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Resumo

A atividade humana em ambientes estuarinos tem impactado negativamente seus
componentes bidticos e abidticos através da liberacdo de compostos toxicos e modificagdo
de suas caracteristicas naturais. Na foz do Rio Amazonas, houve a contaminacao por arsénio
(As) que foi liberado no sistema hidrico como rejeito do beneficiamento de hidroxidos de
manganés e ferro. Tal contaminagdo ainda ndo havia sido avaliada do ponto de vista
biologico. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar, em nivel bioldgico, a qualidade
ambiental de dois rios pertencentes ao estuario amazonico: o Rio Amazonas (municipio de
Santana/AP, regido mais proéxima a empresa de beneficiamento de Manganés) e o Rio
Mazagdo (municipio de Mazagdo/AP, distante 15 Km do primeiro ponto). As duas
localidades estdo sob influéncia da mineracdo de Manganés e, portanto, representam um
gradiente espacial da contaminagdo de As. Para comparar a influéncia da polui¢do por As
nos biomarcadores analisados, o Rio Campumpema (municipio de Abaetetuba/PA) foi
escolhido como ponto referéncia externo, por ndo apresentar histérico conhecido de
contaminagdo por este metal e ter caracteristicas abidticas semelhantes. Os pardmetros
bioquimicos analisados incluem dois biomarcadores de exposi¢do (atividade da enzima
antioxidante glutationa S-transferase e a capacidade antioxidante total) e um biomarcador de
efeito (lipoperoxidacdo). Como espécies biomonitoras, nas quais os biomarcadores foram
analisados, foram escolhidas o mandi-branco (Propimelodus eigenmanii) e o camardo
regional (Macrobrachium amazonicum). Estas espécies sdo amplamente distribuidas no
estuario amazonico, de facil captura e representam distintos niveis tréficos. No mandi-
branco, os biomarcadores foram avaliados no figado, branquias e musculo. Para o camarao,
os biomarcadores foram avaliados nas branquias e no musculo. A coleta destes organismos
foi realizada duas vezes no periodo chuvoso (abril/13; mar¢o/14) e duas vezes no periodo de
estiagem (agosto/13; novembro/13). Além dos biomarcadores bioquimicos, também foram
caracterizadas as concentracdes de As na dgua e no sedimento, e as espécies quimicas
inorganicas (arsenito e arsenato) na dgua. Embora baixas, as concentra¢des de arsenato
encontradas nos trés rios estavam acima do limite maximo permitido pela legislacdo
brasileira (0,14 ng As/L agua) para dguas de classe 2 com atividade de pesca. Ja as
concentragdes de As no sedimento estiveram dentro do limite permitido pela legislacao
brasileira. A capacidade antioxidante total e a capacidade de detoxificacdo sofreram
modulacdes Orgado-especificas nos peixes e camardes dos ambientes contaminados,
mostrando preferéncia pelas branquias como 6rgdo de defesa em ambos os animais, sendo
capazes de conter os efeitos toxicos do arsénio em termos de lipoperoxidacao.

Palavras-chave: Poluicdo aquatica, Propimelodus eigenmanii, Macrobrachium amazonicum,
estresse oxidativo.



Abstract

Human activity in estuaries has negatively impacted their biotic and abiotic components
through the release of toxic compounds and modification of their natural features. At the
mouth of the Amazon River, there was contamination with arsenic (As) which was released
in the water system as waste of the processing of manganese and iron hydroxides. Such
contamination had not yet been evaluated from a biological point of view. The objective of
this study was to analyze, in biological level, the environmental quality of two rivers
belonging to the Amazon estuary: the Amazon River (municipality of Santana/AP, region
closest to Manganese processing company) and Rio Mazagdo (municipality of Mazagao/AP,
15 Km far from the first point). The two locations are under the influence of mining
manganese and therefore represent a spatial gradient of contamination. To compare the
influence of pollution in the analyzed biomarkers, the Campumpema River (municipality of
Abaetetuba/PA) was chosen as the reference point external, because it has known history of
contamination by this metal and have similar abiotic characteristics. The biochemical
parameters analyzed include two biomarkers of exposure (activity of antioxidant glutathione
S-transferase enzyme and total antioxidant capacity) and a biomarker of effect (lipid
peroxidation). How biomonitor, in which biomarkers were analyzed were chosen Mandi
(Propimelodus eigenmanii) and the regional prawn (Macrobrachium amazonicum). These
species are widely distributed in the Amazon estuary, easy to capture and represent different
trophic levels. In Mandi, biomarkers were evaluated in the liver, gills and muscle. For
prawn, biomarkers were evaluated in the gills and muscle. The capture of these organisms
was performed twice during the rainy season (April/13; March/14) and twice in the dry
season (August/13, November/13). In addition to the biochemical biomarkers were also
characterized the concentrations os arsenic in water and sediment, and inorganic chemical
species (arsenite and arsenate) in the water. Although low, the arsenate concentrations found
in the three rivers were above the maximum extent permitted by Brazilian law (0.14 pg As /
L water) for Class 2 waters with fishing activity. Arsenic concentrations in sediment were
within the limit allowed by Brazilian law. The total antioxidant capacity and the
detoxification capacity suffered organ-specific modulations in fishes and prawns of
contaminated environments, showing preference for gills in both animals, and was able to
contain the toxic effects of arsenic in terms of lipid peroxidation.

Keywords: Aquatic pollution, Propimelodus eigenmanii, Macrobrachium amazonicum,
oxidative stress.
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1- INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos tém sido intensivamente impactados devido ao
desenvolvimento urbano e industrial, muitas vezes desordenado (RIDGWAY E
SHIMMIELD, 2002). Neste contexto, a exposi¢do ao arsénio (As) tem sido considerada um
problema global, e que carece de estudos sobre o efeito na saide dos organismos aquaticos e
na saide humana em muitos locais (RAHMAN et al., 2012).

Devido aos intensos esforcos para caracterizar as fontes de contaminacdo por arsénio na
América Latina, o numero de paises com problemas relacionados a este metal aumentou de
8 para 14 apenas nos ultimos 15 anos, incluindo o Brasil nesta nova lista. No Brasil, muito
pouco tem sido descrito sobre a contaminacdo por As. Inclusive, este quadro tem uma
previsao negativa de que os focos aumentem a medida que os trabalhos se expandam para
areas impactadas que ainda ndo foram estudadas (BUNDSCHUH et al., 2012a).

Mais de 245 minerais contém arsénio e o aproveitamento desses recursos principalmente
através da mineracdo, queima de combustiveis fosseis e aplicacdo de pesticidas t€ém causado
grandes focos de contaminacdo da agua e do solo (SHARMA e SOHN, 2009). Nao somente
a agua, mas também os animais aquaticos podem ser fontes de risco para a satide humana
devido ao uso destes organismos na alimenta¢do e o potencial de acimulo do arsénio de
algumas espécies (LUSHCHAK, 2011). Os seres humanos também podem ser atingidos de
forma indireta, pela diminui¢ao de recursos pesqueiros que serviriam de alimento em regides
contaminadas. Assim, ¢ importante que se conhecam os efeitos do arsénio em organismos
residentes em locais com histdrico de contaminagao.

Na regido Amazonica, destaca-se uma contaminacao por As que se prolongou por mais
de 40 anos (1957-1997). Este quadro esteve relacionado a atividade de mineracdo de
manganés na regido da Serra do Navio — AP que foi realizada pela empresa Industria e
Comércio de Minérios S/A (MONTEIRO, 2003). Até a década de 70, o minério passava
apenas por um beneficiamento inicial e era transportado por via férrea até o porto de
Santana, as margens do Rio Amazonas, sendo encaminhado aos compradores finais por
navio em uma concentragdo aproximada de 42% de manganés. Entdo, na busca de melhorar
a concentragdes de manganés obtidas do minério bruto, a empresa criou usinas de
concentragdo e de pelotizacdo que expunha os finos de minérios de baixo teor de manganés
a temperaturas da ordem de 900 a 1.000 °C para a formagdo de pelotas comercializaveis.
Deste modo, as fragdes de arsénio dos hidroxidos de manganés eram separadas e se obtinha

um beneficiamento 17% melhor que o anterior (SCARPELLI, 2003). Anos mais tarde, a
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demanda do mercado mudou e a usina foi adaptada para sinterizagdo, produzindo um
aglomerado ainda mais fragil que as pelotas e que ainda tinha rejeitos de arsénio sendo
liberados (MONTEIRO, 2005).

Estes processos de pelotizacdo e sinterizagdo deixaram grandes quantidades de residuos
que foram depositados em uma bacia de rejeitos artificial situada na propria area industrial
em Santana, contaminando os leng¢ois freaticos e as aguas superficiais proéximas ao Rio
Amazonas com arsénio ¢ manganés (OBSERVATORIO SOCIAL, 2003). Quando a
contaminag¢do foi identificada, os rejeitos com teores médios de arsénio de 1.877,7 mg/g de
sedimento foram retirados da barragem, transferidos para uma éarea de terra firme da
empresa na cidade de Santana e cobertos por plastico na tentativa de impedir a lixiviagdo e
transporte aéreo (SCARPELLI, 2003). MOREIRA (2003) destaca que os teores de
manganés e de arsénio na agua estavam acima dos limites permitidos pela legislagao
brasileira vigente na época (10 pg As/L), e que existiram indicios de bioacumulacdo de ferro
e manganés em algumas espécies de peixes.

Reside ainda um grande problema na exposi¢do de organismos aqudticos ao As, que
condiz a espécie quimica deste metaloide, sendo suas formas inorganicas (arsenito e
arsenato) as mais biodisponiveis dependendo das caracteristicas fisico-quimicas e da
produtividade da regido (ZHANG et al., 2012). O arsenito ¢ considerado mais toxico que o
arsenato e tem reconhecido potencial carcinogénico, genotoxico e teratogénico, sendo mais
abundante em ambientes com aguas mais acidas (FLORA, 2011). Ja o arsenato tem maior
presenga em ambientes com dguas mais basicas (VENTURA-LIMA et al., 2011).

Os poluentes sdo capazes de expressar seus efeitos toxicos desde o nivel bioquimico ou
subcelular até o nivel de ecossistema conforme sua concentragdo e tempo de exposi¢do.
Esses efeitos toxicos, quando analisados em baixo nivel de organizacdo bioldgica, sdo
chamados de biomarcadores e considerados como um aviso do estresse induzido pela
poluicdo (GESTEL E BRUMMELEN, 1996; VAN DER OOST et al., 2003). A partir de
analises funcionais a nivel subcelular, fisiolégico ou comportamental, pode-se inferir se o
organismo esta sendo exposto a algum tipo de contaminante (biomarcador de exposi¢ao), e
se a concentracdo e/ou o tempo de exposicdo tem causado alteragdes bioquimicas,
moleculares, histologicas ou fisiologicas (biomarcador de efeito) (ALLAN et al., 2006).

Em nivel bioquimico, os poluentes sdo capazes de induzir alteragdes na homeostase redox
celular através da indugdo e/ou produgdo de espécies toxicas do metabolismo do oxigénio, as
espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas espécies sdo capazes de causar danos oxidativos

a componentes celulares importantes como lipideos, proteinas ¢ DNA (HERMES-LIMA,
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2004). Assim, as defesas celulares contra as EROs e as analises de danos oxidativos podem
ser utilizadas como biomarcadores bioquimicos. Atualmente, estes biomarcadores
bioquimicos tém sido considerados como uma das ferramentas mais sensiveis e de baixo
custo para avaliar a poluicdo aquatica no mundo (VIARENGO et al., 2007; REGOLI E
GIULIANI, 2014).

O objetivo deste trabalho foi analisar biomarcadores bioquimicos em peixes da espécie
Propimelodus  eigenmanni  (Siluriformes: Pimelodidae) e camardes da espécie
Macrobrachium amazonicum (Decapoda: Palaemonidae) e determinar a concentragdo das
diferentes espécies quimicas do As na agua, e de As total no sedimento a fim de avaliar a
qualidade hidrica de duas areas historicamente contaminadas por arsénio no estuario

amazonico, ao longo de um ano de coletas trimestrais.

