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RESUMO

Os estuarios sdo componentes importantes da zona costeira e a poluicdo dos mesmos é
considerada um problema ambiental critico. O Porto de Santana/AP esta localizado as
margens do rio Amazonas e era o ponto de chegada do minério de manganés extraido na
Serra do Navio/AP. Os rejeitos deste minério foram descartados numa lagoa artificial
liberando arsénio para o ambiente. Este metaloide pode ser um gerador de espécies
reativas de oxigénio e gerar estresse oxidativo nos organismos expostos a ele. Os
biomarcadores podem ser Uteis para determinar o grau de impacto na salde da biota. O
objetivo do trabalho foi avaliar e relacionar as analises de biomarcadores bioquimicos
no figado de peixes da espécie Propimelodus eigenmanni com a especiacdo do arsénio
na agua. Foram realizadas quatro coletas: Chuvoso 1, Menos chuvoso 1, Menos
chuvoso 2 e Chuvoso 2 em dois rios com historico de contaminagdo antropica por
arsénio, localizados no Amapa (Beija-flor e Amazonas) e em um rio no Pard
(Campumpema) sem historico de contaminacéo antrdpica direta por esse metaloide. Os
peixes foram coletados através de pesca com anzol, crioanestesiados, foi realizada a
biometria (peso, comprimento padrdo e comprimento total) e o figado foi dissecado e
armazenado em freezer -80°C para as dosagens de biomarcadores. As variaveis
abioticas foram mensuradas através de um aparelho multipardmetro e a dgua para a
dosagem das espécies inorganicas de As foi coletada em tubos Falcons e armazenadas a
4°C. Além da analise de especiacdo do arsénio na dgua foram analisados nos peixes dois
biomarcadores de exposicdo, a glutationa-S-transferase (GST) e a capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP), e um biomarcador de efeito,
lipoperoxidacdo (LPO). As analises estatisticas foram realizadas através de ANOVA
two-way seguida por teste post-hoc (Tukey) e o nivel de significancia adotado foi de
5%. No caso da biometria foi realizado o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis. O
arsenato foi a Unica forma de arsénio inorganico encontrada na agua. As concentracdes
de arsenato foram maiores nos rios Beija-flor e Amazonas e menores no rio
Campumpema. A atividade da GST e a LPO néo apresentaram diferengas entre os
individuos de P. eigenmanni dos rios Campumpema e Beija-flor e entre os periodos
amostrados. A falta de inducdo da enzima de detoxificacdo pode estar relacionada ao
fato de que ha a possibilidade das branquias metabolizarem os poluentes antes de
atingirem o figado, enquanto a exposicéo cronica pode explicar a auséncia de alteragédo

nos niveis de LPO. No més menos chuvoso 1, nos organismos do rio Amazonas, a



atividade da GST apresentou um aumento sendo acompanhada pela diminuicdo do
LPO, provavelmente devido ao maior valor de arsenato neste rio durante o periodo em
questdo. Os peixes ndo apresentaram qualquer diferenca no ACAP, levando a inferir que
a quantidade de arsénio aos quais 0S organismos estdo expostos ndo esta sendo
suficiente para induzir sua capacidade antioxidante total. Apesar de o arsénio estar em
uma de suas formas biodisponiveis e tdxicas, na grande maioria dos periodos
analisados, o balango redox dos organismos ndo esta sendo alterado pelos xenobioticos

presente no ambiente, incluindo o arsenato.

Palavras—chave: Peixe — Amazonas, Rio. Arsénio — Toxicologia - Amazonas, Rio.



ABSTRACT

Estuaries are important components of the coastal zone and the pollution of it is
considered a critical environmental problem. The Porto de Santana/AP is located on the
banks of the Amazon River and was the arrival point of manganese ore mined in Serra
do Navio/AP. The ore tailings were disposed in an artificial lagoon releasing arsenic
into the environment. This metalloid can be a reactive oxygen species generator and
generate oxidative stress in organisms exposed to it. Biomarkers can be useful in
determining the measure of impact on the health of the biota. The aim of this study was
to evaluate and relate the analysis of biochemical biomarkers in fish liver of the species
Propimelodus eigenmanni with the speciation of arsenic in the water. Four samples
were taken: rainy 1, dry season 1, dry season 2 and rainy 2 in two rivers with
anthropogenic contamination history for arsenic, located in Amapa (Beija-flor and
Amazon) and a river in Pard (Campumpema) with no history of direct contamination by
this metalloid. Fish were collected through angling, killed by marrow section,
biometrics was made (weight, standard length and length) and the liver was dissected
and stored in a freezer at -80°C for biomarker measurements. The abiotic variables were
measured using a multiparameter device and water for dosage of inorganic species of
arsenic was collected in Falcon’s tubes and stored at 4 °C. In addition to the speciation
of arsenic analysis in water were analyzed in fish two biomarkers of exposure,
glutathione-S-transferase (GST) and total antioxidant capacity against peroxyl radicals
(ACAP) and a biomarker of effect, lipid peroxidation (LPO). Statistical analyzes were
executed through ANOVA two-way, followed by post-hoc test (Tukey) and the
significance level was 5%. In the case of biometrics was held nonparametric Kruskal-
Wallis test. The arsenate was the only form of inorganic arsenic found in water. The
arsenate concentrations were higher in Beija-flor and Amazon rivers and lower in
Campumpema river. The GST activity and LPO did not differ between P. eigenmanni
from Campumpema and Beija-flor rivers and between the sampling periods. The
absence of induction of detoxifying enzyme can be related to the fact that there is a
possibility of gills metabolize pollutants before they reach the liver, while chronic
exposure may explain the lack of change in levels of LPO. At rainy 1, in the Amazon
organisms, GST activity showed an increase being accompanied by the decrease in
LPO, probably due to the higher value of arsenate in this river during the period in
question. The fish showed no difference in ACAP, leading to infer that the amount of



arsenic to which the organisms are exposed is not enough to induce their total
antioxidant capacity. Although arsenic being in one of its bioavailable and toxic forms,
in most of the analyzed periods, the redox balance of organisms is not being changed by
xenobiotics in the environment, including arsenate.

Keywords: Fish — Amazon, River. Arsenic — Toxicology - Amazon, River.
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1 INTRODUCAO

A poluigdo dos estuarios é considerada um problema ambiental critico por causa
da alta variacdo dos diversos fatores abidticos que imp&em severas restricdes para 0s
organismos que vivem nessas areas (MATTHIESSEN; LAW, 2002; AMADO et al.,
2006). Além disso, afeta a biodiversidade e 0 homem diretamente, pois esta resulta em
uma variedade de efeitos bioldgicos, que vdo desde perturbacGes bioquimicas e
genéticas até o desequilibrio ecoldgico, podendo ameacar processos ecoldgicos.
Portanto, a explotacdo de recursos bioldgicos, afeta negativamente a economia
(SERIANI et al., 2013), apresenta efeito também na satde humana, atraveés do consumo
de recursos aquaticos contaminados (CLARK, 1997; VAN DER OOST et al., 2003;
ABESSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2012).

No estuario do rio Amazonas, no ano de 1957, houve a implantacdo da Industria
e Comércio de Minérios S/A (ICOMI), sendo este, o primeiro e 0 mais duravel
empreendimento mineral de grande escala e intensivo na regido amazonica brasileira
(DRUMMOND, 2000). Tal industria explorou durante 40 anos 0 manganés proveniente
do municipio de Serra do Navio/AP. O minério extraido era transportado por via férrea
com extensdo de 194 Km até o Porto de Santana/AP, as margens do rio Amazonas
(WALDE, 1985). De acordo com SCARPELLI (2003), o minério bruto era
comercializado, porém os residuos finos ndo apresentavam valor econdmico, por tanto,
estes foram submetidos a processos de beneficiamento que utilizavam altas
temperaturas. O forte aquecimento recristalizou 0 minério e tornou-o instavel, assim o
arsénio (As) primariamente ligado aos hidréxidos de ferro e hidréxidos de manganés
passou a ser solubilizdvel em condigdes ambientais.

O arsénio é um semimetal/metaloide, amplamente distribuido na crosta terrestre
onde se encontra presente em mais de 200 espécies de mineral e 0os compostos de
arsénio estdo presentes em quantidades trago nas rochas, no solo, agua e ar (WHO,
2001). Portanto, a crosta terrestre € sua principal fonte natural, porém este tambeém pode
ser mobilizado de seus estoques através de fontes antropogénicas que incluem
atividades de mineracgdo, ou inserido no meio ambiente por seu uso na composigéo de
pesticidas, preservantes de madeira, geracdo de eletricidade pela queima de carvéao e
refinaria de petroleo, entre outros (ATSDR, 2006).

