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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos amazonicos enfrentam graves problemas de degradacéo devido a
acles antropicas, como a mineragdo. Esse tipo de atividade na regido do municipio de
Barcarena, no Estado do Para, tem envolvimento com derramamentos acidentais de rejeitos em
rios, como o de caulim, que contém altas concentracGes de metais capazes de afetar os
organismos aquaticos. O objetivo desta pesquisa foi investigar possiveis modificacbes na
metilacdo de DNA bioquimicas ocasionadas por esses metais em peixes da regido de
abrangéncia da mineracdo (Abaetetuba e Barcarena). Para tanto, 0 Geophagus surinamensis
(Teleostei: Cichlidae) foi selecionado no estudo devido suas caracteristicas adaptativas e
ocorréncia abundante na bacia amazoénica. Os peixes foram coletados na regido de abrangéncia
de mineracgéo e na regido de Breves (ambiente historicamente ndo impactado por metais), e 0s
resultados das avaliaces foram comparados entre essas duas regiGes. Foram avaliados os niveis
da expressdo de genes envolvidos com metilagdo do DNA (DNMTs e TETs) e dois
biomarcadores de estresse oxidativo: a atividade enzimatica da Glutationa S-transferase (GST)
e niveis de peroxidacéo lipidica (LPO). Inesperadamente, Breves mostrou maior incidéncia de
manganés em relacdo a Barcarena. Nessa mesma regiao, ndo houve altera¢fes na expressao de
DNMTs e TETs nas branquias, porém, foi observado redugdo na atividade enzimatica de GST.
Em contraste, o figado e musculo mostraram uma maior expressdo de TET2, e sem alteracbes
na avaliacdo de GST e LPO. Em Abaetetuba, houve redugdo dos niveis de LPO em figado.
Enquanto em Barcarena ndo houve alteracfes em ambas as avaliacbes. De modo geral, esses
resultados sugerem que as branquias demonstram ter uma defesa antioxidante suscetivel ao
estresse oxidativo, mas ndo suscetiveis a alteracdo na expressdo génica. Figado e musculo,
opostamente, demonstraram ter uma defesa antioxidante eficiente, mas suscetiveis a sofrer
alteracdes na expressdo génica que favorecem a demetilagdo de DNA no perfil epigenético. O
baixo nivel de expressdao genética (TET2) em pontos de alta incidéncia do manganés
sinalizaram que outros fatores ambientais também podem ter contribuido para mudancas na
expressdo génica. As alteracdes em pontos de maior incidéncia de manganés (Breves e
Abaetetuba), sugerem este metal como o responsavel pelas observacées, porém, ndo deixa claro
a relacdo direta de tais alteracbes com as regides de abrangéncia da mineragéo. Por outro lado,
a elevada incidéncia de manganés em Breves mostra que a regido possar estar sendo impactada
por outros tipos de atividades. Esses resultados reforcam a necessidade de monitorar a qualidade
da &gua em areas expostas a contaminacdo e a implementacdo de medidas preventivas para
minimizar os impactos da exposi¢do dos metais em organismos aquaticos.

Palavras-chave: metilacdo do DNA, estresse oxidativo, lipoperoxidagdo, metais, Amazonia
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1 INTRODUCAO

1.1 Ecossistemas aquéticos amazodnicos e impactos ambientais

A Amazonia brasileira ¢ uma regido rica em recursos naturais e ecossistemas aquaticos,
porém, tem enfrentado sérios problemas de impactos ambientais. Diversos rios da regido tém
sido afetados pela poluicdo aquética, o que tem gerado problemas ecoldgicos e sociais em
diversos estados. No Para, por exemplo, estudos realizados nos rios Arapiranga e Murucupi,
localizados em Abaetetuba e Barcarena, respectivamente, identificaram pontos de coleta de
agua classificados como ruins devido a influéncia humana sobre o ambiente aquético na regido
(MEDEIROS, 2012). Em Santarém, também no Para, um estudo realizado no rio Tapajos
revelou niveis de metais Aluminio e Ferro acima do permitido pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (SALES et al, 2021). Além disso, outros estudos realizados nos rios Tapajos, Negro
e Madeira, altos niveis de concentracdo de mercurio foram encontrados no cabelo e no leite
materno de populages ribeirinhas que utilizam peixes como fonte alimentar (OLIVEIRA et
al., 2010; FAIAL et al., 2015; VIEIRA et al., 2013). Ja em analises de agua do Rio Negro, em
Manaus, foram identificados niveis elevados de zinco e cobre dissolvidos, que ultrapassam os
limites toleraveis pelo Ministério da Salde para dguas destinadas ao abastecimento publico, e
aumento significativo na concentracdo de metais que podem ser incorporados pela biota, devido
seu acumulo tanto por despejos de efluentes domésticos e industriais, quanto pela forma
convencional de tratamento da dgua que removem residuos em suspensao, mas que ndo retiram
0s metais dissolvidos presentes (PINTO et al., 2009).

Os metais, em particular sdo elementos quimicos que podem ser encontrados
naturalmente na agua, no entanto, muitas vezes, sdo liberados em grandes quantidades por
atividades humanas, como mineracao e industrias (CHAPMAN & KIMSTACH, 1992; YABE
& OLIVEIRA, 1998). A regido de Barcarena por exemplo, possui um importante polo industrial
de mineracdo, incluindo empresas como a Albras e a Alunorte (BARROS, 2009;
NASCIMENTO, 2010; SANTQOS, 2015), bem como empresas de diversos outros setores, como
alimenticio e combustiveis (SANTOS, 2015). Ao longo dos anos, essa regido tem sido palco de
diversos acidentes ambientais, incluindo o derramamento acidental de rejeitos de caulim, que
contém uma grande variedade de metais (FIOCRUZ, 2014). Esses metais tém a capacidade de
se acumular nos organismos aquaticos, afetar a salde da biota e dos seres humanos que se
alimentam desses organismos (MORADO et al., 2018; FIOCRUZ, 2014). Adicionalmente,

muitos estudos tém observado que a exposi¢do aos metais pode provocar efeitos genéticos e
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bioquimicos, especialmente na biota aquatica, como demonstrado por diversos autores
(GABRIEL et al., 2013; RUITER et al., 2016; CRIBIU, 2018; HU et al., 2021; HARNEY et
al., 2022). Portanto, é esperado encontrar alteracdes genéticas e bioguimica na biota da regido
de Barcarena e seu entorno.

Na literatura, alteracbes nos padrfes da metilagio de DNA em peixes e outros
organismos aquaticos tém culminado em implicacdes na hereditariedade, sobrevivéncia e nos
processos evolutivos das espéecies (PUTNAM, 2016; HARNEY et al., 2022; LI et al., 2017,
BURGERHOUT et al., 2017). Enquanto a ocorréncia de estresse oxidativo, tem demonstrado
causar danos a lipideos, proteinas e acidos nucleicos, podendo causar disfun¢Ges metabdlicas e
apoptose (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015). Dessa forma, verificar os possiveis efeitos
da exposicdo de metais sobre os genes que regulam os padrées de metilacdo de DNA e sobre 0
estresse oxidativo € fundamental para avaliar os riscos ambientais e apontar a necessidade de

medidas efetivas de prevencao e controle da contaminagao em ambientes aquaticos.

1.2 Consideragdes sobre a familia Cichlidae (Ciclideos)

A familia Cichlidae é um grupo monofilético (KAUFMAN & LIEM, 1982) que pertence
a ordem Cichliformes na abordagem filogenética (BETANCUR-R et al, 2013). Esta
subdividida nas subfamilias Etroplinae (india e Madagascar), Ptychochrominae (Madagascar),
e dos grupos irméos Cichlinae (regifo neotropical) e Pseudocrenilabrinae (Africa) (SPARKS,
2004). Os ciclideos se distribuem pelos ambientes de 4gua doce da Africa, o Vale do Jord&o no
Oriente Médio, o Ir4, o sul da india, Sri Lanka, Madagascar, Cuba e Hispaniola, a América do
Norte, América Central istmica e a América do Sul, continente onde s&o conhecidas 291
espécies validas em 39 géneros, e com mais da metade delas ocorrendo na bacia amazénica
(KULLANDER, 1998;2003). No Brasil, representam cerca de 6% da fauna de peixes de dgua
doce, e com ampla distribuicdo em territorio nacional, ocorrendo desde o Norte até o Rio
Grande do Sul. Na Amazénia brasileira sdo peixes muito comuns, e com grande ndmero de
espécies, sendo alguns de grande importancia na alimentacdo de popula¢cdes humanas, tal como
o tucunaré (Cichla sp.) e o apaiari (Astronotus sp.) (FELDBERG, 1985a).

