a estas

ocorréncias, somente serdo apresentados os resultados do primeiro e tltimo experimentos.

Joinville 2005

Na primeira etapa realizada em Joinville, entre 12/04/05 e 19/04/05, foram analisados
dois pontos do Complexo Hidrico da Bacia da Babitonga sobre forte influéncia de atividades
industriais: S2 e S3 (Fig. 7). O ponto S2 localiza-se no Rio do Braco, enquanto o ponto S3
encontra-se no Rio Cubatdo. A temperatura dos pontos de estudo variou entre 24-26 °C e o pH
entre 7 € 8.

Com relacao aos parametros tiol/dissulfeto hepéticos, observou-se uma diminui¢do nos
niveis de GSH-t no ponto S3 (Fig. 9A), um aumento de GSSG no ponto S2 (Fig. 9B) e uma
diminui¢do na relacio GSH/GSSG em ambos os pontos (Fig. 9C), quando comparados ao
grupo referéncia.

Quando analisados os parametros sanguineos, observou-se novamente uma diminui¢ao
nos niveis de GSH-t no ponto S3 (Fig. 10A), além da diminui¢@o nos niveis de Hb (Fig. 10C).

Os tidis totais do plasma permaneceram inalterados em ambos os grupos (Fig. 10B).



>

oY)

29

4.5+ 25+ —_
4.0
@ 3.5+ a 20+
3.0 I - 3
g 2.5+ -E 159
: g T
1.04 5
0.5
0.0 0
REF S2 S3 REF S2 S3
200-
g * *
§ 100- -T- —I—
0
REF S2 S3

Figura 9: Estado tiol/dissulfeto no figado de tilapias em 2005. Em (A) niveis de glutationa total (GSH-t), em (B)
niveis de glutationa oxidada (GSSG) e em (C) relacdo entre glutationa reduzida e oxidada. * P < 0,05 quando comparado ao

grupo referéncia.
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Figura 10: Niveis de tidis e hemoglobina no sangue de tilapias em 2005. Em (A) niveis de glutationa total
(GSH-t), em (B) niveis de tidis totais do plasma e em (C) niveis de hemoglobina. * P < 0,05 quando comparado
ao grupo referéncia.
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Os dados enziméticos do figado mostraram alteragdes tanto para o ponto S2 como S3.

Observou-se um aumento na atividade Cat no ponto S3 (Fig. 11A), assim como as atividades
GPx (Fig. 11B) e GR (Fig. 11C). Ao mesmo tempo, este ponto apresentou uma menor
atividade GGT (Fig. 11E). Para o ponto S2, também observou-se uma menor atividade GGT

(Fig. 11E), enquanto que a atividade GST esteve aumentada (Fig. 11F).
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Figura 11: Atividade de enzimas antioxidantes no figado de tilapias em 2005. Em (A) catalase (Cat), em (B)
glutationa peroxidase (GPx), em (C) glutationa redutase (GR), em (D) glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH),
em (E) gamma-glutamil-transpeptidase (GGT) e em (F) glutationa S-transferase (GST). Todas as atividades
enzimdticas foram analisadas na fracdo soldvel do figado, com exce¢do da GGT que foi mensurada na fracio
particulada. * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001 quando comparado ao grupo referéncia.
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Além das enzimas antioxidantes e de detoxificacdo, a atividade colinesterdsica
também foi analisada no figado, como marcador de exposi¢cdo a organofosforados e

carbamatos. Tanto para a fracdo solivel como particulada do figado, observou-se uma

inibicdo da atividade AChE no ponto S2, enquanto que o ponto S3 ndo houve nenhuma

alteracdo (Fig. 12A e Fig. 12B).
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Figura 12: Atividade colinesterasica no figado de tilapias em 2005. Atividade acetilcolinesterase (AChE) na
fragd@o solivel (A) e na fracdo particulada (B). * P < 0,05 quando comparado ao grupo referéncia.

Ainda, foi estimado o dano celular no figado dos animais através do ensaio de
TBARS. Os resultados demonstraram um aumento significativo nos niveis de produtos finais

de lipoperoxida¢do no figado dos animais do ponto S3, enquanto que o ponto S2 ndo

demonstrou alteragdes significativas (Fig. 13)
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Figura 13: Niveis de TBARS no figado de tilapias em 2005. Produtos finais da lipoperoxidacdo na fracdo
soldvel do figado dos animais. * P < 0,05 quando comparado ao grupo referéncia.
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A expressao de diferentes isoformas de citocromos P450 (CYP) também foi analisada

no figado dos animais. Os resultados da imunodeteccdo demonstraram um aumento na
expressao da isoforma CYPIA (Fig. 14A) e CYP2B (Fig. 14B) no ponto S2, enquanto que se
observou uma reducao na expressdo do CYP1A (Fig. 14A) no ponto S3. A isoforma CYP3A

ndo apresentou diferencas significativas na sua expressao entre os pontos S2 e S3 (Fig. 14C).
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Figura 14: Imunodeteccao das isoformas de Citocromos P450 nos microssomas hepaticos das tildpias em
2005. Em (A) citocromo P450 1A, em (B) citocromo P450 2B e em (C) citocromo P450 3A. As figuras acima do
grafico representam a imunodetec¢do das respectivas isoformas de citocromos entre os diferentes pontos de
estudo. Os graficos representam os valores semi-quantitativos como porcentagem do grupo referéncia. * P < 0,05
quando comparado ao grupo referéncia.
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A matriz de correlacdo de Pearson entre alguns dos parametros realizados pode ser

observada na Tabela 1. A partir destes dados, pode-se observar a forte correlacdo das enzimas
antioxidantes entre si. Os niveis de TBARS também apresentaram boa correlagdo com a
atividade de todas as enzimas antioxidantes testadas. Além disso, também ocorreu uma forte
correlagdo entre as isoformas CYP1A e CYP2B. A acetilcolinesterase, que teve sua atividade
diminuida no ponto S2, ndo demonstrou correlagdo com os demais parametros, assim como a

relacdo GSH/GSSG.