O arsénio existe em diferentes formas quimicas e estados de oxidagdo que

influenciam sua toxicidade e biodisponibilidade (AGUSA et al., 2008), sendo téxico
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tanto para animais quanto para vegetais. As formas inorganicas de arsénio, como o

arsenito (As'"

) e o arsenato (As'), sdo mais tdxicas, enquanto as formas organicas
metiladas, como Monometilarsénio (MMA) e Dimetilarsénio (DMA), séo considerados
apenas moderadamente toxicas (GEISZINGER et al., 2002; FATTORINI; REGOLI,
2004). De acordo com CAUSSY et al.,, (2003), entre as formas inorganicas, a
pentavalente é a que predomina nos ambientes aquaticos, pois é em ambientes aerébicos
(oxidantes) que o arsenato é mais estavel, enquanto o arsenito predomina em ambientes
anaerdbicos moderadamente redutores (MALIK et al., 2009).

O semimetal em questdo apresenta diversas vias de exposi¢cdo, tais como
inalacdo, contato dérmico, via parental, através da préatica agricola, industrial ou médica
(KHAN et al., 2009), além da ingestdo de alimentos e 4gua com algum teor do mesmo.
A gravidade da exposicao vai depender de seu estado de oxidacgdo, quantidade presente
do metaloide e tempo de contato. A agua para consumo € a via que apresenta maior
risco a salde humana, pois a exposi¢do cronica ao arsénio inorganico pode ocasionar
doencas cardiovasculares, disturbios neuroldgicos (FERRECCIO, 1998), além de cancer
de pele, pulmdes, bexiga e figado (APOSHIAN et al., 2003).

Uma vez dentro do organismo as formas inorganicas se comportam de maneiras
distintas. Como por exemplo, o arsenato que devido as suas propriedades bioquimicas
serem similares as do fosfato pode substituir tal composto em reacGes de fosforilacéo,
resultando na diminuicdo da sintese de ATP (FATTORINI; REGOLI, 2004), enquanto o
arsenito reage com o grupo sulfidrila e pode induzir modificacdes estruturais em
proteinas (WANG et al., 2005) conduzindo a inativacdo de muitas enzimas (AKTER et
al., 2005). A exposicdo aguda pode comprometer a atividade das enzimas, como ja
citado anteriormente, além de também comprometer a sinalizacdo das células, o reparo
do DNA (KITCHIN, 2001) e induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (SCHULIGA et al., 2002), tais como o radical superéxido (O,"), radical
hidroxila ('OH), radical peroxil (ROO") e a espécie néo radical peroxido de hidrogénio
(H20,) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas tanto de forma enddgena quanto
exodgena (RAHMAN, 2007), sendo a primeira gerada pela atividade dos organismos
aerobicos, ou seja, seres que exigem oxigénio molecular (O;) para oxidar os alimentos e
gerar energia. A fonte exdgena de geracdo de EROs pode ser diversa, como
xenobiodticos e compostos clorados, agentes ambientais, metais, ions e radiacdo

(VALKO et al., 2006), logo o arsénio se enquadra como gerador de espécies reativas de



15

oxigénio, como ja dito anteriormente, sendo classificado como fonte exdgena. A
reatividade e as propriedades das diferentes espécies reativas de oxigénio variam
consideravelmente, sendo o radical hidroxila ((OH) a que reage instantaneamente e
indiscriminadamente com praticamente todas as moléculas organicas (LIVINGSTONE,
2003).

As EROs podem causar diversas lesbes as biomoléculas tais como proteinas,
acidos graxos e DNA, causando efeitos citotdxicos e teratogénicos, podendo até levar a
morte celular (TIMBRELL, 1991). Em uma célula saudavel e normal, EROs e produtos
pré-oxidantes sdo detoxificados por defesas antioxidantes, como captadores de radicais
livres de baixo peso molecular e enzimas antioxidantes especificas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999). O desequilibrio causado pelo excesso de agentes oxidantes e a
deficiéncia no sistema protetor gera a condicdo de estresse oxidativo que pode causar
danos celulares por vezes irreversiveis (HERMES-LIMA; ZENTENO-SAVIN, 2002).
O dano mais comum evidenciado em uma situacdo de estresse oxidativo é a
peroxidacao de lipideos (GIORGIO et al., 2007), sendo esta uma das principais causas
da morte celular. Basicamente, o ataque comeca nas cadeias de &cidos graxos
poliinsaturados e gera uma reacdo em cadeia (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
SHILA et al., (2005) afirma que a toxicidade proveniente da exposi¢ao ao arsénio pode
ser associada a esse tipo de estresse nos 0rganismos expostos.

Os organismos vivos podem bioacumular metais toxicos e, em alguns casos
incorporéa-los na cadeia trofica, podendo atingir grande parte dos diferentes extratos que
constituem os ecossistemas aquaticos (VIARENGO, 1989). Porém, estes se utilizam de
alguns mecanismos para eliminar o xenobiotico. SAKURALI et al., (2005) afirma que
guando o arsenato, presente na agua potavel, é ingerido por humanos e outros
organismos, sofre rapidamente uma conversdo metabdlica conhecida como
biotransformagdo. NEWMAN (1998) define esse mecanismo como uma transformacéo,
biologicamente mediada, de um composto quimico em outro levando a eliminacéo,
desintoxicacdo, sequestro, redistribuicdo ou ativacdo. Ainda de acordo com NEWMAN
(1998) a biotransformacdo pode aumentar a velocidade de perda a partir do organismo
convertendo um xenobidtico lipofilico em um composto mais hidrofilico, facilitando a
eliminacdo do mesmo. Porém, existem casos onde had a ativagdo do contaminante,
causando o efeito adverso do mesmo agravando-o ou ainda, um composto inativo

podendo ser convertido para um com maior bioatividade.
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No caso especifico do arsénio, a biotransformacdo é um processo em que
primeiro o arsenato € convertido em arsenito e, em seguida, transformado em produtos
mono-, di- e trimetilados (THOMAS et al., 2004). No entanto, alguns estudos recentes
sugerem que a biometilacdo do As ndo é sempre um evento de desintoxicacdo, pois
metabolitos metilados, como o DMA (dimetilarsénio), podem conservar a sua
toxicidade e potencial carcinogénico tanto in vitro quanto in vivo (SAKURAI et al.,
2005).

Os organismos nos ecossistemas aquaticos sdo normalmente expostos a misturas
de xenobidticos em baixas concentracdes com interacfes que dificultam a previsdo dos
efeitos deletérios sobre os mesmos quando a informacdo € obtida exclusivamente a
partir de anélises quimicas (REGOLI et al., 2004). Além disso, a intensa variagdo dos
parametros fisico-quimicos da agua, principalmente em regifes estuarinas, tais como a
salinidade, pH e temperatura, podem alterar a biodisponibilidade e, por consequéncia, a
toxicidade dos poluentes (WITTERS, 1998). Sendo assim, para avaliar os impactos dos
poluentes na qualidade ambiental é pertinente que sejam mensurados os efeitos que
estas substancias causam nos organismos vivos destes ecossistemas (WELLS et al.,
2001). Esta abordagem pode ser obtida com o emprego de biomarcadores, que sao
previamente definidos como medicGes de fluidos corporais, células ou tecidos que
indicam, em termos bioquimicos ou celulares, a presenca de contaminantes
(LIVINGSTONE, 1993).

Os biomarcadores podem ser Uteis para determinar o grau de impacto na saude
da biota, além de identificar os estressores ou poluentes responsaveis por estes efeitos
(FUENTES-RIOS et al., 2005). Medidas no nivel bioquimico ou fisiol6gico detectam
mais rapidamente e especificamente a presenca de varios compostos toxicos, permitindo
a identificacdo precoce de mudanca, antes dos efeitos deletérios atingirem niveis de
organizacdo mais elevados (MONSERRAT et al., 2003), tais como comunidades e
ecossistema. Assim a biorremediacéo pode ser feita antes que ocorram danos ambientais
irreversiveis com consequéncias ecoldgicas severas (CAJARAVILLE et al,. 2000).

A glutationa — S — transferase (GST) pode ser citada como exemplo de um
biomarcador amplamente utilizado, pois é uma familia de isoenzimas cuja atividade
pode reduzir ou evitar que ocorra o estresse oxidativo devido a metabolizacdo de uma
grande variedade de substratos hidrofobicos e eletrofilicos, como diversos xenobidticos,
por meio da conjugacéo desta com a glutationa reduzida (GSH) que formam conjugados

soliveis em &gua facilitando a excrecdo desses substratos (VAN DER OOST et al.,
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2003; ALVES, 2012). Outro biomarcador de exposicdo relevante € a capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP), este mensura a capacidade do tecido
de evitar a producdo e eliminar radicais peroxil, esse radical € um dos principais
precursores da peroxidacdo lipidica e geralmente degradado através da atuacdo da
glutationa peroxidase (RIBEIRO et al., 2005).

E interessante que sejam analisados diversos biomarcadores, para minimizar
interpretacdes errdneas nos casos de situagdes complexas de poluicdo (MINNIER et al.,
2000; FLAMMARION et al., 2002; PACHECO; SANTOS, 2002; DEVILLER, 2005) e
também pelo fato de que a avaliacdo de apenas uma Unica resposta biologica pode ndo
refletir de forma ampla os danos a saude dos organismos vivos (ZORITA et al., 2008).