Os ciclideos sédo tidos como um grupo natural que se destaca pelo seu grande sucesso
evolutivo, e pela elevada taxa de especiacdo e especializacdo (KOCHER, 2004). E embora
ocorram ocasionalmente em agua salgada (NELSON et al., 2016), sdo considerados peixes
dulcicolas, e os mais diversificados do mundo (KULLANDER, 2003), o que para alguns autores

é resultado de sua rapida radiacdo adaptativa, que inclusive, tem como a mais notavel ocorrida
5



entre os vertebrados a dos ciclideos africanos nos grandes lagos de Malawi, Victoria e
Tanganyika, onde em pelo menos 10 milhdes de anos surgiram cerca de 2.000 espécies a partir
de um Unico ancestral (KOCHER, 2004; GANTE & SALZBURGER, 2012).

Os ciclideos neotropicais variam fortemente em comportamento e ecologia (NELSON,
2006), e grande parte apresenta caracteristicas sexuais dimorficas, além de cuidado parental,
com os ovos, e com os filhotes juvenis (KULLANDER, 2003). S&o predadores territorialistas
encontrados nos mais variados habitats, como em margens de rios e igarapés, corredeiras, lagos
e florestas alagadas, e quase sempre apresentam preferéncia por ambientes Iénticos (LOWE-
MCCONNELL, 1969; 1991).

1.3 Considerac6es sobre Geophagus

Ciclideos do género Geophagus possuem ampla distribuicdo, e estdo presentes em
diversos paises da América do Sul, como Brasil, Uruguai, Guiana, Suriname, Venezuela,
Colémbia, Peru e Bolivia, e ocorrendo no Panama (América Central). No Brasil, ocorre nos
afluentes da Bacia Amazonica, no rio Xingu desde Cachoeira von Martius até Belo Monte, na
bacia do rio Curud, rio Itapicuru e rio Paraguagu na costa do estado da Bahia, e ao longo do rio
Solimdes até ao rio Trombetas (KULLANDER, 2003).

A alimentacéo das espécies do género Geophagus € bastante variada, e sua dieta inclui
principalmente detritos vegetais, sementes, algas, copépodes (crustaceos), cladoceros
(crustaceos) e larvas de dipteros (insetos), que geralmente sdo encontrados por eles ao fundo e
as margens dos ambientes em que vive, dessa forma, ndo apresentam especializa¢do quanto ao
tipo de alimento, e por isso sdo classificados como organismos eurifagos quanto sua
alimentacdo, entretanto, com predominancia alimentar sendo de origem vegetal (HONDA,
1972).

Muitas espécies desse género sdo incubadoras de ovos, e sdo classificados de acordo
com a forma de incubacdo, podendo ser incubador de substrato ou incubador bucal. Os
incubadores de substrato comumente depositam 0s ovos em ninhos no substrato e ambos os
pais cuidam da prole por varias semanas, e até por um tempo quando ja atingiram a capacidade
de nado. Na incubacdo bucal o cuidado também é biparental, e os ovos sdo guardados no
substrato, entretanto, somente até a iminéncia de ecloséo, a partir do qual se inicia a incubacéo
bucal dos ovos e posteriormente de larvas. Esta ultima classificagdo é bastante observada na

maioria das espécies de Geophagus (REIS et al., 2003).



1.3.1 Geophagus surinamensis

A espécie Geophagus surinamensis (Figura 1), conhecida pelo nome popular de Acara-
tinga (ICMBIO, 2015) é endémica da América do Sul (PAGE & BURR, 1991), possui
distribuicdo em rios e lagos da bacia amazonica da regido norte a nordeste do Brasil (HAUSER
& LOPEZ-FERNANDEZ, 2013), apresenta valor comercial destinado a alimenta¢do em muitos
estados brasileiros, com importancia também no comércio de peixes ornamentais (SOUSA et
al, 2020).

O Geophagus surinamensis ¢ um animal de habito diurno (NUNES & WEIBEZAHN,
1986), considerado sedentario e reconhecido como espécie que ndo realiza movimentos
migratorios (POULSEN & VALBO-JGRGENSEN, 2000; SILVANO et al. 2006; NUNES,
2014). Atinge cerca de 30 centimetros de comprimento, apresenta na fase jovem coloracdo
menos intensa em comparacdo a coloracdo de sua fase adulta, e habita dguas levemente
profundas com temperaturas na faixa de 22° e 25°C (PAGE & BURR, 1991). A espécie
apresenta dimorfismo sexual secundario com relacdo a regido externa da papila urogenital que
é distinta entre os sexos, muito semelhante ao observado nas Tilapias do Nilo (O. niloticus),
onde na fémea a papila possui duas aberturas distintas (orificio urinério e a saida do oviduto)
enguanto nos machos ha somente uma, com funcéo de liberacdo de sémen e excrecdo da urina
(SOUSA et al.,, 2020 ). O comportamento de Geophagus surinamensis em interacfes
agonisticas sdo diversificadas, sendo o ataque bilateral a Unica interacdo que ndo segue 0s
padrBes dos ciclideos, que consiste basicamente em movimentos rapidos e sucessivos por cima
e por baixo de seus oponentes que o permite atacar de diversos angulos (TERESA &
GONCALVES-DE-FREITAS, 2003).



VAT LY
D o

B AL B

Figura 1. Exemplar de Geophagus surinamensis (Acara-tinga). Fonte: autor

1.4 Ciclo da Metilagdo do DNA (DNMTs e TETS)

A metilacdo de DNA é uma marca epigenética relacionada com regulacdo da expressdo
génica, e desempenha funcdo na organizacdo da cromatina, e na inativacdo de inUmeros genes
(MIRANDA & JONES, 2007). A metilagdo do DNA consiste na adigdo de grupos metil a
citosina de dinucleotideos CpG, através de reacdes quimicas catalisadas por enzimas DNA
metiltransferases (DNMT’s), que sdo classificados como metiltransferases de manutencéo
(DNMT1), responsaveis por manter o padrdo de metilagdo ja existentes no DNA durante a
replicacdo, ou metiltransferases de novo (DNMT3a e DNMT3b), que realizam novas
metilagdes. Quando ocorre em regides promotoras de genes geralmente reprimem a transcri¢éo
e inibem a expressao génica (CHHABRA, 2015).

Nos dinucleotideos CpG os padrdes de metilacdo sdo estabelecidos e mantidos através
das DNMT’s, que reconhecem os dinucleotideos CpG hemimetilados, ap6s a replicacdo do
DNA (FEINBERG, 2001). Regides do DNA muito ricas nessas sequéncias dinucleotidicas
CpG, sdo denominadas de ilhas CpG (CAIAFA; ZAMPIERI, 2005), e sdo caracterizadas como
regibes gendémicas com mais de 500 pares de bases e mais de 55% delas sendo dinucleotideos
GCs (TAKAI; JONES, 2002). Essas ilhas sdo localizadas majoritariamente em regides
promotoras de genes (BIRD, 2002).

O processo de metilagdo se inicia com a adigdo do grupo metil na posi¢do C5 do anel
de citosina, levando a formacdo de 5-metilcitidina (5mc) (CAIAFA; ZAMPIERI, 2005; FAN
et al., 2009; KLOSE & BIRD, BlB), também conhecida como 5-metilcitosina (MAIA &
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SILVA, 2020), e pode agir como um repressor transcricional do gene através de alguns
mecanismos. O primeiro estd baseado na adi¢do do radical metil nas citosinas que, por sua vez,
modifica o reconhecimento da dupla-hélice pela maquinaria de transcricdo, dificultando que as
variadas proteinas dessa maquinaria reconhecam as regiées promotoras e demais pontos onde
precisam se ligar para a transcricdo ocorrer (MAIA & SILVA, 2020). E um segundo
mecanismo, é que apesar dos fatores de transcricdo (AP-2, cMYC/ MYN, CREB, E2F e NFxB),
ndo se ligarem aos sitios de ligacdo que iniciam a transcri¢dao, por ndo a reconhecerem, estes
podem ser ocupados por certas proteinas (tal como MeCP-2, MBD1, MBD2, MBD3 e MBD4),
que se ligam as citosinas metiladas e promovem a condensagdo da cromatina, dessa forma,
inativando o gene (CAIAFA; ZAMPIERI, 2005; WILSON et al., 2007).