Tabela 1: Matriz de correlagio® entre parametros analisados no figado de tilipias em 2005. As siglas
utilizadas sdo as mesmas descritas na metodologia.

GSH/

Cat GPx GST GR G6PDH TBARS GSSG CYP1A CYP2B CYP3A AChE
Cat 1 0,68* 0,45 0,66* 0,35 0,56* -0,39  -0,27 -0,06 -0,5 -0,17
GPx 0,68* 1 0,63*% 0,85%** 0,70**  0,73** -045 -0,31 -0,11 -0,2 0,06

GST 0,45 0,63* 1 0,67*  0,81*** 0,57* -0,02 -0,23 0,04 0,06 0,3

GR 0,66%  0,85%** (0,67* 1 0,73*%*  0,77** -0,44  -0,33 -0,17 -0,16 0,08

G6PDH 0,35 0,70%* 0,81%** (,73** 1 0,63* -0,1 -0,3 0,09 0,07 0,02
TBARS  0.56*  0,73**  0,57* 0,77**  0,63* 1 -0,07  -0,51 -0,29 -0,52 0,26

ggg(}/ -0,39 -0,45 -0,02 -0,44 -0,1 -0,07 1 -0,38 -0,2 0,04 0,29
CYP1A -0,27 -0,31 -0,23 -0,33 -0,3 -0,51  -0,38 1 0.83%*%* 0,48 -0,28
CYP2B -0,06 -0,11 0,04 -0,17 0,09 -0,29 -0,2  0,83%** 1 0,48 -0,45
CYP3A -0,5 -0,2 0,06 -0,16 0,07 -0,52 0,04 0,48 0,48 1 -0,21

AChE -0,17 0,06 0,3 0,08 0,02 0,26 0,29 -0,28 -0,45 -0,21 1

% Os valores apresentados correspondem ao coeficiente de determinagio (1) para uma relagio
de linearidade. As correlagdes significativas entre os parametros estdo sublinhadas, e
indicadas com asteriscos para os seguintes valores de P < : * 0,05; ** 0,01 ou *** 0,001.

Joinville 2007

O 1ultimo estudo em Joinville, realizado entre 06/03/07 e 13/03/07, analisou o ponto S1
de Joinville (Fig. 7), uma regido de atividade agricola principalmente com o cultivo do arroz.

As andlises de imunodetec¢ao das isoformas de CYP1A, CYP2B e CYP3A ndo
puderam ser realizadas por problemas com o congelamento das amostras.

Os resultados demonstram que, com relagdo aos niveis de glutationa e tidis no figado,
houve uma significativa reducdo na relacdio GSH/GSSG dos animais do grupo S1 (Fig. 15C)
em relacdo ao grupo referéncia, enquanto que os niveis de glutationa total (Fig. 15A),

glutationa oxidada (Fig. 15B) ndo mostraram alteracOes significativas.
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Figura 15: Estado tiol/dissulfeto no figado de tilapias em 2007. Em (A) niveis de glutationa total (GSH-t), em (B)
niveis de glutationa oxidada (GSSG) e em (C) relacdo entre glutationa total e oxidada. * P < 0,05 quando comparado ao

grupo referéncia.

Ja os resultados dos parametros sanguineos mostraram um aumento nos niveis de
hemoglobina (Fig. 16A) e diminui¢ao da glicemia (Fig. 16B) nos animais do grupo S1,
quando comparados com os do grupo referéncia. Outros pardmetros como niveis de lactato

(Fig. 16C) e de tidis totais (Fig. 16D) permaneceram inalterados.
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Figura 16: Parametros sanguineos de tilapias em 2007. Concentragdo de hemoglobina (A), nivel de glicemia (B), de
lactato (C) e de tidis totais no plasma (Plasma-SH) (D). * P < 0,05 quando comparado ao grupo referéncia.

Com relagdo as enzimas antioxidantes no figado, observou-se um aumento na

atividade da GR nos animais do grupo S1, em relacdo ao grupo referéncia (Fig. 17A),

enquanto que as enzimas responsaveis pela detoxificacdo das ERO, como a GPx (Fig. 17B) e

Cat (Fig. 17E) e de xenobiontes pelo processo de biotransformacdo de fase II, como a GST

(Fig. 17C), mantiveram-se inalteradas. Outras enzimas importantes para a manutencdo do

sistema antioxidante celular, como a G6PDH (Fig. 17D) e GGT (Fig. 17F), permaneceram

inalteradas no grupo S1.
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Figura 17: Enzimas antioxidantes no figado de tilapias em 2007. Atividade glutationa redutase (A), atividade
glutationa peroxidase (B), atividade glutationa-S-Transferase (C), atividade glicose 6-fosfato desidrogenase (D)
e atividade catalase (E) no sobrenadante e atividade da gama-glutamil transpeptidase (F) na fracdo particulada.
Uma unidade corresponde a uma reacdo de 1pmol/mg/min. ** P < 0,01 em relacdo ao ponto de referéncia.

Os biomarcadores de contaminacdo por organofosforados AChE e BuChE também
niao mostraram nenhuma alteracdo, tanto no sangue (Fig. 18A e Fig. 18B) como nas frag¢des

soluveis (Fig. 18C e Fig. 18D) e particuladas (Fig. 18E e Fig. 18F) do figado.
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Figura 18: Atividade colinesterasica hepatica e sanguinea de tilapias em 2007. Atividade acetilcolinesterase no sangue
(A), na fragdo solivel do figado (C) e na fracdo particulada do figado (E). Atividade da butirilcolinesterase no sangue (B), na

fragdo soldvel do figado (D) e na fracao particulada do figado (F).

Os marcadores de danos celulares de lipoperoxidacio (TBARS) no figado ndo

mostraram alteragdes, tanto na fracao soldvel (Fig. 19A) como na particulada (Fig. 19B).
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Figura 19: Niveis de TBARS no figado de tilapias em 2007. Lipoperoxidacio na fragdo solivel (A) e na fragdo
particulada (B).

5.2 Florianépolis (ostras, 30 dias de exposi¢io)

Para a drea de estudo da Baia Norte de Florian6polis, foram analisados parametros
antioxidantes na branquia de ostras expostas em diferentes pontos da baia (Fig. 8).