Biomarcadores especificos sdo aqueles que informam qual tipo de contaminante
que esta em contato com o organismo, por exemplo, a metalotioneina que tem sido
amplamente utilizada para indicar a presenca de metais (GIGUERE et al., 2003). Uma
vez que os poluentes podem modificar diretamente ou indiretamente o equilibrio entre a
concentracdo de pré-oxidantes e antioxidantes, a determinacdo do estresse oxidativo
e/ou respostas de antioxidantes, nas espécies aquaticas, sdo comumente utilizados como
biomarcadores ndo especificos (BAINY et al., 1996; GERACITANO et al., 2004).
Além da classificagcdo anterior, h4 também a distingdo de biomarcadores entre 0s
chamados de exposicao e os de efeito.

Os biomarcadores de exposic¢do sdo definidos como qualquer xenobi6tico, seu
metabolito, ou a interacdo entre o produto de xenobio6ticos e uma molécula ou uma
célula que é medido em um organismo ou uma subunidade do organismo. Enquanto o
biomarcador de efeito é qualquer alteracdo bioquimica, fisiol6gica ou comportamental
gue pode modificar o bem estar de um organismo (NRC, 1987; WHO, 1993).

Os biomarcadores sdo avaliados em organismos residentes em locais
contaminados, sendo tais organismos chamados de biomonitores. MARKER et al.,
(2003) definem um biomonitor como 0 organismo (parte de um organismo ou uma
comunidade de organismos) que contém informagfes nos aspectos quantitativos da
qualidade do ambiente. Um biomonitor ideal deve sobreviver em ambientes saudaveis,
mas também apresentar resisténcia relativa ao contaminante que estd exposto
(AKAISHI, 2004). Os seres vivos em geral, e de uma forma mais intensa os que
residem em estuarios, apresentam capacidade de manter e conservar suas funcoes
fisiologicas e metabdlicas em resposta as mudangas fisico-quimicas remanescentes, tal
capacidade é apresentada a literatura por MAGNUM e TOWLE (1997), que a definem
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como homeostasia. A abundancia dessa espécie no ambiente e a facilidade em adaptar-
se aos ensaios laboratoriais, além da homeostasia, sdo outros aspectos que podem
facilitar o desenvolvimento de um estudo.

Entre os organismos aquaticos, os peixes teleosteos sdo considerados bons
indicadores de estresse ambiental, devido a sua capacidade de acumular compostos
quimicos organicos e inorganicos em seus tecidos, e transferi-los para niveis troficos
superiores (BOON et al., 2002; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005), além do valor
econbémico de algumas espécies. O figado e o rim sdo os principais 6rgdos com
potencial de biotransformacdo, bioativacdo e eliminacdo de xenobiontes, refletindo a
exposicdo aos contaminantes (BERNET et al., 1999). Neste estudo, a espécie de peixe
Propimelodus eigenmanni (Van der Stigchel, 1946) (Siluriformes: Pimelodidae) foi
selecionada como organismo biomonitor. Essa escolha foi baseada no fato de que essa
espécie, segundo LUNDBERG e PARISI (2002), apresenta um alcance similar ao de
uma espécie considerada sedentaria. Os espécimes coletados através do Projeto
Calhamazon pelos autores anteriormente citados, foram em sua maioria capturados
entre 10 e 1000 metros da costa e de 2 a 30 metros de profundidade, ocupando
substratos lamosos e ricos em detritos. Portanto, esse organismo se apresentou como um
bom biomonitor pela sua ampla distribuicéo nos rios da Amazonia Oriental, pelo hébito
bentdnico e migragéao limitada.

Dessa forma o presente estudo integra analises bioguimicas em figado de peixes
da espécie Propimelodus eigenmanni com anéalise de especiacdo do arsénio na agua
(espécies inorganicas), a fim de avaliar a qualidade da 4gua em areas historicamente
contaminadas por arsénio no estuario amazonico, do ponto de vista bioldgico, a fim de

contribuir para a elaboracao de medidas remediadoras.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar e relacionar as analises de biomarcadores bioquimicos no figado de
peixes da espécie Propimelodus eigenmanni com a especiacdo do arsénio (espécies
inorganicas) na agua a fim de identificar possivel contaminacdo por arsénio na foz do

rio Amazonas.

2.2 Objetivos especificos

v Analisar a atividade da enzima de detoxificacdo glutationa—S—transferase
bem como a capacidade antioxidante total como biomarcadores de exposi¢édo
em figado de peixes coletados em distintos periodos sazonais em regifes
com diferentes historicos de contaminagéo antrépica por arsénio;

v Analisar o contetido de lipideos peroxidados como biomarcador de efeito em
figado de peixes coletados em distintos periodos sazonais em regides com
diferentes historicos de contaminacgéo antropica por arsénio;

v Determinar a concentracdo de espécies inorganicas de arsénio (arsenito e
arsenato) presentes em amostras de &gua coletadas em distintos periodos
sazonais em regides com diferentes histdricos de contaminacdo antrépica por
arsénio;

v Relacionar as concentracdes das diferentes espécies quimicas de arsénio com

os resultados dos biomarcadores bioquimicos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo

A Industria e Comércios S/A (ICOMI) utilizou dois processos de beneficiamento
do manganés. Em 1973 foi construida uma usina de pelotizacdo nas proximidades do
porto de Santana/AP, onde expuseram o0s residuos a altas temperaturas (900°C —
1.000°C) para gerar pelotas endurecidas, a fim de gerar valor econémico, e esta
atividade perdurou até o ano de 1983. Durante os anos de 1989 e 1996, a producdo de
sinter tomou lugar da pelotizagéo, sendo este também um procedimento que se utiliza de
altas temperaturas (700°C). O forte aquecimento recristalizou 0 minério e tornou-o
instavel, assim o arsénio (As) primariamente ligado aos hidréxidos de ferro e hidroxidos
de manganés passou a ser solubilizavel em condi¢es ambientais (SCARPELLI, 2003)

Posteriormente, os rejeitos de ambos os procedimentos foram depositados de
maneira negligente numa lagoa artificial localizada na usina. Os residuos contendo
arsénio, quando solubilizados, atingiram as &guas do nivel fredtico da lagoa, e
superficiais de pequenos igarapés nas suas imediacdes (SCARPELLI, 2003). No final
da década de 90, os residuos foram retirados da lagoa e depositados na forma de pilhas
num trecho restrito da area industrial da ICOMI a céu aberto, a espera de destino final, e
representam importante risco de exposicdo das populagdes residentes nas comunidades
do entorno da area da empresa (SANTOS et al., 2003).

Sendo o historico local conhecido, foram realizadas quatro coletas ao longo de
um ano, nos meses de Abril, Agosto e Novembro de 2013 e Marco de 2014,
contemplando assim os dois periodos pluviométricos marcantes da regido. O més de
Abril/13 representa o periodo chuvoso 1 e Marco/14 o periodo chuvoso 2, enquanto
Agosto/13 e Novembro/13 representam 0 periodo menos chuvoso 1 e 2,
respectivamente.

Em cada uma das quatro coletas, trés pontos foram amostrados (Figura 1), sendo
dois deles localizados no estado do Amapa e o outro no estado do Para. O primeiro as
margens do rio Amazonas (00° 03° 13.3” S/ 051° 11° 26,77 W), préximo a comunidade
de Elesbéo, ponto que apresenta historico de contaminacdo antropica por arsénio. O
segundo esta localizado as margens do rio Beija-flor (00° 007 23,8” S/ 051° 16° 53,4”
W), proximo a comunidade de Mazagao, sendo esse ponto escolhido por apresentar um
gradiente de contaminacdo devido estar situado a 16 km de distancia do ponto onde

estdo depositados os residuos de manganés.
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O terceiro ponto se encontra as margens do rio Campumpema (01° 44° 09,1 S/
048° 53’ 46,3” W) na cidade de Abaetetuba, localizada no Nordeste do Pard, localidade

sem historico de contaminag&o antropica por arsénio.

Figura 1-Mapa da localizag&o dos pontos de coleta no estudrio amazonico.
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3.2 Amostragem

Como organismo biomonitor foi utilizado o peixe da espécie Propimelodus

eigenmanni, sendo estes coletados através de pesca com anzol para evitar alteracdes

metabolicas em decorréncia do estresse da captura. Apés a captura, os individuos foram

crioanestesiados, mortos por se¢do da medula e armazenados em um isopor com gelo,
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para o transporte até o laboratorio de Toxicologia (UFPA). As amostras de 4gua para a
realizacdo da andlise da especiagdo do arsénio foram coletadas e armazenadas também
no gelo, em tubos Falcon, para transporte até o laboratdrio.

3.3 Dados abioticos

Foram coletados também variaveis fisico-quimicas, tais como salinidade,
condutividade, oxigénio dissolvido e temperatura da &gua, todos medidos através de um
aparelho multiparametro.

Os dados de precipitacdo foram obtidos através do site do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) e estes sdo pertencentes as estacdes meteoroldgicas de Belém e
Macapa por serem as mais proximas dos locais de coleta.

