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RESUMO

A exploracdo de manganés na localidade de Serra do Navio (AP), seu transporte até
a cidade de Santana (AP) e o beneficiamento do minério na regido foram fatores
que levaram a liberacdo de grandes quantidades de arsénio (As) para o sistema
hidrico adjacente. Este trabalho tem como objetivo avaliar biomarcadores
bioquimicos: atividade da glutationa S-transferase (GST), capacidade antioxidante
total contra radicais peroxil (ACAP) e o conteudo de lipideos peroxidados (LPO) em
animais residentes em locais com histérico de contaminacdo por As, utilizando
camardes da espécie Macrobrachium amazonicum como organismos biomonitores.
Neste estudo, os organismos foram capturados em Agosto de 2013 (Estiagem; ET)
e marco de 2014 (chuvoso; CH) em trés pontos com distintos histéricos de
contaminacao por As: foz do rio Amazonas, comunidade do Elesbdo — AP (local com
histérico de contaminacdo de As), rio Beija-flor, Mazagdo- AP (afluente do rio
Amazonas, situado a 16 km do local historicamente contaminado) e rio
Campumpema, Abaetetuba — PA (afluente do rio Pard, local sem historico de
contaminacdo por As e localizado a cerca de 100 km do primeiro sitio). Os
camardes foram capturados com o auxilio de matapis, imediatamente
crioanestesiados. Em seguida, foram dissecados sendo separadas as branquias e o
musculo para as analises bioquimicas. Também foram coletadas amostras de agua
para a andlise do contetdo de arsenito (As'") e arsenato (AsV), em todos os pontos
de coleta dos animais. Na analise da agua so6 foi encontrada a presenca de AsY,
com maiores concentracdes de As' na agua no CH em relacdo ao ET. Pode-se
notar um gradiente de concentracdo de As' na agua, onde ha um aumento de As
do ambiente referéncia (Campumpema) em direcdo aos ambientes contaminados
(Beija-flor e Amazonas). Em relagdo aos biomarcadores, os resultados mais
relevantes foram encontrados nas branquias dos camarfes. Neste 0Orgdo, a
capacidade antioxidante total (ACAP) n&o apresentou diferencas significativas entre
os locais amostrados no periodo de estiagem. No entanto, no periodo chuvoso foi
maior nos animais dos ambientes mais contaminados, em relacdo ao periodo de
estiagem. A atividade da GST no periodo de estiagem foi menor nos organismos
dos ambientes com maiores teores de As na agua. No periodo chuvoso a atividade
desta enzima de detoxificagdo foi induzida apenas nos animais coletados no

ambiente mais proximo ao local de beneficiamento de Mn. Quanto a



lipoperoxidacao, tanto no periodo de estiagem como no chuvoso, ela foi menor nos
animais de Beija-flor, tendo havido um aumento deste dano oxidativo nos animais
dos rios Campumpema e Amazonas do periodo de estiagem para o periodo
chuvoso. Pode-se concluir que durante o periodo chuvoso, quando ocorre um
aumento da concentragdo de AsY na &agua, os organismos dos ambientes
contaminados conseguiram induzir respostas antioxidantes. Os camardes de Beija-
flor apresentam uma maior capacidade de detoxificacdo em relagdo aos demais
pontos, representando os menores niveis de LPO, tanto no periodo chuvoso como
no de estiagem, provavelmente em resposta a uma exposicdo mais prolongada aos

contaminantes devido a menor hidrodinamica deste corpo d"agua.

Palavras- chave: Manganés. Estuarios. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Manganese exploration in Serra do Navio (AP), its transport to Santana City (AP)
and the processing of ore in the region were factors that led to the release of a large
amounts of arsenic (As) on adjacent water system. This study aims to evaluate
biochemical biomarkers: glutathione-S-transferase activity (GST), total antioxidant
capacity against peroxyl radical (ACAP) and lipoperoxidation content (LPO) in
residents animals from sites with arsenic contamination history, using the shrimp
Macrobrachium amazonicum as biomonitor organism. In this study, the organisms
were captured in August/2013 (Dry season , ET) and March/ 2014 ( rainy season ,
CH) in three points with distinct arsenic histories of contamination : the mouth of the
Amazon River , the Elesbdo community - AP ( place with history the contamination) ,
Beija-Flor river, Mazagao- AP (tributary of the Amazon river , located 16 km from the
site historically contaminated) and the Campumpema river , Abaetetuba - PA
(tributary of the Para river , site without contamination history and located about 100
km from the first site). The animals were sampled using matapis and immediately
anesthetized on ice. Then, the gills and muscle were dissected and separated for
biochemical analysis. Also water samples were collected for analysis of arsenite
content (As'") and arsenate (AsY ) at all sampling sites . In the analysis of the water
was only found the presence of AsY, with higher concentrations in water from CH
compared to ET. It is noted a AsV gradient of concentration in the water, where there
is an increase of AsY from reference environment (Campumpema river) towards
contaminated environments (Beija-Flor and Amazon rivers). About the biomarkers,
the most significant results were found in the gills of shrimp. In this tissue, the total
antioxidant capacity (ACAP) showed no significant differences between the sites
sampled in the dry season. However, during the rainy season, this biomarker was
higher in animals of the most contaminated environments compared to the dry
season. The GST activity in the dry season was lower in animals of environments
with higher As content in water. In the rainy season the activity of this detoxification
enzyme was induced only in animals collected in the nearest environment to Mn
beneficiation site.The lipid peroxidation during both dry and rainy seasons was
lower in Beija-Flor river's animals, with an increase of this oxidative damage in
animal from Campumpema and Amazon rivers from dry season to the rainy season

. It can be concluded that during the rainy season when there is an increase of AsV



concentration in the water, the organisms from contaminated environments can
induce antioxidants responses. The Beija-Flor river's shrimps showed higher
detoxifying capacity in relation to other points, representing the lowest levels of LPO,
both in the rainy season and the dry season, probably in response to a more

prolonged exposure to contaminants due to lower hydrodynamic of this water body.

Key-words: Manganese. Estuaries and Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O ambiente aquético ocupa 70% da superficie do globo terrestre, abrigando
importantes ecossistemas. Os estuarios compreendem um desses ecossistemas.
Estuérios séo definidos segundo Pritchard (1967) como corpos de aguas costeiras,
semi-fechados, que apresentam livre conexdo com o mar aberto. Em regides
estuarinas a agua do mar é gradativamente diluida pela dgua doce proveniente das
drenagens terrestres. O ambiente estuarino € muito complexo e dinamico, sendo
influenciado pelas variagcbes sazonais, descargas hidricas, marés, ventos e
correntes. Esse ambiente é muito importante por servir de bercério e local de
crescimento de muitos organismos de interesse comercial (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE-MMA, 2002) e na reciclagem de nutrientes e outras substancias
(CHESTER, 1993; BIANCHI, 2007). Apesar desta imensa importancia ecoldgica, o
ambiente estuarino frequentemente recebe efluentes de origem doméstica e
industrial, ocasionando a contaminacdo das aguas e dos organismos aquaticos
(AKAISHI et al., 2007).

A regido estuarina amazobnica tem sido intensamente explorada por grandes
projetos de mineracédo que tém liberado grandes quantidades de compostos toxicos
para o ecossistema aquatico (COMPANHIA DE PESQUISA DE RECURSOS-
CPRM, 2002). No estado do Amapa (AP) entre os anos de 1957 e 1997, na regiao
da Serra do navio funcionava a Industria e Comércio de Minérios S.A (ICOMI), uma
empresa direcionada a extracdo do manganés (Mn). O mineral era transportado por
via férrea (extensdo de 194 km) até o porto de Santana as margens da foz rio
Amazonas. De acordo com Santos et al. (2003) entre os anos de 1973 e 1983, foi
construida na regido portuaria e industrial da empresa uma usina de pelotizagao.
Nesta usina, os fragmentos ndo comercializaveis do mineral eram submetidos a
altas temperaturas, da ordem de 900°C a 1000°C, com a finalidade de aglomerar os
fragmentos finos ndo comercializaveis, em forma de pelotas de 1 centimetro de
diametro, estas comercializaveis. Devido as altas temperaturas, as ligagdes entre o
arsénio, o hidroxido de ferro e o manganés foram rompidas (SCARPELLI et al.,
2003). Os residuos gerados pela industria de pelotizagdo, contendo altos teores de
As, foram depositados de forma inadequada em uma lagoa de decantacdo

escavada nas proximidades da empresa. Esses residuos foram solubilizados,
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alcancando o lencol freatico e alguns pequenos igarapés proximos a usina
(SANTOS et al., 2003).

Segundo Scarpelli et al. (2003) em 1998 cerca de 75.600 toneladas de residuos
foram removidos da lagoa de decantacao, apos ter sido constatada a contaminagao.
Os residuos foram depositados em uma area a céu aberto, cobertos com uma lona,

0 que de fato ndo diminuiu o risco de contaminacdo (SCARPELLI et al., 2003).