1.1 Arsénio no estuario Amazonico

No entorno da area de deposito de manganés da empresa Induastria e Comércio de
Minérios S/A, localizada no municipio de Santana/AP, existe uma comunidade com cerca de
4737 habitantes que vivem principalmente de atividades extrativistas, producdo de
embarcagdes ¢ do comércio local (IBGE, 2015). Esta comunidade carece de infraestrutura
sanitaria e urbana apropriada, € como agravante para o caso da exposi¢do ao arsénio (As),
grande parte dos moradores utilizam a 4gua do rio Amazonas para consumo, que passa
apenas por um processo simplificado de decantacdo e desinfeccdo (LIMA et al., 2007).
Soma-se a esta situacdo a utilizacdo de peixes e camardes pescados na regido para
alimentagdo diaria dos moradores da comunidade do Elesbao, os quais podem ser fontes de
contaminag¢do devido a sua capacidade de bioacumulagdo de As (FACUNDES, 2011).

Em 1998, foi observado que os dois igarapés da comunidade de Elesbao apresentavam
altos niveis de arsénio dissolvido na adgua (Igarapé 1: valor médio de 910,58 mg As total/L;
Igarapé 2: valor médio de 300,6 mg As total/L) decorrentes da atividade de lixiviagdo e
infiltragdo do material retirado da bacia de rejeito e depositado em céu aberto (MONTEIRO,
2003). Nesse periodo os teores de arsénio eram maiores no Rio Amazonas que nos pogos
abertos por particulares, mostrando que esta era a principal rota de diluicdo.

O uso de rejeitos de minério de manganés da usina de sinter como aterro na cidade de
Santana também foi um veiculo para a contaminacdo do solo (SCARPELLI, 2003).

PEREIRA et al. (2009a) constataram que 57,89% das amostras de solo da regido
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apresentavam teores de As em torno de 500 mg.kg™”, uma concentragio 33 vezes maior do
que o limite estabelecido pelo CONAMA (2009) (15 mgkg'). LIMA et al. (2007)
observaram que os pogos de captacdo de dgua da comunidade de Elesbao apresentavam
teores de arsénio total entre 4,14 ¢ 10,39 pug As/L no final do periodo chuvoso, e entre 0,65 e
9,99 no final do periodo de estiagem.

Quanto a exposicdo humana, SANTOS et al. (2003) observaram que o teor médio em
amostras de cabelo da populagio da comunidade de Elesbdo foi 0,2 mg As.kg” de cabelo,
sendo os maiores valores em homens da faixa etdria de 30 a 35 anos. PEREIRA et al.
(2009b) observaram que 88% dos moradores desta mesma comunidade tiveram
concentragdes de As proximas a 5,94 mg Askg' no cabelo, valores elevados quando
comparados aos obtidos em pessoas da regiio urbana de Santana (2,37 mg As.kg’) e de
outras regides do Brasil (Altamira: média de 0,43 mg As.kg™'; Rio de Janeiro: média de 0,70
mg As.kg™).

Os peixes e crustaceos do estuario amazonico sdo amplamente utilizados como alimento
pela populacdo local, e o preparo destes para consumo pode liberar as formas mais toxicas
do metaloide (RAVENSCROFT et al., 2009). Por exemplo, a arsénio-betaina (AsB) ¢ a
forma menos téxica do metaloide, mas quando aquecida ¢ transformada em espécies com
grande potencial carcinogénico como o monometilarsenato (MMAY) e dimetilarsenato
(DMAY). Deste modo, o consumo destes animais pode apresentar um grande risco a
populagdo (BUNDSCHUH et al., 2012b). Existe pouca informacdo sobre as formas de As
em organismos de agua doce, mas as evidéncias disponiveis sugerem que a AsB ¢ DMA"

sdo as principais espécies presentes (VENTURA-LIMA et al., 2011).

1.2 Metabolismo e toxicidade do arsénio

O arsénio (As) ¢ um dos maiores problemas da satide animal e humana no mundo inteiro
(SHARMA E SOHN, 2009). As formas inorganicas se encontram em quatro estados de
oxidacdo de acordo com as propriedades fisico-quimicas da agua: arsina (-3; AsH), arsénio
(0; As), arsenato (+5; As") e arsenito (+3; As™) (FLORA, 2015).

O arsenato (As") ¢ a forma inorganica que tem maior ocorréncia na agua, ¢ tem potencial
toxico, porém menor que o do arsenito. A principal toxicidade do As’ reside na similaridade
estrutural com o fosfato inorganico, o que causa uma competicao nas vias de transportadores

de fosfato e é a principal rota de absorcio deste metaloide (NEMETI E GREGUS, 2002).
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Este processo diminui a producdo de energia (formacdo de ATP) e causa danos que
conduzem a perda das fungdes celulares e morte celular (HUGHES, 2002).

O arsenito (As™

) entra no meio intracelular por aquaporinas, que sdo proteinas da
membrana responsaveis pela troca de solutos através de um gradiente de concentragdo. Por
si s0, essa entrada causa problemas na sintese de diversas biomoléculas devido a diminuicao
na concentragdo celular de seus constituintes (ROSEN, 2002; MUKHOPADHYAY et al.,
2013). O As™ também tem grande capacidade de afetar a produgdo de energia e aumentar a
probabilidade de dano celular através da apoptose (FLORA, 2011). No cérebro de ratos
expostos a baixas concentragdes de arsenito (4 ppm por 60 dias) houve diminui¢do da
atividade das enzimas ubiquinona citrocromo c redutase, citocromo oxidase e ATP sintase,
além da succinato desidrogenase, corroborando a hipdtese de dano a cadeia respiratoria e ao
ciclo de Krebs, prejudicando a sintese de energia celular (HONG et al., 2009).

Recentemente tem se alertado que as espécies organicas intermedidrias como o
monometilarsenito (MMA™) e dimetilarsenito (DMA™), que passaram pelo processo de
biotransformacado, sdo mais toxicas que as espécies inorganicas (VENTURA-LIMA et al.,
2011). O processo de biotransformacgao (Figura 1) €, entdo, considerado o passo inicial para
a bioativagdo do As, onde o As" ¢ transformado em arsenito pela enzima arsenato redutase e

depois, em espécies mono-, di- e trimetiladas (RAHMAN E HASSLER, 2014).
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Figura 1: Biotransformagao do arsénio em modelos mamiferos. SAM: S-adenosilmetioneina; SAHC:
S-adenosilhomocisteina (adaptado de APOSHIAN et al., 2004).
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Os peixes sdo particularmente suscetiveis a toxicidade do arsénio devido a continua
exposicdo através da respiragdo (branquias) e da alimentag¢do (intestino). Considerando o
intestino como via de exposicao, estes animais tém uma baixa taxa de acumulagdo através da
alimentacdo. Por exemplo, no fitoplancton e algas que metilam o arsénio inorganico a
concentragdo pode ser 10 vezes maior do que em consumidores terciarios (CULIOLI ET
AL., 2009; RAHMAN et al., 2012). Contudo, os peixes podem absorver altas concentragdes
de As inorganico através das branquias (SHAH et al., 2009). VENTURA-LIMA et al.
(2009a) observaram que as espécies MMA" ¢ DMA" tiveram grandes taxas de acumulagdo
nas branquias da carpa comum (Cyprinus carpio) exposta a 1000 ppb de As" por 10 dias.
Estes resultados foram corroborados ainda com uma alta atividade da GST Q, uma enzima
chave na detoxificacdo do As, que foi maior nas branquias do que no figado, revelando uma
estratégia de contengdo da exposicao ao arsénio neste 6rgao.

VENTURA-LIMA et al. (2009b) observaram nas branquias de peixes um aumento dos
niveis de glutationa reduzida (GSH) e na atividade da glutamato cisteina ligase (enzima
limitante na produ¢do de GSH), mesmo quando expostos cronicamente a concentragdes de
As permitidas pela legislagcdo brasileira (10pg As/L) no periodo do experimento. Ainda
ocorreu uma diminui¢do significativa do consumo de oxigénio quando foi testada uma
concentracdo mais elevada (100pg As/L), indicando que o aumento das concentragdes de As
¢ capaz de alterar a producao de energia e pode levar a morte dos organismos.

Deste modo, pode-se observar que o uso de diversos biomarcadores bioquimicos ¢
importante para determinar os efeitos do As em organismos aquaticos (BUCALOSSI et al.,
2006), e quando avaliado em diferentes organismos e diferentes 6rgdos aumentar a
compreensdo dos possiveis efeitos dessa contamina¢do no ecossistema (BOUSKILL et al.,

2006).

1.3 Influéncia do arsénio na geracdo de estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem sido o mecanismo mais estudado sobre a toxicidade do arsénio
(ERCAL et al., 2001). A exposicao a este metaloide induz a formacao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) que tem o potencial de causar danos a lipideos, proteinas e DNA (figura
2). As EROs, formadas pela reducdo monoeletronica do oxigénio, incluem o radical anion
superoxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H,O,) radical hidroxil (OH") e o radical peroxil
(ROO’) (LEE et al., 2012).
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Tem sido observado que o arsénio € capaz de induzir a auto-regulacdo e fosforilacdo da
NADPH oxidase e da glicolato oxidase. A producdo das EROs nas mitocondrias, ocasionada
pela maior atividades destas enzimas, promove a oxidagdo celular (ZHANG et al., 2011;
GUPTA et al., 2012). O As também pode induzir a formacdo de EROs nas mitocondrias
através da fuga de elétrons nos complexos I e III e no citocromo ¢ da cadeia transportadora
mitocondrial (Figura 2). A mitocondria € a principal maquinaria celular de producgdo de
energia. Devido ao intenso fluxo de elétrons e a presenca de oxigénio livre, de 0,1 a 0,4% de
todo o oxigénio consumido nas mitocondrias produz EROs, principalmente o radical anion
superoxido (0,”) (HERMES-LIMA, 2004). Porém, o arsénio forma um complexo com a
ubiquinona, causando a liberacao de elétrons e liberando-os para a membrana mitocondrial
externa pela alteracdo da permeabilidade dos poros de transi¢do da mitocondria (FLORA,
2015). O O, produzido, por sua vez, oxida componentes celulares importantes e forma
outras espécies reativas como o perdxido de hidrogénio, o radical hidroxila (OH"), o ONOO"™
radical peroxinitritro. Deste modo, a geracdo excessiva de EROs ¢ capaz de causar danos
graves a biomoléculas e induzir a apoptose celular. (FLORA, 2011; SELVARAJ et al.,
2013).
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Figura 2: Geragdo mitocondrial de varias espécies reativas de oxigénio mediadas pelo
arsénio induzindo apoptose. NADH: nicotinamida adenosina dinucleotideo reduzida; NAD":
nicotinamida adenosina dinucleotideo oxidada; H™ i{on hidrogénio; HOCI: 4cido
hipoclorico; OH': radical hidroxil; ONOO": radical peroxinitritro; O,": radical &nion
superoxido; H,O,: perdxido de hidrogénio. Adaptado de FLORA (2011).
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A propria oxidacdo de lipideos (lipoperoxidag@o), um subproduto da acdo das EROs, ¢
uma reacdo em cadeia que gera muitas outras moléculas bioativas (EROs, peroxidos e
isoprostanos) e aldeidos (malondialdeidos) como produtos finais da oxidagdo (JOMOVA et
al., 2011).

Apesar deste papel negativo, sabe-se que espécies reativas de oxigénio sdo produzidas em
pequenas quantidades para desempenhar uma série de fungdes bioldgicas essenciais, como a
sinalizacdo celular (TORRE-RUIZ et al., 2012) e a protecao contra bactérias nas membranas
celulares de fagocitos (BYLUNDA et al., 2010). Assim, os organismos aerdbicos
desenvolveram um complexo sistema de defesa antioxidante para manter o status redox
celular estavel (HERMES-LIMA, 2004). Como os principais sistemas redox celulares nao
estdo em completo equilibrio e respondem de forma diferente a compostos toxicos e
estimulos fisioldgicos, o estresse oxidativo ¢ definido como uma desorganizacao do controle
e da sinalizacdo redox celular que leva a danos em importantes biomoléculas (JONES,
2006).