Os dados analisados nao demonstraram alteragdes significativas com relacdo aos
niveis de NPSH (Fig. 20A) e PSH (Fig. 20B) quando comparados ao grupo referéncia
(Ribeirao da Ilha). Devido a problemas com a curva padrao do método de deteccao de GSH-t
ocorridos durante o experimento, esse parametro ndo pode ser analisado para este

experimento, uma vez que deve ser feito com amostra fresca.
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Figura 20: Niveis de tiéis na branquia de ostras. Em (A) tiéis ndo-protéicos (NPSH) e em (B) tidis protéicos
(PSH).

Com relagdo as enzimas antioxidantes, ndo observamos alteracOes relacionadas ao
metabolismo da glutationa (GR, GGT) (Fig. 20A e Fig. 20E, respectivamente). As enzimas de
detoxificacdo de peréxidos GPx (Fig. 20B) e Cat (Fig. 20F) também nao sofreram alteracoes,
assim como as enzimas GST (Fig. C) e G6PDH (Fig. D), importantes para a biotransformacgao

de xenobiontes e manutencdo de NADPH celular, respectivamente.
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Figura 21: Enzimas antioxidantes na branquia de ostras. Em (A) glutationa redutase; em (B) glutationa
peroxidase (GPx); em (C) glutationa S-transferase (GST); em (D) glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH); em
(E) gamma-glutamil transpeptidase (GGT); e em (F) catalase (Cat). Todas as atividades enzimdticas foram
analisadas na frag@o soltivel da branquia, com exce¢do da GGT, que foi na fracdo particulada.

A fim de quantificar o dano celular, analisamos os niveis totais de perdxidos
determinados pelo método PCA-FOX. Os perdxidos sdo formados normalmente pelo
metabolismo celular, sendo produzidos em maior escala quando os organismos sao expostos a
insultos oxidativos, e representam uma medida geral de dano celular. De acordo com os dados
obtidos pelo método de PCA-FOX, nao observou-se diferencas significativas na sua

quantificacdo entre os diferentes pontos de estudo (Fig. 22A).



40

A atividade AChE, outro biomarcador que usamos em estudos de Joinville, também
foi analisada nas ostras. Como pode-se observar na Figura 22B, n@o ocorreram alteracdes
significativas entre os pontos analisados. Nao foi determinada a BuChE, uma vez que sua
atividade ndo pode ser detectada pelo método empregado, o que estd de acordo com a

literatura (BOCQUENE, ROIG & FOURNIER, 1997).
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Figura 22: Niveis de peréxidos totais e atividade colinesterasica em ostras. Em (A), quantificagdo de
peréxidos pelo método de PCA-FOX e em (B) atividade acetilcolinesterase (AChE) em branquias.
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6. DISCUSSAO

6.1 Joinville

Os dados dos trabalhos de Joinville de 2005 e 2007 demonstraram padrdes diferentes
nas respostas bioquimicas entre os pontos de exposicao.

Na drea industrial, estudada em 2005, observaram-se indmeras alteracdes nos
marcadores antioxidantes e também nas enzimas de biotransformacdo. Conforme pode-se
observar, no ponto S3 houve tanto uma diminui¢do nos niveis de GSH-t hepética e sanguinea
(Fig. 9A e Fig. 10A.), como na relacio GSH/GSSG hepética (Fig. 9C). Esta alteracdo pode
evidenciar a presenca de estresse oxidativo, conclusdo esta também realizada em outros
trabalhos com este parametro (BANDO et al.,, 2005; PEREZ et al., 2005). Essa afirmacgao
também pode ser sustentada pelo aumento dos produtos finais de lipoperoxidagdo (Fig. 13),
indicando que os animais deste ponto estdo sob o impacto processos oxidativos. Sob estes
tipos de situagdes, as células sdo capazes de ativar respostas adaptativas através de inimeros
sistemas de defesas, entre elas as defesas antioxidantes (STONE & COLLINS, 2002; COSTA
& MORADAS-FERREIRA, 2001), o que também pode ser observado neste ponto de estudo
(Fig. 11). A elevada atividade peroxidésica da GPx (Fig. 11B) e da Cat (Fig. 11A) poderia ser
uma resposta aos elevados niveis de TBARS e baixos niveis de GSH. Desta mesma forma, o
aumento da atividade GR (Fig. 11C) poderia ser uma tentativa de restabelecer os niveis de
GSH/GSSG. Porém, a falta de correlacdo significativa entre a atividade GR e a taxa
GSH/GSSG (Tabela 1) nao estd de acordo com esta idéia. Aparentemente, a alta atividade GR
estd sendo capaz de evitar o acimulo de GSSG intracelular, originada principalmente através
da atividade GPx, o que estd de acordo com a boa correlacio que as duas enzimas
demonstraram estatisticamente (Tabela 1). J4 a diminui¢do da relagcio GSH/GSSG observada
no ponto S3 é uma conseqiiéncia dos baixos niveis de GSH hepdtica e sanguinea, que pode
estar sendo consumida por processos de conjugacdo e transporte de metais ou glutatiolagao de
proteinas, por exemplo. Porém, a GSH pode demonstrar padrdes diferentes de resposta frente
a contamina¢do dependendo do tempo de exposi¢cdo. Em um trabalho com tildpias expostas a
efluentes da industria suina, Lima e colaboradores (2006) observaram menores niveis de GSH
hepatica apds exposi¢ao subcrdnica (7 dias) e elevados niveis de GSH, GSH-t e GSSG apds
exposicao cronica (90 dias). Aparentemente, a exposicdo a contaminagdo leva a um rapido
consumo de tidis em inlimeros processos, como peroxidacdo, conjugacdo, glutatiolacdo e
neutralizacdo, e posteriormente, como uma resposta adaptativa, hd um aumento na producao

destes compostos. Novos estudos ainda sd@o necessarios nesta drea da ecotoxicologia, a fim de
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compreender a modulacdo das respostas celulares ao longo das fases aguda, subcronica e

cronica de exposi¢ao a contaminantes ambientais.