A demetilacdo do DNA é o mecanismo reverso da metilacdo, e pode ocorrer de forma
ativa ou passiva. A demetilacdo ativa envolve enzimas desmetilases que ativam genes
especificos ou apagam marcas epigenéticas durante o desenvolvimento ou em respostas a
estimulos ambientais. As enzimas desmetilases da familia Ten-eleven translocation,
denominadas TET’s (TET1, TET2 e TET3), sdo muito conhecidas por atuarem nesse processo
ativo de demetilacdo (MAIA & SILVA, 2020), processo que consiste na oxidacdo da 5mc, que
leva respectivamente & formacdo das moléculas hidroximetilcitosina (5hmC), formilcitosina
(5fC) e carboxilcitosina (5caC) (HUANG & RAO, 2012). A forma passiva de demetilagdo néo
envolve a¢do de desmetilases, e ocorre quando a manutencao pelas metiltransferases (DNMT’s)
sdo inativas durante o ciclo celular (MAIA & SILVA, 2020). O ciclo de metilacdo e demetilacédo

ocorre conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de metilacdo do DNA indicando a citosina em
suas diferentes formas, e enzimas envolvidas no processo. Adaptado de lvanov et al. (2011)

1.5 Estresse oxidativo (EO) e espécies reativas de oxigénio (EROS)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas naturalmente no organismo ou
em eventos patoldgicos, e sdo reguladas por um sistema de defesa antioxidante no organismo
que inclui mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos (STOREY, 1996; MACHADO et al.,
2009). No entanto, o desequilibrio entre antioxidantes e pré-oxidantes pode levar a producéo
excessiva de EROs, resultando no estresse oxidativo (SIES, 1985; PAVANATO & LLESUY,
2008; SIES, 2015). O estresse oxidativo pode causar danos celulares significativos, como a
peroxidacdo lipidica (LPO), na qual os acidos graxos insaturados das membranas celulares séo
oxidados, resultando na formacéo de produtos que danificam o DNA e as proteinas (FORMAN
et al., 2008; POLI et al., 2008)

As espécies reativas de oxigénio podem ser moléculas organicas ou inorganicas que
possuem atomos com um ou mais elétrons ndo pareados, e sao denominados radicais livres ou
EROs pela sua capacidade de existir de maneira independente (WINSTON, 1991; ABDALLA,
1993; FRIDOVICH, 1995). Entre os principais EROs conhecidos tem-se 0 anion superéxido
(O2-), peroxido de hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (HO¢) que se formam naturalmente

pela respiracdo aerobica. Em excesso podem causar danos estruturais a biomoléculas como
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lipideos de membrana, DNA, proteinas, carboidratos, entre outros (HAYES, 2005; OLIVEIRA
& SCHOFFEN, 2010), contudo, sdo extremamente importantes no organismo. O superoxido
(O2-), por exemplo, atua na defesa celular contra infec¢fes oriundas de virus, bactérias e fungos
durante processos inflamatorios (FERREIRA et al., 1997; BARREIROS et al., 2006). O
peroxido de hidrogénio (H20>) é utilizado por fagécitos na sintese de acidos hipoalogenosos,
que sdo oxidantes muito efetivos no combate a virus e bactérias (BARREIROS et al., 2006). E
o radical hidroxila (HO*) tem papel de defesa contra infecgdes, quando bactérias estimulam os
neutrofilos a produzirem EROs na tentativa de destruir microrganismos (FERREIRA et al.,
1997).

Frente aos efeitos danosos de EROs as celulas dispdem de dois mecanismos principais
de defesa antioxidante, uma enzimatica e outra ndo enzimatica. A primeira compreende a varias
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST). A SOD participa da reagdo de
dismutacdo do anion superdxido (O2-) convertendo-o em oxigénio e perdxido de hidrogénio
(H202) (FRIDOVICH, 1974; BABIOR, 1997). A CAT atua na dismutacdo do peroxido de
hidrogénio (H202) em oxigénio e agua (BOVERIS & CHANCE, 1973; BARREIROS et al.,
2006). O sistema composto por GSH, GPx, em conjunto com GR, também atua na dismutacéo
do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, com a glutationa alternando entre a sua forma
oxidada e sua forma reduzida (BARREIROS et al., 2006), conforme a figura 4.

(GSH peroxidase

2GSH + H,0, = GSSG + 2H.0
] v (5H redutase .
G556 + MADPH + H = 205H + NADP
. GSH .
H.O, + NADPH + H© ——— 2H,0 + NADP

Figura 3. Representagdo da equacédo de reducdo do H20O2 a H>O pela GSH na presenca de
GPx, e alternancia de GSH no processo (Fonte: BARREIROS et al., 2006).

A enzima glutationa-S-transferase (GST) tem importante papel na detoxificacdo de
xenobioticos e EROs (BAEZ et al., 1997; AWASTHI, 2006; DANTAS, 2010; DI PIETRO et
al., 2010). Catalisa a conjugacao de GSH com diversificados compostos que sdo produzidos in

vivo na presenca de stresse oxidativo (FRANKLIN, 2010). Tem acgédo antioxidante quando
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promove conjugacgao entre radicais livres e a glutationa reduzida (GSH), e de detoxificagéo
quando catalisa a conjugacdo entre uma molécula exdgena de carater hidrofébico e GSH no
objetivo de aumentar a hidrossolubilidade, facil excrecdo e formacdo de compostos menos
toxicos para o organismo (LEE et al., 2006; OAKLEY, 2011).

Com relacéo ao mecanismo ndo enzimatico, os antioxidantes sdo moléculas que atuam
bloqueando ou neutralizando a produgéo dos radicais livres. Destacam-se a glutationa (GSH),
a vitamina E (a-tocoferol) e a vitamina C (&cido ascérbico). Destas, a glutationa é a principal,
pode ser encontrada na forma de glutationa reduzida (monomeérica - GSH) e na forma oxidada
(dimérica - GSSG) (MARTINEZ, 2006), conforme a figura 4. A GSH é um tripeptideo
formado de acido y-glutdmico, cisteina e glicina, atua como co-substrato da GPx na redugéo de
peréxidos organicos, tem funcdo no metabolismo da vitamina C, preservando e reduzindo
grupos —SH de moléculas enddgenas, impedindo a toxicidade de metais como substrato da GST,
e evitando danos oxidativos (GIBSON et al., 1993).

0 0 A o)
GSH O)k(\Jk S
H N ~ H

Ly
HO -~ N A\u/’-‘\ OH
TYIrr T
GSSG 5

Figura 4. Estruturas quimicas da Glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (BERTONI
etal, 2019).

Essas enzimas (SOD, CAT, GPX, GSH e GST) do sistema antioxidante sdo muito
utilizadas como biomarcadores do estado oxidativo em diversos organismos (SIES, 1991;
ABDALLA, 1993; VUTUKURU et al., 2006; DANTAS, 2010). E podem contribuir

eficientemente em estudos de monitoramento dos ambientes aquaticos.
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Diante do contexto de poluicdo ambiental do ecossistema aquatico da regido de
Barcarena e seu entorno pelo despejo de metais, bem como as implicacfes que estes podem ter
na genética e bioquimicas da biota aquatica, este trabalho tem como objetivo investigar
possiveis alteracdes na expressao de genes envolvidos na metilagdo de DNA e nas defesas
antioxidantes do peixe Geophagus surinamensis coletados da regido que sofre influéncia de
atividade mineradora na regido de Barcarena (Abaetetuba e Barcarena). Para isso, serdo
avaliados os niveis da expressao de genes envolvidos com metilacdo do DNA (DNMTs e TETS)
e dois biomarcadores de estresse oxidativo: a atividade enzimatica da Glutationa S-transferase
(GST) e niveis de peroxidacdo lipidica (LPO). As possiveis alteracdes na expressdo de genes
do ciclo de metilacdo (DNMTs e TETS), na atividade de GST e nos niveis de lipoperoxidacao
(LPO) neste peixe, poderdo fornecer bases de caracterizacdo de normalidade ou alteracfes do
ambiente aquatico, contribuir na avaliacdo da qualidade ambiental amazénica como base
informacional dos impactos antropicos em ecossistemas aquaticos, bem como na discussdo de

acOes de politicas publicas voltadas a protecdo ambiental.

