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RESUMO

A grande maioria dos rios amazonicos encontram-se em estado de alteracdo ambiental, pois
sdo fortemente influenciados por atividades antropicas relacionadas a construcdo de usinas
hidrelétricas, desmatamento e mineracdo que levam a perda de habitat, eutrofizacdo, acimulo
de metais, altos indices de doencas parasitarias dentre outras consequéncias. Nesse contexto, 0
presente trabalho fez uma abordagem com peixes de diferentes niveis troficos e com um
namero maior de tecidos (cérebro, brénquias, figado e musculo) objetivando investigar se 0s
padrdes de resposta dos biomarcadores de exposicao e efeito dos peixes expressam tendéncias
semelhantes em um rio com menor histérico de poluicdo (Xingu) e em um rio com maior
historico de poluicdo (Itacaiunas) sem a influéncia do parasitismo, visando proporcionar uma
visdo mais integrada e complementar da salde dos organismos. Adicionalmente, foi
verificado se existe algum efeito do ectoparasitismo por Isopoda Vanamea sp. sobre a salde
de Serrasalmus rhombeus, utilizando como biomarcadores respostas em baixos niveis de
organizacdo bioldgica (molecular). Para o presente estudo as amostragens de peixes das
espécies S. rhombeus (piranha preta) e Prochilodus nigricans (curimata) foram realizadas
durante o periodo seco no rio Xingu e no rio Itacaiunas. Os peixes foram capturados com
anzol (piranha preta) e tarrafa (curimata), sendo capturados 20 espécimes de S. rhombeus no
rio Xingu e 29 no rio Itacaiunas e 40 espécimes de P. nigricans em cada um dos rios
totalizando em 129 amostras no final do estudo. Em campo os peixes capturados foram
pesados (com precisdo de 0,01g) e medidos (com precisdo de 0,1 cm). Posteriormente, as
branquias e superficie externa do corpo de cada peixe foram examinadas para verificacdo da
presenca de ectoparasitas crustaceos. A seguir, musculo, figado, branquias e cérebro foram
retirados e inseridos em tubos criogénicos e levados ao laboratdrio em um recipiente contendo
nitrogénio liquido para analise de biomarcadores. A partir dos resultados obtidos estdo sendo
elaborados dois artigos cientificos com titulos preliminares: (1) Respostas biomarcadoras de
maltiplos tecidos em peixes de agua doce com diferentes estratégias tréficas de dois rios
amazonicos; (2) Peixes parasitados de um rio poluido estdo mais suscetiveis ao estresse
oxidativo? Uma abordagem em varios tecidos.

PALAVRAS-CHAVE: Biomarcadores bioguimicos, Ectoparasitismo, Serrasalmus
rhombeus, Prochilodus nigricans
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ABSTRACT

The vast majority of Amazonian rivers are in a state of environmental change, they are
strongly influenced by anthropic activities related to the construction of hydroelectric
plants, deforestation and mining that lead to habitat loss, eutrophication, accumulation
of heavy metals, high rates of diseases among other consequences. In this context, the
present work has dealt with fish of different trophic levels and with a greater number of
tissues (brain, gills, liver and muscle), aiming to investigate whether the response
patterns of the biomarkers of exposure and effect of fishes express similar tendencies in
a river with a lower history of pollution (Xingu) and in a river with a greater history of
pollution (Itacaiunas) without the influence of parasitism, aiming to provide a more
integrated and complementary view of the health of the organisms. In addition, it was
verified if there is any effect of the ectoparasitism by Isopoda Vanamea sp. on the health
of Serrasalmus rhombeus, using as biomarkers responses at low levels of biological
(molecular) organization. For the present study fish samplings of the species S.
rhombeus and Prochilodus nigricans (curimatd) were performed during the dry period
on the Xingu river and the Itacaiunas river. Fish samples were captured with a fish
hook) (black piranha) and casting net (curimata), being captured 20 specimens of S.
rhombeus in the Xingu river and 21 in the Itacaiunas river and 40 specimens of P.
nigricans in each of the rivers, totaling 121 samples at the end of the study. In the field
the captured fish were weighed (with precision of 0,01g) and measured (with precision
of 0,1 cm). Subsequently, the gills and outer surface of the body of each fish were
examined for the presence of crustacean ectoparasites. Next, muscle, liver, gills and
brain were removed and inserted into cryogenic tubes and taken to the laboratory in a
container containing liquid nitrogen for analysis of biomarkers. From the results
obtained two scientific articles with preliminary titles are being elaborated: (1)
Biomarker responses of multiple tissues in freshwater fishes with different trophic
strategies of two Amazonian rivers; (2) Are parasitized fish from a polluted river more
susceptible to oxidative stress? A multi-tissue approach.

KEYWORDS: Biochemical biomarkers, Ectoparasitism, Serrasalmus rhombeus,

Prochilodus nigricans
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1.1. INTRODUCAO GERAL

A poluicdo aquatica ainda ¢ um problema frequente em ambientes de agua doce
e marinho. Os organismos aquéticos sofrem exposicdo de uma grande quantidade de
fatores estressantes (i.e. gerados por contaminantes inddstriais, atividades urbanas e
rurais, eutrofizagdo e queimadas de florestas, metais) e consequentemente alguns
quimicos ambientais, como metais e metaloides (Hg, Cd, Cr, Cu, Zn, Pb, Cu, Ni, As),
elementos organometalicos (MeHg) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
podem ser inseridos nos ecossistemas aquaticos (ALBERTS, 1995; LAFFERTY, 1997,
DOREA et al., 2004; VIDAL-MARTINEZ- et al., 2010; BRAZOVA et al., 2012;
GOERTZEN et al., 2012). ..

Os quimicos ambientais biodisponiveis podem ser facilmente absorvidos
atingindo 6rgdos alvo (Bainy, 1996; Fonseca et al., 2011; Duarte et al., 2017). Ao
entrarem em contato com 0S organismos 0S Xenobio6ticos sofrem processos de
biotransformacédo e provocam mudancas no equilibrio redox proporcionando o aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no interior das células que,
dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo, leva a efeitos negativos para a
salde da biota de diversos ecossistemas aquaticos (Bainy, 1996; Dorea et al., 2004;
Newman, 2015; Halliwell e Gutteridge, 2015; Souza-Araujo et al., 2016).

Os efeitos adversos primarios observados nos organismos sempre iniciam em
menores niveis de organizagdo celular, sendo verificado efeitos em nivel bioquimico
(e.g. efeito citotoxico, teratogénico, mutagénico, carcinogénico, oxidacdo de proteinas,
peroxidacdo de lipidios), posteriormente os efeitos podem ser verificados em maiores
niveis de organizacdo celular como, por exemplo, danos histolégicos, influéncias
negativas nas taxas de crescimento, na reproducao, na fisiologia e no comportamento de
peixes (WHO, 1990; van der Oost et al., 2003; AMADO et al., 2006; MARCOGLIESE
et al., 2005; VIDAL-MARTINEZ- et al., 2010; OUELLET et al., 2013).

Em adicdo aos exemplos de poluentes supracitados, as doencas parasitarias nos
organismos aquaticos funcionam como estressantes naturais que afetam também a
homeostase fisioldgica de seus hospedeiros (SURES, 2004; MARCOGLIESE e PIE-
TROCK, 2011). Dessa forma, algumas pesquisas tém também centralizado suas
atencdes sobre o parasitismo, com o objetivo de buscar indicadores de impacto humano
no ambiente (OVERSTREET, 1997; SURES et al., 1999; 2004). Estudos em peixes de
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populagdes naturais tém observado que o parasitismo pode influenciar na biologia
reprodutiva e alimentar, crescimento, estrutura e distribuicdo de algumas espécies de
peixes comercialmente e ecologicamente importantes (ALOO et al., 2004; BARBER et
al., 2000; FONTANA et al., 2012). Além disso, a infeccdo parasitaria afeta a eficiéncia
respiratdria, podendo a infestagdo causar a morte imediata dos seus hospedeiros ou pode
funcionar como vetores para outros tipos de doencas causadas por bactérias ou fungos
(PAVANELLLI et al., 2008; PRINTRAKOON e PURIVIROJKUL, 2011).

O efeito combinado de parasitas e poluentes na salde de peixes estd cada vez
mais se tornando alvo de pesquisas no mundo (BILLIARD e KHAN, 2003;
MARCOGLIESE e PIETROCK, 2011; LUKIN et al., 2011). Alguns trabalhos mostram
que o parasita pode exercer tanto um efeito positivo quanto negativo nos hospedeiros de
ambientes poluidos (MARCOGLIESE et al., 2005; RETIEF et al.,, 2006). Estudos
mostraram que alguns parasitas podem influenciar nos mecanismos fisiologicos (defesa
celular ou regulacdo enddcrina) dos hospedeiros infectados. A resposta imune dos
hospedeiros pode ser alterada, sendo observadas mudancas nas atividades do sistema
antioxidante, tais como, catalase, glutationa redutase, glutationa S-transferase ou a
peroxidacdo de lipidios (DAUTREMEPUITS et al., 2002; MARCO-GLIESE et al.,
2005). J&, em outros trabalhos verificou-se um efeito benéfico do parasitismo para os
peixes infectados, como no caso de parasitas acantocéfalos, Cestoda e Isopoda que
foram reportados por acumular metais em elevado niveis em relacdo aos seus
hospedeiros (SURES et al., 2004; RETIEF et al., 2006; LINS et al., 2008).

Tanto a biodisponibilidade dos quimicos ambientais quanto a acdo natural do
parasitismo podem provocar alteraces no equilibrio redox facilitando a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) como, por exemplo, os radicais anion superoxido
(O2¢-), hidroxila (HO¢), além de outros ndo radicais que também sdo derivados do Ogze-
como o peroxido de hidrogénio (H202) e o acido hipocloroso (HOCI) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015; GAUVIN et al., 2016) no interior das células. As EROs sdo
fortemente reativas e possuem uma grande instabilidade elétrica, onde na tentativa de se
estabilizarem podem captar um elétron de um composto que esteja proximo, podendo
ser uma molécula, uma célula ou um tecido do organismo provocando desta forma uma
lesdo celular (FRAGA et al., 1996).
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Todas as células dos organismos eucariéticos possuem mecanismos de defesa
para prevenir e interceptar as EROs e reparar alvos oxidados, tais mecanismos incluem
0s antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que atuardo de forma integrada para
evitar que ocorram danos oxidativos nas biomoléculas (BAINY, 1996; FRAGA et al.,
1996; NEWMAN, 2014; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

A presenca de xenobidticos nos ambientes aquaticos e a biodisponibilidade deles
podem induzir modificacbes nas respostas biologicas, que vdo desde mudancas em
componentes bioquimicos ou celulares até comportamentais e tais modificagdes sdo
usados como biomarcadores (DEPLEDGE et al., 1995). Os biomarcadores podem ser
classificados como biomarcador de exposicdo e biomarcador de efeito. Sendo que o
biomarcador de exposicdo pode ser classificado como qualquer substancias exogenas,
seu metabdlito, ou pode ser o produto da interacdo entre xenobidticos e uma molécula
ou célula que é medido em um organismo ou subunidade deste, nesse tipo de
biomarcador € verificado a tentativa de detoxificacdo do organismo. Ja em relacdo ao
biomarcador de efeito pode ser considerado qualquer alteracdo bioquimica, fisioldgica
ou comportamental que podem afetar o bem-estar do organismo (van der Oost et al.,
2003).

No contexto de poluicdo ambiental encontram-se alguns rios amazdnicos, pois
sdo fortemente reportados por sofrerem elevadas influencias antrdpicas relacionadas a
queimadas de florestas, construcdo de usinas hidrelétricas, perda de habitat,
eutrofizacdo, mineracdo dentre outros (JUNK e MELLO, 1990; LACERDA et al., 1994;
WILCKE et al., 2000; FEARNSIDE, 2001; ANDRADE et al., dados ndo publicados,
2013; SOUZA-FILHO et al., 2015; MONTES et al., dados ndo publicados, 2016;
SOUZA-ARAUJO et al., 2016; WINEMILLER et al., 2016; RIBEIRO et al., 2017).

A grande maioria das pesquisas realizadas em rios amazonicos que verificaram a
influéncia de impactos ambientais sobre a ictiofauna tem focado a nivel populacional ou
nas assembleias de peixes (e.g., LACERDA et al., 1994; PORVARI, 1995; SANTOS et
al., 2000; ARAUJO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2017). Um estudo observou efeitos
genotoxicos através do teste de micronicleo no sangue de peixes da espécie
Prochilodus nigricans, Mylossoma duriventris e Hoplias malabaricus e associaram

esses efeitos a polui¢do por mercurio (PORTO et al., 2005). Alguns trabalhos avaliaram
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0s niveis de mercurio e a influéncia desse metal na bioacumulacdo e/ou
biomagnificacdo em tecidos musculares de peixes (DOREA, et al., 2003; KASPER et
al., 2012; KASPER et al., 2014; SOUZA-ARAUJO et al., 2016), outros trabalhos
verificaram impactos diretos e indiretos de construcdes de barragens, observando que
esse tipo de empreendimento realizados em alguns rios amazonicos modificaram o0s
recursos alimentares disponiveis para 0s peixes, além de exercerem influéncia na
abundancia, biomassa e na interrup¢do de rotas de migracdo de algumas espécies de
peixes (JUNK e MELLO, 1990; BARTHEM et al., 1991; MERONA et al., 2000).

Ja em relacdo ao parasitismo de peixes em ambientes aquaticos amazénicos, a
maioria das pesquisas deram énfase apenas em relacdo ao parasitismo em algumas
espécies de peixes e grande parte da literatura destacaram a taxonomia do parasita, 0s
indices parasitarios ou verificaram as relagbes entre parasitas e hospedeiros
(THATCHER, 1993; MALTA E VARELLA, 1996; ACACIO et al., 2012).

1.1.1. PARASITAS DE PEIXES

Existe uma grande diversidade de parasitos de peixes, que podem ser
distribuidos nos seguintes grupos zooldgicos: Protozoa com 1.750 espécies, Monogenea
com 1.500 espécies, Digenea com 1.700 espécies, Cestoda 1.000 espécies, Nematoda
com 700 espécies, Acanthocephala com 400 espécies e Crustacea com 2.590 espécies
(THATCHER, 2006).

Os crustaceos ectoparasitas recebem uma forte atencdo, pois sdo de facil
visualizacdo e apresentam uma ampla variacdo na forma e tamanho. Os principais
grupos de crustaceos ectoparasitos de peixes sdo os Copepodas, Branchiuras e Isopodas.
Esses parasitas podem ser encontrados na superficie do corpo, narinas, opérculo,
tegumento, camaras branquiais (Figura 1) ou na cavidade bucal dos peixes (MALTA e
VARELLA, 1996; THATCHER, 2006).
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Figura 1: Ectoparasita da ordem Isopoda nas branquias de um exemplar da espécie de peixe Serrasalmus

rhombeus capturado no rio Itacaiunas. (Fonte: Autor)

1.1.2. AS ESPECIES-ALVO DE ESTUDO

Para a realizacdo deste trabalho foram analisadas duas espécies que apresentam
uma ampla distribuicdo geografica e com diferentes posices na cadeia trofica, sendo a
Serrasalmus rhombeus (carnivora) e Prochilodus nigricans (detritivora), visto que os
rios escolhidos apresentam grandes distancias e a forma como o0s organismos acumulam

e metabolizam os contaminantes séo diferentes.

1.1.2.1. Serrasalmus rhombeus

A espécie Serrasalmus rhombeus (Linnaeus, 1766) (Figura 2) pertence a ordem
Characiformes e familia Serrasalmidae. Os peixes dessa espécie, conhecidos
popularmente como piranha preta, destacam-se pela sua voracidade, sendo carnivoros e
estando entre os principais predadores de ecossistema de agua doce neotropical
(DOREA et al., 2004; MOL, 2006). Esses peixes sdo de grande porte (comprimento
maximo de até 41,5 cm) possuem ampla distribuicdo geografica em varzeas
amazonicas, apresentam habitos diurnos, reproducdo do tipo parcelada e fecundagéo
externa, e podem servir como fonte de alimento para a comunidade ribeirinha
amazonica (FREITAS et al., 2009).