A diminuicao nos niveis de Hb no ponto S3 (Fig. 10 B) pode ser um indicativo de
menor quantidade de eritrécitos circulantes. Como a glutationa sanguinea € encontrada
majoritariamente em eritrécitos, isto poderia explicar a diminui¢do nos niveis de GSH-t
sanguinea no ponto S3 (Fig. 10A). Entretanto, se os valores de GSH-t forem normatizados
pelo conteido de Hb, a reducdo nos niveis de GSH-t no ponto S3 ainda permanece
significativa, indicando que a diminuic¢do dos niveis de GSH-t ndo é devido oa menor indice
de Hb ou hemadcia sanguinea.

O ponto S2 também mostrou sinais de estresse oxidativo, como observado pelo
elevado nivel de GSSG (Fig. 9B) e diminui¢do na relacdo GSH/GSSG (Fig. 9C), o que
sustenta o uso destes tipos de biomarcadores em trabalhos de monitoramento ambiental.
Diferentemente do ponto S3, as respostas enzimaticas do ponto S2 foram marcadas pela
inducdo nas enzimas de biotransformacao de fase I e II (Fig. 11F e 12G) testadas. A GST ¢é
uma importante familia de enzimas que, em conjunto com os CYPs, participam do processo
de biotransformacdo de xenobiontes como PAH e PCB, por exemplo. Esse aumento na
atividade GST poderia estar vinculado com a presenca destes tipos de compostos na regiao,
uma vez que a atividade industrial é uma das maiores fontes destes tipos de poluentes
organicos hidrofébicos. Ao mesmo tempo, estes xenobiontes podem ativar o receptor AHR
(do inglés Aryl hidrocarbon receptor), e ativar a transcricdo de GSTs e CYPs, além de outras
enzimas (HAHN, 2002), o que estd de acordo com os resultados do ponto S2 devido ao
aumento da expressao das isoformas CYP1A (Fig. 14A) e CYP2B (Fig. 14B) e da atividade
GST, mostrando uma regulagdo no sistema de biotransformagio desses animais. Além disso,
os CYPs produzem ERO durante o processo de metabolizacdo de compostos (LEE &
ANDERSON, 2005), contribuindo para um aumento do estresse oxidativo e possivel consumo
das defesas antioxidantes ndo enzimaéticas, como observado pelo aumento dos niveis de GSSG
e baixa relacao GSH/GSSG neste ponto.

A inducdo das isoformas da familia CYP1A em peixes € conhecida por ser um classico
marcador de contaminacdo por PAH, e também sua atividade e expressdo podem ser
moduladas na presenga de compostos famarcéuticos como fibratos, drogas antiinflamatérias e
antidepressivas (SCOTT & HODSON, 2008). A expressio da isoforma CYP2B em
mamiferos € induzida por compostos como fenobarbital ou semelhantes. Porém, o aumento no
conteddo protéico de homoélogos de CYP2B ndo ocorre em peixes frente a estes e outros
classicos indutores em mamiferos (IWATA et al., 2002), possivelmente devido a uma

diferenca na regulacao do receptor CAR (do ingl€s constitutive active receptor ou contitutive
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androstane receptor), o qual ndo sofre translocagdo para o nicleo apds o tratamento com o

TCPOBOP, um indutor 650 vezes mais potente em roedores que o fenobarbital (IWATA et
al., 2002). Ja a familia CYP3A, que compreende as isoformas majoritdrias do figado e
intestino delgado de peixes e mamiferos, é considerada como a principal via de metabolizacdo
de drogas e farmacos como esterdides, podendo ser induzida por inimeros xenobiontes de
diferentes composicoes estruturais (LI ez al., 2008). Em um trabalho de campo com tildpias do
Nilo (BAINY, WOODIN & STEGEMAN, 1999), observou-se a inducgdo dessas trés
isoformas em peixes da represa Billings (SP). Segundo os autores, tais resultados poderiam
estar relacionados com a presenga de diversos contaminantes, entre eles PCBs, DDT e
lindano, ou ainda, como resultado de uma dieta baseada em algas e detritos, as quais podem
conter compostos como terpendides, compostos aromaticos indutores de CYP2B e CYP3A
em mamiferos.

Desta forma, o aumento do contetido protéico de CYPIA e CYP2B no figado dos
peixes do ponto S2, em Joinville, poderiam ser uma resposta a presenca de contaminantes de
origem industrial como PAH e PCB. Como essa regidao ndo possui rede de coleta e tratamento
de esgoto, farmacos utilizados pela populacdo em geral também poderiam estar entrando em
contato com esses rios, causando a inducao do sistema de biotransformagao dos animais.

Ainda com relacdo aos CYPs, observou-se também uma diminui¢ao da expressao da
isoforma CYPIA no ponto S3 (Fig. 14A). Em um estudo de laboratério
(BRUSCHWEILER, WURGLER & FENT, 1996) foi demonstrado que a acio de metais como
cadmio, niquel, cobre, cobalto, zinco e chumbo, sdo capazes de inibir a atividade enzimatica
do CYPIA em células hepaticas e causar a diminuicdo de seu conteido protéico, a0 mesmo
tempo em que € capaz de ocasionar significativa toxidade celular. Assim, a diminuicdo do
conteddo de CYP1A encontrado no ponto S3 poderia estar vinculada a presenca de metais,
que também sdo conhecidos por causar uma modulag@o no sistema antioxidante e causar dano
a biomoléculas (WINSTON & DIGIULIO, 1991; REGOLI et al., 2002; MARTINEZ-
ALVAREZ, MORALES & SANZ, 2005), parametros estes observados em nossos estudos
(Fig. 11 e Fig. 13). Ao mesmo tempo, os baixos niveis de glutationa total (Fig. 9A e Fig.
10A), e auséncia de um aumento nos niveis de glutationa oxidada (Fig. 9B), poderiam estar
relacionados com a capacidade da GSH de quelar metais. Esta suposi¢ao esta de acordo com a
falta de correlagdo entre GSH/GSSG e as enzimas antioxidantes (Tabela 1), sugerindo que a
alteracdo neste parametro ndo demonstra um estresse oxidativo, mas o possivel consumo de
GSH em processos de neutraliza¢do de metais.