A precipitacdo no primeiro més de coleta (chuvoso 1) foi em torno de 500 mm
em ambas as estacdes de Belém e Macapa. No més menos chuvoso 1, a precipitacdo em
Macapa foi menor (quase 200 mm) em relacdo a Belém, onde a mesma ultrapassou os
200 mm. Na campanha menos chuvosa 2 , em Belém as chuvas foram mais abundantes,
atingindo precipitacdo maior que 200 mm enquanto em Macapa, a chuva foi mais
escassa, ndo alcancando 100 mm. No més chuvoso 2também houve uma grande
diferenca na precipitagdo entre as cidades, em Belém foi registrado 600 mm,enquanto
Macapa 400 mm (Figura 2).

Figura 2 - Precipitacdo total em mm nas cidades de Belém e Macapa. Fonte dos dados: Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET). Os meses destacados em azul representam os mais chuvosos e o0s destacados
em vermelho 0s menos chuvosos.
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3.4 Laboratorio
3.4.1 Biometria

No laboratério os peixes foram pesados (g) e medidos. As medidas adotadas
foram comprimento padrdo (cm) e comprimento total, sendo a primeira definida como a
medida entre a ponta do focinho e a extremidade do raio mais curto (mediano) da
nadadeira caudal e a segunda como a medida entre a ponta do focinho e a extremidade
da nadadeira caudal (SZPILMAN, 2000).

Posteriormente os mesmos foram dissecados para a obtencédo do figado, fonte de
material para a analise dos biomarcadores. Os tecidos foram colocados em microtubos e
armazenados num ultrafreezer a -80°C. A partir desse passo, para cada biomarcador se
faz necessario um tratamento diferente das amostras, seguindo seus respectivos
protocolos. As analises foram feitas com o auxilio de um espectrofluorimetro (Victor X,

Perkin Elmer).

3.4.2 Arsénio na dgua

No total foram analisadas 47 amostras de dgua para a especiacdo de arsénio.
Sendo 2 provenientes do rio Campumpema, 5 do rio Beija-flor e 3 do rio Amazonas,
totalizando 10 amostras no periodo menos chuvoso 1 (Agosto/13). No periodo menos
chuvoso 2 (Novembro/13) foram analisadas 12 amostras, 4 para cada um dos trés rios
analisados, enguanto no periodo chuvoso 2 (Mar¢o/14) foram analisadas 15 amostras, 5
provenientes de cada um dos trés rios amostrados.

As andlises de arsénio e suas espécies quimicas inorgénicas na agua foram
realizadas no laboratorio de analises quimicas da Universidade Federal de Santa Maria,
RS e baseadas no trabalho de BOHRER et al. (2005). Foi utilizado um espectrémetro
(SpectrAA 200, Varian, Australia) com um sistema VGA 77 (para a geracao de hidreto).
Na geracdo de hidretos foi utilizada com taxa de fluxo de 1 mL/min para o redutor e
taxa de fluxo da amostra de 8 mL/min, tendo o tetraborato de sédio como agente redutor
das amostras (1% em 0,1 mol/L de NaOH). O arsénio total em solucéo foi determinado
pela alteragcdo do tampéo citrato em 6.0 mol/L de HCI nas amostras com pH ajustado
para 8. O arsenito foi determinado pela reducéo do tampéo citrato (pH 4,5) nas amostras
ajustadas para pH 2. A concentracdo de arsenato foi determinada pela subtragéo entre a
concentracdo de arsénio total analisada e a concentracdo de arsenito. As curvas

analiticas foram obtidas com padrdes contendo entre 5-1000 ug/L de arsénio.
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3.4.3 Biomarcadores de exposicao

Para a andlise da glutationa — S — transferase (GST) os tecidos foram pesados em
uma balanca de precisdo (FA 2104N - Bioprecisa), numa relacdo peso:volume de 1:5,
transferidos para eppendorfs onde foi adicionada solucdo tampédo contendo Tris-HCI
(100 mM), EDTA (2 mM) e MgCI2.6H20 (5 mM), pH 8,00. As amostras
homogeneizadas foram centrifugadas a 10.000xg por 20 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante extraido para a anélise. Este biomarcador foi analisado seguindo o método
descrito por HABIG e JAKOBBY (1981) que é baseado na conjugacdo de 1mM de
Glutationa (GSH; Sigma) com 1mM de 1-cloro-2,4-dinitro-benzeno (CDNB; Sigma). A
atividade enzimatica foi medida com absorbancia a 340nm e expressa em unidade de
GST, onde uma unidade é a quantidade de enzima necessaria para conjugar 1umol de
CDNB/min/mg de proteina, a 25°C e pH 7.00.

A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil foi analisada através da
determinacdo da concentracdo de espécies ativas de oxigénio (EAQO) nas amostras com e
sem exposi¢cdo a um gerador de radicais peroxil. Os radicais peroxil séo produzidos por
decomposi¢do termal (35°) de2’2-azobis-2-metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP,
4mM; Aldrich) (WINSTON et al., 1998). As leituras foram realizadas em leitor de
microplaca de fluorescéncia (Victor X, Perkin Elmer), em um meio contendo30 mM de
HEPES (pH 7,2), 200 mMKCI, 1 mM MgCl2, 40 uM H2DCF-DA. A geracdo de
fluorescéncia total (485 e 530 para excitacdo e emissao respectivamente) foi calculada
pela integracdo da unidade de fluorescéncia (UF) durante o periodo de leitura (60
minutos), posteriormente os dados da UF foram ajustados para uma fungéo 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 sera obtida
apos adicdo de ABAP, indicando baixa competéncia para neutralizar radicais peroxil
(AMADO et al., 2009). Para facilitar a interpretacdo dos graficos, esses dados estdo
expressos como o inverso da area relativa, possibilitando a leitura direta dos mesmaos.

Para a relativizagdo dos biomarcadores de exposicdo fez-se necessério a
dosagem da concentracdo de proteinas totais, sendo esta realizada através do método de

biureto utilizando um kit comercial da marca DOLES LTDA.
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3.4.4 Biomarcador de efeito

Para a analise de conteldo de lipideos peroxidados (LPO) os tecidos foram
pesados numa relagdo peso:volume de 1:12, transferidos para eppendorfs onde foi
adicionado metanol 100% resfriado a 5°C. Os tecidos foram centrifugados a 1000xg por
10 minutos a 4°C sendo o sobrenadante separado do pellet e utilizado para a anéalise. O
ensaio é baseado no método FOX (HERMES-LIMA et al., 1995 e MONSERRAT et al.,
2003). Para a realizacdo do ensaio foram adicionados de maneira sequencial 0s
seguintes reagentes nas microplacas, FeSO4 (90 uL), H2S04/0,25 M (35 uL),
XilenollmM (35 pL), H20 mili Q (170 pL) e 20 pL de amostra. As microplacas foram
incubadas & temperatura ambiente durante 135 minutos, posteriormente lida no leitor de
microplacas (Victor X, Perkin Elmer) a 550 nm e em seguida foram adicionados 10pL
de uma solucédo de CHP (hidroperéxido de cumeno 0,175 mM), como padrdo de lipideo
peroxidado. Apds 15 minutos (tempo para estabilizar a reacdo) houve uma nova leitura.
As reac0es inespecificas que provavelmente ocorrem durante o ensaio sdo identificadas
e subtraidas da reacdo pelo preparo de uma microplaca que substitui o ferro por H20
mili Q. Os resultados foram expressos em termos de hidroperdxidos de lipideos (como
substancias reativas ao FOX) em nmol de CHP/g de tecido. O volume de amostra,
diluicdo da mesma e periodo de incubacdo foram determinados pela padronizagao
realizada antes das analises reais.

As andlises dos biomarcadores de exposi¢do (glutationa — S — transferase e
capacidade antioxidante total) foram realizadas com as mesmas amostras, pois a
quantidade do sobrenadante foi suficiente para seguir ambos 0s protocolos, porém para
a analise do biomarcador de efeito (lipoperoxidacao) se fez necessaria a utilizacdo de
amostras diferentes, principalmente pelo fato do preparo das amostras ser diferenciado

em relacdo aos outros dois biomarcadores.
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3.4.5 Anélise estatistica

A concentragdo de arsénio, os biomarcadores e a biometria foram testadas por
local em relacdo aos periodos, bem como em cada periodo nos trés locais.

Os dados dos biomarcadores foram testados para normalidade
(KolmogorovSmirnov) e homocedasticidade (Levene), a analise estatistica foi realizada
através de ANOVA two-way seguida por teste post-hoc (Tukey), sendo estes dados
expressos em média + desvio padrdo. O nivel de significancia adotado foi de 5% (o =
0,05). Os dados de biometria ndo atenderam aos pressupostos, portanto foi realizado o

teste Kurskal-Wallis com os dados expressos em mediana * quartil.
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4 RESULTADOS
4.1 Dados abidticos

A salinidade ndo apresentou variacdo, permanecendo uniforme (no valor de 0)
em todos os pontos e periodos de coleta. Em relacdo a condutividade, no més menos
chuvoso 2 foram registrados o valor mais alto (62,5 puS) e mais baixo (21,1 uS) entre
todos os periodos, o primeiro pertencente ao rio Amazonas e 0 segundo ao rio
Campumpema (Tabela 1).