Importantes estudos sobre crustaceos (4 espécies) e Monogenoidea (21 espécies)
ectoparasitas infectando S. rhombeus em ecossistemas amazénicos ja foram realizados
(THATCHER, 1993; MALTA E VARELLA, 1996; THATCHER, 2006; ACACIO et
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al., 2012). Em grande parte desses estudos foi fornecido um destaque maior em relagéo
a taxonomia do parasita (THATCHER, 1993; 2006 MALTA E VARELLA, 1996). E
um trabalho tem fornecido informacdo em relacéo a interacéo ecoldgica entre crustaceos

ectoparasitas e seus hospedeiros da espécie S. rhombeus (ACACIO et al., 2012).

Figura 2: Exemplar da espécie de peixe Serrasalmus rhombeus. (Foto: Marcelo Andrade, 2012).

1.1.2.2 Prochilodus nigricans

O peixe curimatd Prochilodus nigricans (Spix & Agassiz, 1829) (Figura 3)
pertence a ordem Characiformes e familia Prochilodontidae. Esta espécie pode alcancar
um comprimento total maximo de 37 cm e apresenta uma ampla distribuicdo geografica
em toda a bacia Amazobnica (CASTRO e VARI, 2003). O Peixe P. nigricans
apresentam o corpo no formato fusiforme, sdo hidrodindmicos e tem uma coloragdo de
cinza azulada no dorso e com cor mais clara e prateada no ventre (CASTRO e VARI,
2003). O formato da boca € do tipo terminal com os labios em forma de ventosa com a
presenca de numerosos dentes cdrneos usados para raspar o perifiton. Esses peixes
costumam formar grandes cardumes e realizam longas migragdes reprodutivas e
tréficas, além disso, apresentam um rapido crescimento, uma elevada fecundidade, com
desova ocorrendo durante a enchente em rios de agua branca ou clara e os jovens
crescem nos ambientes de varzea (SANTOS et al., 1984). Adicionalmente, apresentam
uma elevada importancia na pesca comercial, sendo considerada uma das espécies de
maior importancia nos principais portos da Amazonia, além de funcionar como fonte de
alimento para a comunidade ribeirinha amazonica (SANTOS et al., 1984; BARTHEM e
FABRE, 2004).
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Figura 3: Exemplar da espécie de peixe Prochilodus nigricans. (Fonte: Marcelo Andrade, 2012).
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1.2. ESTRUTURA DA TESE

A tese apresenta uma estrutura de trés capitulos, sendo um compilativo e dois
integrativos com o objetivo de elaborar dois artigos que serdo submetidos a revista

internacionais com enfoques ecoldgico e ecotoxicoldgico.

O artigo 1 tem como titulo: Multi-tissues biomarker responses in freshwater fish
with different trophic strategies from two Amazon rivers

O artigo 2 tem como titulo: Peixes parasitados de um rio poluido estdo mais

suscetiveis ao estresse oxidativo? Uma abordagem em varios tecidos

1.3. OBJETIVOS

1.3.1 GERAL

Avaliar as respostas de biomarcadores bioquimicos em diferentes tecidos de
peixes Serrasalmus rhombeus e Prochilodus nigricans no periodo seco em rios com

diferentes niveis de poluicao.

1.3.2 ESPECIFICOS

Capitulo I: Multi-tissues biomarker responses in two fish with different trophic

strategies from two Amazon rivers

1. Verificar o efeito da poluicdo aquatica nas branquias, cérebro, figado e
musculo de Serrasalmus rhombeus e Prochilodus nigricans em nivel de biomarcadores
bioquimicos, comparando as duas espécies e o rio Xingu (menor histérico de poluicdo)

e o rio Itacaiunas (maior histérico de poluicdo) sem a influéncia de parasitas;

Capitulo 1l: Respostas de biomarcadores bioquimicos em tecidos de Serrasalmus

rhombeus parasitados por Vanamea sp. (Isopoda)

1. Verificar a ocorréncia de Isopoda ectoparasita nas branquias e superficie do
corpo das espécies Serrasalmus rhombeus e determinar os indices parasitarios, tais
como intensidade média, abundancia média e prevaléncia nas branquias dessa espécie

coletados no rio ltacaiunas;



27

2. Verificar o efeito do ectoparasitismo nas branquias, cérebro, figado e masculo
em nivel de biomarcadores bioquimicos, comparando peixes parasitados e n&o-
parasitados no rio Itacaiunas, verificando se os animais parasitados estdo mais ou menos

suscetiveis ao estresse oxidativo;

1.4. METODOLOGIA GERAL

1.4.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado em um local totalmente ou parcialmente
influenciado por atividades antrépicas (Rio Itacaiunas) e um local com menor histérico
de poluicdo (Rio Xingu) (Figura 4). Os rios Xingu e Itacaiunas constituem tipicos
ecossistemas de aguas claras da Bacia Amazonica. Esses ambientes de aguas claras
caracterizam-se por apresentar aguas transparentes com baixos compostos organicos,

que fluem por uma camada rochosa e possuem baixas cargas de sedimento (Sioli, 1984).

A bacia hidrografica do rio Itacaiunas estd localizada no sudeste da regido
amazonica, perto da Serra de Carajas uma das maiores provincias de minera¢do do
mundo, explorando minérios de ferro, cobre, manganés, ouro e outros (LACERDA et
al., 1994; KLEIN & LADEIRA, 2002; GALARZA et al., 2008; ROCHA & RIBEIRO,
2010), apresentando um deposito significante de cobre e ouro (LACERDA et al., 1994).
O rio Itacaiunas é um rio de aguas claras, que recebe efluentes de mineracdo de ouro,
além de altas taxas de desmatamento que contribui com a formac&o de novas paisagens
dominadas por pastagens (SOUZA-FILHO et al., 2015). Existe uma forte exploragéo de
minério de cobre pela VALE em Carajas, que iniciou na mina do Sossego, localizada a
70 km de Carajas, apresentando uma capacidade instalada de producdo de 540.000t
anuais de concentrado, com 30% de cobre e 8 g/t de ouro (BERGERMAN, et al., 2009).
Embora as principais atividades de mineracdo sejam realizadas pela inddstria
(Companhia Vale do Rio Doce) a presenca de ouro nos sedimentos dos rios atraiu
garimpeiros para a regido que usam a amalgamacdo de Hg como o processo de
recuperacdo do ouro (LACERDA et al., 1994). Durante o processo de amalgamacao o
Hg metalico é perdido para a atmosfera, solos e sedimentos (LACERDA et al., 1994). E
atraveés deste processo, quase 50 tons de Hg sdo perdidos para 0 meio ambiente no

estado do Para, sendo que 1.0 a 5.0 toneladas sdo dos rios Itacaiunas-Parauapebas
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(LACERDA e SALOMONS, 1991). As coletas no rio lItacaiunas foram realizadas
préximo a Serra dos Carajas, Casa PAE, ICMBio, 5°55'44,7"S 50°43'2,6"W e no
presente trabalho foi considerado o local com maior histdrico de poluicdo em relacdo ao

rio Xingu.

A bacia do rio Xingu esta inserida no lado direito do rio Amazonas, que se
origina no estado brasileiro de Mato Grosso e é descarregada para a Amazonia a jusante
da cidade de Porto de Moz, no estado do Para, cobrindo mais de 500.000 km2 e
abrangendo uma area de 24,5% do estado do Para. Os seus principais afluentes sdo o rio
Iriri, que tem origem a aproximadamente 100km ao sudoeste da cidade de Altamira, e 0
rio Bacaja e Bacajai, na Volta Grande do Xingu, a Jusante de Altamira (Salomao et al.,
2007;). As coletas no rio Xingu foram realizadas proximo a ilha da fazenda, 3°33'56,3"S
51°55'36,55"W. As coletas no rio Xingu foram realizadas em um momento em que
ainda ndo havia ocorrido a construgdo da barragem e foram realizadas préximo a ilha da
fazenda, 3°33'56,3"S 51°55'36,55"W. No presente trabalho foi considerado o local com
menor historico de poluicdo, pois a ilha da Fazenda estd localizada a jusante de
Altamira e mais distante da cidade e do centro da pressdo pesqueira (Roman, 2011,

dados ndo publicados).
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Figura 4: Mapa da &rea de estudo indicando os dois rios estudados no trabalho, sendo que o ponto em

vermelho esta indicando o rio Itacaiunas e em amarelo indica o rio Xingu.
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1.4.2. DESENHO AMOSTRAL E COLETA DE PEIXES

As amostragens foram realizadas durante periodos secos distintos, sendo que a
coleta no rio Itacaiunas foi realizada no més de dezembro de 2013, no rio Xingu foi

realizada em julho de 2014.

Durante as amostragens foram medidas varidveis fisico-quimica da agua: pH,
temperatura e oxigénio dissolvido utilizando uma sonda multiparamétrica HANNA®,
modelo HI19828.

Foram capturados 20 espécimes de S. rhombeus no rio Xingu e 29 no rio
Itacaiunas e 40 espécimes de P. nigricans em cada um dos rios totalizando 129 amostras
(Figura 5). Nos dois rios, os peixes da espécie S. rhombeus foram coletados em
ambientes de remanso e no canal principal do rio, j& a espécie P. nigricans em
ambientes de pedrais e corredeiras. Visando minimizar o efeito de estresse que pode ser
provocado no momento da pescaria, as coletas foram padronizadas usando-se anzol para

as capturas de S. rhombeus (Figura 6B, C) e tarrafa para P. nigricans (Figura 6D, F, G).
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Figura 5: llustracdo do desenho amostral para a realizacdo do presente trabalho.
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Figura 6: Metodologias utilizadas durante as anélises de pardmetros abiéticos (A), e durante as coletas de
Serrasalmus rhombeus (anzol, B e C) e Prochilodus nigricans (tarrafa, D, F e G) no rio ltacaiunas e rio

Xingu no periodo seco.

Imediatamente ap0s a captura, 0s peixes capturados foram pesados (com
precisdo de 0,01g) e medidos o comprimento total (com precisdo de 0,1 cm).
Posteriormente, cada peixe foi examinado para verificacdo da presenca de ectoparasitas
crustaceos na cavidade branquial, boca e no corpo dos hospedeiros. Apos essa etapa 0s
peixes coletados foram dissecados e retirado o musculo, branquias, figado e cérebro de
cada individuo. Em seguida, os tecidos foram acondicionados dentro de criotubos
identificados, inseridos em nitrogénio liquido e foram levados até o laboratério para a

analise de biomarcadores bioquimicos.

1.4.3. COLETA DE PARASITOS

Em campo, cada espécime de S. rhombeus foram examinadas: a superficie
externa do corpo, a base das nadadeiras, cavidade bucal e branquial e a parede interna

do opérculo para verificar a presenca de ectoparasitas crustaceos.

Os crustaceos Isopodas foram removidos dos hospedeiros com pincéis, finos
estiletes e pingas e posteriormente inseridos em tubos identificados e foram conservados
em etanol 70%. As amostras de parasito foram identificadas utilizando bibliografias
especificas de acordo com ARAUJO (2002) e THATCHER (1993; 2006).
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1.4.4. MEDICOES DE BIOMARCADORES

1.4.4.1. biomarcadores de exposi¢ao

As amostras de cada 6rgdo foram homogeneizadas (1:4, p/v) em tampéao Tris-
HCI (100 mM), EDTA (2 mM) e MgCI2. 6 H20 (5 mM), com pH ajustado para 7,75
(Gallagher, et al., 1992), em diluicdo especifica para cada tecido conforme protocolo
padronizado para as espécies em estudo. As amostras foram entdo processadas em
agitador mecanico, tipo Potter, e centrifugadas a 20.000 xg durante 20 min a 4 °C. Apds
a centrifugacdo o sobrenadante foi separado em aliquotas de 200 uL e acondicionado a -
80 °C até o momento dos ensaios de atividade da glutationa S-transferase (GST) e da
Capacidade antioxidante total (ACAP). Em cada etapa, separaram-se aliquotas
adicionais para analise do teor de proteina presentes nos extratos obtidos. A medicao do
teor de proteinas totais (550 nm) foi efetuada com kit comercial Doles (Ltda, Brasil)
baseado no método de Biureto (citrato trissodico 0,114M, carbonato de sédio 0,21M e
sulfato de cobre 0,01M). Todas as respostas de biomarcadores foram determinadas em
espectrofluorimetro (Victor X3, Perkin Elmer, USA) com leitora de microplacas e cada

leitura foi feita em triplicata.
1.4.4.1.1. Determinacdo da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A determinacdo da atividade da glutationa S-transferase foi baseada nos métodos
propostos nos trabalhos de Habig et al., (1974) e Habig & Jakoby (1981). A
metodologia consiste em avaliar a conjugacdo de ImM de GSH (Sigma) com 1mM do
reagente 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB,Sigma), processo catalisado pela GST. E
utilizado o tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,00 como meio de reacdo. O complexo
conjugado formado possui absorbancia méxima em 340 nm (o coeficiente de extingdo
molar (¢) utilizado para a formacao do conjugado CDNB-GSH foi 9,6 mM-1 cm-1). As
leituras foram realizadas em espectrofluorimetro (Victor X3, Perkin ElImer, USA) com
leitora de microplacas e cada leitura foi feita em triplicata. Os resultados sdo expressos
em UGST/ mg de proteina que representa a quantidade necessaria da enzima para

conjugar 1 uMol de CDNB/ min/mg de proteina, a 25°C e pH 7,0.

1.4.4.1.2. Determinacéo da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
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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. A ACAP foi analisada através da
determinacéo da concentracdo de espécies ativas de oxigénio (EAO) nas amostras com e
sem exposicdo a um gerador de radicais peroxil. O principio deste método é que
amostras com maior capacidade antioxidante terdo menor formag&o de radicais. Os
radicais peroxil foram produzidos por termdlise (37°C) do reagente 2°2’-azobis-2-
metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP, 4mM; Sigma-Aldrich) (Winston et al., 1998).
As leituras (em triplicata) foram realizadas em leitora de microplaca de fluorescéncia
(485 e 530 para excitacdo e emissdo respectivamente) durante uma hora (Victor X3,
Perkin Elmer, USA), em um meio contendo 30 mM de HEPES (pH 7,2), 200 mM KCl,
1 mM MgCl12, 40 uM H2DCF-DA com e sem a adicdo de ABAP. O incremento de
fluorescéncia de cada amostra ao longo de uma hora de leitura foi plotado e area sob a
reta formada foi calculada. A diferenca relativa entre as areas com e sem ABAP foram
consideradas como medida da capacidade antioxidante total, onde a maior area significa
uma menor capacidade antioxidante, uma vez que uma alta fluorescéncia foi obtida apds
adicdo de ABAP, indicando baixa competéncia para neutralizar radicais peroxil (Amado

et al., 2009). A capacidade antioxidante total foi expressa pelo inverso da &rea relativa.

1.4.4.2. Biomarcador de efeito Lipoperoxidacao (LPO) - Ensaio FOX modificado

O conteudo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX,
descrito por Hermes-Lima et al. (1995) e adaptado por Monserrat et al. (2003). Este
ensaio é baseado na oxidacdo do Fe2+ a Fe 3+ por hidroperdxidos lipidicos presentes na
amostra, em pH acido. Sob condicbes de pH acido o Fe3+ formado se complexa ao
corante laranja de xilenol (Fe Ill-complexante). As amostras foram homogeneizadas
(1:6 m/v) em metanol 100% a frio (4°C). Os homogeneizados foram centrifugados a
1000x g, durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
lipoperoxidagdo. A presenca de hidroperoxidos lipidicos nas amostras é avaliada
espectrofotometricamente em 550 nm. O hidroperoxido de cumeno (CHP) (um
hidroperdxido lipidico adicionado em concentragdo conhecida) foi utilizado como
padrédo. As leituras do ensaio (em triplicata) foram realizadas em leitora de microplaca
multimodal (Victor X3, Perkin Elmer, USA). O aumento na absorbancia causado pela

formacéo do conjugado Fe3+-laranja de xilenol foi registrado a 550 nm apds o tempo de
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incubacdo especifico para cada extrato de tecido (determinado por padronizagGes
prévias). O conteudo de peroxidos lipidicos foi expresso como equivalentes de 1nM
CHP/g de tecido umido.
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Resumo

Os ecossistemas aquaticos estdo sujeitos a misturas complexas de poluentes que podem
prejudicar a qualidade dos ambientes e influenciar negativamente a salde dos
organismos. Neste estudo, biomarcadores de exposicdo (atividade da glutationa S-
transferase e capacidade antioxidante total) e de efeito (peroxidacdo de lipidios) foram
avaliados em varios tecidos (cérebro, figado, branquias e masculo) de dois peixes de
niveis troficos diferentes (Serrasalmus rhombeus e Prochilodus nigricans). As coletas
foram realizadas no rio Xingu (menor histérico de poluicdo) e rio Itacaiunas (maior
historico de influéncias antropogénicas de multiplas fontes). Um total de 121 peixes
foram amostrados no periodo seco. Como ja esperado, os resultados demonstram
respostas espécie-especificas e tecido-especificas. Para a espécie detritivora P.
nigricans, verificamos uma supressdo das respostas relacionadas a detoxificacdo e
defesa antioxidante em animais do rio com maior histérico de contaminagédo
(Itacaiunas), resultando em um maior dano oxidativo (lipoperoxidacdo). Ja a espécie
topo de cadeia S. rhombeus, em geral, pareceu ter uma plasticidade maior em relacéo
aos diferentes niveis de poluicdo, quando avaliada com base nos biomarcadores
selecionados neste estudo. Tais achados sugerem que, frente aos endpoints selecionados
para a analise, P. nigricans seja mais sensivel e que seja um bom organismo de escolha

em estudos de monitoramento ambiental.