O arsénio é toxico para todos os organismos especialmente plantas e animais,
podendo provocar alteracées no metabolismo. As espécies inorganicas do arsénio
tém acdo cancerigena comprovada em seres humanos em Orgdos de grande
importancia como cérebro, rins, figado e estdbmago (SMITH et al., 1992). A
exposicdo dos organismos aquaticos ao arsénio pode estimular a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) com isso alterando as funcbes de
biomoléculas e celulares (ERCAL et al., 2001; FATTORINI et al., 2004). Como
consequéncia o aumento de EROs pode provocar danos em biomoléculas
essenciais (DNA, lipideos e proteinas), alteracbes no sistema de defesa
antioxidante (BHATTACHARYA, A.; BATTACHARYA, S., 2007; VENTURA-LIMA et
al., 200) e inibicdo de enzimas (FATTORINI et al., 2004).

Além de apresentar toxicidade aguda, o arsénio pode ser bioacumulado pelos
organismos expostos. A bioacumulacdo pode ser definida como um processo em
gue 0s organismos vivos absorvem e retém substancias quimicas ou elementos
presentes em seu ambiente (SIJM; HERMENS, 2000; VENTURA-LIMA et al.,
2009). Nos organismos as vias de entradas pelas quais 0s metais toxicos sao
bioacumulados ocorrer principalmente pela a alimentacao e/ou sistema respiratorio
(SIIM; HERMENS, 2000). Segundo Neff (2002) os niveis de arsénio em organimos
aquaticos marinhos varia entre 1 a 10 ug/g. Alguns autores relatam que o arsénio
também é capaz de biomagnificar, ou seja, aumentar de concentracdo ao longo da
cadeia tréfica atingindo concentracbes cada vez mais altas nos tecidos dos
organismos de nivel trofico mais elevado (NEFF, 2002). Apesar de alguns autores
considerarem o processo de biomagnificagdo mais excecdo do que regra entre
metais toxicos (GRAY, 2002), em estudo realizado por Hayase (2010) verificou-se
um aumento na concentracao de As de crustaceos (0,389, = 0,288 ug/g) para peixes
(1,28 = 0,70 pg/g) que compunham uma mesma cadeia alimentar.
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Desta forma, € de extrema importancia o estudo de efeitos deste semi-metal na
saude dos organismos que habitam regides contaminadas, como é caso das areas
de coleta deste estudo. Para isso pode ser usada a analise de biomarcadores, que
sdo definidos como variagBes induzidas por xenobidticos em componentes
moleculares ou celulares, processos, estruturas ou funcbes, determinaveis em
sistemas biologicos ou amostras (DEPLEDGE, 1995). Portanto, as propriedades
bioguimicas e celulares alteradas na presenca de um poluente no ambiente podem
indicar que existem compostos téxicos biodisponiveis no ambiente em tempo e

guantidade suficientes para gerar resposta biolégica (MONSERRAT et al., 2003).

1.1 Arsénio e atoxidade das formas inorganicas

O arsénio (As) € um metaloide de ocorréncia natural tanto no ambiente aquatico
como no terrestre (SHARMA E SOHN, 2009). Ele é liberado durante a acdo do
intemperismo, erosdo do solo e das rochas, lixiviacdo do solo e pela erupcéo
vulcanica. Como fontes antropogénicas o As pode ser encontrado em pesticidas,
herbicidas (BARRA et al., 1999), na atividade da mineracédo (SANTOS et al., 2003) e
no processo de beneficiamento do petrdleo (FLORA, 2015). As concentracdes de
arsénio encontradas naturalmente no ambiente marinho variaram entre 0,5-3 ug/L,
em aguas continentais os valores sdo préximos a 0,65 pg/L (FLORA, 2015)
enquanto que na crosta terrestre existe em média 3 pug/kg (BARRA et al., 1999). O
ciclo biogeoquimico do arsénio (Figura 1) envolve processos fisico-quimicos de
oxidacao-reducédo, adsorcédo-dessorcdo e floculagcédo, ressuspensao e absorcao-
transformac&o por organismos (BIANCHI, 2007; LIEVREMONT et al., 2009).
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Figura 1- Ciclo biogeoquimico do arsénio (As).
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Fonte: Cipradi (2011)

O arsénio quando e absorvidos pelos organismos, sofre um processo de
biotransformacao das espécies quimicas inorganicas em formas organicas menos
toxicas. A biotransformacdo comecga com a reducao de arsenato para arsenito. Essa
reacdo € catalisada pela arsenato redutase. Ap6s a reducdo o arsenito sofre
processo de metilagéo pela enzima arsenito metiltransferase (THOMAS et al., 2001;

APOSHIAN et al., 2004).

O As existe na natureza em uma variedade de formas organicas e inorganicas. As
principais formas organicas sao: acido monometilarsénico (MMAA), acido
dimetilarsinico (DMAA), arsenobetaina (AsB), Arsenocolina (AsC). As formas
inorganicas possuem 4 diferentes estados de oxidacdo 3-, 0, 5+, 3+ (CAUSSY,
2003). Entre essas formas, as mais importantes sdo arsenato (As' ou As®) e
arsenito (As"' ou As®), devido a sua alta toxicidade em relacdo as espécies
organicas (SAKURAI et al.,, 2005). Os diferentes estados de oxidagcdo do As
apresentam diferentes efeitos toxicos. As'' é considerado mais téxico do que o AsY
(VENTURA-LIMA et al., 2011).

O arsenato é a forma inorganica que tem maior ocorréncia na agua (FLORA, 2015).
A toxicidade do As' esta relacionada a sua competicdo com o ion fosfato (PO4) nas
vias sinalizadoras celulares, podendo substitui-lo por apresentar propriedades

bioguimicas semelhantes (APOSHIAN et al., 2004). Assim, o arsenato pode ser
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ligado em diversas moléculas, podendo substituir o fosfato na reacéo de fosforilagéo
(NEMETI; GREGUS, 2002). Esse processo, além de afetar vias de sinalizac&o
intracelular, inibe a formacdo de adenosina trifosfato (ATP), formando o composto
adenosina difosfato arsenato (ADP-As). A ADP-As pode servir de substrato para a
formacéao glicose-6-arsenato ao inves de glicose-6-fosfato, alterando o metabolismo
energético normal podendo causar dando oxidativo e levar a morte celular
(HUGHES, 2002).

O arsenito € uma espécie quimica mais reativa do que o arsenato, possui uma
afinidade por grupos funcionais especificos dentro de enzimas, receptores ou
coenzimas, tais como tiois e sulfidrila podendo afetar processos bioquimicos
normais do meio intracelular (BERGQUIST et al,. 2009). O arsenito € um inibidor da
piruvato desidrogenase e da a-cetoglutarato desidrogenase. A inibicdo da piruvato
desidrogenase ocasiona reducdo da producédo de acetil-CoA, com isso inibindo a
formacéao do citrato (HUGHES, 2002). Além da reducédo da producéo do citrato, que
por si so inibe o Ciclo de Krebs, algumas enzimas do ciclo sdo diretamente inibidas
pelo arsenito (caso da a-cetoglutarato desidrogenase). Em conjunto, todos estes
efeitos levam a uma desorganizacdo no balanco energético da célula, trazendo

diversos outros danos associados (HUGHES, 2002)

1.2 O arsénio e seu potencial de geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e ativagéo de defesas antioxidantes

Segundo trevisan (2008) “o oxigénio (O2) é essencial para 0s organimos aerdbios,
atuando como aceptor final de elétrons na producédo de energia através da cadeia
transportadora de elétrons na mitocéndria € na membrana celular de muitas
bactérias, além de ser essencial em inUmeras vias metabdlicas”. No entanto, o
consumo de Oz gera espécies intermedidrias que podem ser toxicas no meio
intracelular. Esses compostos sdo produzidos durante o metabolismo celular,
transporte de elétrons e reacdes enziméaticas, sendo conhecidos como espécies
reativas de oxigénio (EROs) (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Durante a respiragédo dos organismos, cerca de 0,1 a 0,4% do oxigénio utilizado na
respiracdo mitocondrial, acaba produzindo espécies reativas de oxigénio (EROS)
(HERMES-LIMA, 2004). Segundo Lee (2012) EROs podem ser produzidos tanto
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pela respiracdo celular como pela metabolizacdo de xenobibticos organicos, ions

metalicos e radiacao.