Em geral, peixes expostos cronicamente a metais como mercurio, cobre e cddmio, tem

como resposta adaptativa elevados niveis de GSH hepatica, enquanto que a exposi¢ao aguda a
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cddmio causa a deplecio de GSH, evidenciando seu papel como importante quelante

(MARACINE & SEGNER, 1999). Em um estudo realizado sobre os efeitos da exposi¢ao do
peixe Leporinus obtusidens a niveis subletais de zinco e cobre, foram observados elevados
niveis de TBARS e atividade catalase no figado dos animais apds exposicdo de 45 dias
(GIODA et al., 2007). O mesmo estudo também mostrou baixos niveis de hemoglobina,
resultados estes também observados nos animais do ponto S2 de nosso estudo.

Além disso, esta suposicdo de elevada contamina¢do ambiental por metais no Rio
Cubatdo também pode ser constatada por um estudo realizado no Canal do Linguado
(UNIVILLE, 2004), canal este onde desdguam as dguas do rio Cubatido. Segundo andlises
feitas no Rio Cubatdo, nas proximidades da Baia da Babitonga, e na prépria Baia, foi
observada a presenca de elevados niveis de metais como arsénio, chumbo, cobre e zinco no
tecido de peixes, gastropodes, bivalves e mamiferos. Em alguns casos os valores chegaram a
mais de 200 mg de cobre/Kg no caso de peixes e 1000 mg de zinco/Kg no caso de bivalves.
Além disso, aquele estudo também analisou a presenga destes e outros metais na coluna da
dgua e no sedimento, e também encontrou niveis de cddmio, chumbo, cobre, cromo, e niquel
acima do permitido pelo CONAMA. Estes dados corroboram os resultados encontrados nos
biomarcadores de estresse oxidativo no ponto S3.

Em ambos os pontos S2 e S3, observou-se uma diminuicao significativa na atividade
GGT (Fig. 11), importante enzima na manuten¢do da homeostase de GSH. Essa diminui¢cdo
poderia diminuir a disponibilidade de cisteina para a forma¢dao de GSH e proteinas no figado.
O fornecimento de cisteina para outros tecidos pode ser comprometido pela diminui¢do da
sintese e liberacdo de GSH pelo figado, uma vez que este é o principal 6rgao responsavel por
este processo (HANIGANM, 1998). A diminuicdo nos niveis de GSH tecidual pode reduzir as
defesas antioxidantes do animal frente a contaminantes, o que pode levar ao estresse
oxidativo.

A atividade acetilcolinesterasica (AChE), outro biomarcador utilizado no presente
estudo, mostrou menores valores no ponto S2, tanto na fracdo solivel (Fig.14A) como na
fracdo particulada (Fig. 14B). A inibi¢do desta enzima vem sendo utilizada como marcador da
presenca de pesticidas organosfosforados, e a inibicdo de mais de 70% de sua atividade no
cérebro pode causar a morte de inimeras espécies de peixes (FULTON & KEY, 2001). A
presenca de tais pesticidas em Joinville pode ser uma realidade, uma vez que a cidade € um
importante produtor de arroz, tipo de cultivo que usa grande quantidade de pesticidas e que
entram facilmente em contato com a dgua. Em estudo na mesma drea foi observado elevagao

da atividade AChE na fracdo particulada do figado de tildpias exposta a contaminantes no Rio
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do Braco, donde os autores discutem a possibilidade de que esta altera¢do possa ser devido a

exposi¢ao continua a baixas concentragdes de inibidores de AchE (ALVES, 2003).

Alguns trabalhos de monitoramento ambiental com peixes mostraram a ocorréncia de
indugdo de CYP concomitantemente com a inibicio de AChE (e.g. GAVILAN et al., 2001;
HANSSON et al., 2006), podendo existir uma relagdo neste padrao encontrado. O aumento na
atividade e/ou contetdo protéico de CYP proporciona a esses animais uma maior capacidade
de biotransformacdo. Este processo é responsdvel pela metabolizacdo de pesticidas
organofosforados e formacdo dos seus derivados oxon, sendo estes os principais responsiveis
pela toxicidade dos pesticidas através da inibi¢do da AChE. Em um estudo sobre o efeito do
pesticida organosforado diazonon, em diferentes estigios de desenvolvimento do peixe
medaka, (Oryzias latipes), observou-se que a inibicao do metabolismo dos CYPs diminuia o
efeito toxico do pesticida sobre a atividade AChE, e, através de experimentos in vitro,
demonstraram que a presenc¢a de microssomas hepaticos do medaka aumentavam a inibicao
da enzima AChE causada pelo diazonon (HAMM, WILSON & HINTON, 2001). Assim, a
menor atividade AChE encontrada no ponto S2 em Joinville também pode estar relacionada a
um efeito sinergético do aumento de CYP1A e 2B encontrado neste ponto, mesmo que as
concentracdes de organofosforados na d4gua nao sejam elevadas.

Na regido de forte influéncia agricola, estudada em 2007 (S1), os resultados também
mostraram um estado pré-oxidativo através da diminuicao da relagio GSH/GSSG (Fig. 15C).
Indmeros trabalhos vém mostrando a importancia no estudo deste parametro oxidativo como
marcador de contaminacdo a xenobiontes (PENA-LLOPIS, FERRANDO & PENA, 2002;
ZHANG et al., 2004; SWIERGOSZ-KOWALEWSKA, BEDNARSKA & KAFEL, 2006). A
manutencdo deste indice é fundamental para a célula, e sua alteracdo pode ativar intimeras
adaptacgoes fisioldgicas (SCHAFER & BUETTNER, 2001). A GR, por ter como fungdo a
reducdo da GSSG a GSH e mantendo assim elevados niveis de GSH, tem um papel central no
restabelecimento no estado redox celular (REISCHL ef al., 2007). Desta forma, a fim de
evitar estresse oxidativo, o aumento da atividade GR (Fig. 17A) poderia estar relacionada a
tendéncia do aumento dos niveis de GSSG e na diminuicdo na relagio GSH/GSSG. Sua
utilizacdo como possivel biomarcador ja vem sendo levantada ha muito tempo (VODICNIK,
ELCOMBE & LECH, 1981) e outros trabalhos ja demonstraram um aumento na sua atividade
em peixes expostos a contaminantes (RODRfGUEZ—ARISA et al., 1993; MACHALA et al.,
1997).