O oxigeénio dissolvido apresentou sua menor concentracdo no més chuvosol no
rio Amazonas (0,43 mg/L), enquanto a maior concentracédo foi encontrada no rio Beija-
flor no més menos chuvoso 2(6,32 mg/L).A temperatura da agua apresentou maxima de
30,6°C e minima de 27,3°C, ambas registradas no rio Campumpema, porém a maxima
ocorreu no més menos chuvoso 2 e a minima no més chuvoso 2.

A temperatura do ar teve minimas de 29°C e maximas de 32°C. Sendo que as
minimas ocorreram nos rios Beija-flor no més menos chuvoso 1 e Amazonas no més
chuvoso 2, enquanto as maximas ocorreram no més chuvoso 1e no més menos chuvoso

2,ambas no rio Campumpema.

Tabela 1 - Varidveis abidticas mensuradas nos quatro periodos e locais de coleta.

Condutividade Chuvoso Menos Menos Chuvoso
(uS/cm) 1 chuvoso 1 chuvoso 2 2
Campumpema 38,7 25,9 21,1 29,1
Beija-flor 32,5 44,7 40,3 40
Amazonas 40,4 35,6 62,5 32,5
O,Dissolvido

(mg/L)

Campumpema 0,5 0,67 0,79 3,35
Beija-flor 0,48 0,56 6,32 5,8
Amazonas 0,43 1 0,85 4,6
Temperatura

da &gua (°C)

Campumpema 27,7 29,8 30,6 27,3
Beija-flor 29,7 30 29

Amazonas 28,8 30,3 30 28,4
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4.2 Biometria dos peixes

Foram utilizados 261 peixes no total para a analise dos biomarcadores dentro
dos 4 periodos de coleta.

Os peixes dos trés rios amostrados ndo apresentaram diferencas no peso em
relacdo aos periodos sazonais (Tabela 2), quando considerado o mesmo rio.
Comparando-se os peixes dos diferentes rios, os do rio Campumpema apresentaram 0s
valores mais altos em todas as coletas, enquanto 0s peixes com menores pesos foram
capturados no rio Amazonas. Nos meses chuvoso 1 e menos chuvoso 1, os animais do
rio Beija-flor tiveram pesos intermediarios em relacdo aos outros dois rios,
apresentando semelhanca estatistica com ambos. No més menos chuvoso 2, 0s
individuos do rio Amazonas foram significativamente menos pesados em relacdo aos
dos rios Campumpema e Beija-flor. No més chuvoso 2, os organismos dos trés rios
apresentaram valores de peso estatisticamente semelhantes.

O comprimento padrdo dos peixes coletados seguiu semelhante ao padrdo da
variavel “peso”, pois ndo houve diferenca nos locais entre os periodos sazonais (Tabela
2). Os animais do rio Campumpema obtiveram maiores valores de comprimento padréo,
ja os do rio Amazonas, 0os menores valores. No més chuvoso 1, os individuos do rio
Amazonas apresentaram comprimento padrdo significativamente menor em relagdo aos
do rio Campumpema e Beija-flor, que permaneceram semelhantes estatisticamente entre
si. No periodo menos chuvoso 1, os organismos do rio Campumpema obtiveram
comprimento padrdo significativamente maior em relacdo aos dos rios Beija-flor e
Amazonas, que nesse més néo se diferiram estatisticamente.

No més menos chuvoso 2, os peixes do rio Campumpema apresentaram valores
significativamente maiores em relacdo aos do rio Amazonas, engquanto os do rio Beija-
flor obtiveram valores semelhantes estatisticamente com ambos 0s rios. No més
chuvoso 2 ndo houve diferenga entre os organismos dos trés pontos.

Assim como as variaveis “peso” e “comprimento padrdao”, 0S peixes dos trés
pontos coletados ndo apresentaram diferenca entre os periodos sazonais (Tabela 3). No
més chuvoso 1, os individuos do rio Campumpema e Beija-flor obtiveram tamanhos
estatisticamente semelhantes e maiores aos do rio Amazonas. Nos dois meses
representantes do periodo menos chuvoso, os animais do rio Amazonas foram
significativamente menores em relacdo aos do rio Campumpema, enquanto os peixes do

rio Beija-flor permaneceram semelhantes aos de ambos 0s rios neste periodo. No més
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chuvoso 2, assim como nas varidveis anteriores nao houve diferenca entre 0s

organismos dos trés rios.

Tabela 2 - Peso (g), comprimento padrdo (cm) e comprimento total (cm) dos peixes coletados.Letras
minusculas diferentes representam diferencas (p<0,05) entre 0s pontos no mesmo periodo. Letras
mailsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os periodos no mesmo ponto. Os dados
estdo expressos em mediana + quartil.

Peso () Chuvoso Menos Menos Chuvoso
1 chuvoso 1 chuvoso 2 2
(n=67) (n =62) (n=67) (n =65)
Campumpema 40,6 £25,3Aa 42,6 £31,5Aa 29,7+23,7Aa 27,7+£16,8 Aa
(n=22) (n=18) (n=22) (n=22)
Beija-flor 25,6 £19,4Aab 22,5+19,0Aab 19,2+14,1 Aa 25,2+ 20,8Aa
(n=23) (n=21) (n=23) (n=21)
Amazonas 15,3+£10,3Ab 16,0+ 11,3Ab 154+142Ab 17,4+ 148 Aa
(n=22) (n=23) (n=22) (n=22)
Comprimento Chuvoso Menos Menos Chuvoso
Padréo (cm) 1 chuvoso 1 chuvoso 2 2
(n=67) (n =62) (n=67) (n =65)
Campumpema 154+131Aa 158+149Aa 13,7+131Aa 13,0+11,0Aa
(n=22) (n=18) (n=22) (n=22)
Beija-flor 141+130Aa 126+116Ab 12,1+111Aab 12,6+11,4Aa
(n=23) (n=21) (n=23) (n=21)
Amazonas 108+98Ab 112+10,3Ab 112+106 Ab 12,2+11,7 Aa
(n=22) (n=23) (n=22) (n=22)
Comprimento Chuvoso Menos Menos Chuvoso
Total (cm) 1 chuvoso 1 chuvoso 2 2
(n=67) (n =62) (n=67) (n =65)
Campumpema 20,1+180Aa 205+189Aa 192+185Aa 18,4+17,0Aa
(n=22) (n=18) (n=22) (n=22)
Beija-flor 176+17,1 Aa 17,2+16,3Aab 16,6 £15,7Aab 18,4+ 17,2 Aa
(n=23) (n=21) (n=23) (n=21)
Amazonas 146+136Ab 151+14,1Ab 16,2+151Ab 16,6+154 Aa
(n=22) (n=23) (n=22) (n=22)

4.3 Arsénio na agua

Nas analises de especiagdo do arsénio, entre as formas inorgénicas, apenas o
arsenato foi encontrado nas amostras, o arsenito nao foi detectado em nenhum ponto ou
periodo de coleta. N&o foi possivel a coleta de 4gua no periodo chuvoso 1.

Na coleta realizada no més menos chuvoso 1, ndo houve diferenca entre as
rios (0,9+0,05ug/L) e Amazonas

concentragfes de arsenato nos Beija-flor
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(1,3£0,03ug/L), porém o rio Campumpema mostrou uma concentracao
significativamente mais baixa (0,3+0,15 pg/L) em relacdo aos outros dois rios. No més
menos chuvoso 2, houve diferenca entre todos os rios amostrados, o rio Amazonas
apresentou uma concentracdo intermediaria (1,2+0,06 pg/L) entre a maior concentragdo
do rio Beija-flor (2,0+0,08 pg/L) e a menor do rio Campumpema (0,7£0,04ug/L). Na
campanha chuvosa 2 o rio Campumpema (1,3+0,08ug/L) mostrou uma concentragéo
significativamente menor a do rio Beija-flor (1,7+0,08 pg/L) e o rio Amazonas
(1,5£0,08g/L) se mostrou estatisticamente semelhante aos outros dois rios (Figura 3).
O rio Campumpema apresentou variacdo sazonal. No més chuvoso 2, foi
possivel observar um aumento significativo em relacdo aos meses anteriores. O rio
Beija-flor também variou sazonalmente e houve diferenga significativa entre todos os
periodos. A maior concentracdo de arsenato neste rio encontra-se no més menos
chuvoso 2, seguido pelo més chuvoso 2 e pelo més menos chuvoso 1. O rio Amazonas
teve uma baixa variacdo sazonal, ndo havendo diferenca significativa entre os meses

coletados (Figura 3).