A exposicdo dos organismos ao arsénio pode acarretar a formacdo de EROS
(BOULSKILL et al., 2006). As EROs formadas pela toxidade do arsénio incluem o
radical &nion superéxido (0O2), perdxido de hidrogénio (H202) radical hidroxil (OH") e
o radical peroxil (ROO") (LUSHCHAK, 2011). O aumento excessivo de EROs leva
ao estresse oxidativo, podendo provocar danos em lipideos, proteina e DNA
(FLORA, 2011)

Para poder contrabalancear a geracdo de EROs, 0s organismos possuem um
sistema defesa antioxidante que € capaz de interceptar ou degradar espécies
reativas de oxigénios (ALDINI et al., 2010). O sistema de defesa antioxidante pode
ser classificado como enzimatico e ndo-enzimatico. As defesas antioxidantes
enzimaticas sdo constituidas por moléculas com atividade -catalitica como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx)
(HERMES-LIMA, 2004). A SOD é uma enzima que age sobre o radical anion
superoxido (O2-) dismutando-o a H202 e protegendo as células do ataque do anion
superoéxido (VLAHOGIANNI et al., 2007). A CAT tem como funcéo dismutar o H20:2
em H20 e Oz (ALDINE et al., 2010). A GPX também pode atuar na dismutacdo do
peroxido de hidrogénio, com a diferenca de também reduzir os hidroperoxidos
lipidicos (LOOH) a alcool. GR (glutationa redutase) enzima responsavel pela
reciclagem da glutationa, convertendo a glutationa oxidada (GSSG) em GSH
(glutationa reduzida). A glutationa-S-transferase (GST), uma enzima de fase 2 de
detoxificagdo, atua conjugando xenobi6ticos organicos, incluindo os aldeidicos
produzidos durante a lipoperoxidacdo, com a glutationa na forma reduzida (GSH)
tornando-os mais polares e facilitando a remoc¢édo do meio intracelular (HERMES-
LIMA et al., 2004).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico € composto por moléculas que
servem como substratos para a oxidacdo no lugar de componentes importantes da
célula, interceptando-os antes que possam causar danos celulares (Dickinson e
Forman, 2002). Um desses compostos é a glutationa reduzida (GSH). A GSH é um
tripeptideo de grande importancia na protecdo contra danos oxidativos, sequestra

espécies radicalares ou serve de co-substrato de enzimas antioxidantes



18

(DICKINSON; FORMAN, 2002). Sendo encontrada no meio-intracelular em uma
concentracdo entre 2mM a 10mM, em todos organismos aerdbicos (Huber e
Almeida, 2008). Um metabolismo normal requer a reconstituicdo rapida e constante
da GSH, que é feito tanto pela reducdo da GSSG (via atividade da GR e/ou pela
sintese de uma nova) GSH (biossintese, via atividade da glutamato cisteina ligase
(GCL). Outros exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos incluem vitamina C, A e
E; bioflavonas e glutationa (MADHIKARMI; MURTHY , 2012).

1.3 Espécie biomonitora e biomarcadores

O biomonitoramento ou monitoramento biolégico utiliza organismos residentes em
locais impactados para determinar a qualidade do ambiente em nivel biolégico
podendo fornecer informacdes sobre como uma populacdo esta respondendo a
poluicdo que esta exposta (LI et al., 2010; MARKERT et al., 2003).

Para o monitoramento biolégico de locais impactados tem sido crescentemente
aplicada a avaliagdo de biomarcadores em espécies biomonitoras residentes. Os
biomarcadores sdo respostas bioldgicas (molecular, celular, fisiolégica ou
comportamental) que podem informar se 0Ss organismos estdo a expostos a
susbhtancias toxicas e/ou se esta exposicdo esta induzindo efeitos toxicos. Os
biomarcadores podem ser classificados como de exposicdo ou efeito e como
especificos e néo-especificos. Biomarcadores de exposicdo podem ser definidos
como qualquer xenobidtico ou produto da interacdo entre o xenobidtico e uma
molécula ou célula que é medido em organismos (WALKER et al. 2001). Ja
biomarcadores de efeito representam qualquer alteracéo fisioldgica, bioquimica e
comportamental, que pode modificar a saude do organimos (VAN DER OOST et al.,
2003). Biomarcadores especificos tem sido amplamente utilizados para determinar
efeitos toxicos caracteristicos de alguma classe de xenobioticos (WALKER et al.
2001). Exemplos de tais biomarcadores sdo a metalotioneina (MT) e acetil-
colinesterase (AchE) que tém sido utilizadas para determinar a exposi¢do dos
organismos a metais e organofosforados, respectivamente (GIGUERE et al., 2003;
MONSERRAT et al., 2001). Xenobiéticos podem modificar o equilibrio entre proé-
oxidantes e antioxidantes, ocasionando estresse oxidativo e/ou respostas
antioxidantes em espécies aquaticas. Tais respostas sao utilizadas como

biomarcadores nao-especificos (GERACITANO et al., 2004). No presente estudo
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foram utilizados biomarcadores néao-especificos de exposicdo (glutationa-s-
transferase -GST e capacidade antioxidante contra racial peroxil - ACAP) e de efeito

(lipoperoxidagao -LPO).

A avaliagédo de biomarcadores utilizando crustdceos como organismos biomonitores
vem se evidenciando por se tratarem de organismos bentonicos e de baixa
disperséo, caracteristicas importantes para determinacédo da qualidade ambiental do
ecossistema aquatico (CARVALHO et al., 2011). O uso de camarfes como
organismos biomonitores é relevante por que estes organismos servem de alimento
para diversos outros (como peixes, anfibios e aves aquaticas) transferindo assim a
energia para os demais niveis troficos. Desta forma, servem de intermediarios entre
0s produtores e 0s organismos de topo de cadeia, sendo uma das primeiras classes
de animais a sofrerem os impactos da biodisponibilidade de poluentes (CREMONA,
2008).

Os camarfes do género Macrobrachium sdo encontrados em regides tropicais e
subtropicais ao redor do mundo (BENTES et al., 2012). No Brasil existe muitas
espécies de camarbfes de agua doce, sendo que as espécies: Macrobrachium
carcinus, Macrobrachium acanthurus e Mcrobrachium amazonicum possuem uma

grande importancia economica (FREIRE et al., 2012).

O M.amazonicum é conhecido, como o0 nome sugere, como camardo da Amazénia.
E a espécie mais amplamente explorada pela pesca artesanal nos estados do Para
e Amapa (ARAUJO; VALENTI, 2011; VIEIRA; ARAUJO-NETO, 2006). O M.
amazonicum apresenta uma grande variedade de tolerancia a condi¢fes fisico-
guimica (pH, condutividade, salinidade e temperatura), sendo que essa faixa de

tolerancia varia entre as populacdes (MACIEL; VALENTI, 2009).

No que diz respeito ao habito alimentar, durante a fase larval os camarfes séo
carnivoros, porém no decorrer do desenvolvimento passam a ser onivoros
(MACIEL, 2007). Sabe-se também que durante as esta¢cfes chuvosas, onde hd um
aumento da densidade de zooplancton, os camardes apresentam uma maior taxa
de alimentacdo (MARTINS, 2006), obviamente, devido a uma maior facilidade de
encontrar as suas presas (MACIEL, 2007).
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Em relacdo ao periodo reprodutivo, estudos demonstram que as fémeas de M.
amazonicum estdo em constante reproducéo durante todo o ano (SAMPAIO et al.,
2006). Porém, ha uma maior ocorréncia de fémeas ovigeras na esta¢do chuvosa do
gue na estiagem (MACIEL E VALENTI, 2009), o que pode ter relagdo com o maior

aporte alimentar no periodo chuvoso, conforme mencionado acima.

1.4 Caracteristicas ambientais e sua relacdo com a biodisponibilidade do

arsénio na agua

1.4.1 Clima

Segundo a classifcacao de Klopper (2006) a regido amazonica é caracterizada por
apresentar um clima equatorial de mong¢ao (Am), apresentando altas temperaturas,
devido a grande incidéncia da energia solar. A temperatura da regido ndo apresenta
grande variacfes sazonais em grande parte da regido. Os valores da temperatura
do ar variam de 24°C 26°C com uma amplitude anual de 1°C a 2°C. As
temperaturas diurnas possuem maior amplitude em relacdo as anuais (NOBRE et
al., 2009). As variacfes da temperatura da agua ndo apresentam efeito direto na

solubilidade do Arsénio.

1.4.2 Precipitacao

7

A precipitacdo € um dos elementos climaticos mais importantes para a regiao
amazobnica, pois influencia as caracteristicas e o comportamento das outras
variaveis fisico-quimicas (temperatura, ventos, umidade relativa entre outros
(NOBRE et al., 2009). A regido amazonica apresenta uma variagdo anual de
preciptacdo entre 2800 mm/ano a 3000 mm/ano (NOBRE et al., 2009). A estacao
chuvosa na regido ocorre durante os meses de dezembro a maio, sendo 0s meses
de fevereiro, margo e abril os mais chuvosos. O periodo de menor intensidade da
precipitacdo (periodo de estiagem) ocorre durante os meses de junho a novembro,
sendo 0os meses de agosto a outubro os com menores ocorréncias de chuvas
(MORAIS et al., 2005).

Durante o periodo de menor precipitacdo, os metais sofrem mais facilmente
processos quimicos (complexacdo) e fisicos (adsor¢cdo e sedimentacdo) sendo

carreados da coluna d’agua para o sedimento. O aumento da precipitacdo provoca
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um distarbio no sistema aquatico ocasionando um desequilibrio entre agua e o
sedimento. A ressuspensdo do sedimento devido ao aumento da vazdo tem o
potencial de aumentar a disponibilidade dos metais na coluna d’ 4gua (CUNHA et
al., 2005), o que pode aumentar a exposicdo dos organismos aqudticos neste

periodo.

1.4.3 Hidrogquimica

Os rios da porcéo nordeste do Para sdo caracterizados por possuirem aguas turvas,
ricas em material particulado em suspendo (organico e inorganico), um pH variando
de 6,2 a 7,2 e uma visibilidade de 0,1 a 0,5 m, sendo assim classificados como rios
de aguas brancas (CUNHA; PASCOALOTO, 2006).