A auséncia de alteracdo na atividade de enzimas classicas de detoxifica¢do de fase 2
como a GST (Fig. 17C) poderia indicar um baixo nivel de poluicdo nas dguas. No

experimento de 2007, outras enzimas antioxidantes (Fig. 17) como GPx, Cat, GGT e G6PDH,



46
assim como os niveis de TBARS (Fig. 19) permaneceram inalterados, o que também poderia

ser um sinal de baixa carga de poluentes neste ponto das dguas do Rio Cubatio.

Apesar da drea de estudo estar localizada em uma regido de importancia agricola, nao
era época de cultivo de seu principal produto, o arroz. Os dados da AChE e BuChE tanto do
sangue como do figado estdo de acordo com este dado, pois ndo houve diminui¢do em suas
atividades, uma vez que sdo marcadores de contaminagdo por pesticidas (onde se enquadram
importantes pesticidas como o malathion, carbofuran e herbicidas como o paraquat) (AHMED
et al., 2007, CAMPANELLA et al., 2007). Novos estudos deveriam ser efetuados nesta regidao
em outros periodos do ano, a fim de avaliar a toxicidade da rizicultura e de seus pesticidas
para dguas do Rio Cubatdo e suas comunidades aquéticas.

Parametros sanguineos como niveis de hemoglobina, lactato e glicose podem estar
relacionados com adaptagdes fisioldgicas ao estresse ou andxia, demonstrando a saide e
situacao fisioldgica do animal (BEYER et al., 1996; FRISCH & ANDERSON, 2005). Porém,
estudos demonstram que aumento nos niveis de hemoglobina (CHOWDHURY, PANE &
WOOD, 2004; LANDMAN et al., 2006; SHAH 2006) e diminui¢do da glicemia (GAGNON,
2006) podem estar relacionados com intoxica¢do por xenobiontes. Entretanto, em face da
limitada resposta nos varios parametros analisados neste presente trabalho, aparentemente,
estas sdo respostas adaptativas ao tipo de exposicdo de 7 dias em gaiolas em um ambiente
16tico, devido a um possivel estresse de confinamento.

Em outro estudo realizado na regido por Alves (2003), também se observaram
alteracdes em parametros antioxidantes e de biotransformacdo em tildpias expostas ao Rio do
Brago. Um aumento nas enzimas de biotransformacdo GST e CYP1A deixa clara a presenca
de compostos organicos oriundos da atividade industrial. O aumento na expressao de CYPI1A
pode causar a formagdo de ERO, e com isso a alta atividade Cat observada poderia ser uma
resposta a este processo. Ao mesmo tempo, outros compostos como o pesticida 4-cloro-2-
metilfenoxiacético, parafinas cloradas, dietilftalato e tricloroetileno sdo fortes indutores de
proliferacdo de peroxissomos, onde estd localizada principalmente a enzima catalase, podendo
ser outra op¢do de contaminagdo ambiental na regido (ALVES, 2003). Este mesmo estudo
também observou a presenca de lesdes hepéticas e de outros tecidos como musculo cardiaco e
esquelético, rins e pancreas. Esta conclusdo foi baseada na observacdo de alta atividade de
transaminases no plasma sanguineo.

Assim, observamos que os recursos hidricos desta regido de Joinville estdo sob
distintas influéncias de agdes antrépicas. Apesar de o estudo ter sido realizado em anos
diferentes, uma visivel diferenca nos padrdes de respostas dos biomarcadores analisados pode

ser observada. O ponto S1, que se localiza no Rio Cubatao, antes de receber as d4guas do Rio



47
do Brago, apresentou poucas variacdes entre os parametros analisados, indicando que

possivelmente contém baixas cargas de poluentes. O ponto S2, que diz respeito ao Rio do
Braco, demonstrou a possivel presenca de compostos organicos como PAH e PCB, pela
alteracdo no sistema de biotransformacdo, além de organofosforados devido a inibicdo da
AChE no figado. O interessante deste estudo é com relacdo ao ponto S3, que se localiza numa
regido do Rio Cubatido, apds receber as dguas do Rio do Brago, e ao contrario do ponto S1,
mostrou indmeras alteragdes bioquimicas, evidenciando a toxicidade de sua dgua. Assim, o
Rio Cubatdo pode estar sofrendo forte influéncia das dguas do Rio do brago, contribuindo
para o aumento da contaminagdo de suas dguas.

Esta suposicao estd de acordo com dados obtidos por estudos da FATMA em parceria
com a Sociedade Alema de Cooperacdo Técnica (GZT) na regido. A partir de estudos de
monitoramento da qualidade da dgua da regido em 2003, através de andlises fisico-quimicas e
de toxicidade aguda em Daphnia magna, observou-se que indudstrias de galvanoplastia, téxtil,
metal-mecanica, farmacéuticas e de fabricacdo de bebidas presentes na regido de Joinville,
contéem elevados niveis de toxicidade para Daphnia magna (FATMA, 2003). A FATMA
também considerou que o Rio do Braco continha uma demanda bioquimica de oxigénio fora
do limite legal. A demanda quimica de oxigénio mostrou valores extremamente elevados e
suas aguas representavam alto grau de toxicidade para Daphnia magna. Ja o Rio Cubatao,
antes de receber as dguas do Rio do Brago, ndo mostrou toxicidade elevada para Daphnia
magna, a demanda quimica de oxigénio também era alta, porém um valor muito inferior ao do
Rio do Braco, e os valores de demanda bioquimica de oxigénio estavam dentro do limite
legal. Mas assim como a conclusdo retirada a partir dos resultados de nosso trabalho, a
FATMA mostrou o maior grau de contaminacio das dguas do Rio Cubatdo apds receber as
dguas do Rio do Braco, evidenciado pela alta toxicidade a Daphnia magna e pela alta
demanda quimica de oxigénio. Ambos os rios estavam com elevados niveis de coliformes

fecais ao longo de todo o curso de 4gua analisado.