As principais defesas contra as EROs incluem antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos que atuam de maneira integrada para prevenir as células de danos oxidativos e
representam a capacidade antioxidante total dos organismos (LUSHCHAK, 2011). Dentre as
enzimas antioxidantes pode-se destacar aquelas que atuam na degradacdo de EROs, como a
catalase. A catalase ¢ responsavel pela degradacdo do peroxido de hidrogénio (H20O;) em
agua e oxigénio (NICHOLLS, 2012). Também existem enzimas que atuam na retirada de
compostos organicos e subprodutos do metabolismo oxidativo (lipideos peroxidados), como
a glutationa S-transferase (GST). A GST constitui uma grande familia de enzimas de fase 11
envolvidas na conjugacdo de xenobidticos organicos com a glutationa reduzida

(MONSERRAT et al., 2007).
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1.4 Biomonitoramento ambiental

O biomonitoramento pode fornecer informagdes sobre a qualidade dos ambientes
aquaticos, permitindo a compreensdo acerca dos efeitos dos poluentes e a identificagdo de
possiveis alteracdes da estrutura e fungdo das populagdes residentes (MARKERT e
WUNSCHMANN, 2011).

Os organismos de diferentes espécies podem exibir diversas estratégias de eliminagdo de
poluentes, o que pode influenciar o modo de acdo contra esses compostos (BEYER et al.,
2013). Assim, a escolha de organismos de diferentes posi¢des troficas pode ser uma opgao
eficaz para caracterizar os efeitos do arsénio ao longo da cadeia alimentar (BESSE et al.,
2012).

Os peixes sdo Otimos organismos biomonitores por terem pardmetros fisiologicos
similares a outros vertebrados (REISCHL et al., 2007), permitindo, em alguns casos, a
extrapolagdo de resultados (PETER, 2013). Propimelodus eigenmanni ¢ uma espécie
bentopelagica que vive permanentemente associada a canais profundos de rios com
substratos lamosos e detritos e se alimenta de pequenos peixes, invertebrados, frutos e
detritos organicos (ZUANON E FERREIRA, 2008).

Macrobrachium amazonicum ¢ um crustaceo com grande importancia ecologica e social
na regido Amazodnica, pois € uma espécie que faz parte da dieta de diversos peixes e que tem
alta aceitacdo no mercado regional (MACIEL e VALENTI, 2009; BENNEMANN et al.,
2011). Embora possa se deslocar livremente na coluna d’agua, os individuos adultos do
camardo regional tém maior contato com sedimentos ricos em matéria organica com grande
potencial de acimulo de poluentes (KIMPARA et al., 2011).

Considerando sua ampla distribui¢do, baixas taxas de migragdo e grande abundancia
(LUNDBERG e PARISI, 2002; CAVALCANTE et al.,, 2012), P. eigenmanii e M.
amazonicum atendem aos principais requisitos para escolha de um organismo biomonitor.
Estas duas espécies estdo bem adaptadas as flutuacdes sazonais da precipitacdo, e a
consequente influéncia na descarga do rios do estuario amazonico, bem como a entrada

diaria da maré nessa regido. A manutengdo destes fatores através da escolha de locais com
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caracteristicas abioticas semelhantes pode auxiliar na compreensdo dos efeitos de poluentes

sobre os parametros bioquimicos desses animais (MARKET et al., 2003).
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, do ponto de vista bioldgico (biomarcadores) e quimico (contetido de As na agua

e sedimento), a qualidade ambiental de trés locais com distintos histdricos de contaminagao

por arsénio no estudrio amazonico, utilizando como organismos biomonitores espécies de

diferentes posic¢des troficas.

2.2 Objetivos especificos

Analisar os biomarcadores de exposi¢do glutationa S-transferase (GST) e a capacidade
antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) no figado, musculo e nas branquias de
Propimelodus eigenmanni e nas branquias e musculo de Macrobrachium amazonicum
coletados no Rio Amazonas (Santana/AP), Rio Mazagdo (Mazagdo/AP) e Rio
Campupema (Abaetetuba/PA) ao longo de um ano, com coletas trimestrais,

contemplando por duas vezes no periodo chuvoso e duas vezes no de estiagem.

Analisar o biomarcador de efeito lipoperoxida¢do no figado, musculo e nas branquias
Propimelodus eigenmanni e branquias e musculo de Macrobrachium amazonicum
coletados no Rio Amazonas (Santana/AP), Rio Mazagdo (Mazagdo/AP) e Rio
Campupema (Abaetetuba/PA) ao longo de um ano, com coletas trimestrais,

contemplando por duas vezes os periodos chuvoso e de estiagem.

Determinar o conteido de arsénio total e das espécies inorganicas arsenato e arsenito
presente na dgua dos trés locais amostrados ao longo de um ano, com coletas trimestrais,

contemplando por duas vezes os periodos chuvoso e de estiagem.

Determinar o conteudo de arsénio total nos sedimentos dos trés rios amostrados em uma

coleta do periodo chuvoso.

Verificar se ha relagdo entre os resultados dos biomarcadores bioquimicos analisados em
cada uma das espécies biomonitoras com as concentragdes de As em suas diferentes

espécies quimicas na agua e sedimentos de cada um dos pontos coletados.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado na Foz do Rio Amazonas (P1), em uma localidade dentro do
municipio de Santana, Estado do Amapa, chamada Vila de Elesbao (00° 03’ 13.3” S 051°
11° 26,77 W), sendo este local tomado como o com maior histérico de contaminagdo por
arsénio, pela proximidade com a industria de beneficiamento de manganés; na regido da
comunidade de Mazagdo Velho, municipio de Mazagdo, Estado do Amapa, (P2) — Rio
Beija-Flor (00° 007 23,8” S 051° 16° 53,4” W), que representa um gradiente de
contaminagdo e esta localizado a cerca de 15 Km do ponto acima mencionado; e por ultimo
na regido da cidade de Abaetetuba — Rio Campumpema (P3) (01° 44’ 09,1 S 048° 53° 46,3”
W), localizado no estado do Pard, e tomado como um ponto referéncia externo por nao

apresentar historico conhecido de contaminag@o por arsénio.

51°00'W 50°00W 49°00W
! Il Il

[~o-00"

f1700%

@ Pl - Rio Amazonas (Santana/AP)
A P2 - Rio Beija Flor (Mazagdo/AP)
@® P3 - Rio Campumpema (Abactetuba/PA)

Figura 3: Localizagdo dos pontos de coleta no rio Amazonas (00° 03* 13.3” S 051° 11’ 26,7 W, P1)
- Santana/AP, rio Beija-Flor (00° 007° 23,8” S 051° 16* 53,4” W, P2) - Mazagdo/AP, e rio
Campumpema (01° 44’ 09,1 S 048° 53° 46,3” W, P3) - Abactetuba/PA.
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Todos os locais de estudo, pertencentes ao estudrio amazonico, apresentam caracteristicas
abioticas semelhantes, sendo influenciados diariamente pela entrada e saida da maré semi-
diurna (NITTROUER E DEMASTER, 1996). Existem duas estacdes climaticas bem
definidas, uma mais chuvosa que se d4 de dezembro até maio, e uma estacdo menos chuvosa
que se da no periodo de junho até novembro (MORAES et al., 2005; AMANAIJAS et al.,
2010). A elevada umidade favorece a formagao de nuvens de convecgao e a influéncia de
fendmenos de meso e grande escala (como a Zona de Convergéncia Intertropical) alteram os

regimes pluviométricos (COHEN, 1995).

3.2 Coleta dos organismos, dgua e sedimento

As coletas de agua e organismos foram realizadas duas vezes em cada estagdo
pluviométrica no periodo de Abril de 2013 a Margo de 2014; Sendo divididas em: Abril de
2013 (periodo chuvoso 1); Agosto de 2013 (periodo estiagem 1), Novembro de 2013
(periodo estiagem 2) e Margo de 2014 (periodo chuvoso 2). Por questdes logisticas e
financeiras, a coleta de sedimento para dosagem de As total foi realizada somente no
periodo chuvoso 2.

Para diminuir o estresse de captura, os espécimes de mandi-branco (Propimelodus
eigenmanni) foram coletados com o auxilio de anzol. J& os camardes (Macrobrachium
amazonicum) foram coletados com o auxilio de matapi, que garante a diminuicao do estresse
de captura devido ao refiigio e alimentagdo disponiveis. Ambos os organismos foram
imediatamente crioanestesiados para transporte até o laboratorio. Foi realizada a biometria
dos animais, sendo retirado comprimento padrdo e peso dos peixes e comprimento do
cefalotorax e o peso dos camardes. Foram dissecados o figado, branquias e musculo dos
peixes e as branquias e musculo dos camardes para realiza¢do das analises bioquimicas. Os
tecidos foram acondicionados em microtubos e armazenados em ultrafreezer a -80 °C até o
momento de analise.

A coleta de agua foi realizada subsuperficialmente com tubos de polipropileno estéreis, a
cerca de 10 cm de profundidade, sendo retiradas 5 amostras de cada local com duas réplicas
cada. Para cada amostra, uma réplica teve o pH foi ajustado para determinacdo de arsenito

(pH 2) e outra para determinagao de arsénio total (pH 8).
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As coletas de sedimento foram realizadas nas margens dos rios com o auxilio de uma
draga de Petersen, sendo utilizada apenas a fragdo mais interna obtida pelo amostrador para
evitar contaminagdo. Em seguida, os sedimentos foram secados em temperatura ambiente.

As amostras de dgua (sob refrigeracao) e sedimento (ap6s secagem) foram encaminhadas
para analise na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS). Em cada ponto de
amostragem também foram medidas a temperatura da &4gua, a condutividade e a
concentragdo de oxigénio dissolvido no mesmo momento de coleta da dgua, mas ndo foi

possivel realizar a medi¢ao de pH devido a problemas logisticos.

3.3 Preparagdo dos 6rgdos para analise e determinacdo de proteinas totais

As amostras dos distintos 6rgdos das duas espécies foram homogeneizadas em tampao
contendo Tris-HCI1 (100 mM), EDTA (2 mM) e MgCl,. 6 H,O (5 mM), com pH ajustado
para 7,75, em dilui¢do especifica para cada tecido conforme protocolo padronizado para as
espécies em estudo. Sempre que necessario, para que fosse atingido o peso minimo para as
dosagens bioquimicas, os orgdos de 2 ou mais camardes coletados foram agrupados
compondo-se “pools” para as analises. Os homogeneizados foram centrifugados a 20.000xg
por 20 min (4° C). Os sobrenadantes foram utilizados para dosagem da atividade da
glutationa S-transferase e determinac¢do da capacidade antioxidante total.

A atividade da glutationa S-transferase foi relativizada pela quantidade total de proteinas
presentes nos extratos obtidos. Esta quantificagdo de proteinas totais (550 nm) foi realizada
com um kit comercial baseado no método de Biureto (Doles Reagentes Ltda., MG/Brasil),

utilizando uma leitora de microplacas multimodal (modelo Victor X3, Perkin Elmer, USA).

3.4 Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A dosagem da GST foi baseada nos trabalhos de HABIG (1974) e HABIG ¢ JAKOBY
(1981). Basicamente, a metodologia consiste em avaliar a conjugacdo de 1 mM de GSH
(Sigma) com 1 mM do xenobidtico sintético 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB, Sigma),
processo catalisado pela GST. Os ensaios foram realizados no comprimento de onda de 340
nm em leitora de microplacas multimodal (modelo Victor X3, Perkin Elmer, USA). A
atividade da GST foi expressa em unidades de GST/mg de proteinas, onde uma unidade ¢ a

quantidade de enzima necessaria para conjugar 1 pmol de CDNB/min/mg de proteina, a 25
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°C e pH 7. O coeficiente de extingdo molar (€) utilizado para a formagdo do conjugado

CDNB-GSH foi 9,6 mM '.ecm™.