2 OBJETIVO
2.1 Geral
Investigar as possiveis alteracdes genéticas e bioquimicas em Geophagus surinamensis

(Acara-tinga) de uma area da Amazonia historicamente impactada por atividade mineradora.

2.2 Especificos
e Avaliar os niveis da concentracdo de metais em sedimento de fundo;
e Analisar os niveis de expressdo de genes do ciclo de metilacdo do DNA (DNMT3a,
TET1-2-3).
e Verificar a atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase (GST) e determinar 0s

niveis de lipoperoxidacdo (LPO).
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3 MATERIAL E METODOS

Os peixes serdo coletados em dois ambientes aquaticos: um impactado por metais
devido a atividade mineradora, regido de Barcarena (Abaetetuba e Barcarena), e outro
historicamente ndo impactado por metais, a regido de Breves. Abaetetuba e Barcarena seréo
considerados como uma so regido para efeito de estudo, onde possivelmente pode-se encontrar
alteracOes genéticas e bioquimicas. A comparacdo dos resultados obtidos entre as duas regifes
podera fornecer informacdes que caracterizam a qualidade do ambiente aquatico em ambas as

regides.

3.1 Areade estudo

O municipio de Breves apresenta um clima tropical, sendo considerado pelo método de
Koppen e Geiger como clima Af, com significativa ocorréncia de pluviosidade durante todo o
ano, e com temperatura média anual de 26.8 °C (PARA, 2019). Possui uma érea de 9.566,572
kmz2, com uma populacao estimada em 2021 de 104.280 habitantes, esta situado na mesorregido
de Marajo e microrregido de Furo de Breves, com divisao territorial constituido de 4 distritos:
Breves, Antdonio Lemos, Curumu e Sdo Miguel dos Macacos (IBGE, 2022). Esta limitado
geograficamente pelos municipios de Afua, Anajas, Melgaco, Curralinho, S&o Sebastido da Boa
Vista e Gurupa (PARA, 2019).

O municipio de Barcarena apresenta um clima quente e imido, sendo considerado pelo
método de Kdppen como clima de floresta tropical imida, com ocorréncia de precipitacdo
durante todo 0 ano com temperatura média anual de 25,9° C e umidade relativa média anual em
torno de 85% (BANDEIRA, 2006). Possui uma area de 1.310,338 Km2, com uma populacédo
estimada em 2021 de 129.333 habitantes (IBGE, 2022). Esta situado na mesorregido
metropolitana de Belém e a microrregido de Belém (NASCIMENTO et al, 2010), e esta dividida
nas regides administrativas de Distrito de Murucupi, Estradas e Regido das llhas, Sede de
Barcarena e Vila do Conde (BARCARENA, 2016). Esta limitada pela Baia de Marajo e
municipio de Ponta de Pedras, pelo municipio de Moju, pela Baia do Guajara, e pelo municipio
de Abaetetuba (NASCIMENTO et al, 2010).
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Figura 3. Localizacdo das areas de coleta dos espécimes adultos de Geophagus surinamensis:

Breves (Losango); Abaetetuba (Circulo); Barcarena (Triangulo).

3.2 Coleta das amostras

A coleta dos adultos de Geophagus surinamensis (Acara-tinga) foram realizadas no ano
de 2021 nos meses de marco e abril, em pontos localizados nos municipios de Breves,
Abaetetuba e Barcarena, estado do Par, sob a licenca de coleta SISBIO 13248. Foi utilizado
para captura dos espécimes rede de pesca, com esfor¢co amostral de 12 horas em cada ponto,
compreendendo ao periodo noturno. Foram obtidos 8 espécimes no furo Buiugu (1°47'45.6"S
50°23'11.4"W) da regido de Breves, 8 amostras no rio Caripetuba (1°37'23,49"S 48°55'33"W)
em Abaetetuba, e 8 amostras nas proximidades da praia de Itupanema (1°30'45.8"S
48°43'39.4"W) municipio de Barcarena, totalizando 24 espécimes para a realizacdo dos
experimentos conforme a Tabela 1. Em todos os pontos amostrados também foi realizada coleta

em triplicata de sedimento de fundo para determinacdo da concentracao de metais.
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Tabela 1. Namero de individuos coletados e informag6es sobre os locais de coleta das amostras

de Geophagus surinamensis.

Espécie Populacao Nlérg}(é[gsde Coordenadas geograficas
Geophagus Breves 8 1°47'45.6"S 50°23'11.4"W
surinamensis
Geophagus Abaetetuba 8 1°37'23,49"S 48°55'33"W
surinamensis
Ge_ophagu§ Barcarena 8 1°30'45.8"S 48°43'39.4"W
surinamensis

3.3 Processamento do material bioldgico

Nos exemplares foram feitas incisGes abdominais no sentido caudo-cranial desde a
abertura genital até as branquias, para obtencdo dos tecidos de interesse (Figado, Musculo e
Branquia). As amostras foram congeladas em Nitrogénio liquido e armazenadas em Freezer a -
80° C. A escolha de cada tecido foi realizada por associacdo com a problematica da degradacéo
ambiental e suas implicaces. O figado por estar envolvido com a desintoxicagdo através de
diversas reacGes (que envolvem acetilacdo, conjugacdo, metilacdo e oxidacdo) pelos
hepatocitos (SCHINONI, 2006). O musculo foi escolhido em fungédo da carne de Geophagus
surinamensis ser um recurso alimentar utilizado pelas popula¢ées humanas (SOUSA et al,
2020) e, portanto, de interesse na salde publica. E as branquias foram selecionadas pela
capacidade de poder sofrer possiveis alteracdes funcionais no processo de trocas gasosas devido
ao acumulo de altas concentracdes de metais pelo continuo contato com a &gua (WEBER et al.,
2008; SAKURAGUI et al., 2003).

3.4 Analise da expressao génica pela técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR)

O RNA foi extraido com PureLink RNA Mini Kit (invitrogen) seguindo informac6es
do fabricante e a quantificacdo dos acidos nucleicos foram realizadas com o uso de
espectrofotdbmetro de microplacas da BioTek, modelo EPOCH. Os primers para analise da
expressao génica de enzimas relacionadas com a metilagdo do DNA (DNMT’s e TET’s) foram
obtidos de um estudo preliminar realizado na espécie de ciclideo africano Astatotilapia
latifasciata (CARDOSO et al., 2019). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o High
Capacity cDNA Kit, de acordo com as especificagbes e informacGes da ThermoFisher

Scientific. Um microlitro de cDNA (4 ng/uL) foi amplificado usando-se o kit GoTaqgPCR
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Master Mix (Promega) e 400 nM de cada primer em um volume final de 20 uL. As condicdes
de ciclagem foram: 10 minutos as 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Os niveis de expressdo génicas foram detectados
no sistema StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific). E os dados foram normalizados utilizando
o software Q-Gene (Muller et al. 2002; Simon 2003).

3.5 Analise de atividade da Glutationa-S-transferase (GST)

Foi utilizado o tamp&o de reacdo (Tampé&o Fosfato) na concentracdo de 0,1 mol/L e pH
7,0. A analise de GST foi realizada de acordo com método de HABIG & JAKOBY (1981), o
qual avalia a conjugacdo da Glutationa reduzida (GSH, 1uM) com o substrato 1-cloro-2,4
dinitrobenzeno (CDNB, 1uM). E a representacdo dos resultados foi expressa em UGST/mg de
proteina.