Palavras-chave: P. nigricans; S. rhombeus; Glutationa-S-transferase; Capacidade
Antioxidante Total; Peroxidacdo de lipidios; guilda trofica; rios Amazoénicos
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Introducéo

Alguns rios amazonicos, assim como diversos rios em escala global, séo alvos
de influéncias antrdpicas relacionadas as queimadas de florestas, construcao de usinas
hidrelétricas, perda de habitat, eutrofizacdo, mineracdo, erosdao de solos desmatados
dentre outros (Junk e Mello, 1990; Lacerda et al., 1994; Wilcke et al., 2000; Fearnside,
2001; Trujillo-Jimenez et al., 2011; Souza-Filho et al., 2015; Souza-Araujo et al., 2016;
Winemiller et al., 2016; Birnie-Gauvin et al., 2017; Ribeiro et al., 2017). Tais atividades
contribuem para a contaminacdo e aumento da biodisponibilidade de uma série de
quimicos ambientais como metais e metaloides (Hg, Cd, Cr, Cu, Zn, Pb, Cu, Ni, As),
elementos organometalicos (MeHg) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
(Lacerda et al., 1994; Aula et al., 1995; Porvari, 1995; Roulet et al., 1999; Akagi e
Naganuma, 2000; Souza-Araujo et al., 2016; Ribeiro et al., 2017).

Quimicos ambientais biodisponiveis podem provocar alteracdes no equilibrio
redox proporcionando uma elevada producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
no interior das células, tais como: radicais anion superoxido (O27), hidroxila (HO"),
peroxido de hidrogénio (H20.) e acido hipocloroso (HOCI) (Halliwell e Gutteridge,
2015; Birnie-Gauvin et al., 2017). Devido a elevada instabilidade elétrica das EROs elas
podem reagir com moléculas, células ou tecidos do organismo ocasionando desta forma
uma lesdo celular em cadeia (Fraga et al., 1996). Contudo, 0s organismos possuem
mecanismos de defesa para prevenir e interceptar as EROs e reparar alvos oxidados,
incluindo os antioxidantes enzimaticos (i.e., superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa S-transferase) e ndo enzimaticos (i.e., metalotioneina, glutationa
reduzida, vitamina A, vitamina E, beta-caroteno, vitamina C e vitaminas do complexo
B) que atuardo de forma integrada para evitar que ocorram danos oxidativos nas
biomoléculas (Bainy, 1996; Fraga et al., 1996; Newman, 2014; Halliwell e Gutteridge,
2015). Estas respostas de defesa antioxidante e dano oxidativo vém sendo amplamente
empregadas em estudos ecotoxicoldgicos como biomarcadores inespecificos de efeito e

exposicdo (van der Oost et al., 2003; Ippolito et al., 2016; Duarte et al., 2017).

Em uma escala global, a maioria dos trabalhos que investigaram as respostas de
parametros de defesa antioxidante e dano oxidativo como biomarcadores em peixes
residentes em ambientes impactados consideraram apenas uma espécie de peixe
(Amado et al., 2006a; Amado et al., 2006b; Serafim et al., 2012; Dupuy et al., 2015) e
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utilizaram apenas um tecido (Amado et al., 2006a; Amado et al., 2006b; Serafim et al.,
2012), dois tecidos (Dupuy et al., 2015) ou usaram duas ou mais espécies de peixes,
contudo o enfoque ocorreu em um ou dois tecidos (Solé et al., 2009; Pietrapiana et al.,
2002; Kerambrun et al., 2011; Fonseca et al., 2011; Viana et al., 2013; Duarte et al.,
2017) podendo dificultar uma clara interpretacdo de como esta a satde da populagédo no
ambiente. Além disso, os tecidos mais utilizados em estudos para determinar estresse
oxidativo em peixes sdo figado e muasculo (Amado et al., 2006a; Amado et al., 2006b;
Solé et al., 2009; Fonseca et al., 2011; Trujillo-Jiménez et al., 2011; Duarte et al., 2017).

A grande maioria das pesquisas realizadas em rios amazonicos que verificaram a
influéncia de impactos ambientais sobre a ictiofauna tem focado a nivel populacional ou
nas assembleias de peixes (e.g., Lacerda et al., 1994; Porvari, 1995; Santos et al., 2000;
Souza-Araujo et al., 2016; Ribeiro et al., 2017). Alguns trabalhos avaliaram os niveis de
mercurio e a influéncia desse metal na bioacumulacéo e/ou biomagnificacdo em tecidos
musculares de peixes (Dérea, et al., 2003; Kasper et al., 2012; Kasper et al., 2014;
Souza-Araujo et al., 2016), outros estudos verificaram impactos diretos e indiretos de
construcdes de barragens, observando que esse tipo de empreendimento, realizados em
alguns rios amazonicos, modificaram os recursos alimentares disponiveis para 0s
peixes, além de exercerem influéncia na abundéancia, biomassa e na interrup¢édo de rotas
de migracdo de algumas espécies de peixes (Junk e Mello, 1990; Barthem et al., 1991;
Merédna et al., 2001). Em menor nivel de organizacao bioldgica existe um estudo que
observou efeitos genotdxicos através do teste de micronucleo no sangue de peixes da
espécie Prochilodus nigricans, Mylossoma duriventris e Hoplias malabaricus e
associaram esses efeitos a polui¢do por mercdrio (Porto et al., 2005). Um outro trabalho
avaliou a qualidade ambiental em um distrito industrial no rio Para, estuario
Amazonico, e usou como ferramenta para a analise biomarcadores histoldgicos e a
verificacdo da atividade da catalase no figado de duas espécies de peixe (Viana et al.,
2013). Assim, até o presente momento, sdo escassos 0s estudos que verificaram 0s

efeitos da poluicdo em menores niveis de organizagdo bioldgica em peixes amazonicos.

Nesse contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi determinar os
padrBes de resposta de biomarcadores de exposicdo e efeito em diversos orgéos (i.e.,
branquias, cérebro, figado, musculo) de peixes de diferentes niveis troficos, o carnivoro

Serrasalmus rhombeus e o detritivoro P. nigricans provenientes de rios com diferentes
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niveis de pressdo antropica, a fim de proporcionar uma visdo mais integrada e

complementar da saude dos organismos.

Material e métodos

Area de estudo

O presente estudo foi realizado em um local que apresenta uma forte influéncia
de atividades antropicas (Rio Itacaiunas) e um local com menor histérico de poluicéo
(Rio Xingu) (Figura 1). Os rios Xingu e Itacaiunas constituem tipicos ecossistemas de
aguas claras da Bacia Amazonica, caracterizados por aguas transparentes com baixos

compostos organicos e baixas cargas de sedimento (Sioli, 1984).

A bacia hidrografica do rio Itacaiunas estd localizada no sudeste da regido
amazonica, perto da Serra de Carajds uma das maiores provincias de minera¢do do
mundo. Na regido ha exploragdo de minérios de ferro, cobre, manganés, ouro e outros
(Lacerda et al., 1994; Klein e Ladeira, 2002; Galarza et al., 2008; Rocha e Ribeiro,
2010). O rio Itacaiunas, tributario do rio Tocantins é um rio de aguas claras, que recebe
efluentes de mineracdo de ouro, além de altas taxas de desmatamento das suas margens
que contribuem com a formacéo de novas paisagens dominadas por pastagens (Souza-
Filho et al., 2015). As coletas no rio Itacaiunas foram realizadas em um ponto préximo
ao mosaico de conservacao de Carajas, Casa PAE, ICMBIo, 5°55'44,7"S 50°43'2,6"W.

A bacia do rio Xingu origina-se no estado brasileiro de Mato Grosso e desagua
na margem direita do rio Amazonas a jusante da cidade de Porto de Moz, no estado do
Par4, cobrindo mais de 500.000 km?. As coletas no rio Xingu foram realizadas em um
momento em que ainda ndo havia ocorrido a construcdo da barragem e foram realizadas
proximo a ilha da fazenda, 3°33'56,3"S 51°55'36,55"W. No presente trabalho foi
considerado o local com menor histérico de poluicdo, pois a ilha da Fazenda esta
localizada a jusante de Altamira e mais distante da cidade e do centro da presséo

pesqueira (Roman, 2011, dados ndo publicados).

Espécies biomonitoras

As espécies de peixes utilizadas para a avaliagdo do seu potencial como
biomonitoras foram a Serrasalmus rhombeus (Linnaeus, 1766) que é uma espécie
carnivora, pertencente a ordem Characiformes e familia Serrasalmidae; e a espécie

detritivora Prochilodus nigricans Spix & Agassiz, 1829, pertencente a ordem
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Characiformes e familia Prochilodontidae. S. rhombeus esta entre o0s principais
predadores de ecossistema de agua doce Neotropical e P. nigricans é considerada uma
das espécies de maior importancia econdmica nos principais portos da Amazonia.
Ambas espécies servem como fonte de alimento para a comunidade ribeirinha
amazonica e podem serem usadas como biomonitoras de polui¢do aquatica, uma vez
que possuem ampla distribuicdo geografica em varzeas amazOnicas, apresentam
caracteristicas ecolégicas muito bem conhecidas, sdo abundantes e de facil coleta
(Santos et al., 1984; Almeida et al., 1998; Castro e Vari, 2003; Dorea et al., 2004;
Barthem e Fabré, 2004; Mol, 2006; Freitas et al., 2009; Froese e Pauly, 2013; Souza-
Araujo et al., 2016).

Método de amostragens

As amostragens foram padronizadas no periodo de estiagem, sendo que a coleta
no rio Itacaiunas foi realizada no més de dezembro de 2013 e no rio Xingu em julho de
2014.

Durante as amostragens foram medidas variaveis fisico-quimica da agua na
superficie: pH, temperatura e oxigénio dissolvido utilizando uma sonda
multiparamétrica HANNA®, modelo HI19828.

Foram capturados 21 individuos de S. rhombeus no rio Itacaiunas e 20 no rio
Xingu e 40 individuos de P. nigricans em cada rio totalizando 121 amostras. Nos dois
rios, os peixes da espécie S. rhombeus foram coletados em ambientes de remanso e no
canal principal do rio, ja a espécie P. nigricans em ambientes de pedrais e corredeiras.
Visando minimizar o efeito de estresse que pode ser provocado no momento da
pescaria, as coletas foram padronizadas usando-se anzol para as capturas de S.

rhombeus e tarrafa para P. nigricans.

Imediatamente ap0s a captura, os peixes foram crioanestesiados, posteriormente
eles foram pesados (com precisdo de 0,01g) e medido o comprimento total (com
precisdo de 0,1 cm). A seguir, os peixes coletados foram dissecados e retirados o
musculo, brénquias, figado e cérebro de cada individuo. Em seguida, os tecidos foram
acondicionados dentro de criotubos identificados, inseridos em nitrogénio liquido e
foram levados até o laboratorio e armazenados em ultrafreezer a -80°C até o momento

das analises de biomarcadores bioguimicos.
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Biomarcadores de exposicéo e efeito
Biomarcadores de exposicéo

As amostras de cada 6rgdo foram homogeneizadas (1:4, p/v) em tampao Tris-
HCI (100 mM), EDTA (2 mM) e MgCl2. 6 H20 (5 mM), com pH ajustado para 7,75
(Gallagher et al., 1992) em diluicdo especifica para cada tecido conforme protocolo
padronizado para as especies em estudo. As amostras foram entdo processadas em
agitador mecanico, tipo Potter, e centrifugadas a 20.000 xg durante 20 min a 4 °C. Apds
a centrifugacao o sobrenadante foi separado em aliquotas de 200 pL e acondicionado a -
80 °C até o momento dos ensaios de atividade da glutationa S-transferase (GST) e da
Capacidade antioxidante total (ACAP). Em cada etapa, separaram-se aliquotas
adicionais para andlise do teor de proteina presentes nos extratos obtidos. A medi¢do do
teor de proteinas totais (550 nm) foi efetuada com kit comercial Doles (Ltda, Brasil)
baseado no método de Biureto (citrato trissédico 0,114M, carbonato de sédio 0,21M e
sulfato de cobre 0,01M). Todas as respostas de biomarcadores foram determinadas em
espectrofluorimetro (modelo Victor X3, Perkin Elmer, USA) com leitora de

microplacas e cada leitura foi feita em triplicata.

Determinacgéo da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A determinacéo da atividade da glutationa S-transferase foi baseada nos métodos
propostos nos trabalhos de Habig et al., (1974) e Habig & Jakoby (1981). A
metodologia consiste em avaliar a conjugacdo de 1mM de GSH (Sigma) com 1mM do
reagente 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB, Sigma), processo catalisado pela GST. E
utilizado o tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,00 como meio de reacdo. O complexo
conjugado formado possui absorbancia maxima em 340 nm (o coeficiente de extingdo
molar (g) utilizado para a formacdo do conjugado CDNB-GSH foi 9,6 mM™* cm™). As
leituras foram realizadas em espectrofluorimetro (Victor X3, Perkin Elmer, USA) com
leitora de microplacas e cada leitura foi feita em triplicata. Os resultados sao expressos
em UGST/ mg de proteina que representa a quantidade necessaria da enzima para

conjugar 1 uMol de CDNB/ min/mg de proteina, a 25°C e pH 7,0.

Determinacgéo da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
A capacidade antioxidante total foi determinada conforme Amado et al. (2009).
Este ensaio é baseado na capacidade total da amostra (enzimatica e ndo enzimatica) de

capturar os radicais peroxil. A ACAP foi analisada através da determinacdo da
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concentracdo de espécies ativas de oxigénio (EAQ) nas amostras com e sem exposicao a
um gerador de radicais peroxil. O principio deste método é que amostras com maior
capacidade antioxidante terdo menor formacéo de radicais. Os radicais peroxil foram
produzidos por termoélise (37°C) do reagente 2°2’-azobis-2-metilpropiamidina
dihidrocloreto (ABAP, 4mM; Sigma-Aldrich) (Winston et al., 1998). As leituras (em
triplicata) foram realizadas em leitora de microplaca de fluorescéncia (485 e 530 para
excitacdo e emissdo respectivamente) durante uma hora (Victor X3, Perkin Elmer,
USA), em um meio contendo 30 mM de HEPES (pH 7,2), 200 mM KCI, 1 mM MgCly,
40 uM HoDCF-DA com e sem a adi¢cdo de ABAP. O incremento de fluorescéncia de
cada amostra ao longo de uma hora de leitura foi plotado e a area sob a reta formada foi
calculada. A diferenca relativa entre as areas com e sem ABAP foram consideradas
como medida da capacidade antioxidante total, onde a maior area significa uma menor
capacidade antioxidante, uma vez que uma alta fluorescéncia foi obtida apos adic¢éo de
ABAP, indicando baixa competéncia para neutralizar radicais peroxil (Amado et al.,

2009). A capacidade antioxidante total foi expressa pelo inverso da érea relativa.

Biomarcador de efeito
Lipoperoxidagdo (LPO) - Ensaio FOX modificado

O conteudo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX,
descrito por Hermes-Lima et al. (1995) e adaptado por Monserrat et al. (2003). Este
ensaio é baseado na oxidacio do Fe?" a Fe ** por hidroperoxidos lipidicos presentes na
amostra, em pH acido. Sob condi¢Bes de pH acido o Fe** formado se complexa ao
corante laranja de xilenol (Fe Ill-complexante). As amostras foram homogeneizadas
(1:6 p/v) em metanol 100% a frio (4°C). Os homogeneizados foram centrifugados a
1000x g, durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
lipoperoxidacdo. A presenca de hidroperoxidos lipidicos nas amostras é avaliada
espectrofotometricamente em 550 nm. O hidroperoxido de cumeno (CHP) (um
hidroperdxido lipidico adicionado em concentragdo conhecida) foi utilizado como
padréo. As leituras do ensaio (em triplicata) foram realizadas em leitora de microplaca
multimodal (Victor X3, Perkin Elmer, USA). O aumento na absorbancia causado pela
formacao do conjugado Fe®*-laranja de xilenol foi registrado a 550 nm apds o tempo de

incubacdo especifico para cada extrato de tecido (determinado por padronizagGes
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prévias). O conteldo de perdxidos lipidicos foi expresso como equivalentes de 1nM
CHP/g de tecido umido.