3.5 Determinagdo da capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi determinada conforme AMADO et al. (2009). Este
ensaio ¢ baseado na capacidade total da amostra (enzimatica e ndo enzimatica) de capturar
os radicais peroxil. Os radicais peroxil foram produzidos por termdlise (37°C) do reagente
2’2’-azobis-2-metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP, 4mM; Sigma-Aldrich). As leituras
do ensaio foram realizadas em leitora de microplaca multimodal (modelo Victor X3, Perkin
Elmer, USA) nos comprimentos de onda de 485 nm para excitagdo e 535 nm para emissao).
A geracao de fluorescéncia total foi calculada pela integragdo da unidade de fluorescéncia
(UF) durante o periodo de 30 minutos apos ajustar os dados da UF para uma fun¢ao obtida
de uma reta polinomial de segunda ordem. A diferenga relativa entre as areas sob a reta de
uma amostra com ¢ sem ABAP foi considerada como medida da capacidade antioxidante
total. Os resultados da capacidade antioxidante total sdo expressos como o inverso da area

relativa.

3.6 Determinagao da lipoperoxidacdo (LPO)

O conteudo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX adaptado
por MONSERRAT et al. (2003). Este ensaio ¢ baseado na oxida¢do do Fe II por
hidroperoxidos lipidicos da amostra, em pH &cido. O ferro oxidado forma, entdo, um
complexo na presenca do corante laranja de xilenol (Fe III-complexante).

Os tecidos foram homogeneizados em metanol 100% (resfriado), centrifugados (1000xg,
4°C, 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da lipoperoxidacdo. As
leituras do ensaio foram realizadas em leitora de microplaca multimodal (Victor X3, Perkin
Elmer). O aumento na absorbancia causado pela formagdo do conjugado Fe’'-laranja de
xilenol foi registrado a 550 nm apods o tempo de incubag@o especifico para cada extrato de
tecido (determinado por padronizagdes prévias). Os resultados foram comparados ao
hidroper6xido de cumeno (CHP), um hidroperdxido lipidico adicionado em concentragdo
conhecida, e expressos em nmol CHP/g tecido imido.

3.7 Determinagdo do arsénio e sua especiagdo nas amostras de agua e As total no sedimento



25

A determinagdo de arsénio total e suas espécies quimicas inorganicas (arsenito e
arsenato) na agua foi baseada no trabalho de BOHRER et al. (2005). Foi utilizado um
espectrometro (SpectrAA 200, Varian, Australia) com um sistema VGA 77 (para a geragao
de hidreto). Na geracdo de hidretos foi utilizada com taxa de fluxo de 1 mL/min para o
redutor e taxa de fluxo da amostra de 8 mL/min, tendo o tetraborato de s6dio como agente
redutor das amostras (1% em 0,1 mol/L de NaOH). O arsénio total em solucdo foi
determinado pela alteracdo do tampdo citrato em 6.0 mol/L de HCI nas amostras com pH
ajustado para 8. O arsenito foi determinado pela reducdo do tampao citrato (pH 4,5) nas
amostras ajustadas para pH 2. A concentracdo de arsenato foi determinada pela subtracdo
entre a concentracao de arsénio total analisada e a concentrag¢ao de arsenito.

As amostras de sedimentos foram peneiradas para separacdo da fra¢do inferior a 63 um,
que foi utilizada na determinagdo de As total. As amostras foram tratadas pelo método de
digestao total (HNO;), pré-reduzidas (KI) e a detecg¢do foi realizada em espectrometro de
absor¢do atdmica com geracdo de hidretos com um sistema VGA 77. As curvas analiticas

para ambas as matrizes foram obtidas com padrdes contendo entre 5-1000 ng/L de arsénio.

3.8 Precipitacdo

Os dados de precipitacdo foram obtidos das estacdes meteoroldgicas automaticas do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) nas cidades de Belém e Macapd, as mais

proximas das trés areas de estudo.

3.9 Analise Estatistica

Os dados bioticos e abidticos foram testados quanto a sua normalidade (teste de Shapiro-
Wilks) e homocedasticidade (teste de Levene), e quando algum destes pardmetros nao foi
obtido, foram matematicamente transformados (log x + 1) (ZAR, 1999). Apds esta etapa,
foram analisados através do teste de ANOVA para amostras independentes comparando as
variagdes dos parametros entres os locais em uma estacdo e a variagdo de cada local ao
longo das quatro coletas. Os dados foram submetidos ao teste post hoc de Tukey para
identificar onde residiam as diferencas, quando existentes. Adotou-se o nivel de
significancia de 5% (o= 0,05) em todos os casos (ZAR, 1999).

4- RESULTADOS
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4.1 Precipitagdo

Os valores de precipitacdo observados nas cidades de Belém e Macapa (figura 4) em
Abril/2013 (periodo chuvoso 1) foram de 527 mm e 516,5 mm, respectivamente). Em
agosto/2013 (periodo de Estiagem 1), a precipitacdo ja apresentava uma redugdo (p< 0,05),

sendo registrado valores de 245,5 mm em Belém e 159,3 mm em Macapa.
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Figura 4: Chuva acumulada mensal de abril de 2013 a mar¢co de 2014 nas cidades de
Macapd/AP e Belém/PA. Em destaque (seta) os meses de Abril/2013 (Chuvoso 1),
Agosto/2013 (Estiagem 1), Novembro/2013 (Estiagem 2) e Marco/2014 (Chuvoso 2) em
que ocorreram as campanhas. Fonte: INMET, 2014.

Em novembro de 2013 (periodo de Estiagem 2), a precipitagdo em Macapa (26,3 mm)
esteve mais reduzida em relagdo a agosto/2013 e em Belém (210,7 mm) continuou menor
em relag@o ao periodo chuvoso (p< 0,05). Em Mar¢o/2014 (periodo chuvoso 2), os niveis de
precipitacdo foram maiores nos dois locais (p< 0,05) em relacdo ao periodo menos chuvoso,

sendo registrados os valores de 380 mm em Belém e 367 mm em Macapa.
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4.2 Parametros fisico-quimicos

Os valores de temperatura, condutividade, concentragdo de oxigénio dissolvido
registrados no momento das coletas sdo apresentados na tabela 1. A condutividade no Rio
Amazonas variou entre 32 e 62,5 puS nos periodos amostrados. No Rio Beija-Flor a
condutividade oscilou entre 29,1 e 38,7 uS. Enquanto que no Rio Campumpema este
parametro variou entre 32,5 e 44,7 uS. A temperatura no Rio Amazonas variou entre 28,4 ¢
30,3 °C nos periodos em que foram registradas estas variaveis. No Rio Beija-Flor a
temperatura oscilou entre 27,3 e 30,6 °C, enquanto que no Rio Campumpema este parametro
variou entre 27,7 e 30 °C. A concentracdo de oxigénio dissolvido no Rio Amazonas variou
entre 0,43 e 4,6 °C nos periodos com registro destas informac¢des. No Rio Beija-Flor a
concentragdo de oxigénio dissolvido oscilou entre 0,5 e 3,35 °C mg/L, enquanto que no Rio

Campumpema este parametro variou entre 0,48 e 6,32 mg/L nos periodos amostrados.

Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos na agua de trés rios do estudrio amazonico coletados em
diferentes periodos pluviométricos. Cond.: Condutividade (uS); Temp.: Temperatura da agua (°C);
O,: Concentragdo de oxigénio dissolvido (mg/L).

Periodo Rio Campumpema Rio Beija-Flor Rio Amazonas
Cond. Temp. O Cond. Temp. O, Cond. Temp. O,
Chuvoso 1 32,5 27,7 0,48 38,7 27,7 0,50 40,4 28,8 0,43
Estiagem 1 44,7 29,7 0,56 259 29,8 0,67 35,6 30,3 1,00
Estiagem 2 40,3 30,0 6,32 21,1 30,6 0,79 62,5 30,0 0,85
Chuvoso2 40,0 29,0 5,80 29,1 27,3 3,35 32,5 284 4,60

4.3 Concentragdo de arsénio total e sua especiacdo nas amostras de dgua

As concentragdes de arsénio total obtidas nos rios Amazonas (ambiente contaminado),
Beija-Flor (ambiente intermedidrio) e Campumpema (ambiente referéncia) sdo apresentadas
na tabela 2. Nao foram detectadas concentragdes de arsenito em nenhum dos ambientes
durante o periodo de estudo. Deste modo, as concentragdes de arsénio total apresentadas sdo
formadas apenas pela concentracdo de arsenato, a espécie quimica predominante nas

amostras.
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Tabela 2: Concentragdo de arsénio total (ug As/L) na agua de trés rios do estudrio amazdonico
coletados em diferentes periodos pluviométricos. Os dados sdo apresentados como a média +
erro padrdo, os valores minimos € maximos (n=5).

Periodo Rio Campumpema Rio Beija-Flor Rio Amazonas
Média Min. Max. Média Min. Max. Média Min. Max.
Chuvoso 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Estiagem 1 0,3+0,15%* 0,19 049 09+0,05*° 0,80 1,03 1,3+0,03%" 123 1,32
Estiagem 2 0,7+0,04%* 0,62 081 2,0+0,08%° 1,80 2,15 12+0,06%¢ 1,11 1,39
Chuvoso2 12+0,08%* 1,00 1,5 1,7+0,08°° 138 1,85 1,5+0,08%* 127 17

ND: ndo detectado (inferior a 0,005 pg As/L); Letras mintsculas diferentes: diferencas (p< 0,05)
entre os locais no mesmo periodo (variagdo espacial); Letras maitsculas diferentes: diferencas (p<
0,05) no mesmo local ao longo dos periodos amostrados (variacdo temporal).

Ao contrério do esperado, os niveis de arsénio na dgua dos trés rios estiveram abaixo do
limite de detec¢dao do método (< 0,005 pg/L) no periodo chuvoso 1 (Abril/2013).

No periodo de Estiagem 1 (agosto/2013), foram registrados maiores valores médios
(p<0,001) de arsénio total no rio Amazonas (ambiente contaminado; 1,3 + 0,03 pg As/L) e
no Rio Beija-Flor (ambiente intermediario; 0,9 + 0,05 pg As/L) do que no Rio
Campumpema (ambiente referéncia; 0,3 + 0,15 pg As/L). No ambiente contaminado a
concentracdo de As na agua apresentou uma variacao de 1,23 a 1,32 pg As/L. No ambiente
intermediério a concentracdo oscilou entre 0,8 e 1,3 pg As/L. Enquanto que nas aguas do
ambiente referéncia houve uma variagdo de 0,19 a 0,49 pg As/L durante o periodo de
Estiagem 1.

No periodo de Estiagem 2 (novembro/2013), as concentracdes de As aumentaram
significativamente (p<0,0001) no Rio Beija-Flor (2 + 0,08 pg As/L) em relagdo ao periodo
pluviométrico anterior, e foram maiores (p<0, 0001) do que no Rio Amazonas (1,2 + 0,06
ng As/L). As concentragdes no ambiente referéncia continuaram reduzidas (p<0,001) em
relacdo aos ambientes contaminados, com valor médio de 0,7 + 0,04 ug As/L. No ambiente
contaminado a concentragdo de As na dgua apresentou uma variagdo de 1,11 a 1,39 ug As/L.
No ambiente intermedidrio a concentragdo de As oscilou entre 1,8 e 2,15 ug As/L. Enquanto
que nas aguas do ambiente referéncia houve uma variagdo de 0,62 a 0,81 nug As/L durante o

periodo de Estiagem 2.
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No periodo chuvoso 2 as concentragdes de As diminuiram (p<0,01) no Rio Beija-Flor
(1,7 £ 0,08 pg As/L) em relagdo ao periodo de Estiagem 2, mas ainda foram maiores
(p<0,0001) do que as obtidas nos periodos chuvoso 1 e de Estiagem 1. J4 no Rio
Campumpema (ambiente referéncia) foi observado um aumento (p<0,0003) da concentragao
de As total para 1,2 + 0,08 pg As/L, sendo maior em relagao aos trés periodos anteriores.
Esta concentragdo observada no ambiente referéncia continuou menor (p<0,005) do que a
observada nas dguas do ambiente intermediario, mas foi semelhante (p>0,6) a do ambiente
contaminado (1,5 = 0,08 pug As/L). No ambiente contaminado a concentracao de As na agua
apresentou uma varia¢ao de 1,27 a 1,7 ug As/L. No ambiente intermediario a concentracao
de As oscilou entre 1,38 e 1,85 pg As/L. Enquanto que nas dguas do ambiente referéncia

houve uma variagdo de 1,0 a 1,5 ug As/L durante o periodo chuvoso 2.