Durante a estagdo chuvosa ha um aumento da turbidez da agua devido a eroséo
das margens, lixiviacdo e ao aumento da drenagem dos canais (ROSA-FILHO et al.,
2011). Um estudo realizado por Pinheiro (1987) mostrou um aumento do contetdo
de material em suspenséao do periodo seco (100 mg/L) para o chuvoso (115 mg/L)
no estuario guajarino. Variagdes entre periodos no material em suspensao provoca

flutuacdes nos valores transparecia oscilando entre 0,2 a 1m (PAIVA et al., 2006).

O material em suspens&o, quando entra em contado com metais de transicao
ocasionar a formacao de fases residual e mével. A fase residual representa os
metaloides que podem ser complexados pelo material em suspensdo, como
resultado da ligacao das forcas moleculares. Enquanto a fase mével corresponde as
fracdes quimicas que estdo biodisponivel para a absor¢do dos organismos
(CAMPANELLI, 2008).

O rio Amazonas apresenta uma alta condutividade elétrica devido a grande
guantidade de sais presentes e particulas em suspensao (ESTEVES, 1998). Os sais
presentes nas aguas dos ecossistemas estuarinos possuem uma importante papel,
pois apresentam funcdes de tamponantes do pH tornado assim as aguas com
caracteristicas mais basicas (RHEINHEIMER; SOUZA, 2000). As varia¢cOes de pH
determinam os tipos de espécie quimica de As que estara predominantemente
presente no ambiente aquatico. Em regibes onde as aguas possuem uma
caracteristica mais acida ha predominancia da espécie quimica As''. Enquanto em

Adguas com caracteristica basica a espécie quimica dominante é o As¥ (SHARMA E
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SOHN, 2009). Alteracdes no pH também influenciam a capacidade de adsorcdo do
metaloide com o material em suspensdo. Em aguas de pH acido ha um aumento na
competicdo dos ions metalicos e o H* para serem adsorvido, diminuindo assim a
adsorcdo. JA em pH basicos a um aumento no processo da adsor¢cdo dos metais
(JIMENEZ et al., 2004).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos geral

Avaliar biomarcadores de exposicdo e de efeito em camarbes da espécie
Macrobrachium amazonicum residentes em locais com distintos historicos de

contaminacao por As no estuario do rio Amazonas.

2.2 Objetivo especifico

- Determinar a concentracdo de arsénio e suas espécies quimicas inorganicas
(arsenito e arsenato) nas 4guas do Rio Amazonas (Santana/AP), Rio Beija-flor
(Mazagdo/AP) e Rio Campumpema (Abaetetuba/PA) em dois periodos

pluviométricos (estiagem e chuvoso).

- Analisar os biomarcadores de exposicdo glutationa-S-transferase (GST) e a
capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) em branquias e
musculo de Macrobrachium amazonicum coletados no Rio Amazonas (Santana/AP),
Rio Beija-flor (Mazagao/AP) e Rio Campumpema (Abaetetuba/PA) em dois periodos

pluviométricos (estiagem e chuvoso).

- Avaliar o biomarcador de efeito lipoperoxidacdo (LPO) em branquias e masculo de
Macrobrachium amazonicum coletados no Rio Amazonas (Santana/AP), Rio Beija-
flor (Mazagdo/AP) e Rio Campumpema (Abaetetuba/PA) em dois periodos

pluviométricos (estiagem e chuvoso).

- Analisar em conjunto as respostas dos biomarcadores avaliados e as espécies
inorganicas de As a fim de verificar se os camardes estdo aptos a lidar com os

insultos oxidativos a que estdo potencialmente expostos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de estudo

As coletas de 4gua e organismos foram realizadas em trés pontos (figura 2): (P1)
foz do rio Amazonas, municipio de Santana, AP (00° 03' 13,3" S 051° 11' 26,7" W),
local com maior historico de contaminacédo por arsénio (As) devido a proximidade
com a empresa beneficiadora de manganés (Mn); (P2) rio Beija-Flor, afluente do rio
Amazonas, municipio de Mazagao, AP (00° 007' 23,8" S 051° 16' 53,4" W)
localizado a cerca de 16 km do ponto de coleta na foz do rio Amazonas, sendo
considerado um local com um gradiente de contaminacédo (ambiente intermediario) e
(P3) rio Campumpema, municipio de Abaetetuba/PA (01 44' 09,1" S 048° 53' 46,3"
W) local sem historico de contaminacao por arsénio (ambiente referéncia).

Figura 2 - Localizacédo dos pontos de coleta no rio Amazonas (P1) - Santana/AP, rio Beija-Flor (P2) -
Mazagao/AP, e rio Campumpema (P3) - Abaetetuba/PA.

Fonte: Do autor
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3.2 Coleta dos organismos

Os camardes M. amazonicum foram coletados em 2 periodos distintos: agosto de
2013 (periodo de estiagem) e marco de 2014 (periodo chuvoso). Para diminuir o
estresse da captura, os animais foram coletados utilizando o matapi como arte de
pesca. Logo ap0s a captura os animais foram imediatamente crioanestesiados (em
caixa térmica contendo gelo) e mortos. Os animais foram levados ao laboratorio
onde foram medidos (comprimento total e do cefalotdrax) e pesados. Em seguida os
camardes foram dissecados separando-se 0 musculo e as branquias para analise
dos biomarcadores bioquimicos. Os tecidos foram acomodados em microtubos de

1,5 ml e armazenados em um ultrafreezer a — 80 °C até o momento das analises.

Junto com a captura dos organismos foram medidas as variaveis abioticas:
temperatura, salinidade, potencial hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (OD) e
condutividade elétrica (CE). Além disso foram coletadas amostras de agua para
andlise de concentracdo de As' e As'' utilizando tubos falcon em uma distancia de

10 cm da lamina d’agua.
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O fluxograma abaixo resume as atividades desenvolvidas para a realizacdo deste

estudo (figura 3).

Figura 3 - Resumo das atividades realizadas durante o estudo

Coleta 2 estacoes
do ano

Estiagem Periodo chuvoso
(agosto-2013) (margo-2014)

Coleta das aguas e do M.
amazonicum

Os organismos foram pesados, Amostras  de dgua foram

medidos e dissecados ajustadas parapH2e 8

Separadas branquias e musculo Armazenadas na geladeira

Armazenados a - 80°c Transportadas para

Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM)

Pesadas, homogeneizadas,

centrifugadas e aliquotadas Andlises realizadas no

Departamento de Quimica (segundo

o método de Bohrer)

Andlises das amostras em um
leitor multimodal Victor X3

Fonte: Do autor
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3.3 Determinacao do arsénio total e sua especiacdo nas amostras de agua

Este método foi baseado no trabalho de Bohrer et al. (2005). Foi utilizado um
espectrometro (SpectrAA 200, Varian, Australia) com um sistema VGA 77 (para a
geracao de hidreto). Além de um aparato para destilagdo (Enigen, Alemanha), uma
autoclave Phoenix AV50 (Sdo Paulo, Brasil) e um pHmetro D-20 (Digimed, Sé&o
Paulo,Brasil). O arsénio total em solucéo foi determinado pela alteracdo do tampéao
citrato em 6.0 mol/L de HCI. O arsenito foi determinado pela reducdo do tampéo
citrato (pH 4,5) nas amostras ajustadas para pH 2. A concentracdo de arsenato foi
determinada pela subtracdo entre a concentracdo de arsénio total analisada e a
concentracdo de arsenito. As curvas analiticas foram obtidas com padrées contendo
entre 5-1000 pg/L de arsénio. As curvas analiticas foram obtidas com padrbes
contendo entre 5-1000 pg/L de arsénio.

3.4 Analise dos biomarcadores

O processo de preparacdo das amostras para as dosagens dos biomarcadores
inclui uma primeira etapa que consiste na homogeneizacdo dos tecidos para a
obtencdo do conteldo intracelular. Para tanto, as amostras foram retiradas do
ultrafreezer e pesadas em balanca de precisdo e quando necessario foram feitos
pools (de dois organismos) para atingir o peso minimo exigido pelo ensaio. A
seguir, foi acrescentado solucdo tampédo contendo Tris-HCI (100 mM), EDTA (2
mM), MgCI2.6H20 (5 mM) e pH 8,0 (White et al., 2003) em uma proporgéao de 1:4
(peso:volume). As amostras foram processadas em um homogeneizador tipo Potter
e centrifugadas a 20.000x g, 4 °C, 20 min. Apos a centrifugacdo, o pellet foi
descartado, o sobrenadante foi recolhido, separado em aliquotas para dosagem de
proteinas totais e de biomarcadores de exposi¢cao e armazenadas em ultrafreezer (-
80°C).