Andlise estatistica

Os dados de comprimento total (CT) e peso para cada espécie amostrada nos
dois rios foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e
homocedasticidade (teste de Levene) das variancias e a transformacdo logl0 foi
aplicada quando necessario. O Teste t-student ou Mann-Whitney (sempre que a
normalidade e/ou homocedasticidade ndo foram atendidas) foram aplicados em ordem
para detectar diferencas significativas entre o CT e peso dos peixes do rio Xingu e

Itacaiunas.

A matriz que reuniu os descritores bioquimicos, para cada espécie, por rio, foi
utilizada para calcular a matriz de semelhanga de distancia euclidiana. Por sua vez, essa
matriz de similaridade foi simplificada através do calculo da distancia entre os
centroides considerando o fator composto rios & tecido. As duas matrizes triangulares
foram ordenadas pela Anélise de Coordenadas Principais (PCO) (Anderson e Willis,
2003). A andlise permutacional baseada em distancia de variancia (PERMANOVA;
Anderson, et al., 2008) foi empregada para testar as respostas bioquimicas dos
biomarcadores (GST, ACAP e LPO) ao fator espécie (com dois niveis fixos: S.
rhombeus e P. nigricans), fator rios (com dois niveis fixos: rio Xingu e rio Itacaiunas) e
fator tecidos (com quatro niveis fixos: cérebro, figado, branquias e musculo). Foi usada
a distancia Euclidiana com a permutacdo irrestrita dos dados brutos, soma dos
quadrados do tipo Il e 9999 permutacdes. Posteriormente, o teste de comparacdo a
posteriori pair-wise foi aplicado usando a PERMANOVA estatistica t, objetivando
verificar diferencas entre tecidos de cada espécie para um mesmo rio e diferencgas entre
rios para um mesmo tecido de cada espécie. Os resultados foram expressos como média

* erro padréo [n].

O nivel de significancia que foi adotado foi de 0.05 para todos os testes e as
analises foram realizadas utilizando os programas Estatistica 6.0 e PRIMER v7
(Anderson et al., 2008).



49

Resultados

Os valores médios para todos os parametros medidos foram similares entre os
dois rios (p>0.05), o pH da agua foi de 7,3 no rio Itacaiunas e 6, 2 no rio Xingu, 0s
valores temperatura foi de 29,6 no rio Itacaiunas e 30,3 no rio Xingu e oxigénio

dissolvido de 6,9 no rio Itacaiunas e 7,1 no rio Xingu.

Os peixes da espécie S. rhombeus capturados no rio Itacaiunas apresentaram um
comprimento total médio (+ desvio padrdo) de 21,1 £ 4,12 cm variando entre 12,5 e
31,7 cm e com um peso medio de 220,8 g £ 180,5 variando de 30 e 700 g. J& no rio
Xingu os peixes dessa espécie apresentaram um comprimento total médio de 23,4 +
3,60 cm variando entre 17,7 e 29,2 cm e com um peso medio de 287,1 g + 149,1
variando de 80 e 560 g. Nao foram verificadas diferencas significativas em relacdo ao
comprimento total (t= -1.898; p>0.05) e o0 peso (t= -1.796; p>0.05) dos espécimes de S.
rhombeus coletados nos dois rios.

Os peixes da espécie P. nigricans capturados no rio ltacaiunas apresentaram um
comprimento total médio de 31,2 + 3,8 cm, variando entre 22,3 e 38,7 cm e com um
peso médio de 471,3 g + 165,0 variando de 130 e 800 g. J& no rio Xingu os peixes dessa
espécie apresentaram um comprimento total médio de 29,8 + 4,8 variando entre 16,3 e
38,4 cm e com um peso médio de 431,5 g £ 214,1 variando de 70 e 1020 g. N&do foram
verificadas diferengas significativas entre 0s rios em relagdo ao comprimento total

(U=693; p>0.05) e 0 peso (t=-0.931; p>0.05) dos peixes P. nigricans coletados.

O plot da PCO, indicou uma clara separacdo das duas espécies ao longo do
primeiro eixo com um percentual de explicacdo da variacdo de 49,8%, segregando no
lado direito da ordenagéo as amostras de P. nigricans e no lado esquerdo as amostras de
S. rhombeus (Fig. 2a). Verificou-se também uma clara separacdo entre os tecidos ao
longo do eixo 2 com 32% de variabilidade explicada onde as branquias ficaram na parte
inferior, 0 musculo e o cérebro na parte intermediaria e o figado na parte superior da
ordenacdo (Fig. 2a). Quando ordenados os centroides das espécies de acordo com 0s
rios e tecidos, foi observada na representacdo da PCO, uma clara simetria no eixo 1 e no
eixo 2, verificando-se que as espécies estdo separadas ao longo do eixo 1 (60,4%). Ja a
separagdo entre tecidos e rios se demonstra mais evidente ao longo do eixo 2 (30,1%)
(Fig. 2b). Os resultados graficos observados nas PCOs foram comprovados com a
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analise PERMANOVA que detectou diferencas significativas entre espécies (Pseudo-F=
311.70, p< 0.01), tecidos (Pseudo-F= 76.86, p<0.001), rios (Pseudo-F= 3.40, p<0.05) e
as suas interagdes (Tabela 1).

Na ordenacdo dos tecidos para cada espécie separadamente nos dois rios, foi
verificado que o figado, muasculo, branquias e cérebro dos peixes S. rhombeus sdo
perfeitamente separados ao longo do primeiro eixo de acordo com os dois rios (Fig. 3a,
3b, 3c, 3d). A espécie P. nigricans também apresentou uma clara segregacdo na
ordenacdo dos tecidos entre os rios Itacaiunas e Xingu (Fig. 3e, 3f, 3g, 3h). Esses
padrGes de separacOes para cada espécie corroboraram o encontrado na analise
PERMANOVA onde verificou-se diferengas significativas para os tecidos de P.
nigricans (PERMANOVA: Pseudo-F= 6.49, p<0.01) (Tabela 1) e de S. rhombeus
(PERMANOVA: Pseudo-F= 6.07, p<0.01) (Tabela 1).

Na comparagdo para verificar diferencas entre rios em um mesmo tecido,
observou-se que para a espécie S. rhombeus houve uma maior atividade da GST nas
branquias dos peixes do rio Itacaiunas (35, 02 + 1,47 UGST.g de proteina™) em relacéo
a esse mesmo tecido nos peixes do rio Xingu (10,40 + 0,72 UGST.g de proteina™)
(Tabela 3, Fig. 4a). J4 em P. nigricans, verificou-se que a atividade da GST foi maior
no cérebro (14,76 + 0,68 UGST.g de proteina?), no figado (58,05 + 2,52 UGST.g de
proteina™), nas branquias (1,50 + 0,10 UGST.g de proteina™*) e no masculo (7,85 + 0,62
UGST.g de proteina?) dos peixes do rio Xingu em relacdo ao cérebro (12,34 + 0,81
UGST.g de proteina™), figado (22,45 + 2,44 UGST.g de proteina™), branquias (0,93 +
0,10 UGST.g de proteina™®) e musculo (6,06 + 0,36 UGST.g de proteina™) dos peixes do
rio Itacaiunas (Tabela 3, Fig. 4d).

Em uma anélise geral, na comparacao entre os tecidos para uma mesma espécie
e um mesmo rio, verificou-se que a atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST)
foi maior no figado das duas espécies de ambos os rios em relagdo aos outros tecidos
analisados (Tabela 4, Fig. 4a, 4d).

Para a espécie S. rhombeus, o cérebro (10,08 + 1,48) e o musculo (6,13 + 1,12)
dos peixes do rio Xingu apresentaram uma competéncia maior contra radicais peroxil
em relacdo aos mesmos tecidos (6,04 £ 1,28 e 1,89 * 0,77, para cérebro e musculo,

respectivamente) dos peixes do rio Itacaiunas (Tabela 3, Fig. 4b). Contudo, um padrdo
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oposto foi encontrado em figado (2,71 + 0,46) dos peixes do rio Itacaiunas que
apresentaram uma elevada competéncia contra radicais peroxil em relacdo ao figado
(1,52 + 0,27) dos peixes do rio Xingu (Tabela 3, Fig. 4b). Ja para a espécie P. nigricans,
foi verificada uma certa tendéncia de um ACAP menor para os peixes do rio Itacaiunas
em relacdo aos peixes do rio Xingu, contudo diferencas significativas foram observadas
somente para o figado (1,78 + 0,33) e branquias (4,08 + 0,73) dos peixes rio Xingu
(Tabela 3, Fig. 4e) que apresentaram um inverso da area relativa maior em relacdo ao
figado (0,53 + 0,05) e branquias (2,13 £ 0,29) dos peixes do rio Itacaiunas (Tabela 3,
Fig. 4e).

De modo geral, verificou-se uma maior capacidade antioxidante total (ACAP)
nas branquias (31,01+ 8,48) de S. rhombeus do rio Itacaiunas em relacdo aos outros
tecidos analisados dos peixes desse rio (Tabela 4, Fig. 4e). J& nos peixes S. rhombeus do
rio Xingu observou-se uma ACAP maior no cérebro (10,08 + 1,48) e nas branquias
(21,95 £ 9,02) em comparacdo aos outros tecidos analisados (Tabela 4, Fig. 4b). Em
relacdo a espécie P. nigricans observou-se gque as branquias dos peixes de ambos 0s rios

apresentam uma maior ACAP do que os outros tecidos analisados (Tabela 4, Fig. 4e).

Na comparacdo entre rios para um mesmo tecido, verificou-se que o masculo
(118,71 + 11,99 nmol CHP/g tecido Umido) de S. rhombeus do rio Xingu apresentou
valores maiores de LPO em relacdo ao musculo (68,34 + 3,74 nmol CHP/g tecido
umido) dos peixes do rio Itacaiunas (Tabela 3, fig. 4c). Ja& em relagcdo a P. nigricans,
verificou-se valores elevados de LPO no cérebro (603,73 + 23,80 nmol CHP/g tecido
umido) e musculo (610,29 + 16,07 nmol CHP/g tecido Umido) dos peixes do rio
Itacaiunas em relacdo ao cérebro (477,20 + 29,69 nmol CHP/g tecido umido) e musculo
(525,46 + 11,58 nmol CHP/g tecido imido) dos peixes do rio Xingu (Tabela 3, Fig. 4f).

Na analise de lipoperoxidacdo (LPO) em geral as branquias dos peixes das duas
espécies e de ambos o0s rios apresentaram um menor contetdo de LPO em relagdo aos
outros tecidos (tabela 4; Fig. 4c e 4f). Sendo que o valor de LPO observado em cerebro
de S. rhombeus do rio Itacaiunas foi similar ao observado em branquias e musculo dos
peixes do mesmo rio (Tabela 4, Fig. 4c). E os muasculos dos peixes dessa espécie do rio
Xingu apresentaram um maior conteldo de LPO em relagdo aos outros tecidos dos
peixes nesse rio (Tabela 4, Fig. 4c). Para a espécie P. nigricans verificou-se que o

cérebro e o musculo dos peixes do rio Itacaiunas apresentaram um maior contetdo de
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LPO em relagéo aos outros tecidos analisados nos peixes desse mesmo rio e este mesmo

padrdo foi verificado para os peixes do rio Xingu (Tabela 4, Fig. 4f,).

Discussao

Os resultados do presente estudo forneceram ndo apenas informacGes
relacionadas as diferentes respostas dos biomarcadores bioquimicos em varios tecidos
(cérebro, figado, branquias e musculo) de peixes com distintos niveis troficos, mas
também permitiram a identificacdo de respostas tecido-especificas e espécie-especificas
conforme os biomarcadores utilizados. Estes resultados elucidam quais tecidos e
organismos sdo mais ou menos responsivos, em termos de estresse oxidativo a uma
mistura complexa de poluentes. Sendo resultados importantes para uma melhor selecdo

de espécies e tecidos alvos em estudos de avaliacdo da qualidade ambiental.

De maneira geral, os resultados do presente estudo confirmam que espécies de
diferentes niveis troficos, sendo S. rhombeus carnivora e P. nigricans detritivora,
respondem de forma distinta a poluicdo no ambiente. Este fato ja € bem conhecido na
literatura uma vez que as diferentes estratégias de ocupacao e uso do habitat tornam as
espécies residentes mais ou menos expostas a contaminantes biodisponiveis (Fonseca et
al., 2011; Duarte et al., 2017). Fonseca et. al. (2011) verificaram diferencas
interespecificas nas respostas de biomarcadores, frente as influéncias antropogénicas, de
trés espécies de peixes estuarinas com diferentes caracteristicas e estratégias de vidas
(i.e., Dicentrarchus labrax, Solea senegalensis, Pomatoschistus microps), e sugeriram
que as respostas desiguais podem ocorrer devido aos diferentes tipos de
comportamentos alimentares, ciclo de vida e usos do habitat dessas espécies. E em uma
outra abordagem comparativa usando algumas espécies de peixes e de
macroinvertebrados foi detectada, através da escala multidimensional (MDS), uma
distincdo entre as espécies e foi proposto que os diferentes tracos funcionais das
especies, tais como o uso do habitat, estagio de vida, a alimentacdo ou a fisiologia séo
fatores que podem contribuir nas rotas de exposicdo e influenciar nas respostas dos

biomarcadores (Duarte et al., 2017).

Tendo em vista os distintos 6rgdos analisados registrou-se que, em termos de
biomarcadores de exposicdo analisados (GST e ACAP), os 6rgdos mais responsivos

para as duas espécies foram o figado (GST) e as branquias (ACAP). A maior
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capacidade de defesa destes 6rgdos, conferida por um maior potencial de detoxificacdo
no figado e uma maior capacidade antioxidante nas branquias leva a auséncia de danos
oxidativos nestes 0rgdos nas duas espécies, mesmo considerando espécimes residentes
no ambiente mais impactado. Além de branquias e figado, a espécie S. rhombeus
também ndo apresentou danos oxidativo no cérebro, ao contrario de P. nigricans. E
possivel que esse resultado no cérebro seja devido a alta atividade da GST também
neste 6rgdo em S. rhombeus, ao contrario do observado em P. nigricans. A GST é uma
enzima de biotransformacdo de fase IlI, que envolve a reacdo de conjugacdo do
composto xenobidtico oxidado com moléculas enddgenas (e.g. acido glicurénico e
glutationa reduzida) e tais produtos conjugados geralmente sdo menos tdxicos e
rapidamente excretados, fazendo com que esta enzima possua um papel fundamental no
processo de detoxificacdo (Andersson e Forlin, 1992; Newman, 2015; Halliwell e
Gutteridge, 2015). Além disso, a GST também tem papel importante na defesa
antioxidante por facilitar a eliminacdo de produtos de dano oxidativo como
hidroperoxidos lipidicos (Halliwell e Gutteridge, 2015). A atividade desta enzima €
geralmente maior no figado, por este 6rgdo ser o principal local de detoxificacdo,
apresentando alta concentracdo da glutationa (GSH) que atua como co-substrato da
GST, o que favorece os altos niveis de sua atividade (Elia et al., 2003; Almeida et al.,
2005; Camargo et al., 2006; Newman, 2015; Halliwell e Gutteridge, 2015). Estas
respostas relacionadas aos diferentes potenciais de detoxificacdo em diferentes tecidos
foi verificado em um trabalho prévio, como por exemplo, o estudo que constatou a
presenca de metais (Zn, Cu, Cd, As e Pb) em tecidos do bagre africano (Clarias
gariepinus) do rio Ogun na Nigéria e observou que os niveis de atividade da GST foram
maiores no figado, rim e coragdo e diminuiu nas branquias (Farombi et al., 2007).