4.4 Concentracao de arsé€nio total nos sedimentos

A concentracdo de arsénio total nos sedimentos foi analisada apenas no periodo chuvoso
2, e ¢ apresentada na tabela 3. Este metaloide teve uma distribui¢do semelhante (p> 0,1) no
sedimento dos trés rios durante este periodo. No ambiente com maior historico de
contaminagdo a concentragdo de As no sedimento apresentou uma variagao de 2,1 a 5,4 mg
As/Kg, com média de 3,5 + 0,4 mg As/Kg. No ambiente intermediério a concentracdo de As
oscilou entre 1,76 e 5,8 mg As/Kg, apresentando valor médio de 3,5 + 0,2. Enquanto que no
sedimento do ambiente referéncia houve uma variagdo de 1,6 a 3,4 mg As/Kg, com valor

médio de 2,5 £ 0,2 mg As/Kg.

Tabela 3: Concentragdo de arsénio total (mg As/Kg) no sedimento de trés rios do estudrio
amazonico amostrados em mar¢o/2014 (periodo Chuvoso 2). Os dados sdo apresentados
como a média =+ erro padrdo, os valores minimos ¢ maximos (n=10).

Periodo Rio Campumpema Rio Beija-Flor Rio Amazonas

Média Min. Max. Média  Min. Max. Média Min. Max.
Chuvoso2 2,5+02" 1,6 3,4 3,5+02% 1,76 5.8 35+04°% 21 54

Letras minusculas semelhantes: semelhancas (p< 0,05) na concentragdo de arsénio total
entre os locais no mesmo periodo (variacao espacial).
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4.5 Biometria

No periodo chuvoso 1, os peixes do Rio Campumpema tiveram maior (p< 0,05) peso
total (PT) e comprimento padrio (CP) médio em relagdo aos animais dos outros dois
ambientes (Tabela 4). Nos periodos de Estiagem 1 e Estiagem 2 ndo houve variagdes (p>
0,05) no CP dos peixes dos trés rios, mas o PT dos animais do Rio Campumpema (p< 0,05)
foi maior do que o observado nos peixes do Rio Beija-Flor e Amazonas. O PT dos peixes do
Rio Amazonas também foi menor (p< 0,05) do que o observado nos animais do Rio Beija-
Flor durante os periodos de Estiagem 1 e 2. No periodo chuvoso 2 ndo houve diferencas (p>
0,05) no PT e CP dos peixes dos trés rios. Nao houve variacdo de PT e CP (p> 0,05) nos

peixes dos trés rios ao longo dos periodos de coleta.

Tabela 4: Valores médios de peso total (PT, em gramas) e comprimento padrio (CP, em
centimetros) dos peixes da espécie Propimelodus eigenmanni amostrados no estuario amazonico em
quatro periodos. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao (n=12-41).

Periodo Rio Campumpema Rio Beija-Flor Rio Amazonas

PT CP PT CP PT CP

Chuvoso 1 36,8+4,1% 149+0,6* 232+13% 138+02" 15+1,1* 10,9+0,5"
Estiagem 1 38,8+3,5 15+12%  25+08%" 14+04%  14+£0,7% 11+0,5™
Estiagem 2 27+1,8"" 13,8+041% 179+13"" 11,9+03* 159+09%° 11+0,3%
Chuvoso2 24+29% 135+0,6" 184+1,8% 123+03" 149+2" 113+04™

Letras minusculas diferentes: diferengas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo (variagdo
espacial); Letras maiusculas diferentes: diferengas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos
amostrados (variagdo temporal).

No periodo chuvoso 1, os camardes do Rio Amazonas apresentaram CT e PT médio mais
elevado (p< 0,05) que os individuos coletados nos Rios Campumpema e Mazagdo (Tabela
5). No periodo de estiagem 1 e 2, os camardes do Rio Beija-Flor apresentaram maior PT e
CT (p< 0,05) do que os coletados no Rio Campumpema. Os camardes do Rio Amazonas
também apresentaram maior CT (p< 0,05) no periodo de Estiagem 1 e maior (p< 0,05) PT e
CT no periodo de Estiagem 2 comparado ao observado nos animais do Rio Campumpema.
No periodo chuvoso 2, ndo houve diferencas (p> 0,05) no PT e CT dos camardes dos trés
rios. Os valores de PT e CT do Rio Campumpema nos dois periodos de estiagem foram
menores (p> 0,05) do que os observados nos dois periodos chuvosos. Os valores de CT e CP
dos camardes do Rio Beija-Flor no periodo de Estiagem 1 foram maiores (p> 0,05) do que

os observados nos outros trés periodos. Os valores de PT dos camardes do Rio Amazonas
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nos periodos de Estiagem 1 e Chuvoso 1 foram menores (p> 0,05) do que os observados nos

dois periodos anteriores. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao.

Tabela 5: Valores médios de peso total (PT, em gramas) e comprimento total (CT, em
centimetros) do camardo Macrobrachium amazonicum amostrado em trés rios do estuario
amazonico em quatro periodos. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao (n=53-101).

Periodo Rio Campumpema Rio Beija-Flor Rio Amazonas
PT CT PT CT PT CT
Chuvoso 1 3,6+0,09% 7,6+0,07% 49+03" 84+02" 73+04"" 9,5+0,3"
Estiagem 1 1,7+0,03% 63+09"% 45+02% 84+0,1"" 82+02" 84+0,1°
Estiagem2 1,9+0,1% 6,02+0,1% 6,6+0,1% 206+025% 42+0,15 17,9+0,2°%
Chuvoso2 2.8+0,3% 72+0,6% 36+04% 78+04" 34+0,5% 81+0,09™

Letras minusculas diferentes: diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo (variacao
espacial); Letras maitsculas diferentes: diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos
periodos amostrados (variagao temporal).

4.6 Biomarcadores

4.6.1 Propimelodus eigenmanni

4.6.1.1 Figado

A atividade da glutationa S-transferase (GST) no figado de Propimelodus eigenmanni
(Figura 5A) foi semelhante (p> 0,9) nos animais dos rios Amazonas (N=8), Beija-Flor
(N=8) e Campumpema (N=8) durante o periodo chuvoso 1. Os peixes dos trés rios também
ndo apresentaram diferencas na capacidade antioxidante total (N=7-8; p> 0,9; figura 5C) e
na lipoperoxidagao (N=5-8; p> 0,8; figura 5B) do figado durante este periodo.

No periodo de Estiagem 1, a atividade da GST (figura 5A) no figado dos animais do Rio
Beija-Flor (N=8) apresentou um aumento significativo em relagdo ao periodo anterior (p<
0,0001) e em relagdo aos Rios Amazonas (N=8; p< 0,0001) e Campumpema (N=8; p<
0,0001). Este incremento da atividade da GST nao foi observado nos animais do Rio
Amazonas e Campumpema. A capacidade antioxidante total no figado dos peixes dos trés
rios (N=8; figura 5B) foi semelhante ao periodo anterior ¢ ndo houve diferengas para este
biomarcador entre os peixes dos trés rios durante este periodo. A lipoperoxidagao (Figura
5C) nos animais do rio Amazonas (N=5) foi maior (p< 0,03) do que nos peixes do Rio

Beija-Flor (N=8; ambiente intermediario) e do Rio Campumpema (N=6).
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Figura 5: Biomarcadores no figado de P. eigenmanni coletados em diferentes periodos
pluviométricos em trés areas com distintos histéricos de contaminagcdo no estuario
amazonico. A: Atividade da enzima Glutationa S-transferase; B: conteudo de lipideos
peroxidados; C: Capacidade antioxidante total. As letras mintsculas diferentes representam
diferengas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. As letras maitsculas diferentes
indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos amostrados. Os dados

sdo expressos como a média + erro padrao (n=5-8).
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No periodo de Estiagem 2, a atividade da GST (figura 5A) nos animais do Rio Beija-Flor
reduziu (N=8; p< 0,0001) até os niveis observados no periodo chuvoso 1, ¢ ndo houve
diferengas em relacdo aos animais dos Rios Amazonas (N=8; p> 0,2) e Campumpema (N=8;
p> 0,9). Neste periodo, a capacidade antioxidante total (figura SB) dos animais do Rio Beija-
Flor (N=8; apresentou um incremento em relagdo a coleta anterior (p< 0,03) e aos animais
do ambiente referéncia (N=8; p< 0,02). Nao houve diferencas (p> 0,8) na lipoperoxidagao
no figado dos peixes (figura 5C) em nenhum dos locais durante o periodo de Estiagem 2
(Rio Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=7; Rio Campumpema: N=5).

No periodo chuvoso 2 houve uma menor atividade da GST (figura 5A) no figado dos
animais do Rio Amazonas (N=8) em relagdo aos do Rio Beija-Flor (N=8; p< 0,002) e do Rio
Campumpema (N=8; p< 0,02). A capacidade antioxidante total (figura 5B) dos peixes dos
trés rios reduziu significativamente (p< 0,003) em relacdo ao periodo chuvoso 1 (Rio
Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=8; Rio Campumpema: N=7), e os animais do rio Beija-
Flor também tiveram menor (p< 0,001) competéncia antioxidante em relagdo ao periodo de
Estiagem 2 (coleta anterior). Nao houve diferencas (p> 0,3) na lipoperoxidagdo no figado
dos peixes (figura 5C) em nenhum dos locais durante o periodo chuvoso 2 (Rio Amazonas:
N=8; Rio Beija-Flor: N=§8; Rio Campumpema: N=8). Os animais do rio Beija-Flor
apresentaram maiores niveis (p< 0,03) de lipoperoxidagdo em relacdo ao periodo de
Estiagem 1. Enquanto que os peixes do Rio Amazonas apresentaram maiores niveis de

lipoperoxidagdo (p< 0,0002) em relacdo ao periodo de Estiagem 2.

4.6.1.2 Branquias

A atividade da glutationa S-transferase (GST; figura 6A) e a capacidade antioxidante
total (figura 6B) nas branquias dos espécimes de Propimelodus eigenmanni coletados dos
rios Amazonas (N=8), Beija-Flor (N=8) e Campumpema (N=8) foram semelhantes (p> 0,9)
durante o periodo chuvoso 1. Também ndo foram observadas diferencas (p> 0,5) na
lipoperoxidagdo (figura 6C) entre os animais dos trés rios em estudo durante esse periodo
(Rio Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=8; Rio Campumpema: N=8).

No periodo de Estiagem 1 (Agosto/13) houve um incremento significativo na atividade
da GST (figura 6A) dos peixes amostrados nos Rios Campumpema (N=8; p< 0,004) ¢ Beija-
Flor (N=7; p< 0,03) em relagdo a coleta anterior. Apesar da capacidade antioxidante total
ndo apresentar diferencas (p> 0,9) em relagdo ao periodo anterior (figura 6B; Rio

Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=§8; Rio Campumpema: N=8, os animais dos trés rios
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apresentaram menores (p< 0,001) niveis de lipoperoxidagdo (figura 6C; Rio Amazonas:
N=8; Rio Beija-Flor: N=7; Rio Campumpema: N=8).