3.4.1 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A dosagem de GST foi baseada nos trabalhos de Habig et al. (1974) e Habig e
Jakoby (1981). Basicamente, 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. O complexo conjugado formado possui

absorbancia maxima em 340 nm. Como meio de reacéo foi utilizado tampéao fosfato
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0,1 M, pH 7,00. As leituras foram realizadas em espectrofluorimetro (Victor X3,
Perkin Elmer) com leitora de microplacas. A atividade da GST foi expressa em
unidades de GST/mg de proteinas, onde uma unidade é a quantidade de enzima
necessaria para conjugar 1 umol de CDNB/min/mg de proteina, a 25 °C e pH 7.A
medida do conteudo de proteinas totais nas amostras para a relativizacdo do
resultado foi realizada com um kit comercial baseado no método de Biureto em 550
nm (Doles Reagentes Ltda., MG/Brasil), utilizando uma leitora de microplacas
multimodal (Victor X3, Perkin Elmer)

3.4.2 Determinacao da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
(ACAP)

A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil foi analisada através da
determinacdo da concentracdo de espécies ativas de oxigénio (EAO) nas amostras
com e sem exposicdo a um gerador de radicais peroxil. Os radicais peroxil sdo
produzidos por termolise (a 35°C) do reagente 2’2’-azobis-2-metilpropiamidina
dihidrocloreto (ABAP, 4 mM; Sigma-Aldrich) (Winston et al. 1998). As leituras do
ensaio foram realizadas em leitora de microplaca multimodal (Victor X3, Perkin
Elmer), em um meio contendo 30 mM de HEPES (pH 7,2), 200 mM KCI, 1 mM
MgClz2, 40 pM H2DCF-DA. A geragdo de fluorescéncia total (485 e 530 para
excitacdo e emissao respectivamente) € calculada pela integracdo da unidade de
fluorescéncia (UF) durante o periodo de leitura, apds ajustar os dados da UF para
uma funcéo polinomial de segunda ordem. 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 ser& obtida ap6s adicdo de ABAP, indicando baixa competéncia para
neutralizar radicais peroxil (Amado et al. 2009). Os resultados sdo expressos pelo

inverso da area relativa.

3.4.3 Determinacéao da lipoperoxidagcéo (LPO)

O conteudo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX,
descrito por Hermes-Lima et al. (1995) e adaptado por Monserrat et al. (2003a). Os
tecidos foram homogeneizados em metanol 100% (resfriado) em relacéo
peso:volume padronizada para cada tecido (diluicdo de 1:4 pyv para branquias e
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musculos), centrifugados (1000xg, 4°C, 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para
determinacao da lipoperoxidacdo. Este ensaio é baseado na oxidacdo do Fe Il por
hidroperoxidos lipidicos (substancias reativas de FOX) presentes na amostra, em
pH &cido e na presenca do corante laranja de xilenol (Fe lll-complexante). O
aumento na absorbancia foi registrado a 550 nm em leitor de microplaca multimodal
apos o tempo de incubacéo especifico para cada extrato de tecido (90 min e 120
min para branquias e masculos, respectivamente). Os resultados séo expressos em

relacdo ao padréo hidroperéxido cumeno (CHP), em nmol CHP/g tecido imido.
3.5 Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a sua normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e
homocedasticidade (teste de Levene). Quando necessario, para 0 ajuste aos
pressupostos da ANOVA, os mesmos foram transformados matematicamente (ZAR,
1984). AplGs esta etapa, foram analisados através do teste de ANOVA para
amostras independentes, comparando as médias dos grupos amostrados e
submetidos a teste post hoc de Tukey para identificar onde residiam as diferencas,

guando existentes.
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4 RESULTADOS
4.1 Precipitacédo e parametros fisico-quimicos

Em agosto de 2013 (periodo de estiagem) as meédias mensais maximas de
precipitacdo foram 2455 mm em Belém e 159,3 mm em Macapa. Em marco de
2014 (periodo chuvoso) pode-se notar uma aumento consideravel nas meédias
mensais maximas de precipitacdo,sendo de 562,7mm em Belém e de 320,3 mm em
Macapa (Figura 4)

Figura 4 - Media da precipitacdo de agosto de 2013 a mar¢o de 2014 nas cidades de Macapa/AP e Belém/PA.
Em destaque os meses de Agosto/2013 e Margo/2014 em que houve campanhas.
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Fonte: Agéncia Nacional de Agua (ANA)

Os parametros abidticos temperatura da agua, salinidade, oxigénio dissolvido e
condutividade elétrica que foram medidos no momento da captura dos organismos

estdo apresentados na Tabela 1.

N&o ocorreu variagcdo na salinidade nas estacdes de estiagem e chuvosa em todos
0s ambientes amostrado. A temperatura ndo apresentou grandes variacdes. Os
valores encontrados no periodo chuvoso foram 27,3°C no rio Beijar-flor; 28,4°C no
rio Amazonas e 29°C no rio Campumpema. No periodo seco o rio Beija-flor
apresentou 30,6°C; o rio Amazonas 30°C e o rio Campumpema 30°C. A
concentracdo de oxigénio dissolvido encontrada durante o perodos chuvoso no rio

Beijar-flor foi de 3,35 mg/L; no rio Amazonas de 4,6 mg/L e no rio Campumpema de
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5,6 mg/L. Durante a estac&o de estiagem o valores observados foram 0,67 mg/L em
Beijar-flor; 0,87 mg/L no amazonas e 0,56 em Campumpema. Os valores de
condutividade encontrados foram de 29,1 uS/cm para o rio Beija-flor; 32,5 uS/cm no
rlo Amazonas e 40 puS/cm no rio Campumpema durante a estacdo chuvosa.
Enquanto que no periodo seco o rio Beija-flor apresentou uma condutividade de

44,1 uS/cm; o rio Amazonas de 25,9 uS/cm e o rio Campumpema de 35,6 uS/cm.

Tabela 1- Parametros fisico-quimicos dos pontos amostrados no momento das coletas nos periodos de
estiagem (agosto-2013) e chuvoso (margo-2014).

OD (mg/L)

Salinidade Temp. agua (°C) Cond. (uS/cm)

I - Chuv  Est Chuv  Est Chuv  Est Chuv
0 0 306 273 07 3,4 44,7 291

0 0 30 284 09 4,6 259 325

0 0 30 29 0,6 58 356 40

Est.: Estiagem; Chuv.: Chuvoso; Cond.: Condutividade (uS); Temp. agua: Temperatura da agua; OD: Oxigénio
Dissolvido

Fonte: Do autor

4.2 Concentracdo de Arsénio na agua

Foi detectada apenas a presenca de arsenato na agua, desta forma, os valores
estdo representados como conteudo total de arsénio na forma de arsenato (Figura
5). No periodo de estiagem a concentracdo de arsenato na agua foi menor
(p=0,0001) no rio Campumpema (0,33 = 0,15 ug/L) em relacdo aos rios Beijar-flor
(0,94 £ 0,04 ug/L) e Amazonas (1,26 = 0,03 pg/L). Na estacdo chuvosa houve um
aumento (p =0,02) na concentracdo de arsenato na agua dos rios Campumpema
(2,27 + 0,08 pg/L) e Beija- flor (1,67 + 0,07 pg/L). O rio Amazonas no periodo
chuvoso pemaneceu com concentracdo de arsenato estatisticamente igual a do
periodo anterior (1,26 + 0,02 pg/L). Comparando-se 0s pontos de coleta no periodo
chuvoso, o rio Campumpema apresenta menor concentracdo de arsenato que 0 rio
Beija-flor e concentracbes semelhantes as encontradas no rio Amazonas. Os
ambientes mais proximos a regido de beneficiamento de manganés (rios Beija-flor e
Amazonas) ndo se diferenciaram nesta estagédo pluviométrica e men no periodo de

estiagem.
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Pode-se notar uma variacdo sazonal havendo um aumento na concentracdo de
arsenato (p=0,0001) da estacdo de estiagem para a chuvosa nos rios
Campumpema (0,33 = 0,15 — estiagem; 1,27 + 0,08 pg/L — chuvoso) e Beijar-flor
(0,94 + 0,04 pg/L — estiagem; 1,67 + 0,07 pg/L — chuvoso). Porém ha uma
manuntecao nos valores de arsenato no rio Amazonas no periodo de estiagem (1,26
+ 0,03 pg/L) e chuvoso (1,45 + 0,08 upg/L) ndo apresentando diferencas entre
estacoes (p=0,99)

Figura 5 - Concentracdo de arsenato (AsY) na agua coletada em distintos locais em diferentes periodos
pluviométricos em trés areas com distintos histéricos de contaminacdo no estuario amazonico. As letras
minusculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. As letras mailsculas

diferentes indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos amostrados. Os dados s&o
expressos como a média + erro padrédo (n=5).
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4.3 Biometria dos organismos biomonitores

No periodo de estiagem (agosto de 2013, TABELA 2 ), os camarfes coletados no
rio Beija-flor (n= 101) apresentaram valores médios de peso de 4,52 + 0,26 g,
comprimento do cefalotorax (Cc) médio 1,73 + 0,03 cm e comprimento total (CT)
médio 8,38 + 0,14 cm. Enquanto que o0s organismos do rio Amazonas (n=66)
apresentaram valores médios de peso de 8,27 + 0,2 g, comprimento do cefalotérax

de 1,78 £ 0,03 cm e comprimento total de 8,39 + 0,1 cm. JA4 oS organismos
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campumpema (n= 90) apresentaram valores médios de peso 1,97 = 0,09 g, Cc
médio 1,36 + 0,19 cm e CT médio 6,38 £ 0, 97 cm.

Tabela 2- Valores de peso total, comprimento do cefalotérax (Cc) e comprimento total (CT) do camarédo
Macrobrachium amazonicum coletados nos periodos estiagem (agosto-2013) e chuvoso (margo-2014).