Apesar das diferentes especificidades dos &rgdos, as respostas dos
biomarcadores em todos os tecidos da espécie P. nigricans seguiram um padréo.
Observa-se que P. nigricans do rio Itacaiunas apresentou uma clara supressao de
biomarcadores de exposi¢do (GST e ACAP). Todos os 6rgdos analisados apresentaram
menor capacidade de detoxificacdo (menor atividade da GST) em organismos coletados
no rio ltacaiunas. Em relacdo a capacidade antioxidante 0 mesmo padrdo foi observado,
apesar da diferenca estatistica significativa ter sido evidente apenas em figado e

branquias. E provéavel que o habito alimentar detritivoro desta espécie a deixe mais
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expostas a contaminantes biodisponiveis e concentrados no sedimento. Outros trabalhos
realizados com o peixe neotropical de agua doce de mesmo género, Prochilodus
lineatus, mostraram que essa espécie pode ser usada como biomonitora de polui¢éo,
pois devido ao seu habito alimentar detritivoro, apresentam uma maior sensibilidade a
componentes toxicos no sedimento e agua (Mazon e Fernandes, 1999; Cerqueira e
Fernandes, 2002; Martinez e Souza, 2002; Da Silva et al., 2004; Martinez et al., 2004;
Almeida et al., 2005; Camargo e Martinez, 2006; Camargo e Martinez, 2007; Pérez et
al., 2018).

Em um estudo prévio realizado no periodo seco no rio Itacaiunas, no mesmo
ponto amostrado do presente estudo, verificou uma concentracdo média de 0.077 pg.Kg-
! de THg no sedimento em relagdo aos outros pontos amostrados ao longo do rio
(Andrade et al., dados ndo publicados, 2013). Em outro trabalho, tanto no periodo seco
quanto no chuvoso foram verificados valores significativos de Cd e Cu nas aguas do rio
Itacaiunas e em amostras de sedimento verificaram elevados valores de Zn, Mn e Cu no
periodo seco e de Cu no periodo chuvoso (Montes et al., dados ndo publicados, 2016).
Os metais redox ativos, como o ferro, o cobre e o cromo, séo submetidos a ciclos redox,
enquanto os metais redox inativos (i.e. chumbo, cadmio, mercdrio e zinco) esgotam 0s
principais agentes antioxidantes nas células, sobretudo os antioxidantes que contém o
grupo thiol e enzimas (Winston e Di Giulio, 1991; Ercal et al., 2001). Os metais redox-
ativos ou redox-inativos podem causar um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) tais como o radical hidroxila (HO:), o radical &nion superéxido (O2")
ou o peroxido de hidrogénio (H20) (Di Giulio et al., 1989; Ercal et al., 2001). Levando
em consideracdo os estudos supracitados, sugere-se que 0s cenarios do presente estudo
podem ser respostas frente a exposicdo de quimicos ambientais que estdo biodisponiveis

ao longo do rio Itacaiunas.

O padrdo de resposta dos biomarcadores de exposicdo nos tecidos de P.
nigricans pode ser devido ao fato de que a GST e algumas das principais defesas
antioxidantes tém natureza proteica e como tal podem ser danificadas/oxidadas em
decorréncia a exposi¢cdo cronica a poluentes o0 que ocasiona a queda na sua atividade
biolégica (Elia et al., 2003; Vieira et al., 2009; Fonseca et al., 2011). Como, por
exemplo, a deplecdo verificada nos niveis de glutationa e das enzimas catalase,

glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase e da glutationa redutase verificada em
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cerebro de Liza aurata, e tais resultados foram associados com os niveis acumulados de
THg nesse tecido (Mieiro et al., 2010). Elia et al., (2003) destacou também que a
deplecdo da GSH em organismos expostos a metais parece ser acompanhada da
variacdo na atividade da GST e que as diferentes respostas sdo associadas ao tempo de
exposicdo, a concentracdo do estressante e depende das diferentes espécies analisadas.
Além da j& citada diminuicdo da capacidade antioxidante e de detoxificacdo, que ja
mostram efeitos toxicos, evidéncias de oxidacdo de biomoléculas foram encontradas nos
resultados de LPO, onde verificou-se lipoperoxidacdo em cérebro e musculo dos
animais de Itacaiunas, indicando que a supressdo da detoxificacdo e defesa antioxidante

nestes 6rgaos se traduz em danos oxidativos.

Diferentemente de P. nigricans, com excecdo do cérebro e musculo (ACAP), as
respostas bioquimicas de S. rhombeus ndo apresentaram um padrdo semelhante em
relacdo as respostas de defesas antioxidantes e de detoxificacdo nos demais tecidos. Os
niveis observados da GST significantemente maiores em branquias e da capacidade
antioxidante total (ACAP) em figado de S. rhombeus do rio Itacaiunas, sugerem que
essa espécie seja mais resistente frente aos quimicos ambientais presentes no ambiente
ou que o seu uso do habitat a torne exposta a concentracbes de contaminantes
biodisponiveis ndo tdo altas como P. nigricans, havendo a possibilidade de resposta
apropriada de defesas antioxidantes e de vias de detoxificacdo. Este resultado corrobora
0 observado em um outro estudo, onde tanto as respostas oxidativas quanto o potencial
antioxidante variaram entre os tecidos de peixes e foi sugerido que a diferenca
encontrada seja inerente ao tipo de habitat das espécies e do seu comportamento
alimentar (Ahmad et al., 2000).

Ao contrério do figado, os baixos niveis de GST e uma alta competéncia
antioxidante nas branquias de P. nigricans dos dois rios em comparagdo aos outros
tecidos, sugerem uma resposta tecido-especifica, j& a inducdo da GST e elevado ACAP
em branquias de S. rhombeus do rio Itacaiunas indicam que seja tanto uma resposta
tecido-especifica como espécie-especifica. Provavelmente a exposicdo aos diferentes
tipos de metais no rio Itacaiunas podem estar elevando os niveis de (EROS) nas
branquias, sugerindo que tais respostas bioquimicas para ambas espécies do presente
estudo sejam uma estratégia metabdlica das branquias para protegé-las de danos

oxidativos e que provavelmente favoreceu no processo de detoxificacdo de



56

hidroperdxidos lipidicos, fazendo com que nédo fosse observado efeitos em nivel de LPO
nesse tecido para as duas espécies dos dois rios. Este resultado é esperado, j& que as
branquias apresentam um elevado maquinario metabodlico de defesa. As brénquias
funcionam como principal interface reguladora entre o ambiente interno e externo, além
de ser o principal sistema de respiracdo dos peixes, sendo realizado varias funcdes
simultaneamente, como por exemplo, a troca de ions inorganico e a &gua, balango
acido-base e a excrecdo de compostos nitrogenados (Olson 2002; Evans, 2005). As
branquias também sdo alvos da acdo toxica do cobre, podendo ocorrer deterioragcdes das
funcbes respiratorias e distdrbios ionoregulatorios devido a mudancas estruturais,
estudos mostram que a atividade da enzima Na*/K* ATPase encontrada nas células
epiteliais das branquias, pode ser alterada havendo um aumento da permeabilidade
ibnica do epitélio branquial e a inibicdo de sua atividade (Wilson e Taylor., 1996; Li et
al., 1998). Complementarmente, alguns trabalhos sugerem que as branquias funcionam
como um local para o metabolismo e excre¢do de toxinas (Miller et al., 1989; Wilhelm
Filho et al., 1995; Olson 2002; Evans et al., 2005). A indugdo de enzimas do citocromo
P450 ocorreu nas branquias de Stenotomus chrysops frente a exposicdo a
hidrocarbonetos e foi sugerido que a atividade dessa enzima neste 6rgdo tem funcao
adaptativas, alterando a natureza e a quantidade de xenobioticos (Miller et al., 1989),
contudo o proprio aumento da atividade do citrocromo P450 promove um aumento de
EROS (Halliwell e Gutteridge, 2015). E sugerido também, que as branquias sejam
envolvidas no processo de biotransformacdo, facilitando a depuracdo de alguns
compostos nas células pilares de lamelas branquiais tornando os xenobidticos mais
soltveis em agua e sendo facilmente eliminados (Miller et al., 1989; Evans et al., 2005).
Um outro fator que pode ter contribuido para o cenario de protecdo das branquias das
duas espécies no presente estudo, pode estar relacionado ao fato de que existe um
mecanismo complementar para manter baixos niveis de peréxido de hidrogénio através
de sua excrecdo passiva que ocorre nas branquias, como o observado pela espécie
Poecilia vellifera que libera o H20. aparentemente por difusdo branquial (Wilhelm
Filho et al., 1994).

A lipoperoxidacéo em cérebro de P. nigricans do rio Itacaiunas indica um inicio
de efeitos neurodegenerativos que podem possibilitar o surgimento de consequéncias

negativas para a salde dos peixes da espécie P. nigricans nesse rio. Os estimulos dos
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peixes sdo percebidos por estruturas sensoriais especializadas e convertidos em sinais
elétricos e assim conduzidos ao sistema nervoso central. Assim, atividades
comportamentais, tais como natacdo, busca de alimentos, reconhecimento de
predadores, migracdo podem ser fortemente afetados quando ocorrem lesGes em
elementos ligados ao sistema nervoso central (Baatrup, 1991). Uma possivel hipotese
desse resultado no cérebro, pode ser devido ao fato de que este € um 6érgdo que esta
propenso a sofrer danos oxidativos frente a um excesso de EROs, pois existe um
elevado teor de &cidos graxos poliinsaturados nas suas membranas celulares, associada a
uma elevada taxa metabolica e a baixos niveis de enzimas antioxidantes (Oruc e Uner,
2004; Balu et al., 2005).

O processo de dano oxidativo em musculos de S. rhombeus do rio Xingu foi
evidente, a priori, um resultado ndo esperado. O mesmo foi observado em masculo de
P. nigricans do rio Itacaiunas. Sugere-se que estes resultados nos musculos possam
estar associados ao modo de vida dessas duas espécies, pois os peixes da familia
Serrasalmidae, que se encaixam na categoria de espécies ativas, possuem uma elevada
proporcdo de musculos vermelhos e a espécie P. nigricans apresenta fibras musculares
oxidativas, semelhante ao musculo vermelho e de contragdo lenta (Almeida Val et al.,
2005). O mausculo vermelho é composto por lipidios na forma de fosfolipidios e
colesterol, que sdo os componentes essenciais das membranas celulares e mitocéndrias,
mas abrange muito mais lipidios na forma de triacilglicerois, que séo o principal modo
em que a forma energética é estocada, tais componentes apresentam &cidos graxos
altamente insaturados e que sdo fortemente suscetiveis ao processo oxidativo
(Gongalves e Soares, 1998). Associado aos fatores supracitados, uma outra possivel
explicacdo para danos em muasculos de S. rhombeus do rio Xingu, pode estar
relacionada a um maior estoque de gordura associado a atividade em busca de alimento
no periodo seco, o que pode ter favorecido ao aumento dos niveis de acidos graxos
poliinsaturados nas membranas das células musculares provocando a lipoperoxidagéo.
As coletas do presente estudo foram realizadas no periodo seco e neste periodo segundo
Ferreira et al., (2014) as presas se concentram no canal principal do rio tornando-se
dessa forma mais disponiveis para os predadores, aumentando a diversidade e a
abundancia dos itens alimentares e colaborando para uma maior atividade alimentar dos

peixes carnivoros como as piranhas. Em um trabalho realizado no agude Lima Campo,
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Ic6 Ceard, verificou-se que a espécie S. rhombeus se alimenta melhor no verédo
diferentemente do que ocorre em outras espécies de peixe (Braga, 1954). Constatou-se
através do indice de replecdo que o periodo de maior atividade alimentar no peixe
Serrasalmus maculatus foi nas esta¢fes quentes do ano (Villares Junior et al., 2008).
Um outro estudo demonstrou que os estdmagos das espécies Pygocentrus nattereri e
Serrasalmus marginatus foram significantemente mais pesados durante a estacdo seca
para ambas as espécies de piranhas e associaram este resultado ao fato da atividade

alimentar ter sido mais intensa neste periodo (Ferreira et al., 2014).

Concluséao

Uma abordagem usando vérios tecidos de peixes de distintos niveis troficos para
avaliar a influéncia de locais com diferentes niveis de polui¢cdo nas respostas dos
biomarcadores bioquimicos, pode providenciar uma visdo mais integrada e
complementar da saude dos organismos. Os resultados demonstraram respostas espécie-
especificas e tecido-especificas. Ao incluir P. nigricans em programas de
monitoramento ambiental essa espécie pode ser considerada mais sensivel a uma
mistura complexa de quimicos ambientais do que S. rhombeus. J4, a espécie topo de
cadeia S. rhombeus, em geral, parece ter uma plasticidade maior em relacdo aos
diferentes niveis de poluicdo, quando avaliada com base nos biomarcadores
selecionados neste estudo. Tais achados sugerem que, frente aos endpoints selecionados
para a analise, P. nigricans seja mais sensivel e que seja um bom organismo de escolha

em estudos de monitoramento ambiental.
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Mapa da area de estudo que indica os dois rios estudados no presente estudo,
com o ponto vermelho indicando o rio Itacaiunas e amarelo, indicando o rio Xingu.

Fig. 2. Andlise de coordenadas principais (PCO) (a) e PCO em centroides (b) de
respostas biomarcadoras de cérebro (vermelho), figado (laranja), branquia (azul) e
muasculo (verde) para Serrasalmus rhombeus (tridngulo) e Prochilodus nigricans
(circulo) de Itacaiunas (forma fechada) e Xingu (forma aberta) na estacéo seca.

Fig. 3. Analise de coordenadas principais (PCO) de respostas de biomarcadores de
cérebro (vermelho), figado (laranja), branquia (azul) e mauasculo (verde) para
Serrasalmus rhombeus (triangulo) (a, b, ¢ e d) e Prochilodus nigricans (circulo) (e, f, g
e h) de Itacaiunas (forma fechada) e Xingu (forma aberta) na estacdo seca.

Fig. 4. Respostas de biomarcadores em cada 6érgdo alvo (cérebro, figado, brénquia e
masculo) de S. rhombeus (a, b e ¢) e P. nigricans (d, f e g) coletados em periodo seco
no rio Itacaiunas e Xingu (histogramas preto e branco, respectivamente). Histograma
com média e erro padrdo de respostas de biomarcadores: atividades de glutationa S-
transferase (GST), capacidade contra radicais de peroxil (ACAP) e peroxidacao lipidica
(LPO). O numero em cima do histograma significa o numero analisado de cada
biomarcador por amostra. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os rios, a
auséncia indica que nao foram observadas diferencas significativas. Letras diferentes
indicam valores significativamente diferentes nos testes post hoc, entre 0s varios 6rgaos
testados para cada rio.
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TABELA I.
Pseudo-

Biomarcadores  d.f. SS MS F p-value
Sp 1 250.98 250.98 311.70 0.001
Te 3 185.66 61.89  76.86  0.0001
Ri 1 2.74 2.74 3.40 0.02
Spv.Te 3 41.74 13.91 17.28 0.0001
Spv. Ri 1 9.89 9.89 12.28  0.0001
Riv. Te 3 14.09 4.70 5.83 0.0001
Spv.Riv. Te 3 29.95 9.98 12.40  0.0001
Residual 311 250.41 0.81

Total 326 978.00
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TABELA II.
Pseudo-

Source d.f. SS MS F p-value
P. nigricans
Ri 1 18.97 18.97 6.49 0.001
Residual 208 608.03 2.92
Total 209 627.00
S. rhombeus
Ri 1 17.39 17.39 6.07 0.001
Residual 105  300.61 2.86
Total 106 ~ 318.00
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TABELA 111.