No periodo de Estiagem 2 a atividade da GST (figura 6A) nos peixes dos rios
Campumpema (N=8) e Beija-Flor (N=8) apresentou outro aumento (p< 0,0001) em relagao
aos periodos anteriores (chuvoso 1 e de Estiagem 1). Os animais do Rio Amazonas também
apresentaram um aumento (N=8; p< 0,01) na atividade da GST em relacdo ao periodo de
Estiagem 1. Neste periodo, a capacidade antioxidante total (figura 6B) dos peixes do trés
rios foi semelhante em relacdo as coletas anteriores (p> 0,9) e entre os animais dos trés
locais (Rio Amazonas: N=6; Rio Beija-Flor: N=8; Rio Campumpema: N=7; p> 0,9). Ja a
lipoperoxidacgdo (figura 6C) nas branquias dos peixes do trés rios apresentou um incremento
significativo (p< 0,001) em relacdo aos menores valores observados em cada local no
periodo de Estiagem 1 (Rio Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=8; Rio Campumpema:
N=8).

No periodo chuvoso 2, a atividade da GST (figura 6A) nos animais dos Rios
Campumpema (N=8) e Beija-Flor (N=8) retornou aos niveis iniciais observados no periodo
chuvoso 1 (p> 0,9). Contudo, neste periodo, os peixes do Rio Amazonas (N=8) tiveram uma
maior (p< 0,0002) atividade da GST em relagdo aos peixes dos Rios Campumpema (N=8) e
Beija-Flor (N=8). Houve um aumento da capacidade antioxidante total (figura 6B) nos
peixes dos Rios Amazonas (N=7; p< 0, 0004) e Beija-Flor (N=7; p< 0, 02) em relagdo as
duas coletas no periodo de Estiagem (Agosto/13 e Novembro/13). J& os niveis de
lipoperoxidagao (figura 6C) nos animais dos trés rios permaneceram semelhantes (p> 0,1)
em relacdo ao periodo de Estiagem 2 (Rio Amazonas: N=7; Rio Beija-Flor: N=8; Rio
Campumpema: N=8), sendo maiores do que os observados no periodo de Estiagem 1 (p<

0,0002) e no periodo chuvoso 1 (p<0,01).
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Figura 6: Biomarcadores nas branquias de P. eigenmanni coletados em diferentes periodos
pluviométricos em trés rios do estuario amazdnico. A: Atividade da enzima Glutationa S-
transferase; B: contetido de lipideos peroxidados; C: Capacidade antioxidante total. As letras
minusculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. As
letras maiusculas diferentes indicam diferengas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos
amostrados. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao (n=6-8).
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4.6.1.3 Musculo

A atividade da glutationa S-transferase (GST) (figura 7A), a capacidade antioxidante total
(figura 7B) e a lipoperoxidacao (figura 7C) no musculo de Propimelodus eigenmanni foram
semelhantes (p> 0,7) nos espécimes dos rios Amazonas, Beija-Flor e Campumpema durante
o periodo chuvoso 1 (Rio Amazonas: N=7-8; Rio Beija-Flor: N= 4-8; Rio Campumpema:
N=4-8).

No periodo de Estiagem 1 (agosto/2013), os animais dos trés rios apresentaram uma
atividade da GST (figura 7A) e capacidade antioxidante total (figura 7B) do musculo
semelhantes as observadas em cada local no periodo chuvoso 1 (p> 0,9) e também
comparando os trés locais neste periodo (p> 0,9) (Rio Amazonas: N=4-8; Rio Beija-Flor:
N=4-7; Rio Campumpema: N=6-8). J& a lipoperoxidacao (figura 7C) apresentou uma
reducdo significativa (p< 0,01) nos animais dos Rios Campumpema (N=8) e Beija-Flor
(N=4) em relacdo ao periodo anterior, mas se manteve estavel nos animais do Rio Amazonas
(p> 0,9; N=8).

No periodo de Estiagem 2, a atividade da GST (figura 7A) no musculo dos peixes dos
trés locais se manteve nos niveis observados nos periodos anteriores (p> 0,9) (Rio
Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N= §; Rio Campumpema: N= 8). Contudo, a capacidade
antioxidante total (figura 7B) desse tecido aumentou significativamente (p< 0,0002) nos
peixes dos Rios Campumpema (N= 7) e Beija-Flor (N= 7) durante esse periodo. A
lipoperoxidagdo (figura 7C) continuou reduzida (p< 0,02) nos animais dos Rios
Campumpema (N= 5) e Beija-Flor (N= 8) em relagdo ao periodo chuvoso 1.

No periodo chuvoso 2, atividade da GST (figura 7A) aumentou significativamente no
musculo dos peixes dos Rios Amazonas (N= 8; p< 0,0001) e Campumpema (N= 8; p<
0,001) em relagdo ao periodo chuvoso 1. Esta atividade da GST no musculo dos peixes do
Rio Amazonas também foi maior (p< 0,003) do que a observada nos peixes do Rio Beija-
Flor (N= 7) durante este periodo. Enquanto que a capacidade antioxidante total (figura 7B)
dos animais dos Rios Campumpema (N= 7), Beija-Flor (N= 7) ¢ Amazonas (N= 5) reduziu
significativamente (p< 0,0001) em relagdo ao periodo 1. A lipoperoxidacdo no musculo dos
peixes do Rio Campumpema (N= 8) apresentou um aumento (p< 0,01) em relagdo aos
periodos de Estiagem 1 e de Estiagem 2. Os peixes do Rio Amazonas apresentaram maiores
niveis de lipoperoxidagdao no musculo (p< 0,0001; N= 8) em relagdo ao periodo de Estiagem

1 e ao periodo Chuvoso 1.
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Figura 7: Biomarcadores no musculo de P. eigenmanni coletados em diferentes periodos
pluviométricos em tré€s areas com distintos historicos de contamina¢do no estudrio amazonico. A:
Atividade da enzima Glutationa S-transferase; B: conteudo de lipideos peroxidados; C:
Capacidade antioxidante total. As letras mintsculas diferentes representam diferengas (p< 0,05)
entre os locais no mesmo periodo. As letras maiusculas diferentes indicam diferengas (p< 0,05) no
mesmo local ao longo dos periodos amostrados. Os dados sdo expressos como a média + erro

padrao (n=4-8).
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.6.2 Macrobrachium amazonicum
4.6.2.1 Branquias

A atividade da glutationa S-transferase (GST) (figura 8A) e a capacidade antioxidante
total (figura 8B) nas branquias de Macrobrachium amazonicum foram semelhantes (p> 0,9)
nos animais dos trés rios durante o periodo chuvoso 1 (Rio Amazonas: N=7-8; Rio Beija-
Flor: N=8; Rio Campumpema: N=8). Ja a lipoperoxidacao (figura 8C) foi maior (p< 0,0001)
nos camardes dos Rios Beija-Flor (N=8) e Campumpema (N=8) comparada a observada nos
animais do Rio Amazonas (N=8).

No periodo de Estiagem 1, a atividade da GST (figura 8 A) novamente foi semelhante (p>
0,5) nas branquias dos camardes dos trés rios (Rio Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=8§;
Rio Campumpema: N=8). Somente os animais do Rio Beija-Flor (N=8) apresentaram um
incremento significativo (p< 0,02) da capacidade antioxidante total nas branquias (figura
8B) em relacdo ao periodo anterior (Rio Amazonas: N=8; Rio Campumpema: N=8). A
lipoperoxidacgdo (figura 8C) apresentou uma reducao (p< 0, 003) significativa nas branquias
dos animais dos Rios Campumpema (N=8) e Beija-Flor (N=7) em relacdo ao periodo
anterior.

No periodo de Estiagem 2, a atividade da GST (figura 8 A) aumentou significativamente
(p< 0,0001) apenas nas branquias dos camardes do Rio Campumpema (N=8) em relagdo ao
periodo de Estiagem 1. Os camardes dos Rios Beija-Flor (N=8) e Amazonas (N=6) tiveram
uma maior capacidade antioxidante total (figura 8B) nas branquias em relagdo aos do Rio
Campumpema (N=7; p< 0,001). Os animais do Rio Amazonas também apresentaram um
incremento significativo (p< 0,001) da capacidade antioxidante total nas branquias em
relacdo aos periodos anteriores. Quanto a lipoperoxidacdo (figura 8C), os animais dos trés
rios mantiveram niveis semelhantes (p> 0,9) aos obtidos no periodo de Estiagem 1 (Rio
Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=§; Rio Campumpema: N=8).

No periodo chuvoso 2, a atividade da GST (figura 8A) aumentou significativamente (p<
0,03) apenas nas branquias dos camardes do Rio Beija-Flor (N=8) em relacdo aos periodos
Chuvoso 1 e Estiagem 1. A capacidade antioxidante total (figura 8B) dos camardes dos Rios
Amazonas (N=7) e Beija-Flor (N=7) permaneceu elevada (p< 0,01) comparada a obtida no
periodo chuvoso 1. A lipoperoxidacdo (figura 8C) nas branquias dos animais do Rio
Amazonas (N=7) também esteve elevada (p< 0,02) em relagdo ao periodo chuvoso 1. Nos
animais dos Rios Campumpema (N=8) e Beija-Flor (N=8), a lipoperoxidacdo continuou

reduzida em relagdo ao periodo chuvoso 1 (p<0,01).
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Figura 8: Biomarcadores nas branquias de M. amazonicum coletados em diferentes periodos
pluviométricos em trés areas com distintos historicos de contaminagdo no estudrio amazonico. As
letras mintisculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. A:
Atividade da enzima Glutationa S-transferase; B: contetido de lipideos peroxidados; C: Capacidade
antioxidante total. As letras maitsculas diferentes indicam diferengas (p< 0,05) no mesmo local ao
longo dos periodos amostrados. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao (n=4-8).
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4.6.2.2 Musculo

A atividade da glutationa S-transferase (GST) (Figura 9A) e a lipoperoxidagdo (Figura
9C) analisadas no musculo de Macrobrachium amazonicum foram semelhantes (p> 0,7) nos
animais dos trés rios durante o periodo chuvoso 1 (Rio Amazonas: N=7-8; Rio Beija-Flor:
N=8; Rio Campumpema: N=4-8). Neste periodo, os camardes do Rio Beija-Flor (N=4)
apresentaram uma menor (p< 0,006) capacidade antioxidante total (Figura 9B) em relacdo
aos coletados no Rio Amazonas (N=8).

No periodo de Estiagem 1, os camardes do Rio Campumpema (N=8) tiveram uma
reducdo (p< 0,01) na atividade da GST no (Figura 9A) em relagdo ao periodo anterior. A
capacidade antioxidante total (Figura 9B) reduziu significativamente (p< 0,004) nos animais
do Rio Amazonas (N=4), sendo semelhante (p> 0,9) a obtida no musculo dos animais dos
outros dois ambientes (Rio Beija-Flor: N=7; Rio Campumpema: N=6). A lipoperoxidacao
(Figura 9C), por sua vez, foi semelhante (p> 0,8) nos animais dos trés rios amostrados
durante este periodo (Rio Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=4; Rio Campumpema: N=8).

No periodo de Estiagem 2, os camardes do Rio Beija-Flor (N=8) apresentaram uma
reducdo (p< 0,009) na atividade da GST no musculo (Figura 9A) em relagdo ao periodo
chuvoso 1. Os animais do Rio Campumpema (N=8) continuaram com a atividade da GST no
musculo reduzida (p< 0,0001) em relacdo ao periodo chuvoso 1. A capacidade antioxidante
total (Figura 9B) dos camardes do Rio Amazonas (N=8) aumentou (p< 0,04) no periodo de
Estiagem 2 em relacdo a coleta anterior, e foi semelhante (p> 0,9) a observada no periodo de
Chuvoso 1. A lipoperoxidagao (Figura 9C) foi semelhante no mtisculo dos camardes dos trés
rios em relagdo aos periodos anteriores (p> 0,4) e também comparando os animais dos trés
locais nesta coleta (p> 0,9) (Rio Amazonas: N=8; Rio Beija-Flor: N=§; Rio Campumpema:
N=5).