3.6 Lipoperoxidagéo (LPO)

Foi utilizado o método de fluorimetria de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) para determinar a lipoperoxidagao, um processo que pode causar danos celulares por
meio da peroxidacdo de lipidios. Esse método, descrito por Oakes e KraaK (2003), envolve a
quantificacdo do malondialdeido (MDA), um subproduto da peroxidacéo lipidica. No ensaio,
as amostras foram tratadas com o antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT) e o padrdo
utilizado foi o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). O MDA reage com o0 &cido tiobarbitdrico
(TBA, 0,8%) em meio acido (&cido acético 20%) a 95°C, formando o complexo MDA-TBA2
de cor rosa, que é detectado pelo fluorimetro utilizando comprimentos de ondas de 515 e 553
nm para emissdo e excitacdo, respectivamente. Para separar a fase organica da inorganica, foi
utilizado o surfactante Dodecilsulfato de Sédio (SDS, 8,1%) em conjunto com n-Butanol. Os
resultados foram expressos em nmol MDA/g de tecido imido. Em resumo, 0 método TBARS
é uma técnica util para medir a lipoperoxidacédo em amostras bioldgicas, permitindo a avaliacdo

dos niveis de MDA, um indicador de dano celular causado pela peroxidacao lipidica.
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3.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando comandos especificos em linguagem
R compativeis com o n amostral deste estudo. A normalidade dos dados, quando necessarias,
foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. As analises dos dados ndo paramétricos com trés ou
mais grupos foram realizadas pelo teste de Kruskal wallis seguido do pds-teste de Dunn e

ajustado pelo método de Bonferroni, considerando um nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

4 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estdo apresentados em um capitulo referente ao
seguinte artigo:

Avaliacdo genética e bioquimica em Geophagus surinamensis (Teleostei: Cichlidae) de

uma area da Amazonia historicamente impactada pela atividade mineradora
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CAPITULO 1

Avaliacéo genética e bioquimica em Geophagus surinamensis
(Teleostei: Cichlidae) de uma area da Amazonia historicamente
Impactada pela atividade mineradora

ABSTRACT

Os ecossistemas aquaticos amazonicos enfrentam graves problemas de degradagdo devido a
acles antropicas, como a mineragdo. Esse tipo de atividade na regido do municipio de
Barcarena, no Estado do Pard, tem envolvimento com derramamentos acidentais de rejeitos em
rios, como o de caulim, que contém altas concentracGes de metais capazes de afetar os
organismos aquaticos. O objetivo desta pesquisa foi investigar possiveis alteracdes genéticas e
bioquimicas ocasionadas por esses metais em peixes da regido de abrangéncia da mineracéao
(Abaetetuba e Barcarena). Para tanto, 0 Geophagus surinamensis (Teleostei: Cichlidae) foi
selecionado no estudo devido suas caracteristicas adaptativas e ocorréncia abundante na bacia
amazonica. Os peixes foram coletados na regido de abrangéncia de mineracdo e na regido de
Breves (ambiente historicamente ndo impactado por metais), e os resultados das avaliacdes
foram comparados entre essas duas regides. Foram avaliados os niveis da expressdo de genes
envolvidos com metilagio do DNA (DNMTs e TETSs) e dois biomarcadores de estresse
oxidativo: a atividade enzimatica da Glutationa S-transferase (GST) e niveis de peroxidacédo
lipidica (LPO). Inesperadamente, Breves mostrou a maior incidéncia de manganés em relacéo
a Barcarena. Nessa mesma regido, ndo houve alteragcdes na expressao de DNMTs e TETSs nas
branquias, porém, foi observado reducdo na atividade enzimatica de GST. Em contraste, o
figado e musculo mostraram uma maior expressao de TET2, e sem alteracdes na avaliacdo de
GST e LPO. Em Abaetetuba, houve reducdo dos niveis de LPO em figado. Enquanto em
Barcarena ndo houve alteracbes em ambas as avaliagbes. De modo geral, esses resultados
sugerem que as branquias demonstram ter uma defesa antioxidante suscetivel ao estresse
oxidativo, mas ndo suscetiveis a alteracdo na expressdo génica. Figado e musculo, opostamente,
demonstraram ter uma defesa antioxidante eficiente, mas suscetiveis a sofrer alteraces na
expressdo génica que favorecem a demetilacdo de DNA no perfil epigenético. Esta ltima, pode
ter implicacdes na hereditariedade, sobrevivéncia e plasticidade fenotipica que desafiam a
perpetuacdo da espécie. O baixo nivel de expressdo em pontos de alta incidéncia do manganés
sinalizaram que outros fatores ambientais também podem ter contribuido para mudancas na
expressao génica. As alteracdes em pontos de maior incidéncia de manganés (Breves e
Abaetetuba), sugere este metal como o responsavel pelas observac@es, porém, ndo deixa claro
a relacdo direta de tais alteracbes com as regides de abrangéncia da mineracdo. Por outro lado,
a elevada incidéncia de manganés em Breves sugere que a regido esteja sendo impactada por
outros tipos de atividades. Esses resultados reforcam a necessidade de monitorar a qualidade da
agua em &reas expostas a contaminacdo e a implementacdo de medidas preventivas para
minimizar os impactos da exposi¢do dos metais em organismos aquaticos.

Palavras-chave: metilagdo do DNA, estresse oxidativo, lipoperoxidacdo, metais, Amazonia
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INTRODUCAO

A Amazonia brasileira é detentora da maior rede hidrolégica (EVA & HUBER, 2005),
e da maior biodiversidade de 4gua doce do mundo (TISSEUIL et al, 2013). Nessa regido 0s
peixes representam cerca de 15% de todas as espécies de dgua doce ja descritas (TEDESCO et
al, 2017; LEROQY et al, 2019), com aproximadamente 2500 j& reconhecidas (AMAZON FISH).
Embora tenha grande importancia no eixo econdmico, social e principalmente ambiental pela
rica diversidade que possui, a Amazonia sofre com a degradacéo da qualidade ambiental por
meio da insercdo de metais (Al, Fe, Zn, Cu, Cd e outros) provenientes do despejo de efluentes
domésticos e industriais em seus rios (PEREIRA et al, 2007; PINTO et al, 2009; SILVA et al,
2018; SALES et al, 2021). Esse fato, traz prejuizos para o ecossistema aquatico, que tém suas
caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e/ou bioldgicas alteradas (CLARISSE et al., 1999) e para
a saude humana, devido a contaminacdo por metais em rios amazonicos, especialmente onde
se consome peixe (OLIVEIRA et al., 2010; VIEIRA et al., 2013; FAIAL et al., 2015). Nesse
sentido, tem-se o0 ambiente aquéatico de Barcarena e entornos, que historicamente séo
impactadas por acidentes envolvendo derramamento de rejeitos com altas concentracGes de
metais oriundos de atividade mineradora (FIOCRUZ, 2014), o que faz da regido um cenario
natural ideal para estudo e compreensdo dos efeitos da exposic¢ao de peixes aos metais, uma vez
que estes geram efeitos genéticos como alteracfes na expressdo de genes envolvidos na
metilacdo de DNA (RUITER et al, 2016; HARNEY et al, 2022) e bioquimicos, como o estresse
oxidativo nos organismos aquéticos (VILELA, 2007).

A metilacdo é uma marca epigenética que desempenha um papel importante na
regulacdo da expressdo génica (MIRANDA; JONES, 2007). As principais enzimas envolvidas
na metilacdo de DNA sdo as DNA-metiltransferases (DNMTS), que adicionam marcas ao
codigo genético, e as Ten-eleven translocations (TETS), que removem essas marcas
(CHHABRA, 2015; MAIA & SILVA, 2020). Os altos niveis de DNMTs favorecem a metilacdo
e, consequentemente, o silenciamento génico, enquanto baixos niveis aumentam a expressao
(KITADA et al., 2019). Esse aumento também se associa aos niveis de 5-hidroximetilcitosina
(FICZ et al, 2011) formadas pela oxidagdo da 5mC por enzimas TETS através da demetilacdo
(HUANG & RAO, 2012; MAIA & SILVA, 2020). AlteracGes nos padrbes da metilagdo de
DNA de peixes e outros organismos aquaticos em estudos anteriores, implicaram em mudancas
no perfil epigenético capazes de desencadear inumeros efeitos, como plasticidade fenotipica,

danos morfoldgicos, alteracdes de crescimento e desenvolvimento dos organismos. Tais
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alteracbes podem desempenhar um papel significativo na adaptacédo da biodiversidade frente as
condigdes ambientais (HOLLIE M, 2016; HARNEY, 2022; LI, 2017; BURGERHOUT, 2017),
0 que gera grande preocupacao e necessidade de estudos.