Periodo de NUumeros Peso Comprimento Comprimento
estiagem de do cefalotérax total (CT)
Individuos (Cc)
(n)
Beija-flor 101 4,52 + 0,26 1,73+£0,03 8,38+ 0,14
Amazonas 66 4,28 +£0,2 1,78 + 0,03 8,39+0,11
Campumpema 90 1,97 + 0,09 1,36 + 0,19 6,38+ 0,97
Periodo
chuvoso
Beija-flor 80 3,65+04 1,69+ 0,04 7,8+0,38
Amazonas 76 3,27 £ 0,11 1,78 + 0,02 7,2 +0,08
| Campumpema 79 2,49 + 0,08 1,55 + 0,01 6,8+0,13 |

Fonte: Do autor

No periodo chuvoso (marco de 2014, tabela 2) , os camarfes do rio Beijar-flor (n=
80) apresentaram valores médios de peso 3,65 + 0,4 g, comprimento do cefalotorax
(Cc) médio 1,69 + 0,04 cm e comprimento total (CT) médio 7,89 + 0,38 cm.
Enquanto que os organismos do rio Amazonas (n=76) apresentaram valores
médios de peso de 3,27 + 0,11 g, comprimento do cefalotérax de 1,78 + 0,02 cm e
comprimento total de 7,2 + 0,08 cm. J& os organismos de campumpema (n= 79)
apresentaram valores medios de peso 2,49 + 0,08 g, Cc médio 1,55+ 0,01 cme CT

médio 6,8 + 0,13 cm.
4.3 Biomarcadores
4.3.1 Branquias

Na estacdo de estiagem a capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
(ACAP, figura 6 a) nao apresentou diferencas (p=0,99) significativas entre os
animais coletados nos distintos rios. Ja na estacdo chuvosa os organismos do rio
Campumpema (1,12 + 0,19) demonstraram uma menor (p=0,006) capacidade
antioxidante em relacdo aos camardes de Beijar-flor (1,54+0,37). Os camardes do

Amazonas nédo apresentaram diferencas ( p=0,99) entre os pontos amostrados.
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Da estacdo de estiagem para a chuvosa ha um aumento (p=0,006) da capacidade
antioxidante nos organimos do rio Beija-flor (1,54 + 0,37 - estiagem; 3,28 £+ 0,44 -
chuvoso) e Amazonas (1,12 £ 0,21 - seco; 2,43 £ 0,42 - chuvoso). Os camardes do
rio Campumpema (1,12 £ 0,19 - seco; 1,33 = 0,40 - chuvoso) ndo apresentaram

diferencas entre as estacoes.

Figura 6 - Biomarcadores nas branquias de M. amazonicum coletados em diferentes periodos pluviométricos em
trés areas com distintos histéricos de contaminagcdo no estudrio amazoénico. As letras minusculas diferentes
representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. A: Capacidade antioxidante total; B:
Atividade da enzima Glutationa S-transferase; C: conteddo de lipideos peroxidados. As letras mailsculas
diferentes indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos amostrados. Os dados sdo
expressos como a média + erro padrédo (n=8-16).
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Em relagdo a atividade da enzima de detoxificacdo, GST (Figura 6 b), os
organismos do rio Campumpema apresentaram uma maior (p=0,0008) atividade
(22,31 £ 1,68 U GST/mg proteina) nas branquias no periodo de estiagem relacao
aos camardes do rio Beija-flor (15,91 + 1,29 U GST/mg proteina) e Amazonas
(14,46 + 2,09 U GST/mg proteina). Os camardes do rio Beija-flor (15,91 + 1,29 U
GST/mg proteina) e Amazonas (14,46 = 2,09 U GST/mg proteina) nao
apresentaram diferencas (p=0,99) entre eles na atividade da GST nesta estacdo. Na
estacdo chuvosa os camardes do rio Amazonas demonstraram uma maior atividade
da GST (24,82 + 1,29 U GST/mg proteina) em relacdo aos do rio Beija-flor (17,33 £
0,83 U GST/mg proteina). Ndo ha difrencas na atividade da GST (p=0,99) da
estacdo de estiagem para a chuvosa nos organismos de Campumpema e Beija-flor.
Entretanto, ha um aumento da GST (p =0,0001) nos animais do rio Amazonas em

relacdo ao periodo de estiagem (14,46 + 2,09 U GST/mg proteinas).

Quanto ao conteudo de lipideos peroxidados (Figura 6 c), as branquias de M.
amazonicum provenientes do rio Amazonas apresentaram um maior (p=0,0009)
contetudo de lipideos peroxidados no periodo de estiagem (15,34 +0,83 nmols
CHP/g tecido umido) em relacéo aos espécimes do rio Beija-flor (10,34 + 1,80 nmols
CHP/g tecido tmido). No periodo chuvoso ha uma maior (p=0,0001) concentracédo
de lipideos peroxidados nos camardes dos rios Campumpema (17,39 + 2,04 nmols
CHP/g tecido umido) e Amazonas (15,34 = 2,45 nmols CHP/g tecido Umido) em
relacdo aos camardes de Beija-flor (7,64 + 0,75 nmols CHP/g tecido umido). Ha um
aumento (p = 0,0001) na lipoperoxidacdo nos organismos de Campumpema da
estacdo de estiagem (17,39 + 5,26 nmols CHP/g tecido umido) para o periodo
chuvoso (27,17 = 2,06 nmols CHP/g tecido umido). Esse aumento (p=0,0001) da
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lipoperoxidacdo também foi verificado nos animais do rio Amazonas que
apresentaram 15,34 + 0,83 nmols CHP/g tecido umido e 31,23 + 2,45 nmols CHP/g

tecido umido na estagdo seca e chuvosa, respectivamente.

4.3.2 Musculo

Na estacdo de estiagem ha uma menor (p=0,0001) capacidade antioxidante total
contra radicais peroxil (ACAP, figura 7A) nos camardes do rio Campumpema (1,31
+ 0,23 ) em relacdo aos organimos do rio Beijar-flor (2,59 + 0,37). No periodo
chuvoso, os organismos ndo apresentaram diferencas significativas ( p= 0,99) entre
0s pontos analisados. Também ndo houve diferencas entre estacdes de coleta para

nenhum dos pontos amostrados.

Em relacdo a atividade da enzima de detoxificacdo, GST (Figura 7B), no periodo de
estiagem nado houve diferencas significativas (p=0,99) entre os animais dos
diferentes rios. Os organismos do rio Campumpema (9,36+1,15 U GST/mg proteina
— estiagem; 6,53+0,81 U GST/mg proteina — chuvoso) e Amazonas (7,54+1,31 U
GST/mg proteina — estiagem; 6,97+0,97 U GST/mg proteina — chuvoso) nao
apresentaram diferencas entre as estacfes. Porém, foi registrada uma diminuicédo
na atividade da GST nos organismos do rio Beija-flor da estiagem (9,94 + 1,43 U

GST/mg proteina) para o periodo chuvoso (5,56 + 0,85 U GST/mg proteina).

Quanto ao conteudo de lipideos peroxidados, durante a estiagem ndo ocorreram
diferencgas (p=0,99) entre os organismos dos trés locais amostrados. J& no periodo
chuvoso a a concentracdo de lipideos peroxidados nos organismos do rio
Campumpema (21,38 £ 2,07 nmols CHP/g tecido umido) e Amazonas (23,47 + 4,58
nmols CHP/g tecido umido) foi maior (p=0,0005) em relacdo aos camarfes do rio
Beija-flor (25,91 + 0,75 nmols CHP/g tecido Umido). Os animais dos rios
Campumpema e Amazonas nao apresentaram diferencas entre as estacOes
amostradas. Ja o0s organismos do rio Beija—flor apresentaram uma diminuicao
(p=0,0001) da concentragdo no contetudo de lipideos peroxidados do periodo de
estiagem (25,91 + 1,97 nmols CHP/g tecido umido) para o chuvoso (12 + 0,75 nmols
CHP/g tecido umido).
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Figura 7 - Biomarcadores no musculo de M. amazonicum coletados em diferentes periodos pluviométricos em
trés areas com distintos histéricos de contaminacdo no estudrio amazoénico. As letras minusculas diferentes
representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. A: Capacidade antioxidante total; B:
Atividade da enzima Glutationa S-transferase; C: conteldo de lipideos peroxidados. As letras mailsculas
diferentes indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos amostrados. Os dados sao
expressos como a média + erro padrédo (n=8-16).
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5 DISCUSSAO
5.1 Precipitacdo, parametros abidticos e concentracdo de arsenato na agua

Essas variaveis sdo importantes por que determinam a distribuicdo dos organismos
vivos e interligam os demais processos geoldgicos e biologicos, sendo muito
relevantes para criagcdo de modelos ecoldgicos (COSTA, 1991). Além disso, agem
diretamente ou indiretamente, nos processos biogeoquimicos dos metais de

transi¢cao e por consequéncia influenciam na toxicidade destes elementos.

Os valores de temperatura registrados nos 3 ambientes amostrados estdo de
acordo com o esperado para regides de clima tropical, que apresentam médias
superiores a 25° C (GAILLADERT et al., 1997). Em ambientes estuarinos tropicais a
temperatura € sempre elevada e as pequenas variagdes que ocorrem durante o
ciclo sazonal dependem do grau de insolacéo e de outras condi¢cdes meteorologicas
(MILLERO, 1996; KRUPEK et al., 2010), como por exemplo os niveis de
precipitacdo. Estes se mostraram bastante diferentes nos dois periodos amostrados
(chuvoso e estiagem) e podem ser os responsaveis pelo leve aumento de
temperatura da agua observado no periodo de estiagem.