No periodo chuvoso 2, os camardes do Rio Amazonas (N=8) apresentaram uma atividade
da GST (Figura 9A) significativamente menor do que a observada nos periodos chuvoso 1
(p< 0,002) e de Estiagem 1 (p< 0,0001). Os camardes dos Rios Campumpema (N=8) e
Beija-Flor (N=8) continuaram com a atividade da GST no musculo reduzida (p< 0,0001) em
relagdo ao periodo chuvoso 1. A capacidade antioxidante total no musculo dos camardes do
Rio Amazonas (N=5) apresentou uma reducgdo (p< 0,02) em relag@o ao periodo chuvoso 1 e
de Estiagem 2. A lipoperoxida¢do no musculo dos camardes do Rio Beija-Flor (N=8)

apresentou uma reducao (p< 0,0007) em relagdo ao periodo chuvoso 1 e de Estiagem 1.
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Figura 9: Biomarcadores no musculo de M. amazonicum coletados em diferentes periodos
pluviométricos em trés areas com distintos historicos de contaminagdo no estuario amazonico. A:
Atividade da enzima glutationa S-transferase; B: contetdo de lipideos peroxidados; C: Capacidade
antioxidante total. As letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no
mesmo periodo. As letras maiusculas diferentes indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo
dos periodos amostrados. Os dados sdo expressos como a média + erro padrdo (n=4-8).
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5- DISCUSSAO

O armazenamento e beneficiamento do minério de manganés no Municipio de Santana
(AP) tem sido caracterizado como uma possivel fonte de contaminacdo de arsénio (As) na
foz do Rio Amazonas (PEREIRA et al., 2009a; LIMA et al., 2007). No entanto, até entdo, os
efeitos da exposicdo do As na saude dos organismos aquaticos do estudrio amazonico nao
haviam sido caracterizados, assim como suas espécies quimicas presentes na agua.

A anélise de especiagio do As apontou que o arsenato (As”™) foi a espécie quimica
presente nas aguas amostradas e, logo, responsavel pela concentragdo observada nos Rios
Amazonas, Beija-Flor ¢ Campumpema (Tabela 2). O As™ realmente era esperado como a
espécie quimica predominante em nossas amostras devido as caracteristicas fisico-quimicas
de Eh moderado e pH mais bésico encontradas nas trés areas de estudo (FLORA, 2011).
Embora ndo tenha sido possivel a analise de pH em nosso estudo por dificuldades logisticas,
a condutividade e temperatura apresentaram pequenas oscilagdes nos trés rios ao longos dos
periodos. Por outro lado, as concentragdes de oxigénio dissolvido tiveram grandes variagdes
nos trés rios entre o periodo chuvoso 1 e chuvoso 2.

Como os corpos hidricos do estudrio amazonico tem uma grande capacidade de dilui¢ao
de poluentes (MOURA, 2007), também se esperava que as concentragdes médias de As nos
Rios Amazonas e Beija-Flor fossem inferiores a 10 pg As/L, valores ja observados por Lima
et al. (2007). Porém, as concentragdes médias observadas nos trés ambientes durante os
periodos de Estiagem 1, de Estiagem 2 e Chuvoso 2 estiveram acima de 0,14 pg As/L, o
valor méximo permitido para dguas doces com atividade de pesca pela legislagdo em vigor
(CONAMA, 2005). Deste modo, a presenga de arsenato nas dguas do estuario amazonico
alerta para a necessidade do biomonitoramento, uma vez que esta espécie ¢ capaz de afetar a
capacidade de defesa dos organismos aquaticos contra as espécies reativas de oxigénio
(ALLEN et al., 2004), induzindo processos patogénicos (FLORA, 2015), e pode de trazer
risco potencial para as populagdes humanas que se alimentam de animais oriundos destes
rios (SUNER et al., 1999). O potencial de biotransformacdo do arsenato para arsenito
também tem sido uma grande preocupacdo das pesquisas mais recentes, pois este processo
aumenta sua toxicidade e o risco de exposi¢cdo dos animais a condi¢do de estresse oxidativo
(SANTRA, 2015).

O Rio Campumpema (ambiente referéncia) apresentou menores concentragdes médias de
arsénio durante os periodos de Estiagem 1 e Estiagem 2 em relagdo aos pontos considerados

com maior historico de contaminacao (0,3 e 0,7 ug/L, respectivamente), corroborando nossa
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hipdtese de que a exposicdo dos animais ao arsénio ¢ influenciada pelo gradiente espacial
existente entre os trés rios (em relagdo ao histdrico de contaminagdo). Assim, podemos
considerar que hd uma dindmica diferenciada na mobilizagdo do arsénio entre os trés rios,
representada por elevados valores nos ambientes historicamente contaminados nos periodos
de estiagem e pelo aumento da concentracao nas aguas e sedimentos do ambiente referéncia
no periodo chuvoso 2. Deste modo, as concentragdes de As no Rio Campumpema
aumentariam durante o periodo chuvoso devido ao maior carreamento de compostos para
esta area mais distante (PISANELLI et al., 2009; DOREA E BARBOSA, 2007).

As concentragdes de As no Rio Beija-Flor aumentaram significativamente no periodo de
Estiagem 2 e ainda foram maiores do que as observadas no Rio Amazonas e no ambiente
referéncia. A diminui¢do da hidrodindmica aumenta o tempo de residéncia das aguas no
estudrio amazonico e provavelmente influenciou nossos resultados no Rio Beija-Flor pelo
aprisionamento de maiores teores de As em relacdo ao periodo anterior. Como o ponto de
coleta no Rio Beija-Flor se encontra em um 4rea mais interna, no periodo de menor
hidrodinamica também ¢ favorecida uma maior concentracdo de As em relagdo ao Rio
Amazonas. Neste periodo também ocorre uma ampliacdo dos bancos lamosos, cuja
formagdo e enriquecimento em sedimentos finos (silte e argila) e matéria organica ¢
favorecida pela diminuicao da hidrodindmica (AVIZ et al., 2012). Estes sedimentos também
podem complexar poluentes, e o aumento do seu tempo de residéncia no Rio Beija-Flor
também pode ter contribuido para causar a diferenga observada em rela¢do ao rio Amazonas
e o ambiente referéncia no periodo de Estiagem 2 (BEZERRA et al., 2009). Deste modo,
mesmo no periodo chuvoso 2, quando hd uma maior diluicdo do As, evidenciada pela
semelhanca nas concentracdes de As total no sedimento (Tabela 3), ainda houve diferencas
entre o conteido de As na dgua do Rio Beija-Flor em relagdo ao ambiente referéncia (Tabela
2). Este efeito de diluicdo das concentragdes de As foram observados na foz do Rio
Amazonas (LIMA et al., 2007) e em rios do triangulo mineiro (GONCALVES et al., 2007).
Porém, nossos resultados indicam maior estabilidade nos teores de arsénio encontrados no
Rio Amazonas (1,11-1,7 pg As/L) comparados ao observados por Lima et al. (2007) no ano
de 2002/2003 (0,65-10,39 ng As/L), o que pode ser resultado de uma maior capacidade de
dilui¢do e/ou contengdo do As neste rio ao longo de uma década.

O registro de concentracdes de As inferiores a 0,005 pug/L nos trés rios durante o periodo
chuvoso 1 ndo era esperado, mesmo com o aumento da hidrodindmica da regido, uma vez
que no periodo chuvoso 2 foram detectadas concentracdes nos rios contaminados. Também

consideramos que a intensificacdo do intemperismo quimico e da lixiviagdo deveriam
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aumentar a quantidade de arsénio dissolvido e carreado para a regido do Rio Campumpema
(RAVENSCROFT et al., 2009), resultando em valores diferentes dos observados.

FIGUEIREDO et al. (2007) apontam que as baixas concentragdes de As nas dguas do Rio
Amazonas podem estar relacionadas a grande capacidade de adsor¢do deste metaloide aos
minerais de argila e em Oxidos-hidroxidos de ferro, aluminio e manganés. Contudo, ¢
reconhecido a concentra¢do de sedimentos em suspensdo apresentam niveis semelhantes nos
periodos de maior precipitagio (GREGORIO E MENDES, 2008). Logo, ndo esperavamos a
varia¢do de nenhum fator capaz de alterar esta capacidade de adsor¢do no periodo chuvoso 2
e permitir a detec¢do de As na agua dos trés rios.

Os peixes do Rio Beija-Flor mostraram um incremento significativo na capacidade de
detoxifica¢do (atividade da glutationa S-transferase- GST) do figado durante o periodo
Estiagem 1 (Figura 5A). A GST ¢ uma enzima com diversas isoformas que facilitam a
eliminagdo de xenobidticos e hidroperdxidos lipidicos através da conjugacdo com a
glutationa reduzida, facilitando sua elimina¢io (SETLIKOVA E WIEGAND, 2009). Assim,
estes peixes conseguiram manter os niveis de lipoperoxidagdo (Figura 5C) semelhantes aos
animais do ambiente referéncia, e inclusive, menores do que os observados nos outros
periodos (AMEUR et al., 2012).

Por outro lado, os peixes do Rio Amazonas ndo aumentaram a capacidade de
detoxificacdo e a capacidade antioxidante total do figado no periodo de Estiagem 1 (Figura
5). Como consequéncia, o aumento das concentragdes de As estimulou a propagacdo da
lipoperoxidagdo, que ¢ uma reacdo em cadeia da capaz de gerar muitas outras moléculas
bioativas (HERMES-LIMA, 2004). A exposicdo de P. eigenmanni ao arsénio foi capaz de
aumentar excessivamente a produ¢do de espécies reativas de oxigénio, um efeito que tem
sido correlacionado a inducdo da lipoperoxidagdo em diversas espécies de peixes (OLIVA et
al., 2012; WAHEED et al. 2013; FLORA, 2015).

No periodo de Estiagem 2, os peixes do Rio Beija-flor diminuiram a capacidade de
detoxifica¢do no figado e aumentaram a capacidade antioxidante total. Esta alternincia de
estratégias de contencdo da lipoperoxidagdo foi observada em outras espécies de peixes e
esta relacionada com a eficacia na protecdo celular (AKCHA et al., 2004). No caso de P.
eigenmanni, o aumento da capacidade antioxidante frente aos maiores teores de arsénio teve
sucesso e permitiu que ndo houvesse diferencas deste biomarcador em relagdo ao ambiente
referéncia.

Conforme houve o aumento das concentragdes de As (Tabela 2), os peixes dos trés locais

apresentaram estratégias semelhantes de conteng¢do da lipoperoxidacdo nas branquias ao
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longo do periodo estudado (variagdo temporal dos biomarcadores de exposi¢do; Figura 6A e
B). Essas estratégias permitiram a auséncia de diferencas deste biomarcador nas branquias
dos animais dos trés rios ao longo de todo o periodo de estudo, mesmo quando houve
diferengas nas concentracdes de As. Por exemplo, no periodo de Estiagem 1, os niveis de
lipoperoxidacdo nas branquias dos peixes do rio Beija-Flor foram semelhantes aos do
ambiente referéncia devido ao aumento da capacidade de detoxificagdo dos organismos de
ambos os locais. Este resultado foi possivel devido ao papel da GST na eliminag¢do de
compostos toéxicos, prevenindo a formagdo e/ou propagagdo de subprodutos oxidativos
gerados pela maior exposicdo ao As (DEPONTE, 2013). No periodo de Estiagem 2, um
novo aumento da atividade da GST foi verificado nas branquias dos peixes do ambiente
referéncia e acompanhado pelos peixes dos Rios Amazonas e Beija-Flor. Deste modo, os
animais dos ambientes contaminados mostram a necessidade de uma resposta preventiva ao
estresse oxidativo na forma de eliminagdo de substancias toxicas (REGOLI, 2012).