Figura 3 - Concentracdo de arsenato nos rios amostrados. Letras minusculas diferentes representam
diferengas (p<0,05) entre os pontos no mesmo periodo. Letras mailsculas diferentes representam
diferengas (p< 0,05) entre os periodos no mesmo ponto. MC1, MC2, C2 significam Menos Chuvoso 1,
Menos Chuvoso 2 e Chuvoso 2, respectivamente e n 0 nimero de amostras. Os dados estdo expressos em
média + desvio padréo.
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4.4 Biomarcadores de exposicao
4.4.1 Glutationa — S — transferase (GST)

Na campanha pertencente ao més chuvoso 1 ndo houve diferenca entre as
atividades da enzima nos trés rios do estuario amazoénico. Na coleta do més menos
chuvoso 1 os peixes do rio Campumpema (78,7+7,6 U GST/mg de proteina) e do rio
Beija-flor (83,3+4,9U GST/mg de proteina) apresentaram atividade estatisticamente
semelhantes e os do rio Amazonas (118,1+13,1U GST/mg de proteina) mostraram um
atividade superior desta enzima em relacdo aos dois primeiros. Nos meses que
contemplam os periodos menos chuvoso 2 e chuvoso 2 , assim como no més chuvoso 1,
ndo ha diferenga significativa na atividade da GST entre os organismos dos trés rios em
questdo (Figura 4). J4 no més menos chuvoso 1, registrou-se uma maior atividade desta
enzima de detoxificacdo nos animais provenientes do rio Amazonas em relacdo aos
animais de Campumpema e Beija-flor. Também foi neste periodo sazonal que se
verificou a maior atividade desta enzima nos animais do rio Amazonas. Nos outros dois

rios a atividade da enzima permaneceu constante ao longo dos periodos de coleta.

Figura 4 - Atividade da glutationa—S—transferase no figado de Propimelodus eigeinmanni amostrados no
estuario amazonico. Letras minusculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre 0s pontos no
mesmo periodo. Letras maiusculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os periodos no
mesmo ponto. C1, MC1, MC2, C2 significam Chuvosol, Menos Chuvoso 1, Menos Chuvoso 2 e
Chuvoso 2, respectivamente e n o nimero de amostras. Os dados estdo expressos em média + desvio
padréo.
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4.4.2 Capacidade antioxidante total

No més chuvoso 1 ndo houve diferenga estatistica entre a capacidade
antioxidante total dos peixes nos trés rios amostrados. Os outros periodos seguintes
(menos chuvoso 1, menos chuvoso 2 e chuvoso 2) se comportaram da mesma forma,
ndo apresentando diferenca entre os organismos dos pontos coletados (Figura 5).

Os individuos do rio Campumpema ndo apresentaram nenhuma diferenca ao
longo dos quatro periodos de coleta. Os peixes dos rios Beija-flor e Amazonas
apresentam perfis semelhantes e assim como 0s organismos do rio Campumpema, nédo
foi observada diferenca da capacidade antioxidante total ao longo dos periodos (Figura
5).

Figura 5 - Capacidade antioxidante total no figado de Propimelodus eigeinmanni amostrados no estuario
amazonico. Letras mindsculas diferentes representam diferengas (p< 0,05) entre os pontos no mesmo
periodo. Letras mailsculas diferentes representam diferengas (p<0,05) entre os periodos no mesmo ponto.
Cl, MC1, MC2, C2 significam Chuvosol, Menos Chuvoso 1, Menos Chuvoso 2 e Chuvoso 2,
respectivamente e n o nimero de amostras. Os dados estdo expressos em média + desvio padréo.
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4.5 Biomarcador de efeito
4.5.1 Lipoperoxidacédo (LPO)

Na primeira coleta (chuvoso 1) ndo ha diferenca no contetdo de lipideos
peroxidados nos peixes entre os trés rios amostrados. Tal cenario repete-se nos outros
trés periodos (menos chuvoso 1, menos chuvoso 2 e chuvoso 2), ndo havendo diferenca
entre os rios em cada més coletado (Figura 6).

O contetdo de lipideos peroxidados nos organismos provenientes do rio
Campumpema e Beija-flor ndo apresentaram diferenca estatistica entre os periodos de
coleta. Ja nos peixes do rio Amazonas a lipoperoxidacdo apresentou variacdo sazonal,

com diminui¢do no periodo menos chuvoso 1 (71,6+7,8nmol CHP/g de tecido tmido).

Figura 6 - Lipoperoxidacdo no figado de Propimelodus eigenmanni amostrados no estuario amazoénico.
Letras minusculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os pontos no mesmo periodo. Letras
mailsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os periodos no mesmo ponto. C1, MC1,
MC2, C2 significam Chuvosol, Menos Chuvoso 1, Menos Chuvoso 2 e Chuvoso 2, respectivamente e n o
nimero de amostras. Os dados estdo expressos em média + desvio padréo.
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5 DISCUSSAO

A salinidade ndo apresentou variacdo entre os periodos e locais de coleta, o que
pode ser explicado pela estratificagdo vertical bem desenvolvida da coluna d’agua da
plataforma continental do Amazonas dificultando a penetracdo da agua salgada
(GIBBS, 1970). Além disso, a imensa descarga do rio Amazonas nao permite a entrada
de &gua do mar na foz do rio (mesmo durante o periodo de descarga minima)
(NITTROUER et al., 1991).

Em relacdo a condutividade, os ambientes ndo mostraram um padrdo nos
periodos chuvoso 1, menos chuvoso 1 e chuvoso 2. No periodo menos chuvoso 2 o rio
Amazonas apresentou o valor maximo de condutividade (62,5 puS/cm), o que pode ser
explicado pelo fato de que rios de aguas brancas sdo ricos em nutrientes oriundos da
erosdo das encostas andinas (SIOLI, 1968), agindo conjuntamente com esse fator, a
intensa decomposicdo da matéria organica aumenta a quantidade de ions dissolvidos na
agua, elevando assim a sua condutividade (ESTEVES, 1998). Ja o rio Campumpema
apresentou o valor minimo de condutividade (21,1 uS/cm) durante esse mesmo periodo
(menos chuvoso 2), pois ¢ quando hd um menor movimento na coluna d’agua
provocando um menor carreamento de particulas e ions, mantendo uma baixa
condutividade.

O oxigénio dissolvido apresenta maior concentracdo no periodo menos chuvoso
2 (6,32 mg/L — rio Beija-flor), enquanto a menor concentracdao se encontra no periodo
chuvoso 1 (0,43 mg/L — rio Amazonas). As principais fontes de perda de oxigénio sdo
dadas pela decomposicdo de matéria organica (oxidacdo), perdas para a atmosfera e
respiracdo de organismos aquaticos (ESTEVES, 1998). Tendo isso em vista, no periodo
chuvoso, a concentracdo de oxigénio dissolvido na agua tende a diminuir devido ao
aumento de nutrientes transportados para 0s rios através do escoamento artificial
(VALLE JUNIOR, 2013). As altas taxas de sedimentacdo no periodo menos chuvoso
podem explicar uma maior concentracao de oxigénio dissolvido, pois nestas condicdes a
agua ganha relativa transparéncia, favorecendo a penetracdo solar intensificando a
fotossintese (MONTEIRO et al., 2015) e segundo ESTEVES (1998) esta atividade
fotossintética é a principal fonte de oxigénio no ambiente aquatico.

A homogeneidade da temperatura da agua € tipica de dguas estuarinas tropicais
(FLORES MONTES, 1996), essa estabilidade pode ser explicada pelo grande volume
de &gua descarregada, agdo dos ventos e correntes de maré gerando a turbuléncia da
agua (SANTOS et al., 1986).
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Em relacdo a especiacdo do arsénio, o arsenato foi a unica forma de arsénio
inorganico encontrada, tendo um potencial de poluigéo, visto que o mesmo dentro do
organismo concorre com o fosfato, alterando assim a producdo de ATP (geragdo de
energia para o metabolismo) (FATTORINI; REGOLI, 2004). De acordo com a
literatura, 0os rios de aguas brancas, onde se encaixam 0s trés rios amostrados
(Campumpema, Beija-flor e Amazonas), possuem pH proximo a 7 (SIOLI, 1968;
KONHAUSER et al., 1994; GAILLARDET et al., 1997) e nesses ambientes aquéaticos
aerobicos o arsenito é oxidado gerando arsenato (LEMMO et al., 1983).

A resolucdo CONAMA numero 357/2005, padroniza o valor de arsénio total nos
corpos de 4gua doce com padrfes de consumo para pesca ou cultivo de organismos para
fins de consumo intensivo em 0,14 pg/L, porém os valores encontrados em todos os
locais e periodos de coleta foram superiores ao permitido pelo CONAMA. De acordo
com SANCHEZ-RODAS (2005) em comparaGao com sistemas aquéticos de mar aberto,
€ comum que 0s rios e estuarios apresentem valores de arsénio bem mais altos, por
possuirem elevadas quantidades de material em suspensdo e sais dissolvidos
provenientes da erosdo dos sedimentos encontrados ao longo das bacias de drenagens
(SIOLI; KLINGE, 1962).

O rio Campumpema apresentou concentragdes semelhantes de arsenato nos
meses menos chuvosos, enquanto no periodo chuvoso houve um aumento significativo
(p> 0,05) da concentracdo do mesmo. Esse perfil pode ser explicado pela alta
precipitacdo desse més (562,7 mm) que gera alta vazdo no rio, maior carreamento de
agua proveniente do continente. Dessa forma héa liberagdo do metaloide retido nas
rochas adsorvidos em o¢xidos de ferro e argilo-minerais e disponibilizacdo pelo
intemperismo (FIGUEIREDO, 2000; GRAY et al., 1999; SMEDLEY; KINNIBURGH,
2002), além do revolvimento do sedimento de fundo.