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e a capacidade do organismo de neutraliza-las (SIES, 1991; ABDALLA,
1993; CABISCOL et al, 2000; VALAVANNIDIS et al, 2006). As EROS podem interagir com
proteinas, lipidios e DNA, levando a danos celulares e teciduais. Um efeito prejudicial é a
peroxidacdo lipidica (LPO), no qual acidos graxos insaturados das membranas celulares séo
oxidados, 0s produtos gerados causam danos ao DNA e proteinas (FORMAN et al., 2008; POLI
et al., 2008). A metabolizacao de xenobioticos € uma das principais fontes EROs no organismo
(STEGEMAN et al, 1992). A enzima Glutationa S-transferase (GST) é catalisadora da
conjugacdo de Glutationa (GSH) com inimeros compostos que sdo produzidos in vivo em
situacOes de estresse oxidativo, sua avaliagdo contribui na verificagdo do estado oxidativo em
tecidos (THOMPSON, 2010). Estudos dessa natureza sdo imprescindiveis tendo vista que
EROs sdo danosos a lipideos, proteinas e &cidos nucleicos, podendo causar disfuncbes
metabolicas e até apoptose (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

Considerando os efeitos genéticos e bioquimicos que os metais podem trazer para
comunidade aquatica, especialmente em peixes, o0 objetivo deste trabalho foi investigar
possiveis alteracfes na expressdo de genes envolvidos na metilagdo de DNA e nas defesas
antioxidantes na espécie de peixe Geophagus surinamensis, coletados nos ambientes aquaticos
que sofrem influéncia de atividade mineradora. As possiveis alteracdes na expressao de genes
do ciclo de metilacdo (DNMTs e TETS), na atividade de GST e nos niveis de lipoperoxidacao
(LPO) neste peixe, poderdo fornecer bases de caracterizagdo de normalidade ou alteragdes do
ambiente aquatico, contribuir na avaliacdo da qualidade ambiental amaz6nica como base
informacional dos impactos antropicos em ecossistemas aquaticos, bem como na discusséo de

acOes de politicas publicas voltadas a protecdo ambiental.
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MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado de forma comparativa entre amostras obtidas de pontos
localizados nos municipios de Breves, Abaetetuba e Barcarena, no estado do Para, Brasil.
Breves apresenta um clima tropical, considerado pelo método de Koppen e Geiger como clima
Af, ou seja, quente e umido ao longo do ano, com significativa precipitacdo durante todo o ano,
e com temperatura média anual de 26.8 °C (PARA, 2019), abrange uma area de 9.566,572 km?,
e estad localizado na mesorregido de Marajo e microrregido de Furo de Breves (IBGE, 2022).
Barcarena apresenta um clima quente e umido, considerado pelo método de Koppen e Geiger
como clima de floresta tropical umida, com precipitacdo durante todo o ano, e com temperatura
média anual de 25,9° C (BANDEIRA, 2006), abrange uma area de 1.310,338 Km? (IBGE,
2022), e localiza-se na mesorregido metropolitana de Belém e a microrregido de Belém
(NASCIMENTO et al, 2010). O municipio de Abaetetuba apresenta um clima equatorial,
considerado pelo método de Koppen e Geiger como clima Am, ou seja, quente e imido, com
precipitacdo frequente de janeiro a junho, e temperatura média anual de 27 °C (INSTITUTO
NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2013), abrange uma area de 1.610,654 kmz, e
localiza-se na microrregido de Cameta e mesorregido do Nordeste Paraense (IBGE, 2022),

situado ao lado da cidade de Barcarena.
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Figura 3. Localizacdo dos pontos de coleta dos espécimes. Breves (Losango); Abaetetuba
(Circulo) e Barcarena (Triangulo) no estado do Para.

COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta dos adultos de Geophagus surinamensis (Acaré-tinga) foram realizadas no ano
de 2021 nos meses de marco e abril, em pontos localizados nos municipios de Breves,
Abaetetuba e Barcarena, estado do Par, sob a licenca de coleta SISBIO 13248. Foi utilizado
para captura dos espécimes rede de pesca, com esforco amostral de 12 horas em cada ponto,
compreendendo ao periodo noturno. Foram obtidos 8 espécimes no furo Buiugu (1°47'45.6"S
50°23'11.4"W) da regido de Breves, 8 amostras no rio Caripetuba (01°3723,49"S
048°55'33"W) em Abactetuba, ¢ 8 amostras nas proximidades da praia de Itupanema
(1°30'45.8"S 48°43'39.4"W) municipio de Barcarena, totalizando 24 espécimes para a
realizacdo dos experimentos. Em todos os pontos amostrados também foi realizada coleta em
triplicata de sedimento de fundo para determinacdo da concentragdo de metais.

PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Nos exemplares foram feitas incisdes abdominais no sentido caudo-cranial desde a
abertura genital até as brénquias, para obtencéo dos tecidos de interesse (Figado, Musculo e
Branquia). As amostras foram congeladas em Nitrogénio liquido e armazenadas em Freezer a -
80° C. A escolha de cada tecido foi realizada por associacdo com a problematica da degradacao
ambiental e suas implicacdes. O figado por estar envolvido com a desintoxicacdo através de
diversas reacGes (que envolvem acetilacdo, conjugacdo, metilacdo e oxidacdo) pelos
hepatécitos (SCHINONI, 2006). O musculo foi escolhido em funcéo da carne de Geophagus
surinamensis ser um recurso alimentar utilizado pelas popula¢6es humanas (SOUSA et al,
2020) e, portanto, de interesse na salde publica. E as branquias foram selecionadas pela
capacidade de poder sofrer possiveis alteragfes funcionais no processo de trocas gasosas devido
ao acumulo de altas concentracfes de metais pelo continuo contato com a agua (WEBER et al.,
2008; SAKURAGUI et al., 2003).
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ANALISE DA EXPRESSAO GENICA PELA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL
(QRT-PCR)

O RNA foi extraido com PureLink RNA Mini Kit (invitrogen) seguindo informacdes
do fabricante e a quantificacdo dos acidos nucleicos foram realizadas com o uso de
espectrofotdbmetro de microplacas da BioTek, modelo EPOCH. Os primers para analise da
expressao génica de enzimas relacionadas com a metilagdo do DNA (DNMT’s e TET’s) foram
obtidos de um estudo preliminar realizado na espécie de ciclideo africano Astatotilapia
latifasciata (CARDOSO et al., 2019). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o High
Capacity cDNA Kit, de acordo com as especificagdes e informacGes da ThermoFisher
Scientific. 1 microlitro de cDNA (4 ng/uL) foi amplificado usando-se o kit GoTaqqPCR Master
Mix (Promega) e 400 nM de cada primer em um volume final de 20 uL. As condicGes de
ciclagem foram: 10 minutos as 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Os niveis de expressao génicas foram detectados
no sistema StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific). E os dados foram normalizados utilizando
o software Q-Gene (Muller et al. 2002; Simon 2003).

ANALISE DE ATIVIDADE DA GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GST)

Foi utilizado o tamp&o de reacdo (Tampé&o Fosfato) na concentracdo de 0,1 mol/L e pH
7,0. A analise de GST foi realizada de acordo com método de HABIG & JAKOBY (1981), o
qual avalia a conjugacdo da Glutationa reduzida (GSH, 1uM) com o substrato 1-cloro-2,4
dinitrobenzeno (CDNB, 1uM). E a representacao dos resultados foi expressa em UGST/mg de
proteina.

LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Foi utilizado o método de fluorimetria de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) para determinar a lipoperoxidagao, um processo que pode causar danos celulares por
meio da peroxidacédo de lipidios. Esse método, descrito por Oakes e KraaK (2003), envolve a
quantificacdo do malondialdeido (MDA), um subproduto da peroxidacao lipidica. No ensaio,
as amostras foram tratadas com o antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT) e o padréo
utilizado foi o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). O MDA reage com o &cido tiobarbiturico
(TBA, 0,8%) em meio acido (&cido acetico 20%) a 95°C, formando o complexo MDA-TBA?2

de cor rosa, que é detectado pelo fluorimetro utilizando comprimentos de ondas de 515 e 553
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nm para emissdo e excitacdo, respectivamente. Para separar a fase organica da inorganica, foi
utilizado o surfactante Dodecilsulfato de Sodio (SDS, 8,1%) em conjunto com n-Butanol. Os
resultados foram expressos em nmol MDA/g de tecido imido. Em resumo, 0 método TBARS
€ uma técnica util para medir a lipoperoxidacdo em amostras bioldgicas, permitindo a avaliacdo

dos niveis de MDA, um indicador de dano celular causado pela peroxidacéo lipidica.