PAIR-WISE TESTS

Serrasalmus rhombeus Prochilodus nigricans
P P
Comparacgdo entre rios t P (perm) Unique perms (MC) t  P(perm) Unique perms (MC)
Glutationa S-transferase
Itac_brain vs Xing_brain 1.030 0,329 997 0,332 2.653 0,009 998 0,013
Itac_liver vs Xing_liver 1.696 0,092 999 0,102 9.414 0,001 996 0,001
Itac_gill vs Xing_gill 13.200 0,001 996 0,001 4.011 0,001 998 0,001
ltac_muscle vs Xing_muscle 1.411 0,161 996 0,169 2.133 0,034 999 0,034
Capacidade Antioxidante
Total
Itac_brain vs Xing_brain 2.330 0,031 995 0,025 0.172 0,879 998 0,865
Itac_liver vs Xing_liver 2.835 0,016 996 0,01 4.053 0,001 996 0,001
Itac_gill vs Xing_gill 1.778 0,108 994 0,098 2.058 0,043 996 0,032
Itac_muscle vs Xing_muscle 4.591 0,001 996 0,001 0.147 0,898 998 0,863

Lipoperoxidagao



Itac_brain vs Xing_brain
Itac_liver vs Xing_liver
Itac_gill vs Xing_gill

ltac_muscle vs Xing_muscle

1.512

0.456

0.663

4.739

0,146
0,65
0,511

0,001
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997
997
998

995

0,148
0,652
0,512

0,001

3.313

1.127

1.536

4.351

0,002
0,266
0,148

0,001

998

997

997

997

0,003
0,26
0,123

0,001
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TABELA V.
PAIR-WISE TESTS Serrasalmus rhombeus Prochilodus nigricans

P P P P
Biomarcador/ t (perm)  Unique perms (MC) t (perm) Unique perms (MC)
Comparacao entre tecidos
Glutathione S-transferase
Itac_brain vs Itac_liver 1.953 0,056 995 0,054 4233 0,001 998 0,003
Itac_brain vs Itac_gills 3.119 0,006 996 0,004 22.187 0,001 999 0,001
Itac_brain vs Itac_muscle 5928 0,001 998 0,001 8.086 0,001 998 0,001
Itac_liver vs Itac_gills 6.815 0,001 998 0,001 18.902 0,001 994 0,001
Itac_liver vs Itac_muscle 7.993 0,001 996 0,001 10.228 0,001 999 0,001
Itac_gill vs Itac_muscle 3.182 0,003 996 0,002 16.755 0,001 997 0,001
Xing_brain vs Xing_liver 5.894 0,001 997 0,001 21472 0,001 999 0,001
Xing_brain vs Xing_gills ~ 14.982 0,001 994 0,001 29.660 0,001 996 0,001
Xing_brain vs Xing_muscle 5.878 0,001 996 0,001 7532 0,001 996 0,001
Xing_liver vs Xing_gills 24,751 0,001 999 0,001 52.421 0,001 999 0,001

Xing_liver vs Xing_muscle 11.980 0,001 996 0,001 22.616 0,001 996 0,001



Xing_gill vs Xing_muscle
Total antioxidant capacity
Itac_brain vs Itac_liver
Itac_brain vs Itac_gills
Itac_brain vs Itac_muscle
Itac_liver vs Itac_gills
Itac_liver vs Itac_muscle
Itac_gill vs Itac_muscle
Xing_brain vs Xing_liver
Xing_brain vs Xing_gills
Xing_brain vs Xing_muscle
Xing_liver vs Xing_gills
Xing_liver vs Xing_muscle
Xing_gill vs Xing_muscle
Lipid peroxidation
Itac_brain vs Itac_liver
Itac_brain vs Itac_gills

Itac_brain vs Itac_muscle

7.463

3.907
5.646
4.927
8.732
2.464
7.969
8.531
0.713
2.333
5.864
5.450
2.155

2.257
1.180
1.753

0,001

0,001
0,001
0,001
0,001
0,021
0,001
0,001
0,495
0,026
0,001
0,001
0,026

0,025
0,265
0,106
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997

997
995
996
997
996
996
999
999
998
998
994
996

999
997
997

0,001

0,001
0,001
0,001
0,001
0,027
0,001
0,001
0,471
0,034
0,001
0,001
0,039

0,032
0,268
0,09

13.307

6.999
2.858
6.886
6.857
5.973
2.384
0.423
4.077
4.892
3.350
0.455
3.947

9.485
16.816
0.627

0,001

0,001
0,003
0,944
0,001
0,001
0,018
0,669
0,001
0,961
0,005
0,645
0,001

0,001
0,001
0,564

999

997
997
996
994
997
997
997
992
996
998
995
996

999
995
996

0,001

0,001
0,012
0,942
0,001
0,001
0,018
0,661
0,001
0,968
0,005
0,652
0,001

0,001
0,001
0,524



Itac_liver vs Itac_gills
Itac_liver vs Itac_muscle
Itac_gill vs Itac_muscle
Xing_brain vs Xing_liver
Xing_brain vs Xing_gills
Xing_brain vs Xing_muscle
Xing_liver vs Xing_gills
Xing_liver vs Xing_muscle

Xing_gill vs Xing_muscle

4.419
1.583
5.209
0.490
4.384
3.328
3.911
2.118
8.183

0,001
0,118
0,001

0,63
0,001
0,001
0,001
0,058
0,001

78

997
995
997
998
997
994
999
996
996

0,002
0,125
0,001
0,651
0,001
0,003
0,001
0,047
0,001

7.414
11.272
19.346

5.453
11.687

2.306

5.880

8.071
14.624

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,023
0,001
0,001
0,001

997
997
998
998
996
997
995
995
997

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,022
0,001
0,001
0,001
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CAPITULO 3

Peixes parasitados de um rio poluido estdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo?
Uma abordagem em varios tecidos

Sarita Nunes Loureiro, Lilian Lund Amado, Tommaso Giarrizzo

Artigo serd submetido para a publicacdo no periodico Fish and Shellfish
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Peixes parasitados de um rio poluido estdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo?
Uma abordagem em varios tecidos

Sarita Nunes Loureiro ¢, Lilian Lund Amado *°, Tommaso Giarrizzo ¢

& Programa de Pos-Graduacdo em Ecologia Aquatica e Pesca, Universidade Federal do
Para, Belém, PA, Brazil

b |_aboratorio de Ecotoxicologia, Laboratdrio de Pesquisa em Monitoramento Ambiental
Marinho, Universidade Federal do Par4, Av. Augusto Corréa, 01, Guama, Terra Firme,
66075110 Belém, Par4, Brazil.

C Laboratério de Biologia Pesqueira — Manejo dos Recursos Aquéticos (UFPA), Av.
Perimetral 2651, Terra Firme, 66040170 Belém, Para, Brazil.

Resumo

Os ecossistemas aquéticos estdo sujeitos a influéncia de diversos tipos de quimicos
ambientais. O objetivo deste estudo foi investigar parametros de estresse oxidativo no
cérebro, figado, branquias e musculo em peixes da espécie Serrasalmus rhombeus
parasitados e ndo parasitados pelos crustdceos ectoparasitas Vanamea sp. (isopoda).
Foram capturados 29 individuos de Serrasalmus rhombeus, sendo 8 parasitados e 21
ndo parasitados. Os Isopodas foram encontrados exclusivamente nas branquias. A
prevaléncia do parasitismo foi de 27.5%, a intensidade média 1.13 e a abundancia de
0.31. A atividade da GST foi mais elevada no figado dos peixes parasitados e ndo
parasitados em comparacdo com outros tecidos analisados. Verificou-se uma maior
capacidade antioxidante total (ACAP) nas branquias dos peixes parasitados e dos peixes
ndo parasitados em comparacdo aos outros tecidos analisados. Na analise de
lipoperoxidacdo (LPO) houve diferencas entre os peixes parasitados e ndo parasitados
no figado e no musculo sendo que 0s peixes parasitados apresentaram um maior
contetdo de lipoperoxidacdo tanto no figado quanto no musculo em relacdo aos peixes
ndo parasitados. Estes resultados indicam que influéncia do ectoparasitismo associado a
uma maior exposi¢cdo desses organismos aos quimicos ambientais biodisponiveis no rio
Itacaiunas geram um efeito sinérgico na inducdo de estresse oxidativo em S. rhombeus.

Palavras-chave: S. rhombeus; Vanamea sp; glutationa-S-transferase; capacidade
antioxidante total; peroxidacao de lipidios; ectoparasita
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Introducéo

Os ecossistemas aquaticos sdo expostos a diversos tipos de quimicos ambientais
(Fonseca et al., 2011; Souza-Araujo et al., 2016; Duarte el al., 2017; Gauvin et al.,
2017; Ribeiro et al., 2017). Os xenobioticos biodisponiveis podem ser facilmente
absorvidos atingindo 6rgdos alvo (Bainy, 1996; Fonseca et al., 2011; Duarte et al.,
2017). Ao entrarem em contato com 0s organismos 0s xenobioticos sofrem processos de
biotransformacéao e provocam mudangas no equilibrio redox proporcionando o aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no interior das células que,
dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo, leva a efeitos negativos para a
salde da biota de diversos ecossistemas aquaticos (Bainy, 1996; Dorea et al., 2004;
Newman, 2015; Halliwell e Gutteridge, 2015; Souza-Araujo et al., 2016).

Em adicdo aos quimicos ambientais, 0s parasitas nos organismos aquaticos
funcionam como estressantes naturais podendo afetar também a homeostase de seus
hospedeiros (Sures, 2004; Marcogliese e PieTrock, 2011). Algumas pesquisas levaram
em consideragcdo 0 parasitismo, com 0 objetivo de buscar indicadores de impacto
humano no ambiente (Overstreet, 1997; Sures et al., 1999; 2001; 2003). Estudos em
peixes de populacdes naturais tém observado que o parasitismo pode influenciar na
biologia reprodutiva e alimentar, crescimento, estrutura e distribuicdo de algumas
espécies de peixes comercialmente e ecologicamente importantes (Barber et al., 2000;
Aloo et al., 2004; Fontana et al., 2012).

Desta forma, estudos ecotoxicolégicos tem usado medidas de biomarcadores em
menor nivel de organizacdo bioldgica, visto que s&o consideradas ferramentas sensiveis
que fornecem sinais e alertam precocemente sobre a exposicao e efeitos bioldgicos nos
organismos, frente as condicBes de estresse associados a uma mistura complexa de
xenobidticos e/ou a presenca de parasitas (Van der Oost et al., 2003; Marcogliese et al.,
2005; Amado et al., 2006a; 2006b; Minguez et al., 2009; Marcogliese et al., 2010; Sures
et al., 2017). Pois, além da biodisponibilidade de xenobidticos, o parasitismo influencia
as respostas bioguimicas (inducéo ou supressao nas atividades do sistema antioxidante,
tais como, catalase, glutationa redutase, glutationa s-transferase além da verificagdo de
dano oxidativos) e fisioldgicas (defesa celular ou regulacdo enddcrina) de seus
hospedeiros (Dautremepuits et al., 2002; Marcogliese et al., 2005; Marcogliese et al.,
2010).
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E crescente 0 ndmero de trabalhos que tem investigado somente a influéncia de
parasitas ou do efeito combinado do parasitismo e da poluicdo na salde de peixes em
menor nivel de organizacao celular (bioquimico) (e.g., Bello et al., 2000; Dautremepuits
et al., 2003; Horton e Okamura, 2003; Marcogliese et al., 2005; 2010; Frank et al.,
2011; 2013; Mozhdeganloo e Heidarpour, 2013). A grande parte dos trabalhos verificou
a influéncia de endoparasitas em peixes e observaram o status da salde dos peixes
focando em apenas um ou dois tecidos no hospedeiro (Bell6 et al., 2000; Dautremepuits
et al., 2002; 2003; Marcogliese et al., 2005). Estudos que avaliaram a influéncia de
crustaceos ectoparasitas Isopoda na salude dos organismos aquaticos em nivel
bioquimico avaliaram crustaceos como hospedeiros (Neves et al., 2000; 2004). J& os
trabalhos de ectoparasitas Isopodas em peixes sdo mais relacionados a taxonomia,
interacdo ecologica entre hospedeiro e parasita ou associados as diferentes
concentracdes de metais entre o parasita e hospedeiro (Carvalho et al., 2004; Lins et al.,
2008; Acacio et al., 2012).

Dentro da ordem Isopoda encontram-se 0s ectoparasitas da familia
Cymothoidae, que podem ser encontrados nas regides branquiais, bucais e ao longo do
corpo do hospedeiro tanto na forma imatura quanto na forma adulta (Marcogliese e
Pietrock, 2011; Loureiro et al., 2012; Tavares-Dias et al., 2014). Os Isopodas possuem o
corpo segmentado e dorsoventralmente achatado e exibem garras que sdo adaptadas
para a fixacdo no hospedeiro (Thatcher, 2007). Alguns estudos sugerem que os Isopodas
podem se alimentar das células sanguineas, epiteliais e mucosas do hospedeiro e
algumas vez podem perfurar a pele do hospedeiro (Horton e Okamura, 2003; Carvalho
et al., 2004; Thatcher, 2007; Tavares-Dias et al., 2014). Consequentemente, sdo
reportados por afetar a eficiéncia respiratoria, o crescimento normal dos peixes, causar
anemia e as lesbes expostas podem tornar 0s peixes mais suscetiveis a infec¢des
secundarias por virus, fungos e bactérias (Horton e Okamura, 2003; Thatcher, 2007;
Ravichandran et al., 2009).

Estudos em rios amazoOnicos que levaram em consideracdo a influéncia de
impactos ambientais sobre a ictiofauna tem focado em nivel populacional ou nas
assembleias de peixes (e.g., Lacerda et al., 1994; Porvari, 1995; Santos et al., 2000;
Souza-Araujo et al.,, 2016; Ribeiro et al., 2017). Um estudo observou efeitos

genotoxicos através do teste de micronucleo no sangue de peixes da espécie
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Prochilodus nigricans, Mylossoma duriventris e Hoplias malabaricus e associaram
esses efeitos a poluigdo por mercurio (Porto et al., 2005). J& em relagdo ao parasitismo
de peixes em ambientes aquaticos amazénicos, a maioria das pesquisas deram énfase
apenas em relacdo ao parasitismo em algumas espécies de peixes e grande parte da
literatura focaram somente na taxonomia do parasita, nos indices parasitarios ou nas
relagdes entre parasitas e hospedeiros (Thatcher, 1993; Malta e Varella, 1996; Acécio et
al., 2012).

A espécie carnivora Serrasalmus rhombeus (Linnaeus, 1766) pertence a ordem
Characiformes e familia Serrasalmidae (Almeida et al., 1998; Dérea et al., 2004; Mol,
2006). Os peixes dessa espécie servem como fonte de alimento para a comunidade
ribeirinha amazonica e podem ser usados como biomonitores de poluicdo aquatica, uma
vez que possuem uma ampla distribuicdo geografica em véarzeas amazonicas,
apresentam caracteristicas ecoldgicas muito bem conhecidas, sdo abundantes e de facil
coleta (Santos et al., 1984; Almeida et al., 1998; Castro e Vari, 2003; Dorea et al., 2004;
Barthem e Fabré, 2004; Mol, 2006; Freitas et al., 2009; Souza-Araujo et al., 2016).

Nesse contexto, o presente estudo pretende fornecer informagdes sobre os
indices parasitologicos e verificar em nivel bioquimico, através do uso de
biomarcadores de exposicdo e de efeito, se a geracdo de estresse oxidativo em S.
rhombeus sobre diversos tecidos (branquias, cérebro, figado e muasculo), pode ou nédo
ser influenciada pela a presenca do ectoparasita Isopoda Vanamea sp. em um rio com

historico de poluicdo ambiental.

Material e métodos

Area de estudo

O presente estudo foi realizado no rio Itacaiunas, um local que apresenta uma
forte influéncia de atividades antrépicas. O rio Itacaiunas constitui um tipico
ecossistema de aguas claras da Bacia Amazonica, caracterizado por aguas transparentes

com baixos compostos organicos e baixas cargas de sedimento (Sioli, 1984).

A bacia hidrogréfica do rio Itacaiunas estd localizada no sudeste da regido
amazonica, perto da Serra de Carajas uma das maiores provincias de mineracdo do

mundo, explorando minérios de ferro, cobre, manganés, ouro e outros (Lacerda et al.,
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1994; Klein & Lacerda, 2002; Galarza et al., 2008; Rocha e Ribeiro, 2010). Elevadas
taxas de desmatamento das margens do rio Itacaiunas contribuem para formagédo de
novas paisagens dominadas por pastagens (Souza-Filho et al., 2015). As coletas no rio
Itacaiunas foram realizadas em um ponto proximo ao mosaico de conservacdo de
Carajés, Casa PAE, ICMBIo, 5°55'44,7"S 50°43'2,6"W.

Método de amostragens
As amostragens foram realizadas no periodo de estiagem, no més de dezembro de 2013.

Foram capturados 29 individuos de S. rhombeus no rio Itacaiunas. Os peixes
foram coletados em ambientes de remanso e no canal principal do rio. Visando
minimizar o efeito de estresse inerentes as capturas dos peixes, as coletas foram

padronizadas usando-se anzol para as capturas de S. rhombeus.

Imediatamente ap0s a captura, os peixes foram crioanestesiados, posteriormente
pesados (com precisdo de 0,01g), medidos o comprimento total (com precisdo de 0,1
cm), e dissecados para a retirada do musculo, branquias, figado e cérebro de cada
individuo. Em seguida, os tecidos foram acondicionados dentro de criotubos
identificados, inseridos em nitrogénio liquido e foram levados até o laboratério e
armazenados em ultrafreezer & -80°C até o momento das andlises de biomarcadores

bioquimicos.