As concentragdes do rio Beija-flor foram diferentes estatisticamente (p> 0,05)
em todos os periodos amostrados, apresentando um pico no periodo menos chuvoso 2.
Essa variacdo pode estar relacionada com a hidrodindmica do rio, pois por ser um braco
de rio estreito e mais fechado em relagdo aos outros dois ambientes, o escoamento das
aguas acontece em menores propor¢des e de maneira mais lenta. PARREIRA (2012)
comparou a dispersdo de poluentes entre canais com diferentes hidrodinadmicas,
comprovando que ambientes de baixa energia, como neste caso o rio Beija-flor,
apresentam maiores concentragcbes de poluentes em geral agregados a materiais

particulados em suspensdo, fazendo com que esses compostos permanegcam nesse
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ambiente ndo havendo intensa dispersdo. Ja em ambientes sujeitos a uma hidrodinamica
mais intensa, h& dispersdo desses poluentes e manutencdo da qualidade das aguas
corroborando com o que relata AMORIM et al., (2009).

O Unico rio que ndo apresentou variacdo ao longo dos periodos analisados foi o
Amazonas, porém ainda assim obteve maior concentracdo em relacdo ao rio sem
historico de contaminacdo antropica por arsénio. A alta concentracdo de arsénio em
aguas naturais pode ser proveniente de diversas fontes, que inclui a dissolugéo de pirita,
minerais e minérios, efluentes de industrias do carvao, ferro e mineracdo de metais,
residuos de industria de transformacdo quimica e de uma variedade de aplicacGes
agricolas e industriais (BUCHANAN, 1962; BROWNING, 1969; ATSDR, 2006). Essa
afirmacdo corrobora o fato do ponto de coleta ser proximo a um local onde houve
armazenamento de rejeitos de minério de manganés, além da formacdo geoldgica do
local.

A concentracdo de arsenato no rio Campumpema € a menor encontrada entre 0s
trés pontos de coleta em todos os periodos, concordando assim com a expectativa inicial
de que este local ndo apresenta historico de contaminacdo antrépica direta por arsénio,
sendo as concentracdes encontradas, provavelmente, valores basais de arsénio na agua
para este ambiente. Devendo levar em consideracdo que estes valores estdo acima do
que a resolucdo n° 357/2005 do CONAMA permite, portanto deve-se atentar para o fato
de que resolucdo pode ndo estar se baseando em valores que se aproximam da realidade
do local. Os maiores valores nos rios Beija-flor e Amazonas também corroboram coma
expectativa inicial de que estes locais apresentam histérico de contaminacdo antropica
por arsénio, onde seus perfis de acimulo do metaloide ao longo dos periodos de coleta
possivelmente estdo ligados com a dindmica de cada local.

Sendo feita a avaliacdo do comportamento do arsénio no ambiente estudado,
precisam-se avaliar os efeitos que este metaloide estd causando nos organismos
expostos. Primeiramente se faz necessario saber que a glutationa (GSH) esta presente na
maioria das células em concentracdo milimolar e € um dos antioxidantes intracelulares
mais importantes (MEISTER, 1988), bem como, potencialmente, um alvo para o
arsénio (KALYANARAMAN, 1995). Numerosos compostos tdxicos ou potencialmente
toxicos sdo absorvidos ou removidos da célula por vias mediadas pela GSH
(BALLATORI, 1994). Tem sido sugerido que a metilacdo GSH-dependente e a ligacédo
as proteinas sdo os principais mecanismos de desintoxicacdo do arsénio por mamiferos
e outros organismos (APOSHIAN, 1997).A GSH também ajuda a manter o estado
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reduzido normal das células e neutralizam os efeitos deletérios do estresse oxidativo,
reduzindo dissulfuretos de proteina, e pela eliminacdo de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (MEISTER 1995; SALVEMINI et al., 1999).

HU et al., (2003) através de seus resultados mostram que o arsenito (Aslll) pode
alterar o nivel de GSH, tanto a curto quanto a longo prazo, em células humanas. Os
padrdes dos efeitos dependem da intensidade e da duragdo da exposicdo ao arsénio. No
caso do trabalho supracitado, apds tratamento em longo prazo com baixa concentracdo
de arsénio, o nivel de GSH foi diminuido.

Neste estudo, apesar da concentracdo de GSH nao ter sido avaliada, a atividade
da GST foi empregada como um biomarcador de exposi¢do. A atividade da glutationa—
S-transferase é intimamente influenciada pela concentracdo de GSH presente no meio
intracelular, pois a GST catalisa a reacdo entre a GSH e substratos eletrofilicos, sendo
este um passo essencial na desintoxicacdo e eliminacdo de diversas classes de
compostos quimicos téxicos, evitando lesdo tdxica em varios tecidos (KEEN et al.,
1976; HABIG; JAKOBY, 1981; PICKETT,; LU, 1989; MARI; CEDERBAUM, 2000).
A atividade desta enzima ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) nos meses
chuvoso 1, menos chuvoso 1 (com exce¢do do rio Amazonas), menos chuvoso 2 e
chuvoso 2, quando comparados 0s pontos de coleta. Sendo assim, podemos inferir que
outras vias de detoxificacdo, como a interagdo direta da GSH com as espécies quimicas
de As, estdo atuando em paralelo a atividade da GST, o que justificaria a falta de
inducdo da atividade desta enzima ao longo do ano. VENTURA-LIMA et al., (2009)
também observaram resultado semelhante ao avaliar a atividade desta enzima em
branquias do peixe zebra (Danio rerio) expostos a arsénio inorganico. Em peixes,
poluentes absorvidos através das branquias podem ser metabolizados antes de chegar ao
figado e, mesmo com uma baixa capacidade metabdlica, esse 6rgdo pode contribuir
significativamente para evitar a acumulacao de poluentes ambientais nos demais 6rgaos
(VENTURA-LIMA et al., 2009). Além disso, em um estudo realizado com arsenito e
também com um tipo de composto organico (benzopireno) em baixas concentragdes de
exposicao também verificou auséncia de inducdo da GST. THOMPSON et al., (2010)
observaram que a exposi¢do de Danio rerio a benzopireno, a arsenito e a combinagéo de
ambos (concentracdo de 0,4uM de benzopireno; 0,4uM de benzopireno +
0,4puMdearsenito; 0,4uMde benzopireno + 8uM de arsenito e 0,4uM de arsenitodurante

7 dias) ndo influenciaram na atividade enzimatica da GST hepatica.
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A auséncia de inducéo da atividade da GST nos organismos analisados também
pode estar ligada ao fato da biotransformacéo estar sendo efetiva. VENTURA-LIMA et
al., (2011) analisaram a diferenca dos efeitos do arsénio inorganico (Aslll e Asv) em
poliquetas estuarinos (Laeonereis acuta) e ao realizar a analise da especiacdo de arsénio
nos organismos, encontrou um aumento de compostos metilados (MMA e DMA) nos
poliquetas expostos ao arsenato (Asv) em comparagdo aos expostos a arsenito (Aslll),
estando este perfil de acordo com dados de acumulacdo de arsénio em organismos
marinhos (FATTORINI et al.,, 2006). VENTURA-LIMA et al., (2011) ainda
relacionaram a maior concentracao de arsénio metilado com a inibicdo da atividade da
GST Q observada nesse grupo de individuos, sendo esta enzima membro da familia de
GST que apresenta residuos de cisteina no sitio ativo estando envolvida na
metabolizacdo do arsénio (SAMPAYO-REYES; ZAKHARYAN,2006). Alguns autores
descreveram a biotransformacdo de arsénio inorganico para formas metiladas como
MMA e DMA como a via metabdlica classica (APOSHIAN et al., 2004; THOMAS,
2007) de detoxificacdo.

A glutationa — S — transferase ndo € o unico biomarcador influenciado pelo nivel
de GSH na célula, a glutationa também implica no perfil da capacidade antioxidante
total. AMADO et al., (2009) comprovaram que os resultados obtidos com amostras de
figado enriquecidas com GSH, mostraram uma clara reducdo da diferenca de area, ou
seja, um aumento da capacidade antioxidante total. O mesmo foi observado por
REGOLI e WINSTON (1999) empregando a técnica TOSC (capacidade total de
eliminacdo de oxiradicais em inglés). Em nosso estudo, 0s peixes ndo apresentaram
qualquer diferenca significativa (p>0,05) na capacidade antioxidante total, indicando
que houve estabilidade dos niveis de GSH e de outros antioxidantes ndo enzimaticos e
até mesmo enzimaticos durante o periodo de coleta, concordando com a falta de inducgéo
da GST ja mencionada anteriormente. Sabe-se que uma pequena porcentagem
(aproximadamente de 1 a 3%) do oxigénio que 0s organismos aerdbicos utilizam para a
oxidacdo de alimentos e geracdo de energia é convertida em espécies reativas de
oxigénio (LIVINGSTONE, 2003) e que este percentual pode ser elevado em situacoes
de exposicdo a poluentes por vias de detoxificacdo intensificarem processos geradores
de EROs. Os resultados obtidos com os biomarcadores de exposi¢do analisados nos
permite inferir que, na maioria dos periodos amostrados (com excecdo do periodo

menos chuvoso 1) os niveis de exposi¢do a compostos xenobidticos, incluindo as forma
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inorganicas de As, nos ambientes analisados ndo estdo sendo suficientes para gerar
respostas biologicas compensatdrias nos organismos biomonitores selecionados.