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando comandos especificos em linguagem
R compativeis com o n amostral deste estudo. A normalidade dos dados, quando necessarias,
foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. As andlises dos dados ndo paramétricos com trés ou
mais grupos foram realizadas pelo teste de Krusklal wallis seguido do pos-teste de Dunn e

ajustado pelo método de Bonferroni, considerando um nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

METAIS EM SEDIMENTOS DE FUNDO

Foram avaliados os niveis da concentracdo de metais em sedimentos de fundo
amostrados nos pontos de Breves, Abaetetuba e Barcarena. Com relacdo ao Al (Aluminio) e Fe
(Ferro), os niveis de concentragdo entre 0s grupos amostrais ndo diferem significativamente.
As concentracGes de Ba (Bario) e Ni (Niquel) apesar de demonstrar ser superior no grupo de
Breves em comparacdo a Barcarena, estatisticamente ndo diferem, no entanto, foi observado
diferencas estatisticas significativas nos niveis de Mn (Manganés) entre os grupos de Breves e
Barcarena (p = 0,0219; a = 0,05), de forma que Breves demonstrou maior concentragdao de Mn
(Manganés) em comparacao a Barcarena. Além disso, foi observado baixas concentragdes de
(Cromo) e As (Arsénio), além de tracos de Pb (Chumbo), ambos com diferencas nédo

significativas entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5. Concentracdo de metais e semimetais (mg/kg) nos sedimentos de fundo coletados em
Breves, Abaetetuba e Barcarena, no estado do Para. As letras (a) e (b) entre si, indicam a
existéncia de diferenca significativa entres os grupos. Os valores-p foram determinados pelo
teste estatistico Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, com nivel de significancia de 5%
(a=0,05).

EXPRESSAO DE GENES DO CICLO DE METILAGAO DO DNA

Foram avaliados os niveis de expressdo dos genes responsaveis pela metilacdo
(DNMT3a) e demetilacdo (TET1, TET2 e TET3) de DNA, nos tecidos de branquia, figado e
musculo de Geophagus surinamensis nas amostras de Breves, Abaetetuba e Barcarena. Em
branquia, a analise de variancia demonstrou que ndo ha diferenca estatistica nos niveis de
expressao dos genes DNMT3a, TETL1, TET2 E TET3 entre 0s grupos amostrais (Figura 4A).
No figado, foi observada tendéncia de menor expressao do gene TET1 na amostra de Barcarena
em comparagdo com os outros dois pontos analisados, mas néo foi significativo. Para os genes
DNMT3a e TET3 nédo foram encontradas diferencas significativas, no entanto, o gene TET2
demonstrou menor expressdo na amostra de Abaetetuba em comparagdo com Breves e
Barcarena (p = 0,0027; a = 0.05) (Figura 4B). No musculo, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas significativas para os genes DNMT3a, TET1 e TET3 entre 0s grupos, no entanto,

foi observada diminuicdo nos niveis de expressdo do gene TET2 em Abaetetuba em
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compara¢do com Breves (p = 0,01; a = 0,05). Além disso, foi registrada uma tendéncia de
reducdo na expressdo de TET2 em Barcarena em comparagdo com Breves, mas ndo foi

estatisticamente significativo (Figura 4C).
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Figura 4. Expressao de genes do ciclo de metilagio (DNMT3a, TET1, TET2 e TET3) em
amostras de branquia (A), figado (B) e musculo (C) de Geophagus surinamensis de Breves,
Abaetetuba e Barcarena, no estado do Para, obtidos por analise de RT-gPCR. As letras (a) e (b)
entre si, indicam a existéncia de diferenca significativa entre os grupos. Os valores-p foram
determinados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, com nivel de
significancia de 5% (a = 0,05).

ATIVIDADE ENZIMATICA DA Glutationa S-Transferase (GST)

Foi avaliada a atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) nos tecidos de
branquia, figado e masculo de Geophagus surinamensis coletados em Breves, Abaetetuba e
Barcarena, no estado do Para. Em branquia, foi observado que existe diminuicdo na atividade
enzimatica da GST em Breves em comparagdo com Abaetetuba (p = 0.004; a = 0,05). No

figado, foi observado aparente aumento da atividade enziméatica da GST em Barcarena em
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comparacdo com Breves, mas essa diferenca ndo foi confirmada estatisticamente. Enquanto no
masculo, apesar do grupo de Breves demonstrar maior atividade em comparacdo com

Barcarena, ndo houve diferencas estatisticas significativas para atividade de GST.
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Figura 6. Atividade enzimética da Glutationa S-Transferase (mg de proteina) nos tecidos de
branquia, figado e masculo de Geophagus surinamensis coletados em Breves, Abaetetuba e
Barcarena, no estado do Para. As letras (a) e (b) entre si, indicam a existéncia de diferenca
significativa entres os grupos. Os valores-p foram determinados pelo teste estatistico Kruskal-

Wallis seguido do pos-teste de Dunn, com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Foi avaliado a lipoperoxidacdo (LPO) nos tecidos de branquia, figado e masculo de
Geophagus surinamensis coletados em Breves, Abaetetuba e Barcarena, no estado do Pard. Em
brénquia e masculo, ndo foi observado alterac6es significativas entre os grupos. No entanto, foi
observado no figado, diminuicdo nos niveis de lipoperoxidacao nas amostras de Abaetetuba em

comparacao com Breves (p = 0,0452; a = 0,05) e Barcarena (p = 0,000278; a = 0,05).
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Figura 7. Avaliacdo de LPO (nmol MDA/g) nos tecidos de branquia, figado e mdsculo de
Geophagus surinamensis coletados em Breves, Abaetetuba e Barcarena, no estado do Para. As
letras (a) e (b) entre si, indicam a existéncia de diferenca significativa entres os grupos. Os
valores-p foram determinados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de

Dunn, com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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DISCUSSAO

Barcarena é uma regido que abriga diversas atividades econdmicas, incluindo a
mineracao, apontada como uma grande causadora de impactos ambientais. A atividade tem um
historico extenso de acidentes envolvendo o derramamento de rejeitos em rios e igarapés, como
0 de caulim, que resultaram em contaminagdo do ambiente aquético e impactos em outras
localidades, como no municipio de Abaetetuba (FIOCRUZ, 2014). O rejeito de caulim, contém
altos niveis de metais que podem provocar efeitos genéticos e bioquimicos, especialmente na
biota aquatica, como demonstrado por varios autores (GABRIEL et al, 2013; CRIBIU, 2018;
HU et al, 2021; HARNEY et al, 2022). Coerentemente, neste estudo, foi constatado um perfil
elevado de metais no ambiente aquético de Barcarena, porém, semelhante aos demais pontos
analisados. Outros rios impactados por minérios também foi observado concentracdes altas de
metais, incluindo o manganés, sugerindo riscos potenciais de citotoxicidade e danos ao DNA
(SEGURA et al, 2019). Estes dados séo preocupantes, pois indicam a presenca de metais em
niveis discordantes da legislacdo ambiental brasileira, apontam o risco de danos genéticos e
bioquimicos sobre a comunidade aquatica, e a necessidade de medidas para avaliar a extensdo
dos danos causados em areas impactadas por atividades de mineracdo. Para investigar 0s
possiveis efeitos dos metais na regido de Barcarena (Abaetetuba e Barcarena), foi avaliado a
expressdo de genes envolvidos na metilacdo do DNA (DNMTs e TETS), atividade da enzima
Glutationa S-transferase (GST) e niveis de lipoperoxidacdo (LPO) em Geophagus surinamensis
coletados nas areas de influéncia da mineracdo, comparando-as com resultados da regido de
Breves, regido historicamente ndo impactada por metais (ALVES, 2020).

Em oposicdo ao esperado, a regido de Breves apresentou elevadas concentragdes de
manganés, a maior dentre 0os pontos avaliados. Abaetetuba, demonstrou um perfil de
concentracdo de manganés semelhante, enquanto Barcarena em que se esperava uma maior
concentracdo mostrou a menor dentre estas. De acordo com o IBGE (2023), Breves ndo possuli
sistema de tratamento de esgoto, nem de tratamento de efluentes de atividade antrdpica, o que
pode ter contribuido para o acimulo do metal nas aguas desta regido. Tal fato, instiga pesquisas
futuras sobre atividades que possam ter contribuido para o aumento deste metal no ecossistema
aquatico, e de outros fatores possiveis.