6.2 Florianépolis

No estudo realizado em ostras do Pacifico C. gigas, expostas durante 30 dias em
diferentes pontos da Baia Norte de Florianépolis, ndo foram observadas alteracdes
significativas entre os diversos parametros analisados.

Inicialmente, devemos levantar a questdo da presenca de contaminantes na area de
estudo. A presenca de metais como zinco, cobre, chumbo, cddmio e cromo foi analisada na
dgua e em tecidos de peixes (BENATO & SCUSSEL, 1999; CLAUDINO, 2003), e os valores

obtidos na regido permaneceram abaixo dos limites fixados pelo CONAMA. Porém, ja foi
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demonstrado o alto grau de contaminacdo por coliformes na baia e regido proxima,

principalmente junto a ponte Hercilio Luz e na saida do Rio Biguacu (CERUTTI &
BARBOSA, 1996). Ao mesmo tempo, as andlises de coliformes fecais realizadas pela
CASAN (2008), mostrou altos indices de E. coli nos pontos S1 e S2 nos meses de fevereiro e
abril. Os pontos S3 e REF nao foram analisados pela CASAN. Entretanto, um trabalho
realizado por um laboratério da UFSC (VIEIRA, CARVALHO PINTO & MATIAS, 2008),
demonstrou que o Ribeirdo da Ilha contém elevadas concentracdes de coliformes fecais, ndo
estando enquadrado nos limites estabelecidos pelo CONAMA. Assim, existe a possibilidade
de que a auséncia de respostas entre os parametros estudados seja devido a falta de um ponto
referéncia adequado.

Outros estudos de mesmo género que este trabalho ja foram realizados na Baia Norte
de Floriandpolis. Por exemplo, Almeida e colaboradores (2003) fizeram um experimento com
mexilhdes Perna perna, em um protocolo de 12 meses de exposi¢do, transplantando os
animais para a Baia de Norte de Floriandpolis. Os resultados demonstraram maiores niveis de
lipoperoxidagdo (TBARS) no manto, enquanto que nas branquias e na glandula digestiva
foram observados elevados niveis de 8-OxodGuo, marcador de dano oxidativo no DNA.
Neste mesmo estudo, foram observados elevados niveis de coliformes fecais no ponto de
exposicdo da Baia Norte (11000 NMP/100ml) quando comparado a regido de Sambaqui,
ponto de referéncia (230 NMP/100 ml). Em outro estudo com o mexilhao P. perna (BAINY
et al., 2000), observou-se um aumento na atividade GST em animais expostos em dois pontos,
proximo a Ponte Hercilio Luz e ao manguezal do Itacorubi, apds 180 dias de exposi¢dao. No
manguezal do Itacorubi também se observou uma diminui¢c@o na atividade G6PDH ap6s 150
dias de exposicdo. Torres e colaboradores (2002) analisaram o efeito da contaminacdo
aqudtica do manguezal do Itacorubi sobre a espécie nativa de bivalve Mytella guyanensis,
através de estudo de parametros antioxidantes na glandula digestiva e niveis de metais-trago.
Os resultados comparados com individuos do manguezal de Ratones, um local de menor
impacto antrépico, demonstraram maiores concentragdes de metais como Cu, Pb e Cd, além
do aumento da atividade enzimatica (GR, GPx, Cat, GST, EROD) e do estresse oxidativo nos
individuos do manguezal do Itacorubi. O estresse oxidativo pode ser inferido pela deplecao
nos niveis de GSH, aumento de GSSG, TBARS e 8-OxodGuo.

Desta forma, podemos observar que a contaminacdo da Baia de Florianépolis é
extremamente variada, influenciada principalmente pela descarga de efluentes domésticos
através de rios como Biguacu, Sertdo, Itacorubi e Tavares. Além disso, a maré e o regime de
ventos geram um complexo fluxo de correntes na regido, dificultando a caracterizacdo da

fonte dos poluentes e de sua biodisponibilidade.
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Outra questdo importante é a diferenca entre os tipos de contaminagdo entre

Florianépolis e Joinville. Em Joinville, a presenga de um forte p6lo industrial, e também do
cultivo de arroz, aponta como fonte de contaminacdo dos recursos hidricos por metais, PAH,
PCB, pesticidas e adubos. Em Florian6polis, a auséncia de tais atividades aliada a um intenso
processo de urbanizag¢do na caréncia de um plano de saneamento bésico adequado, faz com
que o esgoto doméstico seja a principal ameaga aos ecossistemas hidricos. Assim, poderiamos
esperar padrdes de respostas distintas para os parametros antioxidantes estudados entre essas
duas regides catarinenses. Estudos ja demonstraram a ocorréncia de estresse oxidativo devido
ao esgoto doméstico (ALMROTH et al., 2008; STURVE, ALMROTH & FORLIN, 2008;
ZANETTE et al., 2008), com ocorréncia de lipoperoxidacdo, oxida¢do de proteinas e
alteracdo das atividades GR, Cat, G6PDH. Talvez um dos problemas de estudar dreas com
forte influéncia do esgoto doméstico € a grande diferenca de sua composi¢do, tanto entre as
diferentes horas do dia, como entre as diferentes cidades. Conforme pode-se observar em
estudos de caracteriza¢do de contaminantes aquéticos (AL-RIFAI, GABELISH & SCHAFER,
2007; TERZIC et al., 2008), inimeros tipos de xenobiontes podem ser encontrados em
efluentes domésticos, como produtos farmacéuticos (analgésicos, antiinflamatdrios,
antibidticos, entre indmeros outros produtos e seus subprodutos), hormodnios, derivados de
produtos alimenticios como cafeina, produtos de higiene pessoal e at€é mesmo drogas ilicitas
ou de uso restrito, como cocaina, THC, anfetamina, morfina e derivados (ZUCCATO et al.,
2008). Além desta ampla variedade de classes, a concentragdo de cada xenobionte também ¢é
extremamente varidvel, e depende do perfil da populagdo residente de cada cidade.