O aumento da capacidade antioxidante total nas branquias dos peixes dos Rios Amazonas
e Beija-Flor no periodo chuvoso 2 também teve sucesso na conten¢ao da lipoperoxidacao
(Figura 6C). Considerando que o aumento dos niveis de chuva permitiria a maior lixiviacao
e carreamento de compostos vegetais das planicies de inundagio (BARTHEM E FABRE,
2004), uma hipdtese de mudanga na dieta dos espécimes de P. eigenmanni em termos de
composicao e concentracdo (frutos e compostos vegetais) e a propria qualidade alimentar
das presas (poliquetas, crustaceos e pequenos peixes) pode ser sustentada. Inclusive, um
aumento da capacidade antioxidante total foi observado em poliquetas (Namalycastis
abiuma) coletados no Estudrio Guajarino (Belém/PA) durante o periodo chuvoso, pois este
organismos tem aumento nas taxas de alimentacdo quando estdo associados a bancos
lamosos ricos em compostos herbaceos (Amado et al., Nao publicado; ROSA-FILHO E
AVIZ, 2013).

Assim, o aumento natural das chuvas incrementa as concentragdes de matéria organica
carreada para o estudrio. Ao ser consumida pelos organismos, leva ao aumento nas
concentragdes de antioxidantes ndo enzimaticos (carotendides, vitaminas, polifendis e
flavonoides). Estas mudangas na composi¢do de antioxidantes dos tecidos sdo conhecidas
como dependentes do nivel de ingestdo de alimento (VIARENGO et al., 1991), e podem ser
adquiridas por P. eigenmanni através dos consumidores primarios e organismos detritivoros.

Estes antioxidantes absorvidos tem grande capacidade de protecdo celular contra as espécies



46

reativas de oxigénio (SOKOLOVA et al., 2012), e deste modo, a atividade da GST nos
peixes destes rios contaminados ndo precisou ser induzida.

Apesar da alta capacidade antioxidante das branquias no periodo chuvoso 2, os peixes do
Rio Amazonas necessitaram de um aumento na atividade da GST para manter os niveis de
lipoperoxidagdo semelhantes a0 ambiente referéncia e ao outro ambiente contaminado. A
exposicdo de organismos aquaticos a contaminantes normalmente cria uma resposta
antioxidante adaptativa, prevenindo os componentes celulares de possiveis danos oxidativos
(MONSERRAT et al., 2007). Diante de um maior contato com poluentes, pode-se inferir
que houve a necessidade de indu¢do da atividade da GST para aumentar a eliminacdo do
arsénio e evitar a propagacdo dos subprodutos do metabolismo oxidativo (KIM E KANG,
2015).

Contudo, os niveis de lipoperoxidagdo nas branquias dos peixes dos trés rios no periodo
chuvoso 1 foram os maiores observados em todo o estudo, mesmo com as baixas
concentragdes de As. Como ndo houve incremento da atividade da GST, a possibilidade de
maior exposicdo a xenobidticos ¢ pouco provavel. Em muitos organismos de ambientes
referéncia, a lipoperoxidacao ¢ influenciada por um aumento sazonal na taxa de alimentagao,
pois o aumento do metabolismo oxidativo eleva a probabilidade de contato dos organismos
com EROs (FAVERNEY et al, 2010). Também sdo reconhecidas variagcdes em
biomarcadores de exposicao devido ao tamanho dos animais (MONSERRAT et al., 2012),
influenciadas por diferentes capacidade metabdlicas e de acumulacdo de poluentes ao longo
do ciclo de vida (COSTA et al., 2009; BARLETTA et al., 2012). Mas neste periodo nao
houve variagdo sazonal no tamanho e peso dos peixes, e apesar animais do Rio
Campumpema terem maior peso total e comprimento total em relagdo aos coletados nos
Rios Amazonas e Beija-Flor também ndo foram observadas variagdes entre os animais dos
trés rios. Como a capacidade antioxidante total das branquias de P. eigenmanni ndo foi
incrementada, ndo ha indicio de que um aumento na dieta em termos de antioxidantes
naturais durante este periodo. Muito pouco ¢ conhecido sobre os habitos alimentares desta
espécie, mas ela é reconhecida como generalista, com alta plasticidade e tem periodo de
maior intensidade alimentar no periodo chuvoso (ZUANON E FERREIRA, 2008). E
possivel que tenha ocorrido uma preferéncia por organismos que absorvam ou reciclem
compostos diferentes, com baixa concentracdo de antioxidantes naturais durante este periodo
(VIDAL-LINAN et al., 2010).

Os camardes dos ambientes contaminados também necessitaram de modificagcdes dos

biomarcadores de exposi¢do nas branquias para manter os niveis de lipoperoxidagao
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semelhantes aos animais do ambiente referéncia. Apesar das possiveis diferencas
fisioldgicas e bioquimicas, as branquias de P. eigenmanni ¢ M. amazonicum sao o 6rgao de
contato inicial com os contaminantes (ROCHA et al., 2009). Inclusive, a carpa comum
(Cyprinus carpio) utiliza as branquias como o principal 6rgao de defesa contra a toxicidade
do arsénio (VENTURA-LIMA et al., 2009a). Assim, ¢ extremamente essencial que ambos
os organismos deste estudo apresentem este tipo de estratégia para diminuir a exposi¢ao ao
As e garantir a protegdo contra o estresse oxidativo (LAVANYA et al., 2011).

Esse tipo de flutuagdo sazonal em biomarcadores de poluicdo aquatica pode ocorrer
mesmo em organismos de ambientes referéncia e estd associada a inimeros fatores como o
carreamento de metais naturais ¢ poluentes de areas proximas (KALNEJAIS et al., 2010),
mudancas na composicdo e disponibilidade de alimentos (BOCCHETTI et al., 2008) e
variagdes na hidrodindmica da regido (HACKENBERGER et al., 2015). Existe uma grande
possibilidade de que o aumento nas taxas de alimenta¢do dos camardes seja o responsavel
pela elevacdo da atividade da GST nas branquias, uma vez que esta espécie aumenta a taxa
de ingestdo de alimentos conforme ocorre um aumento da densidade da presa (MACIEL,
2007), o que ¢ favorecido na regido durante os periodos chuvosos devido ao aumento da
populacdo de zooplancton (FISHER, 1979; MARTINS et al., 2006).

Os peixes dos Rios Campumpema e Beija-Flor tiveram uma reducdo da lipoperoxidacao
no musculo nos periodos de Estiagem 1 e de Estiagem 2, mesmo com o aumento das
concentragdes de arsénio. Os peixes dos trés rios apresentaram um aumento da capacidade
antioxidante total no musculo no periodo de Estiagem 2 para conter o aumento da
lipoperoxidagdo, evidenciado pela tendéncia de aumento deste biomarcador de efeito
(LINDSTROM-SEPPA et al., 2006).

No periodo chuvoso 2, a atividade da GST no musculo dos peixes dos Rios Amazonas e
Campumpema apresentou um aumento sazonal possivelmente influenciado pelo aumento da
hidrodindimica (HACKENBERGER et al., 2015). E inclusive os peixes do Rio Amazonas
tiveram uma maior atividade desta enzima em relagdo aos animais do rio Beija-Flor. Este foi
um resultado da tentativa de contenc¢do da variacdo sazonal da lipoperoxida¢ao no musculo
destes animais e permitiu as semelhangas no contetido de lipideos peroxidados entre os
peixes dos trés locais (DE LA TORRE et al., 2007).

No musculo dos camardes dos trés rios ocorreu uma diminuicdo na atividade da GST
conforme ocorreu houve o aumento temporal das concentragdes de arsénio, sendo
observados niveis muito baixos de atividade desta enzima nos trés locais no periodo chuvoso

2. Este resultado ¢ um indicativo de oxidagdo ou inibi¢do da GST, um processo que ¢
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intensificado pela exposicdo de organismos aquéticos ao As (GORINSTEIN et al., 2006;
KADIRVEL et al., 2007).

A maior exposi¢cdo dos camardes do Rio Amazonas ao As e outros compostos pode ter
modulado a capacidade antioxidante total no musculo desses animais, causando uma
reducdo no periodo de Estiagem 1 quando houve aumento da concentracdo de As e
novamente no periodo chuvoso 2. Os efeitos acumulativos do aumento da concentragdo de
arsénio podem ter sido responsaveis por este resultado, uma vez que o As ¢ capaz de formar
complexos com a GSH e outros antioxidantes celulares, diminuindo sua concentracio e a
capacidade de protecdo celular (SHI et al., 2004).

Estes resultados indicam que os efeitos da maior exposi¢do dos camardes e peixes dos
Rios Amazonas e Beija-Flor ao As foram estimulados no periodo de Estiagem, e estiveram
acompanhados por grandes diferencas nas concentracdes de As com o ambiente referéncia.
Deste modo, os organismos dos ambientes contaminados sdo mais expostos a essas
substancias dissolvidas e aumentam sua incorporacao, resultando na exigéncia de uma maior
competéncia antioxidante e resposta de detoxificagdo (ZHENG et al., 2012; BRINKMANN
et al., 2013). Por outro lado, os organismos do Rio Campumpema sdo mais expostos a
poluentes carreados pelo rio devido ao aumento do fluxo de 4gua, que ¢ causado pela chuva.
Como consequéncia imediata do aumento da vazao nos rios se espera que haja uma dilui¢ao
da poluicio (GARCIA-BARCINA et al., 2006). Porém, a ressuspensio de contaminantes
adsorvidos aos sedimentos soterrados, a lixiviacdo de compostos de areas proximas, e as
flutuacdes naturais nas concentragdes de metais de transi¢do carreados pelos rios também

podem ser fontes secundarias de poluentes para este rio (PISANELLI et al., 2009).
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6- CONCLUSAO

Os corpos d’agua mais proximos a fonte de contaminagdo no municipio de Santana (Rio
Beija-Flor e Rio Amazonas) apresentaram maiores teores de arsénio em relagdo ao ambiente
mais distante (Rio Campumpema) durante o periodo seco, indicando que a maior exposi¢ao

dos organismos aquaticos dessa area a este metaldide.

Nossos resultados indicam um comportamento dindmico na concentracdo de arsénio no
estudrio amazdnico, com variagdes observadas entre os trés rios regidas pelo fluxo
hidrodindmico. O Rio Campumpema (ambiente referéncia) apresenta maior enriquecimento
por arsénio no periodo chuvoso, provavelmente devido ao aumento nos processos de
carreamento e ressuspensdo de particulas. No Rio Beija-Flor (ambiente intermedidrio), as
concentragdes apresentam maior enriquecimento no periodo de estiagem 2, proporcionado
pela menor hidrodinamica e aumento do tempo de residéncia das 4guas nesta area. Enquanto
que no Rio Amazonas houve maior estabilidade das concentragdes de arsénio ao longo das
coletas e forte indicio de diminui¢do da contaminacdo frente aos estudos realizados

anteriormente (Lima et al., 2007).

Pode-se confirmar que os diversos alertas sobre a contaminagdo por arsénio na Foz do
Rio Amazonas tem grande potencial de causar danos a saide da biota do estuario
amazonico. Os organismos dos ambientes contaminados precisam de modula¢des orgao-
especificas na capacidade de detoxifica¢do e antioxidante total para conter os efeitos toxicos
da exposicdo ao arsénio e, entdo, manter niveis de lipoperoxidacdo semelhantes aos animais
do ambiente referéncia. Deste modo, nossos dados indicam que os animais ainda podem
modular suas defesas antioxidantes e evitar danos oxidativos frente aos teores deste

metaloide atualmente encontrados nos rios analisados.

Houve uma forte influéncia pluviométrica nos parametros de defesa antioxidante,
provavelmente influenciados pelo aumento das taxas de alimentacdo de P. eigenmanni e M.
amazonicum. A priori, a partir de andlises em baixo nivel de organizacdo bioldgica, os
peixes e camardes do estuario amazonico tem mostrado grande capacidade de protegdo
contra o estresse oxidativo induzido pelas varia¢des das condi¢cdes ambientais, naturais ou

antropogénicas a que estdo expostos.
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