Durante as amostragens foram medidas varidveis fisico-quimica da agua na
superficie: pH, temperatura e oxigénio dissolvido utilizando uma sonda
multiparamétrica HANNA®, modelo HI19828.

Coleta e identificacdo das espécies de ectoparasitos
Em campo, cada espécime de S. rhombeus foram examinadas: a superficie
externa do corpo, a base das nadadeiras, cavidade bucal e branquial e a parede interna

do opérculo para verificar a presenca de ectoparasitas crustaceos.

Os crustaceos Isopodas foram removidos dos hospedeiros com pinceis, finos
estiletes e pingas e posteriormente inseridos em tubos identificados e foram conservados
em etanol 70%. As amostras de parasito foram identificadas utilizando bibliografias
especificas de acordo com Aradjo (2002) Thatcher (1993; 2006).

Biomarcadores de exposicéo e efeito
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Biomarcadores de exposicéo

As amostras de cada 6rgdo foram homogeneizadas (1:4, p/v) em tampéao Tris-
HCI (100 mM), EDTA (2 mM) e MgCl2. 6 H20 (5 mM), com pH ajustado para 7,75
(Gallagher, 1992), em diluicdo especifica para cada tecido conforme protocolo
padronizado para as especies em estudo. As amostras foram entdo processadas em
agitador mecanico, tipo Potter, e centrifugadas a 20.000 xg durante 20 min a 4 °C. Apds
a centrifugacao o sobrenadante foi separado em aliquotas de 200 pL e acondicionado a -
80 °C até o momento dos ensaios de atividade da glutationa S-transferase (GST) e da
Capacidade antioxidante total (ACAP). Em cada etapa, separaram-se aliquotas
adicionais para analise do teor de proteina presentes nos extratos obtidos. A medicao do
teor de proteinas totais (550 nm) foi efetuada com kit comercial Doles (Ltda, Brasil)
baseado no método de Biureto (citrato trissodico 0,114M, carbonato de sédio 0,21M e
sulfato de cobre 0,01M). Todas as respostas de biomarcadores foram determinadas em
espectrofluorimetro (Victor X3, Perkin Elmer, USA) com leitora de microplacas e cada

leitura foi feita em triplicata.

Determinacgéo da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A determinacéo da atividade da glutationa S-transferase foi baseada nos métodos
propostos nos trabalhos de Habig et al. (1974) e Habig & Jakoby (1981). A metodologia
consiste em avaliar a conjugacdo de 1mM de GSH (Sigma) com 1mM do reagente 1-
cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB, Sigma), processo catalisado pela GST. E utilizado o
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,00 como meio de reacdo. O complexo conjugado formado
possui absorbancia méxima em 340 nm (o coeficiente de extingdo molar (g) utilizado
para a formacdo do conjugado CDNB-GSH foi 9,6 mM* cm™). As leituras foram
realizadas em espectrofluorimetro (Victor X3, Perkin Elmer, USA) com leitora de
microplacas e cada leitura foi feita em triplicata. Os resultados sdo expressos em
UGST/mg de proteina que representa a quantidade necessaria da enzima para conjugar 1
uMol de CDNB/ min/mg de proteina, a 25°C e pH 7,0.

Determinacgéo da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
A capacidade antioxidante total foi determinada conforme Amado et al. (2009).
Este ensaio é baseado na capacidade total da amostra (enzimatica e ndo enzimatica) de

capturar os radicais peroxil. A ACAP foi analisada através da determinacdo da
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concentracdo de espécies ativas de oxigénio (EAO) nas amostras com e sem exposi¢do a
um gerador de radicais peroxil. O principio deste método é que amostras com maior
capacidade antioxidante terdo menor formacdo de radicais. Os radicais peroxil foram
produzidos por termolise (37°C) do reagente 2°2’-azobis-2-metilpropiamidina
dihidrocloreto (ABAP, 4mM; Sigma-Aldrich) (Winston et al., 1998). As leituras (em
triplicata) foram realizadas em leitora de microplaca de fluorescéncia (485 e 530 para
excitacdo e emissdo respectivamente) durante uma hora (Victor X3, Perkin Elmer,
USA), em um meio contendo 30 mM de HEPES (pH 7,2), 200 mM KCI, 1 mM MgCI2,
40 uM H2DCF-DA com e sem a adicdo de ABAP. O incremento de fluorescéncia de
cada amostra ao longo de uma hora de leitura foi plotado e a area sob a reta formada foi
calculada. A diferenca relativa entre as areas com e sem ABAP foram consideradas
como medida da capacidade antioxidante total, onde a maior area significa uma menor
capacidade antioxidante, uma vez que uma alta fluorescéncia foi obtida apos adic¢éo de
ABAP, indicando baixa competéncia para neutralizar radicais peroxil (Amado et al.,
2009). A capacidade antioxidante total foi expressa pelo inverso da éarea relativa.

Biomarcador de efeito
Lipoperoxidagdo (LPO) - Ensaio FOX modificado

O conteudo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX,
descrito por Hermes-Lima et al. (1995) e adaptado por Monserrat et al. (2003). Este
ensaio é baseado na oxidacio do Fe?" a Fe ** por hidroperoxidos lipidicos presentes na
amostra, em pH acido. Sob condi¢Bes de pH acido o Fe** formado se complexa ao
corante laranja de xilenol (Fe Ill-complexante). As amostras foram homogeneizadas
(1:6 p/v) em metanol 100% a frio (4°C). Os homogeneizados foram centrifugados a
1000x g, durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
lipoperoxidacdo. A presenca de hidroperoxidos lipidicos nas amostras é avaliada
espectrofotometricamente em 550 nm. O hidroperoxido de cumeno (CHP) (um
hidroperdxido lipidico adicionado em concentragdo conhecida) foi utilizado como
padrdo. As leituras do ensaio (em triplicata) foram realizadas em leitora de microplaca
multimodal (Victor X3, Perkin Elmer, USA). O aumento na absorbancia causado pela
formagc&o do conjugado Fe3*-laranja de xilenol foi registrado a 550 nm apds o tempo de

incubacdo especifico para cada extrato de tecido (determinado por padronizacGes
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prévias). O conteudo de peroxidos lipidicos foi expresso como equivalentes de 1nM
CHP/g de tecido umido.

Andlise estatistica

Os indices parasitoldgicos, tais como prevaléncia (numero de hospedeiros
infestados/numero de hospedeiros examinados x 100), intensidade média (numero total
de parasitas/nimero de hospedeiros infestados) e abundancia (nimero total de parasitas
na amostra / nimero total de hospedeiros examinados) foram calculados (Bush et al.,
1997).

Os dados de comprimento total (CT) e peso de S. rhombeus amostrada foram
testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e homocedasticidade (teste de
Levene) das variancias e a transformacéo log10 foi aplicada quando necessario. O Teste
t-student ou Mann-Whitney (sempre que a normalidade e/ou homocedasticidade nédo
foram atendidas) foram aplicados para detectar diferencas significativas entre o CT e

peso dos peixes parasitados e ndo parasitados.

O efeito do parasitismo em S. rhombeus em nivel bioguimico foi avaliado
através de uma PERMANOVA univariada. Para tal foi criada uma matriz triangular
com a distancia Euclidiana dos dados brutos de biomarcadores e 9999 permutacdes. As
hipdteses nulas testadas foram: i) ndo existe diferenca significativa entre os peixes
parasitados e ndo parasitados para um mesmo tecido; ii) ndo existe diferenca
significativa entre os tecidos analisados dos peixes parasitados e dos peixes néo
parasitados. Posteriormente, o teste de comparacdo a posteriori pair-wise foi aplicado
usando a estatistica t, objetivando verificar diferencas entre tecidos para uma mesma
condicdo (parasitada ou ndo parasitada) e diferencas entre peixes parasitados e ndo
parasitados para um mesmo tecido. Os resultados foram expressos como média + erro

padréo [n].

O nivel de significancia que foi adotado foi de 0.05 para todos os testes e as
analises foram realizadas utilizando os programas Estatistica 6.0 e PRIMER v7
(Anderson et al., 2008).
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Resultados

Foram coletados 29 espécimes de S. rhombeus, sendo que 8 individuos estavam
parasitados por ectoparasita Isopoda Vanamea sp. e 21 ndo parasitados. Os peixes
parasitados apresentaram um comprimento total médio de 20,7 + 4,85 cm (média *
desvio padrdo) variando entre 13,7 e 28,5 cm e com um peso médio de 224,7 g + 185
(média = desvio padrdo) variando de 50 e 600 g. Os peixes ndo parasitados
apresentaram um comprimento total medio de 20,6 £ 4,12 cm (média £ desvio padrao)
variando entre 12,5 e 31,7 cm e com um peso médio de 192,6 g + 165 (média + desvio
padrdo) variando de 30 e 700 g. N&o houve diferenca entre o comprimento total
(F=0.0062; p>0.05) e o peso (Mann-Whitney teste-U= 79.5, > 0.05) dos peixes

parasitados e ndo parasitados.

No presente estudo, 29% de todos os peixes da espécie S. rhombeus examinados
tiveram as branquias infectadas pelo Isopoda ectoparasitas Vanamea sp. Um total de 9
espécimes de Isopoda ectoparasitas Vanamea sp. foram coletados. Do total de peixes S.
rhombeus capturados no rio Itacaiunas 8 foram infectados somente por Isopoda,
apresentando uma prevaléncia de 27,59, abundancia média de 0,31 e intensidade média
de 1,13.

Na comparagdo para verificar diferencas entre peixes parasitados e néo
parasitados em um mesmo tecido observou-se que ndo houve diferenca na atividade da
enzima Glutationa-S-transferase (GST) e na capacidade antioxidante total (ACAP)
(Tabela 1, Fig. 1a e 1b). Também néo foi verificada diferenca no LPO de cérebro e

branquias de S. rhombeus entre as duas condicGes (Tabela 1, Fig. 1c).

Contudo, foram verificadas diferencas entre 0s peixes parasitados e nao
parasitados em relacdo ao LPO de figado e musculo (Tabela 1, Fig. 1c), sendo que 0s
peixes parasitados apresentaram um maior contetdo de lipoperoxidacao tanto no figado
(130,86 £ 24,15 nmol CHP/g tecido umido) quanto no musculo (105,59 + 11,34 nmol
CHP/g tecido umido) em relacdo aos peixes ndo parasitados (98,02 + 8,06 nmol CHP/g
tecido Umido e 68,34 + 3,74 nmol CHP/g tecido Umido para figado e musculo,

respectivamente) (Tabela 1, Fig. 1c).

A atividade GST foi maior no figado dos peixes parasitados (70,93 + 5,59
UGST/ mg de proteina) e dos peixes ndo parasitados (75,98 + 4,21 UGST/ mg de
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proteina) em relacdo aos outros tecidos analisados em cada condi¢do (45,94 + 9,93
UGST/ mg de proteina para cérebro; 37,76 + 2,73 UGST/ mg de proteina para branquias
e 23,40 £ 3,14 UGST/ mg de proteina para musculo) dos peixes parasitados e (61,97 +
6,37 UGST/ mg de proteina, para cerebro; 35,02 £ 1,47 UGST/ mg de proteina, para
branquias e 21,48 + 2,53 UGST/ mg de proteina para musculo) dos peixes ndo
parasitados (Tabela 2, Fig. 2a).

A capacidade antioxidante total (ACAP) foi maior nas branquias (24,00 * 2,97)
dos peixes parasitados e nas branquias (31,01 * 8,48), dos peixes ndo parasitados em
comparagao aos outros tecidos analisados (1,88 + 0,77, para figado e 1,49 + 0,60 para
musculo, dos peixes parasitados e 6,04 + 1,28, para cérebro; 2,71 + 0,46, para figado e

1,89 + 0,77 para masculo, dos peixes ndo parasitados) (Tabela 2, Fig. 2b).

Na analise de lipoperoxidacdo (LPO) as branquias tanto dos peixes parasitados
(29,38 + 3,82 nmol CHP/g tecido umido) como os dos ndo parasitados (32,94 + 2,54
nmol CHP/g tecido Umido) apresentaram um menor contetdo de LPO em relacdo aos
outros tecidos (64,77 + 15,76 nmol CHP/g tecido Umido para cérebro, 130,86 + 24,15
nmol CHP/g tecido imido para figado e 105,59 + 11,34 nmol CHP/g tecido umido para
musculo, dos peixes parasitados e 67,21 + 13,28 nmol CHP/g tecido umido para
cérebro, 98,02 + 8,06 nmol CHP/g tecido Umido para figado e 68,34 £ 3,74 nmol CHP/g
tecido Umido para musculo, dos peixes ndo parasitados) (Tabela 2; Fig. 2c).

Os valores médios (+ desvio padrdo) da quimica da dgua mensurados no
momento da coleta dos peixes no rio Itacaiunas foram de pH 7,30 + 0.5, oxigénio
dissolvido 6,90 + 0,71 mg I e temperatura 29,6°C + 0.2, os dados abioticos ndo foram
relacionados com os dados de biomarcadores.

Discussao

Os resultados do presente estudo fornecem informacgdes sobre o status da saude
dos peixes da espécie S. rhombeus, em baixos niveis de organizacdo bioldgica
(bioguimico), em termos de estresse oxidativo, frente a uma mistura complexa de
poluentes que se encontram no rio Itacaiunas e a presenca do Isopoda ectoparasita
Vanamea sp. em branquias dos peixes dessa espécie. Adicionalmente, elucidam quais
tecidos (cérebro, figado, branquias e masculo) de S. rhombeus estdo mais susceptiveis

ao estresse oxidativo frente a esses estressantes antropogénicos e naturais.
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Existe uma constatacdo de um elevado desmatamento associado a abertura de
estrada e uma grande formacdo de éareas dominadas por pastagens em areas de
influéncia da bacia do rio Itacaiunas (Souza-Filho et al., 2015). Além disso, estudos
sobre a verificacdo de qualidade ambiental confirmam o histdrico de poluicdo neste rio
(Lacerda et al., 1994; Andrade et al., dados néo publicados, 2013; Montes et al., dados
ndo publicados, 2013). Foi constatado em um estudo realizado no rio Itacaiunas no
periodo seco, no mesmo ponto amostrado do presente estudo, uma elevada concentracao
média 0.077 pg.Kg* de THg no sedimento em relagio aos outros pontos amostrados ao
longo do rio (Andrade et al., dados ndo publicados, 2013). E em outro trabalho, tanto no
periodo seco quanto no chuvoso foram verificados valores significativos de Cd e Cu nas
aguas do rio Itacaiunas e em amostras de sedimento constataram elevados valores de
Zn, Mn e Cu no periodo seco e de Cu no periodo chuvoso (Montes et al., dados nédo
publicados, 2013).

No presente estudo, ndo houve diferenca na atividade da GST entre peixes
parasitados e ndo parasitados em todos os tecidos analisados. Resultado oposto foi
constatado por Frank et al. (2011) que verificaram que os endoparasitas Schistocephalus
solidus e Ligula intestinalis (Cestoda) podem atuar como moduladores e provocar uma
reducdo na atividade da GST no figado de trés espécies de peixes (Gasterosteus
aculeatus, Rutilus rutilus, Leuciscus cephalus) em relacdo aos peixes ndo parasitados. Ja
um outro estudo verificou um aumento na atividade da GST no figado do peixe
(Cyprinus carpio L.) parasitado pelo endoparasita por Ptychobothrium sp. (Cestoda) em
relacdo aos ndo parasitados (Dautremepuits et al., 2003).

Os maiores niveis na capacidade de detoxificacdo (atividade da glutationa S-
transferase) em figado dos peixes parasitados e dos ndo parasitados em relacdo aos
outros tecidos analisados é um resultado esperado, uma vez que neste 6rgdo ocorrem
processos de biotransformacdo de xenobidticos. A GST é uma enzima de
biotransformacéo de fase Il e conjuga a glutationa reduzida (GSH) com moléculas de
xenobidticos organicos ou com produtos de danos oxidativos como hidroperdxidos
lipidicos deixando-os menos toxicos, mais solUveis em agua e mais faceis de serem
excretados (Van der Oost et al., 2003; Newman, 2015). Além disso, os niveis elevados
desta enzima em figado de peixe tém sido reportados em outros estudos que verificaram

a influéncia de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, de &gua contaminada por
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residuos domésticos, de metais e de locais com fortes influencias antropogénicas em
peixes (Ahmad et al., 2000; Van der Oost et al., 2003; Ahmad et al., 2004).