Em relacdo ao experimento com C. gigas, novas andlises serdo feitas na glandula
digestiva das ostras expostas aos diferentes pontos da Baia Norte de Florianépolis, uma vez
que a limitacdo de tempo impediu a sua inclusdo neste trabalho. Tendo este tecido elevada
importancia em processos de metabolizagdo de compostos exdgenos, a compreensao de seus
sistema de biotransformacao e de defesa celular € de extrema importancia para esse estudo.
Além disso, através da colaboragdo com outros laboratdrios, ainda serdo realizadas andlises
como: oxidagdo do DNA (8-OxodGuo), parametros hemato-imunoldgicos, expressao
diferenciada de mRNA e niveis de compostos organicos no tecido desses animais. Estes dados
trardo maior clareza quanto a auséncia de respostas, contrario ao esperado, e poderdo auxiliar

na compreensao da resposta desses animais frente a possivel contaminagdo da regido.
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7. CONCLUSOES

Marcadores de estresse oxidativo como ferramentas de monitoramento ambiental

Alguns autores consideram as defesas antioxidantes e parametros de dano oxidativo
como ferramentas de baixa sensibilidade a polui¢do, de dificuldade em compreender o
mecanismo de resposta, de moderada relevancia toxicolégica ao organismo e presenca de
outros fatores externos que podem afetar esses parametros (VAN DER OOST, BEYER &
VERMEULEN, 2003). Autores que trabalham com esses pardmetros também reconhecem a
dificuldade em lidar com fatores como diferencas de sensibilidade entre as espécies, tempo e
intensidade de exposi¢cdo, além da variacdo de respostas entre os diferentes parametros
analisados (WINSTON & DI GIULIO, 1991; REGOLI ef al., 2002). Os nossos dados obtidos
com a ostra C. gigas estdo de acordo com esta linha de raciocinio, entretanto, precisam ser
confirmados com um experimento adicional que inclua um ponto de referéncia melhor
situado.

Por outro lado, os experimentos realizados em Joinville mostram que os parametros de
estresse oxidativo sdo bons biomarcadores. Conforme pode-se observar na Tabela 1, que diz
respeito a correlacdo entre os resultados obtidos no estudo em Joinville em 2005, ha uma boa
correlacdo entre vdrias defesas antioxidantes enzimaticas, sugerindo que a maioria destas sdao
reguladas conjuntamente. Da mesma forma, a indu¢do de CYPIA e CYP2B parece ser
controlada por um mesmo sistema de controle, enquanto que a atividade AChE nao teve
relacdo com os outros parametros estudados. Sendo assim, inferimos que as defesas
antioxidantes, CYP1A/CYP2B, e AChE constituem bons biomarcadores, entretanto, indicam
a presenca de contaminantes de naturezas diversas, como metais, compostos organicos e
pesticidas.

A especificidade e sensibilidade de um biomarcador s@o importantes caracteristicas
para o seu uso em trabalhos de monitoramento ambiental. Estas qualidades tornaram
parametros bioquimicos, como a andlise da atividade GST e AChE, assim como da
quantificacdo de CYPs, em cléssicas ferramentas na ecotoxicologia. Porém, alguns trabalhos
vém demonstrando que o efeito sinergético de varios contaminantes pode alterar as respostas
destes biomarcadores. Scott & Hodson (2008) analisaram o efeito do co-tratamento da truta
Oncorhynchus mykiss com o inibidor de CYP1A a-naftoflavona (ANF) e o PAH reteno. Os
resultados demonstraram que este tipo de mistura pode alterar a resposta de CYP frente ao
indutor reteno, de acordo com a concentracio de ANF. Outro trabalho, ji comentado
anteriormente, demonstrou a relacio da atividade AChE e o metabolismo de biotransformagado

de fase I frente a organofosforados (HAMM, WILSON & HINTON, 2001). Sabendo que o
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ambiente aqudtico pode possuir uma vasta diversidade de contaminantes, a existéncia de

compostos indutores e inibidores para um mesmo biomarcador é possivel, o que pode trazer
conclusdes erroneas em trabalhos ecotoxicoldgicos.

Assim, os marcadores de estresse oxidativo podem auxiliar estudos de monitoramento
ambiental, no intuito de demonstrar o estado redox celular. Apesar deste estado ndo ser
modulado especificamente por uma classe de contaminantes, ele pode fornecer intimeras
informacdes, servindo de ferramenta complementar, mas necessdria, em trabalhos de

biomonitoramento ambiental.

Andlise dos ecossistemas catarinenses.

A partir desse estudo, pode-se concluir que as dguas dos rios Cubatdo e do Braco
demonstraram um potencial oxidativo a tildpias do Nilo expostas por 7 dias as suas dguas.
Aparentemente, a presenca dos diferentes tipos de industrias pode estar vinculada com a
contaminacdo ambiental da regido, principalmente com liberacio de metais e compostos
organicos. Existem também evidéncias de que o cultivo de arroz na regido préxima do Rio
Cubatdo possa estar utilizando pesticidas organofosforados, que acabam entrando em contato
com a agua. Desta forma, faz-se necessiario um forte projeto ambiental na regido, visando
restabelecer a qualidade da dgua deste importante complexo hidrico da Baia da Babitonga, em
Joinville.

Ja com relacdo a Baia Norte de Floriandpolis, apesar dos indicios de contaminacdo que
varios trabalhos vém demonstrando, os parametros analisados por este trabalho ndo
resultaram conclusdes afirmativas para este aspecto. Porém, os dados de altos niveis de
coliformes no Ribeirdo indicam que o ponto referéncia utilizado por este estudo nao € o mais
apropriado. Novas andlises bioquimicas serdo realizadas nas amostras das ostras expostas as

aguas da baia, a fim de comparar com os resultados inconclusivos obtidos até entdo.
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