A menor concentracao de oxigénio dissolvido no periodo de estiagem pode estar
relacionada ao aumento do processo de decomposicdo da matéria organica
(oxidacao quimica) que consome o oxigénio (VALENTE et al, 1997). Na estacao
chuvosa, devido ao aumento da precipitacdo ha uma maior oxigenagdo, por um
maior movimento das aguas (ESCHRIQUE et al., 2006), com isso a um aumento na

concentracdo de OD na agua.

A condutividade néo apresentou um padréo de variagcdo sazonal como apresentado
pelos outros dados abibticos. Entretanto os valores obtidos durante o nosso estudo
estdo de acordo com o esperado para a regido amazonica. Em um estudo realizado
no rio Amazonas por Duncan e Fernandes (2010) observaram valores entre 17,4 —
104,3 uS/cm.

Nos trés ambientes onde foram coletadas as amostras de agua e de organismos a
espécie quimica de As predominantemente encontrada foi o arsenato (As"). Embora

nao tenha sido possivel o registro do pH neste estudo, sabe-se que as aguas do
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estuario amazoénico apresentam pH basico (GAILLADERT et al., 1997). Na presenca
de pHs mais alcalinos a espécie quimica de As mais estavel € o arsenato (SILVA et
al., 2013). Esta estabilidade de distintas espécies quimicas inorganicas de As em
pH &cidos ou alcalinos foi bem exemplificada em um rio espanhol (SANCHES-
RODAS et al, 2005). Durante o inverno quando ocorre uma maior drenagem de
residuos industriais devido ao aumento da precipitacdo as aguas adquirem um pH
acido com isso predominando a presenca de arsenito (As""). Porém, durante o verdo
h& o predominio de arsenato (As') devido a uma reducdo na drenagem industrial, as
aguas nessa estacdo possuem pH mais basico favorecendo a presenca dessa
espécie quimica (SANCHES-RODAS et al, 2005).

De uma maneira geral, a flutuacdo sazonal de metais pode estar associado a
diversos fatores ambientais e biolégicos. Sendo que descargas dos rios é o principal
fator associado a variagbes interanuais de metais (PISANELLI et al., 2009).
Processos naturais, como a acdo do intemperismos (desgaste de rochas) sao
responsaveis pela liberacdo do As na biosfera e hidrosfera (CIPRANDI,2011).E
processos antrépicos como mineragao, queima de combustiveis fésseis, inseticidas

e herbicidas intensificam a liberagdo de As para o ambiente (MATEOS et al., 2006).

A menor concentracdo de As' registrada no periodo de estiagem pode estar
relacionada a biogeoquimica do metaloide. Neste periodo h&4 a tendéncia do
arsenato ficar adsorvido ao sedimento de fundo (HATJE et al., 2010) ou formando
complexos com matéria organica presente no ambiente aquatico (SHARMA; SOHN,
2009). A maior concentracdo de As' observada no periodo chuvoso pode ter sido
influenciada pelo retrabalhamento do sedimento de fundo. Devido ao aumento da
chuva, e de processos associados como erosao e lixiviacdo do solo, o AsY pode
retornar a coluna d’agua (GUILHERME et al., 2005). Este tipo de disponibilizacao
diferenciada do arsénio, relacionada aos niveis de precipitacdo, ja foi observada
também para metais de transicdo como Fe, Pb, e Cr. Em outros estudos estes
também estiveram mais presentes na agua na estacdo chuvosa (PARRA et al.,
2009).

No periodo de estiagem pode-se perceber que existe um gradiente de
contaminacao do rio Campumpema (ambiente referéncia) para os ambientes com

histérico de contaminacéo por As. As maiores concentracdes de AsY nos rios Beija-



40

flor (ambiente intermediario) e Amazonas (ambiente poluido) em relacdo ao rio
Campumpema, devem-se as caracteristicas geologicas do local e ao seu histérico
de contaminacdo. A regido do estado do Amapa é rica em minério de manganés
(historicamente explorado na regido), mineral onde o As encontra-se associado na
forma de arsenopirita (FeAsS) (SCARPELLI, 2003). O processamento do minério de
Mn libera o As da arsenopirita favorecendo o aparecimento da sua forma dissolvida
nas aguas (SCARPELLI, 2003).

No periodo de estiagem para o chuvoso tanto Campumpema como Beija-flor
apresentaram um aumento na concentracéo de arsénio. Esse aumento no rio Beija-
flor pode estar relacionado ao fato deste rio ser um ambiente ser mais protegido em
relacdo aos rios Campumpema e Amazonas. Desta forma, apresenta uma menor
hidrodindmica que favorece o acumulo desse metaloide. A menor hidrodindmica
favorece a formacao de bancos lamosos de sedimento finos (ricos de silte e argila)
(AVIZ et al., 2012). O As'fica adsorvido a argila, hidroxidos de matéria organica e de
ferro (LIEVREMONT et al., 2009), sendo assim liberado durante a estac¢éo chuvosa.
O aumento da concentracdo de arsénio do rio Campumpema durante a estacao
chuvosa, pode estar relacionado ao maior carreamento de metais oriundos de
outros rios quem compde sua bacia de drenagem (PISANELLI et al., 2009; DOREA;
BARBOSA, 2007), pelo aumento do fluxo das 4guas neste periodo.

5.2 Biomarcadores

Os biomarcadores foram analisados em dois érgaos do camardo M. amazonicum:
branquias e muasculo. As branquias estdo em continuo contato com o ambiente e
seus contituintes devido ao processo de respiracdo. Como as branquias de M.
amazonicum, sdo o primeiro 6rgdo de contato com 0s contaminantes, apresentam
um grande potencial de detoxificacdo (ROCHA et al., 2009). Em um estudo
realizado com peixes da espécie Cyprinus carpio e Carassius auratus foi constatada
a utilizacdo das branquias como o principal 6rgao de defesa contra a toxicidade do
arsénio e niquel (VENTURA-LIMA et al. 2009; KUBRAK et al. 2013). Ja o muasculo é
um o6rgdo de grande importancia comercial, sendo a por¢cdo do M. amazonicum

consumida durante a alimentagcdo humana.
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Como era de se esperar, de uma maneira geral, os biomarcadores avaliados foram
mais responsivos nas branquias. Neste 6rgdo, os organismos dos rios Beija-flor e
Amazonas apresentaram uma menor atividade da GST em relagdo aos do rio
Campumpema no periodo de estiagem. Este achado pode estar relacionado as
maiores concentracfes de AsY na agua nos rios Amazonas e Beija-flor neste
periodo. O acumulo de metais nas células pode levar a diminuicdo da glutationa
reduzida (GSH). A GSH é um antioxidante celular que est4 diretamente ligada ao
metabolismo do As. Sendo muito importante no processo de metilagéo, pois serve
como doador de elétrons reduzindo o arsenato (AsY) para arsenito (As'') (Scott et
al.,1993). No final desse processo ha a formacédo do arsenitotriglutationa (As" (GS)a)
e metilarsenio diglutationa (CH3As(GS)2), essas duas formas quimicas sé&o
excretadas do organismos (Kobayashi et al,. 2005). Este processo de detoxificacédo
do As acaba por reduzir a concentracdo de GSH disponivel para servir como co-
substrato da GST, favorecendo a diminuicdo da atividade desta enzima sem afetar a

detoxificagdo do organismo, que ocorre por reacao direta com a glutationa reduzida.

Este fato j4 foi demonstrado em um estudo de laboratério realizado com o peixe
Procambarus clarkii, onde a atividade da GST foi reduzida quando os animais foram
expostos a 100 pg/L de Cd*? (BARATA et al., 2005). De fato, nédo foi observada a
inducdo da lipoperoxidacdo nas branquias dos camardes no periodo de estiagem
guando comparamos animais do rio Campumpema (menos contaminado) com
animais do rio Beija-flor e Amazonas, o que corrobora um processo de detoxificacao
efetivo. Pelo mesmo motivo, pode-se inferir que a capacidade antioxidante total ndo
foi alterada por haver vias de detoxificacdo efetivas (como citado anteriormente)
atuando para evitar o acumulo de EROs. Sem esse acumulo ndo h&a necessidade de

inducgéo do sistema de defesa antioxidante.