Sabe-se que em pequenas quantidades o manganés é essencial para as funcdes
fisiologicas dos organismos vivos. Contudo, altas concentragdes, provenientes de efluentes

antropogénicos e de mineracdo, quando descartados em corpos d'‘agua podem ter impactos
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significativos no ambiente aquéatico, afetando os organismos que nele vivem, e 0s que
dependem dela para sobreviver (CHAPMAN & KIMSTACH, 1992). Dentre os impactos,
estudos tém sugerido que os metais podem afetar a metilacdo do DNA em plantas, peixes e
mamiferos, incluindo seres humanos (TAKIGUCHI et al., 2003; SCIANDRELLO et al., 2004;
DING et al, 2019; MONTES-CASTRO et al, 2019; BIAN & GAO, 2021), o que representa um
risco aos variados seres vivos. Nesse contexto, as enzimas DNMTs e TETS, s@o as principais
envolvidas nos niveis de metilacdo do DNA, exercendo importante papel na regulacdo da
expressao génica (MIRANDA & JONES, 2007; MAIA & SILVA, 2020). Estudos anteriores
mostraram que a exposicdo de peixes ao cadmio e chumbo, por exemplo, resultaram em
diminuigdo na metilagdo global do DNA associados com alteragfes na expressdo dessas
enzimas (SANCHEZ et al, 2017; HU et al, 2021).

Analogamente, outros estudos evidenciaram alteracdes na metilacdo do DNA de outros
organismos, mas em resposta ao manganés (OGNIK et al, 2018; MONTES-CASTRO et al,
2019). Na pesquisa atual, a expressdo de TET2 (a mais elevada entre os pontos) observada no
figado e musculo dos peixes coletados em Breves, ambiente com maior incidéncia de
manganés, sugere que esse metal também pode estar desempenhando um papel na regulacéo da
expressdo génica. Além disso, a expressao do gene codificador da enzima TET2, responsavel
por remover marcas epigenéticas de DNA (MAIA & SILVA, 2020), pode indicar a existéncia
de demetilagdo do perfil epigenético em figado e musculo do Geophagus surinamensis de
Breves. Vale ressaltar, que a observancia de reducdo na metilacdo global do DNA associados a
alteracdes na expressao de DNMT3 e DNMT4 em resposta ao chumbo em outro estudo
(SANCHEZ et al., 2017), instiga pesquisas adicionais sobre a contribuicdo de DNMTs nos
resultados obtidos com manganés, especialmente a DNMT3b néo avaliada, que pode ter sofrido
reducdo da expressao também contribuindo para a demetilacdo. Contudo, permanece incerto a
medida que a expressdo de TET2 esta realmente contribuindo para as mudancas na metilacéo
do DNA, sendo necessarios avaliacGes da metilacdo nos tecidos para melhor compreensao. Em
branquias das regides estudadas ndo foram observadas alteracdes genéticas. Sabe-se que este
Orgdo exerce um importante papel na eliminacdo de metais (ABRIL et al, 2018), o que pode
provavelmente ter contribuido para minimizar os efeito genéticos dos metais neste tecido.

Em Abaetetuba, ndo ficou claro a baixa expressdo de TET2 de figado e musculo no
ambiente com alta incidéncia de manganés (mesmo perfil de Breves). Talvez a diferenca de

concentragdo entre Breves e Abaetetuba, respectivamente, 1955 mg.Lt e 1055 mg.L?,

31



evidencie um efeito sobre TET2 que depende do nivel de exposi¢do. Porém, sabendo que outros
fatores ambientais podem influenciar na expresséo desse gene, como temperatura, salinidade,
pH e varios poluentes (PUTNAM, 2016; BURGERHOUT, 2017; LI, 2017; HARNEY, 2022),
sdo necessarias analises complementares para melhor compreensao deste resultado. No figado
da populagédo de Barcarena, a semelhanca da expressdo de TET2 em ambiente com perfis de
exposicao distintos (Breves # Barcarena), também sugere a contribuicao de outros fatores nessa
observacdo, demonstrando que a importante funcdo de desintoxicacdo desse tecido
(SCHINONI, 2006), pode néo ter sido eficiente para evitar o possivel dano epigenético por
outros poluentes. No musculo, por sua vez, a similaridade estatistica da expressdo de TET2 em
relacdo aos demais pontos (Breves e Abaetetuba), pode indicar que a exposi¢cdo a0 manganés e
de outros fatores ambientais, ndo foi significativo para causar efeitos genéticos neste tecido.
Além dos efeitos na expressao dos genes, 0s metais também podem induzir o estresse
oxidativo, como observado em humanos e peixes (HIRAO-SUZUKI et al., 2021; VILELA,
2007). Diante disso, foi avaliado a atividade da GST e niveis de MDA nos peixes coletados em
Breves, Abaetetuba e Barcarena, para comparar 0s estados oxidativos. Como mencionado,
Breves demonstrou maior incidéncia de manganés em comparacao a Barcarena. Sabe-se que
este metal pode afetar a capacidade pro-oxidante e provocar estresse oxidativo (ONO et al.,
2002; ZHANG et al., 2008; HUANG et al. 2011). Porém, em peixes expostos a uma
concentracdo pequena de manganés j& foi observado um aumento na atividade da GST no
figado (GABRIEL et al, 2013), indicativo que a capacidade antioxidante se eleva em resposta
a esse contaminante, combatendo o estresse oxidativo. Neste estudo, tal elevagdo néo foi clara,
mas tal fato somado a homogeneidade na atividade de GST entre Breves e Barcarena sugere
que a defesa antioxidante em figado do Geophagus surinamensis responde igual e
eficientemente bem ao manganés, mesmo nas altas concentracfes de Breves e Abaetetuba. No
musculo tal homogeneidade, possivelmente estd associada a eficiéncia antioxidante, mas
investigagBes adicionais sdo necessarias para melhor compreensdo. Além disso, dado um
mesmo perfil de exposicdo entre Breves e Abaetetuba, a avaliacdo de LPO em figado de
Abaetetuba corrobora a eficiéncia antioxidante do figado ao manganés, pois demonstrou
reducdo nos niveis de lipoperoxidacdo. A diminui¢cdo do MDA pode indicar que o figado esta
conseguindo neutralizar as EROS, reduzindo o estresse oxidativo. Diferindo de observagdes em
ratos, onde a exposi¢do ao manganés levou ao aumento de MDA e LPO, resultando em leséo

hepatica. (HUANG et al, 2011), o que sugere uma toxicidade distinta do manganés entre
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diferentes organismos. Nos peixes, alteragcdes inicialmente tendem a ocorrer nas brénquias,
principal local onde os metais agem devido a grande superficie de contato e permeabilidade, o
que as torna altamente suscetiveis as alteracdes ambientais causadas pelos metais (BONGA,
1997). Isso foi observado nas branquias da populacdo de Breves, a atividade de GST foi
significativamente menor em comparacao aos demais pontos, indicativo que houve diminuigéo
da defesa antioxidante e possivel ocorréncia de estresse oxidativo nesse tecido. Outros estudos
ndo mostraram alteracfes de GST em concentracdes bem menores de manganés (GABRIEL et
al, 2013), talvez os efeitos oxidativos em branquias varie em funcdo do nivel de exposicéo.
Desse modo, é possivel que o nivel elevado de manganés esteja causando estresse oxidativo
observado nas amostras de branquias de Breves, interessantemente afetando a branquia em

nivel bioquimico, mas ndo em nivel genético.
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5 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados evidenciaram que Geophagus surinamensis pode estar
sofrendo alteracfes na expressdo génica e estresse oxidativo sob influéncia do manganés
presente em ambiente aquatico. De modo geral, o figado e musculo expostos a0 manganés
disponivel no ambiente, demonstraram ter uma defesa antioxidante eficiente para evitar estresse
oxidativo, entretanto, parecem ser suscetiveis a sofrer alteragdes na expressdo génica. Enquanto
as branquias mostraram ser suscetiveis ao estresse oxidativo, porém parecem mais resistentes a
sofrer alteragcdes na expressdo génica. O baixo nivel de expressdo em pontos de alta incidéncia
do manganés, sinalizaram que outros fatores ambientais também podem ter contribuido com
mudancas na expressdo génica. Além disso, as observacdes estiveram relacionadas com regifes
de elevada incidéncia de manganés, ndo havendo relacdo direta entre essas alteracbes com
regides de abrangéncia das atividades de mineracdo, como Abaetetuba e Barcarena. Contudo,
os resultados reforcam a necessidade de monitorar a qualidade da &gua em areas expostas a
contaminagdo, e a implementacdo de medidas preventivas para minimizar os impactos

negativos da exposi¢do dos metais em organismos aquéaticos e na satude humana.
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