A maior inducdo da GST em figado de S. rhombeus em comparacéo aos outros
tecidos analisados, independente da influéncia ou ndo do ectoparasita, podem ser um
reflexo frente & uma mistura complexa de quimicos ambientais presentes e que estao
biodisponiveis nas aguas e sedimentos do rio Itacaiunas. Contudo, uma alta atividade da
enzima GST no figado (em relacdo aos demais tecidos) ndo foi o suficiente para evitar
lipoperoxidagdo em peixes parasitados. Um outro trabalho feito no mesmo ponto de
amostragem do presente estudo, foi constatada uma maior frequéncia de alteracOes
hepaticas (i.e., infiltracdo leucocitaria, degeneracdo gordurosa, aumento de goticulas de
lipideos) em peixes da espécie S. rhombeus e tais resultados foram associados a uma
alta concentracdo média de THg no figado desses peixes em comparagdo com 0S
espécimes de outros pontos amostrados ao longo do rio Itacaiunas (Andrade et al.,
dados ndo publicados, 2013).

Estressantes associados a poluicdo presente no rio Itacaiunas e ao
ectoparasitismo pelo Isopoda Vanamea sp. podem ter favorecido ao cenario de maior
conteddo de lipidios oxidados em figado e muasculo de S. rhombeus parasitados,
sugerindo que os peixes parasitados estdo mais susceptiveis aos efeitos das espécies
reativas de oxigénio (EROS) do que os espécimes ndo parasitados. A peroxidacdo de
lipidios além de ser considerada uma medida de estresse oxidativo, pode também servir
como uma medida de estresse geral e indica como se encontra a saude dos peixes
(Marcogliese et al., 2005).

Alguns estudos constataram que parasitas induzem biomarcadores de estresse
oxidativo no sistema hospedeiro-parasita e podem favorecer a lipoperoxidacdo em
tecidos de peixes parasitados (Bello et al., 2000; Marcogliese et al.,2005;
Mozhdeganloo e Heidarpour, 2013). Um estudo evidenciou que 0s peixes Perca
flavescens, expostos a niveis subletais de varios tipos de metais, apresentaram um maior
contetdo de lipoperoxidacdo em figado quando estdo parasitados pelo nematoda
Raphidascaris acus e foi sugerido que parasitas e toxicos podem atuar em conjunto e
elevar o estresse oxidativo nos hospedeiros (Marcogliese et al.,, 2005). Foram
constatados também elevados niveis de peroxidacdo lipidica nos peixes da especie

Carassius auratus e isso foi associado ao dano branquial provocado pelo ectoparasita
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monogenoidea Dactylogyrus spp (Mozhdeganloo e Heidarpour, 2013). Ou como foi
relatado por Bello et al. (2000) que verificaram que a quimioluminescéncia iniciada por
hidroperdxido de tert-butilo, uma medida da peroxidacdo lipidica, foi quase 2 vezes
maior no musculo de peixes Rhamdia quelen parasitados com Clinostomum

detruncatum do que nos musculos dos peixes ndo parasitados.

Em adicao aos poluentes tais resultados do presente estudo podem também estar
associados a uma influéncia do parasitismo na resposta imune inespecificas dos
hospedeiros. 1sso porque na tentativa de eliminacdo dos parasitos hd um aumento na
inducdo dos agentes pré-oxidantes podendo provocar o estresse celular e a liberacéo de

espécies reativas de oxigénio (Kumar et al., 2017).

Carrapatos ectoparasitos hematdfagos, por exemplo, possuem mecanismos que
modulam alguns processos fisiologicos de seus hospedeiros, e apresentam substancias
com efeitos vasodilatadores e imunossupressores que auxiliam na sua fixacdo e
alimentacdo, afetando a resposta imunologica dos hospedeiros, e permitindo que o
sangue flua sem que ocorra uma resposta fisioldgica positiva do organismo parasitado
(Parizi et al., 2007). Foi sugerido um cenario similar ao gerado pelo parasitismo por
carrapatos, para o ectoparasita Isopoda Gnathiidae, hematéfago de peixes, onde o
Isopoda deva evadir as diferentes respostas de defesa do hospedeiro abrangendo a
hemostasia que reduz a perda de sangue por vasoconstri¢do, agregacdo de plaquetas e
coagulacao de sangue (Ribeiro e Francischetti, 2003; Singh e Girschick, 2003; Manship
et al., 2011). Manship et al. (2011), por exemplo, sugeriram que as glandulas salivares
do ectoparasita (Isopoda: Gnathiidae) Paragnathia formica podem produzir compostos
farmacol6gicos como anticoagulantes e inibidores de tripsina que provavelmente levam
a supressao de respostas hemostaticas, inflamatérias e imunoldgicas do hospedeiro
durante a alimentacdo. Além disso, o parasitismo por Isopoda indiretamente pode atuar
como vetores de doencas causadas por virus e bactérias (Carvalho et al., 2004; Thatcher,
2006).

As lesdes nos hospedeiros devido ao ataque de parasitas (Carvalho et al., 2004;
Marcusso et al., 2017) e/ou a influéncia da poluicdo podem ocasionar situacfes de
estresse e alterar o sistema imune inato dos peixes (Kumar et al., 2017). Como, por
exemplo, 0 aumento de células fagocitarias, que € um dos principais mecanismos de

defesa contra agentes infecciosos e parasitarios, e que atuam nas inflamacdes causadas
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pelo dano nos tecidos, contudo envolve processos de explosdo respiratdria onde ha um
aumento na produgdo de EROS (i.e., o radical anion superdéxido (O2°), peroxido de
hidrogénio H>O», radical hidroxila (HO:)) que s@o altamente reativas (Secombes e
Fletcher, 1992; Marcusso et al., 2017).

No mesmo ponto de amostragem do presente estudo no rio Itacaiunas, foram
encontrados baixos valores de THg no musculo de S. rhombeus (Andrade et al. dados
ndo publicados, 2013). Contudo, os baixos niveis de GST e menor competéncia
antioxidante em mausculo de S. rhombeus e provavelmente outros fatores associados a
composi¢cdo quimica inerentes aos musculos e a biologia dessa espécie podem ter
favorecido para o alto nivel de lipoperoxidacdo verificado nesse tecido dos peixes
parasitados. Segundo Almeida Val et al. (2006) os peixes da familia Serrasalmidae se
enquadram na categoria de espécies ativas e devido a isso possuem uma elevada
propor¢do de masculos vermelhos (Almeida Val et al., 2006; Gongalves e Soares,
1998). Esse tipo de musculo em peixes, diferentemente do branco, possui uma maior
concentracdo de lipidios, na forma de triacilglicerdis que sdo necessarios como reserva
energética para a natacdo, mas que contém uma grande quantidade de &cidos graxos
altamente insaturados (PUFA) e que tendem a se alvos do processo oxidativo
(Gongalves e Soares, 1998). Um fator adicional pode estar relacionado a um maior
estoque de gordura associado a atividade em busca de alimento no periodo seco, visto
que estudos mostram que durante este periodo as presas de peixes carnivoros como as
piranhas concentram-se no canal principal do rio proporcionando uma maior atividade
alimentar (Braga, 1954; Villares Junior et al., 2008; Ferreira et al., 2014) que pode ter
favorecido ao aumento dos niveis de acidos graxos poliinsaturados nas membranas das

células musculares provocando a lipoperoxidacao.

O cérebro € um 6rgdo propenso a sofrer danos oxidativos, pois possui uma
elevada taxa metabolica, alto teor de &cidos graxos poliinsaturados e niveis baixos de
antioxidantes (Cardozo-Pelaez et al., 2000; Balu et al., 2005). No entanto, no presente
estudo o céerebro dos peixes parasitados foi o segundo 6rgdo mais responsivo na
tentativa de detoxificacdo (dos peixes nas duas condicdes) e nos niveis de ACAP. Tais
resultados podem ter contribuido para a auséncia de danos em lipidios no cérebro dos
peixes parasitados indicando respostas adaptativas no sistema de defesa redox neste

orgdo. Este resultado pode estar associado também ao sistema imune e a neuroprote¢édo
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relacionada a barreira hematoencefélica que existe no cérebro (Gilgun-Sherki et al.,
2001; Halliwell e Gutteridge, 2015). Adicionalmente, pode ser que 0s niveis de
antioxidantes inerentes a dieta de S. rhombeus possam ser suficientes e estar
favorecendo para proteger o cérebro de danos relacionados ao estresse oxidativo que
poderia ser provocado pelo ectoparasitismo e polui¢do no rio Itacaiunas. O tipo de dieta
ja foi mencionado por ser um dos fatores que podem ajudar a proteger o cérebro de
EROS, como foi verificado nos peixes Corydoras paleatus com uma dieta rica em acido
lipdico com elevado potencial antioxidante, apresentaram uma neuroprotecdo do
cérebro diferentemente dos individuos que ndo receberam esse tipo de dieta (Monserrat
et al., 2008).

A presenca do ectoparasitismo por Isopoda em peixes tem sido citada como um
dos fatores que podem afetar negativamente as branquias. Os ectoparasitas se alimentam
do sangue das branquias e consequentemente 0s peixes parasitados tendem a perder
tecido e sangue, pode haver a reducdo de filamentos branquiais e uma reducdo da
eficiéncia respiratoria (Carvalho et al., 2004; Lins et al., 2008). As branquias funcionam
como principal interface reguladora entre 0 ambiente interno e externo, é o principal
sistema de respiracdo dos peixes, sendo realizadas vérias funcBes simultaneamente,
como por exemplo, a troca de ions inorganico e a agua, balan¢o acido-base e a excrecao
de compostos nitrogenados (Olson 2002; Evans, 2005). Além da pressdo natural por
parasitas, as branquias de peixes tendem a receber uma influéncia antropica, pois este é
o principal 6rgdo alvo na agdo tdxica do cobre, podendo ocorrer deterioraces das
fungBes respiratorias e distarbios ionoregulatorios devido a mudancas estruturais.
Estudos mostram que a atividade da enzima Na*/K* ATPase encontrada nas células
epiteliais das branquias, pode ser alterada havendo um aumento da permeabilidade
ibnica do epitélio branquial e a inibicdo de sua atividade (Wilson e Taylor., 1996; Li et
al., 1998). Contudo, os resultados do presente estudo mostraram que as branquias tanto
dos peixes parasitados como nos do ndo parasitados foi o 6rgdo que apresentou uma
maior competéncia antioxidante o que pode ter favorecido significantemente na
observacdo de um menor contetdo de LPO em relacdo aos outros tecidos analisados,
sugerindo uma grande resisténcia deste tecido em S. rhombeus ao parasitismo e aos
guimicos ambientais presentes e biodisponiveis no rio Itacaiunas, visto que as branquias

foram os 6rgdos preferenciais para estes parasitas.



95

Concluséao

Os resultados do presente estudo indicam que a influéncia do ectoparasitismo
associado a uma maior exposicdo desses organismos aos quimicos ambientais
biodisponiveis no rio Itacaiunas geram um efeito sinérgico na indugdo de estresse
oxidativo em S. rhombeus. Apesar de existir uma certa resisténcia na tentativa de
detoxificacdo no 6rgdo onde foi encontrado os parasitas (branquias), outros 6rgédos
(figado e musculo) de peixes parasitados podem ser mais responsivos e estarem mais
susceptiveis ao estresse oxidativo. Sugere-se que 0s proximos estudos de impacto
ambiental levem em consideracdo o parasitismo visando obter uma determinagdo mais
clara sobre a influéncia de impactos de contaminantes nos ecossistemas naturais e nos

organismos aquaticos que nele se encontram.
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FIGURAS

Fig. 1. Respostas de biomarcadores em cada 6rgdo alvo (cérebro, figado, branquia e
masculo) de S. rhombeus parasitados e ndo parasitados (histograma preto e branco,
respectivamente) coletados em periodo seco no rio Itacaiunas. Histograma com média e
erro padrdo de respostas de biomarcadores: (a) atividade de glutationa S-transferase
(GST), (b) Capacidade Antioxidante Total (ACAP) e (c) peroxidacéo lipidica (LPO). O
numero em cima do histograma significa o numero analisado de cada biomarcador por
amostra. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os peixes parasitados e
ndo parasitados, a auséncia indica que ndo foram observadas diferencas significativas.
Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os varios orgaos testados para
cada condicao.
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TABELA I: Resultados para a comparagdo da atividade da glutatione-S-
transferase, capacidade antioxidante total e peroxidacéo lipidica entre S. rhombeus
parasitado ou ndo parasitado em um mesmo 6rgao (cérebro, figado, branquias e
musculo). As interacOes entre peixes parasitados ou ndo parasitados foram
baseadas nos testes Pairwise, valor P com base em PERMANOVA (perm).
Resultados significativos estdo em negrito.
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transferase, capacidade antioxidante total e peroxidacado lipidica entre diferentes
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parasitado. As interacdes entre drgaos foram baseadas em testes Pairwise, valor P
com base em PERMANOVA (perm). Resultados significativos estdo em negrito.
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TABELA .

Comparison between P Unique

Biomarker conditions t (perm) perms P (MC)
paras_brain vs np_brain 1.603 0.13 996 0.128

paras_liver vs np_liver 0.332 0.79 997 0.736

paras_gill vs np_gill 0.797 0.45 992 0.439

GST paras_muscle vs np_muscle  0.718 0.49 996 0.474
paras_brain vs np_brain 0.654 0.52 216 0.486

paras_liver vs np_liver 1.611 0.134 997 0.113

paras_gill vs np_gill 1.480 0.202 311 0.158

ACAP paras_muscle vs np_muscle  0.231 0.825 993 0.834

paras_brain vs np_brain 0.303 0.764 987 0.75

paras_liver vs np_liver 2.318 0.042 988 0.03

paras_gill vs np_gill 0.948 0.325 983 0.372

LPO paras muscle vs np muscle  3.835 0.003 996 0.001
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PAIR-WISE TESTS

Serrasalmus rhombeus

P Unique
Biomarker/ t (perm)  perms P (MC)
Comparison between tissues
Glutathione S-transferase
paras_brain vs paras_liver 2.573 0.027 925 0.019
paras_brain vs paras_gills 0.421 0.667 924 0.666
paras_brain vs paras_muscle  2.637 0.026 916 0.03
paras_liver vs paras_gills 5.771 0.001 921 0.001
paras_liver vs paras_muscle  7.340 0.001 931 0.001
paras_gill vs paras_muscle 3.440 0.01 916 0.009
np_brain vs np_liver 1.986 0.054 995 0.044
np_brain vs np_gills 3.214 0.005 996 0.003
np_brain vs np_muscle 6.091 0.001 995 0.001
np_liver vs np_gills 6.815 0.001 998 0.001
np_liver vs np_muscle 7.993 0.001 997 0.001
np_gill vs np_muscle 3.182 0.003 998 0.004
Total antioxidant capacity
paras_brain vs paras_liver 2.009 0.085 120 0.088
paras_brain vs paras_gills 1.800 0.054 35 0.119
paras_brain vs paras_muscle  2.133 0.066 120 0.069
paras_liver vs paras_gills 3.796 0.009 311 0.007
paras_liver vs paras_muscle  0.535 0.597 745 0.577
paras_gill vs paras_muscle 3.845 0.006 319 0.01
np_brain vs np_liver 3.002 0.008 995 0.011
np_brain vs np_gills 6.227 0.001 961 0.001
np_brain vs np_muscle 3.781 0.001 996 0.002
np_liver vs np_gills 8.701 0.001 993 0.001
np_liver vs np_muscle 2.641 0.017 998 0.017
np_gill vs np_muscle 7.093 0.001 995 0.001
Lipid peroxidation
paras_brain vs paras_liver 2.158 0.067 558 0.059
paras_brain vs paras_gills 2.709 0.016 571 0.018
paras_brain vs paras_muscle  2.430 0.032 693 0.035
paras_liver vs paras_gills 5.800 0.002 747 0.001
paras_liver vs paras_muscle  0.596 0.568 918 0.558
paras_gill vs paras_muscle 7.994 0.001 916 0.001
np_brain vs np_liver 1.423 0.14 996 0.161



np_brain vs np_gills
np_brain vs np_muscle

np_liver vs np_gills
np_liver vs np_muscle
np_gill vs np_muscle

2.051
1.502
5.558
0.547
7.498

108

0.055
0.139
0.001
0.588
0.001

993
998
998
998
998

0.052
0.148
0.001
0.59
0.001