No entanto, ao compararmos a LPO nas branquias entre os animais dos pontos
mais contaminados verificamos maior LPO nos camardes do rio Amazonas em
relagdo aos do rio Beija-flor na estacdo de estiagem. Este achado pode estar
relacionado ao fato do rio Amazonas apresentar uma maior concentragao de AsY na
agua em relacéo ao demais pontos. Entretanto esses dois ambientes apresentaram
niveis de LPO semelhantes aos camardes do ambiente sem historico de

contaminacao (Campumpema), ou seja, estdo dentro da normalidade.
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O aumento da precipitacdo e da vazao provoca uma elevacéo da hidrodinamica dos
rios, o que favorece a diluicdo dos poluentes (AVIZ et al., 2012; GARCIA-BARCINA
et al.,, 2006). Entretanto, durante o periodo chuvoso também ocorre o
retrabalhamento dos sedimentos de fundo e a lixiviacdo de areas em torno, o que
acaba liberando contaminantes e torna 0s organismos mais expostos a substancias
toxicas podendo aumentar a incorporacdo de xenobioticos (ZHENG et al., 2012;
BRINKMANN et al., 2013) e com isso, induzir a danos oxidativos. De fato, durante a
estacdo chuvosa ha uma inducdo da capacidade antioxidante dos M.amazonicum
do rio Amazonas e do rio Beija-flor. Isso pode estar relacionado a uma maior
exposicao dos organismos aos xenobidticos. Além disso, também pode-se observar
gue os camardes do Amazonas necessitaram de um aumento na atividade da GST
para manter os niveis de LPO semelhantes de Campumpema. Sendo assim uma
resposta dos organismos em tentar eliminar os contaminantes. Organismos
aquaticos expostos a contaminantes podem gerar respostas antioxidantes
adaptativa, prevenindo as células de danos oxidativos (MONSERRAT et al., 2007).
Resultados semelhantes foram observados por Company et al. (2010) em mexilhdes
Bathymodiolus azoricus expostos a concentracdes sub-letais de cadmio, podendo

sugerir um mecanismo compensatorio para combater o aumento de EROs na célula.

Os camardes de Campumpema ndo apresentaram alteracbes da capacidade
antioxidante e da GST estacdo de estiagem para a chuvosa. Entretanto ha um
aumento no conteudo de lipidios peroxidados em branquias de M.amazonicum na
estacdo chuvosa, podendo estar relacionada uma maior exposicdo ao As. Metais de
transicdo (Fe, As, Hg e Cd) leva ao aumento das EROs como, peréxidos de
hidrogénio, superdxido e radicais hidroxila, ocasionado lipoperoxidacdo (HUGHES,
2002; LUSHCHAK, 2011).

Na estacao de estiagem para a chuvosa ndo ocorreu mudanca na atividade da GST
nos organismos de Beija — flor. Contudo, era esperado um aumento da atividade da
GST a estagdo chuvosa. Devido ha um maior contato dos organismos com  AsY.
Em um estudo realizado com a ostra Crassostrea rhizophorae mostrou um aumento
da GST em locais com histéricos de contaminagdo durante o periodo de maior
precipitacdo (ZANETTE et al., 2006).
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Além da maior exposicdo a contaminantes, o aumento da LPO no periodo chuvoso
também pode estar relacionado ainda a uma maior producdo de energia pelos
organismos devido & uma maior alimentacao nesse periodo. Segundo Hermes Lima
(2004) durante o periodo de maior atividade alimentar ha uma maior producdo de
ATP e, com isso, ocorre um aumento da possibilidade de formacédo de EROs, o que
na falta de defesas antioxidantes suficientes, principalmente quando a geracéo de
EROs também ocorre por fatores exdgenos (como exposicdo a metais) leva a
lipoperoxidacao.

Os organismos do rio Beija-flor, no periodo chuvoso, apresentam uma menor LPO
em relacdo aos camardes dos outros rios nesta estacdo. Provavelmente devido a
alta capacidade antioxidante dos animais deste rio neste periodo. Em um estudo
realizados com o bivalve (Mytilus edulis,) em locais com histéricos de contaminacao
por metais de transicdo, demonstrou um aumento da capacidade antioxidante que

foi capaz de conter a lipoperoxidacdo (NAHRGANG et al,.2013).

Em relagdo ao muasculo do M.amazonicum no periodo de estiagem ndo houve
diferencas na atividade da GST e no conteudo de lipideos peroxidados quando
comparados os organismos oriundos dos 3 rios, entretanto os organismos de Beija-
flor apresentaram uma maior capacidade antioxidante em relacdo aos animais de
Campumpema. Isto sugere que os organismos de Beija-flor estdo expostos a uma
maior concentracdo de pré-oxidantes capazes de induzir o sistema de defesa
antioxidante na tentativa de protecédo contra danos oxidativos. A presenca de metais
de transicdo pode induzir processos oxidativos (NIEDZWIECKA et al., 2011).
Mesmo com essa capacidade antioxidante mais elevada no musculo dos
organismos de beija-flor, os mesmos n&o se diferenciaram dos animais dos outros
dois rios em termos de conteudo de LPO durante a estiagem. No entanto, é possivel
gue a inducdo do SDA nos organismos de Beija-flor tenha sido a responsavel pela
permanéncia dos niveis de LPO dentro da normalidade. A exposi¢cdo de organismos
aquaticos ao As pode ocasionar um excesso na producdo de EROs podendo gerar
dano em lipideos, proteinas e DNA (FLORA, 2015).

Os organismos de Beija-flor na estacdo chuvosa apresentaram uma menor atividade
de GST no muasculo de M.amazonicum em relacdo ao periodo de estiagem.

Podendo estar relacionado ao aumento da concentragcdo de As'. Levando a
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diminuicdo da GSH por outras vias de detoxificacdo, com isso reduzindo a sua
participacdo como co-substrato da GST. Sabe-se que o0 arsenato tem grande
afinidade com os grupos tiols das enzimas podendo provocar inibicdo de enzimas
como GPx, GST entre outras (CARTER et al., 2003).

Em relacdo ao LPO no musculo, os organismos de Campumpema e Amazonas
mantiveram o mesmo nivel de dano a lipideos da estacdo de estiagem para
chuvosa. Podendo estar relacionado ha uma tendéncia do género Macrobrachium
tém em acumular As e outros metais de transicdo (Cd, Pb e Zn) nos musculos
(CRESSWELL et al., 2014). E a principal via de para bioacumulagdo de arsénio
ocorre pela alimentacdo. Contudo, os organismos do ambiente contaminado
apresentaram niveis semelhantes ao ambiente referéncia, ou seja, estdo de acordo

com a normalidade

Os organismos de Beija-flor apresentaram um menor contetdo de lipidios
peroxidados na estacado chuvosa, o pode estar relacionado a manutencao dos niveis
da capacidade antioxidante. N&o sendo assim necessario a indu¢do da GST enzima
de detoxificacdo para eliminar os produtos da lipoperoxidacao. Além disso, ndo se
pode descartar a possibilidade de outras vias de detoxificacdo, ndo analisadas neste
estudo, estarem relacionadas a um menor conteudo de LPO. Uma possibilidade é a
inducdo do aumento da concentracdo de metalotioneinas (MT), proteinas
responsaveis pela eliminacdo de metais do meio intercelular, sendo responsavel
pelo processo de detoxificagcdo de metais essenciais e ndo essenciais. O aumento
da concentracdo de MT nos tecidos protege os organismos contra a toxicidade dos
metais limitando a disponibilidades desses no meio intracelular (MONSERRAT et
al., 2007). Estudo realizado por Bertrand (2015) com o camardo Palaemonetes
argentinus, mostrou que existe um aumento da transcricdo da MT quando exposta a

uma maior concentracao de cadmio.

No periodo chuvoso era esperado um aumento da capacidade antioxidante e da
LPO nos organismos do Amazonas, devido ao aumento do contado dos organismos
com xenobidticos. Porém, o muasculo é um tecido menos reativo por,
essencialmente, ndo ser um o0rgdo de detoxificacdo (KUBRAK et al., 2013). Isto
pode explicar o fato do mesmo néo ter apresentado variagcdo entre os periodos no

ambiente com historico de contaminacao.
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De uma maneira geral, os organismos do ambiente com maior historico de
contaminacao (rio Amazonas) estando em contato constante com o0s poluentes,
possuem uma resposta diferenciada em relagdo aos camardes dos demais rios
analisados. Tal observagdo pode estar relacionada ao processo adaptativo
chamado de tolerancia de comunidade induzida por poluicdo (TCIP). Tal processo
acaba selecionando o0s organismos que apresentam melhores capacidades
(bioquimicas, fisioldgicas e de reproducédo) possibilitando assim a sua sobrevivéncia
em ambientes impactados (MILLWARD; GRANT, 2000). Ja os organismos dos rio
Campumpema e Beija-flor apresentam um maior contato com o As somente na
estacdo chuvosa, assim necessitam de uma maior competéncia antioxidante e
resposta de detoxificacdo. Um estudo realizado por Geracitando et al. (2004)
mostrou que 0s organimos coletados em locais poluidos possuem uma melhor

inducao de respostas proteroras em relacdos aos de locais menos poluidos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que os organismos de Campumpema e Beija-flor estédo
sujeitos a uma intensificacdo da exposicdo ao AsY durante o periodo chuvoso em
relacdo aos animais do ambiente com maior histérico de contaminagdo. Deste
modo, o0s organismos dos rios Beija-flor e Campumpema enfrentam uma
sazonalidade em termos de exposicdo ao As, 0 que altera o grau de exigéncia de
sua competéncia antioxidante e resposta de detoxificacdo (ZHENG et al., 2012;
BRINKMANN et al.,, 2013) entre periodos sazonais. Por outro lado, como os
organismos do Amazonas estdo expostos a concentragbes constantes de AsY
durante os dois periodos analisados, conseguem expressar melhor mecanismos
adaptativos que lhes confere protecdo. Portanto, podemos concluir que os
camardes dos 3 ambientes estdo conseguindo induzir medidas protetivas contra o

estresse oxidativo ocasionado pelas variacbes sazonais.
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