Em relagdo ao biomarcador de efeito analisado, nos meses chuvoso 1, menos
chuvoso 1 (com exce¢do do rio Amazonas),menos chuvoso 2 e chuvoso 2 0s
organismos ndo apresentaram aumento significativo (p< 0,05) no contetdo de lipideos
peroxidados indicando que o sistema de defesa antioxidante destes animais estd em
equilibrio com os niveis de EROs geradas endogenamente. PEDLAR et al., (2002)
afirmam que a auséncia de inducdo de LPO no peixe da espécie Coregonus
clupeaformis pode acontecer devido as seguintes razdes: via de exposicdo, tempo de
exposicdo e inducdo de LPO em outros tecidos e/ou eliminagdo de radicais livres por
metalotioneinas. As metalotioneinas sdo proteinas de baixo peso molecular identificada
em vertebrados, invertebrados e microrganismos, rica em residuos de cisteina e que tem
como papel principal a quelacdo de metais (MASON; JENKINS, 1995). O fato de
quelarem metais de transi¢cdo faz com os mesmos fiquem longe de alvos celulares e do
proprio oxigénio molecular, evitando a geracdo EROs e de danos oxidativos. A
metalotioneina hepatica elevada em Coregonus clupeaformis pode ter fornecido uma
protecdo adequada contra a inducdo de LPO, como resultado da exposicdo dietética ao
arsénio (PEDLAR et al., 2002). DAS et al., (1998) analisaram LPO no figado de
Anabas testudineus e correlacionaram a auséncia da inducdo desse biomarcador apds 30
dias de exposicdo com um aumento significativo na concentracdo de metalotioneina
hepética durante o periodo de tempo analisado.

No periodo menos chuvoso 1, a atividade da glutationa—S—transferase dos
organismos do rio Amazonas, apresentou um aumento significativo (p<0,05) em relagéo
aos individuos dos outros dois rios amostrados, estando este fato provavelmente
relacionado com a maior concentracdo de arsenato neste rio no periodo em questao (1,3
10,03 pg/L). Isso pode ter ocorrido devido flutuagdes naturais nas concentracdes de
metais de transicdo, que sdo carreados pelos rios, exigir uma maior resposta de
detoxificacdo nos organismos (PISANELLI et al., 2009). FAROMBI et al., (2007)
observaram atividades elevadas de GST em peixes amostrados em ambientes sob
influéncia de poluigdo, concordando com o que expdem MONTEIRO et al., (2006),
onde mostram que a elevagdo do nivel de GSH concomitante com o aumento da
atividade da GST representam uma adaptacdo e protecao frente ao estresse oxidativo.

Nos mesmos rio e periodo em questdo ocorre a diminuicao significativa (p<0,05)

do conteldo de lipideos peroxidados. A diminuigdo do LPO pode estar ligada a a¢éo de
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vitaminas (C e/ou E) que aparentemente agem sobre a peroxidacgdo lipidica hepética
(HIDALGO et al.,, 1988). No entanto também podemos inferir que a enzima esta
conseguindo detoxificar os organismos a ponto de evitar danos em lipideos, ja que na
literatura é feita a relacdo entre as enzimas antioxidantes (e GSH) e a lipoderoxidacao.
Por exemplo, a diminuicdo dos niveis de enzimas antioxidantes e GSH com
rebaixamento do nivel de GST nas branquias de peixes da espécie Claria sgariepinus
poderiam explicar a ocorréncia de peroxidacdo lipidica (FAROMBI, 2007). Outro
exemplo, que, no entanto corrobora os dados deste trabalho, é a exposicdo do peixe
dourado a 200ug de As/L, onde foram observados baixos niveis de peroxidacéo lipidica
quando houve um aumento nos niveis hepaticos de GSH (BAGNYUKOVA et al.,
2007). Ressaltando que esta é o principal substrato para o funcionamento da GST, sendo
esta relagdo demonstrada por AHMAD et al., (2000), onde peixes da espécie Channa
punctatus expostos a efluentes provenientes de uma féabrica de papel, apresentaram
aumento na atividade da GST juntamente com aumento do contetdo de glutationa no
figado.

Os meses de agosto/13 e novembro/13 foram determinados como menos
chuvosos, porém em Macapa o primeiro apresentou uma precipitacdo de 159,3 mm
enguanto no segundo a precipitacdo foi de apenas 26,3mm. Essa situa¢do pode explicar
a diferenca que ocorre na resposta dos organismos pertencentes ao rio Amazonas
relacionando os periodos menos chuvoso 1 e menos chuvoso 2. Apesar da auséncia de
diferenca estatistica na concentracdo de arsenato entre esses dois periodos no rio
Amazonas, 0 menos chuvoso 2 apresenta uma tendéncia a diminuicao de arsenato.

Na maioria dos rios, 0 arsénio € muito mais abundante em sedimentos do que
nas aguas sobrejacentes. As correntes de transporte geralmente transportam quantidades
maiores de arsénio através de sorcdo sobre particulas em suspensdo do que através de
dissolucdo (MOK; WAI, 1994). Além disso, o clima pode influenciar grandemente a
mobilizacdo de arsénio em rios e outras aguas de superficie, tempestades e inundacbes
podem mobilizar arsénio através da escavacao, oxidacdo e dissolugdo de sulfetos em
sedimentos (HENKE, 2009).

Além do clima, em &guas tropicais, 0 aumento da atividade biol6gica pode
mobilizar arsénio dos sedimentos através da reducdo deste em acido arsenioso
(H3AsO3) ou em formas metiladas que sdo menos propensas a adsor¢cdo em oxi e
hidroxidos de ferro e outros compostos (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002; MOK;
WA, 1994; SEYLER; MARTIN, 1989).Em agua corrente e sedimentos, 0 DMA (V) e
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MMA (V) podem provir diretamente dos microorganismos ou serem provenientes da
degradacdo de organoarsénicos mais complexos. Eventualmente, em ambientes com
fluxo intenso de &gua o arsénio metilado tende a degradar-se em arsénio inorganico
(AsV) (MOK; WAL, 1994).

Ao avaliar os ambientes aos quais 0S organismos estdo expostos e as respostas
bioldgicas dos mesmos, podemos relacionad-las com os pardmetros biométricos dos
individuos. Nos periodos chuvoso 1, menos chuvoso 1 e 2 os peixes do rio Amazonas
apresentaram as medidas biométricas menores. SOUSA et al., (2013) mostrou
comportamento semelhante para peixes da espécie Sciades herzbergii, onde estes
mostraram diferencas significativas entre a area de referéncia e o local potencialmente
contaminado (Complexo Portuario de Sdo Luis, MA) e como mostrado anteriormente o
Amazonas foi 0 rio que apresentou altas concentracfes de arsenato e onde esta se
manteve constante ao longo das coletas.NICHOLSON e LAM (2005) afirmaram que a
presenca de xenobiontes em ambientes aquéaticos leva a perda de funcionalidade de
varias reservas energéticas dos animais como um mecanismo compensatorio a alta
demanda de energia requerida pelos processos de detoxificagéo.

No entanto, no periodo chuvoso 2, os parametros biométricos dos peixes
pertencentes ao rio Amazonas se assemelharam aos do rio Beija-flor e Campumpema,
ou seja, ndao houve nenhuma diferenca estatistica (p<0,05) entre os locais de coleta.
Esses resultados se assemelharam aos apresentados por SORENSON, 1976 e
SCHLENK et al., (1997) onde os efeitos da exposi¢cdo ao arsénio via aquética e dietética
sobre parametros morfométricos em peixes de agua doce também ndo foram
significativamente alterados.

Tendo em vista que os efeitos toxicos dos poluentes podem sobrecarregar as
defesas antioxidantes (BEBIANNO, 2004), de maneira geral, podemos inferir, através
das respostas dos biomarcadores de exposicéo e efeito aqui analisados, que a quantidade
de arsenato presente na &gua provavelmente ndo estd sendo suficiente para gerar
desequilibrio entre os agentes proxidantes e antioxidantes, ndo sendo, portanto capaz de

gerar efeitos bioquimicos deletérios.
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6 CONCLUSAO

Os organismos do rio Beija-flor e Amazonas estdo sendo expostos a uma
quantidade de arsénio acima do valor permitido pelo CONAMA, sendo este valor
estipulado para o arsénio total. No caso das amostras coletadas, a analise de espécies
inorganicas revelou que o arsénio na regido encontra-se sob a forma arsenato e esta é
considerada biodisponivel e, portanto, passivel de toxicidade.

No rio Campumpema as amostras também apresentaram valores maiores do que
o permitido pelo CONAMA. Porém nesse caso, como esta area ndo recebe
contaminacdo antropogénica direta por arsénio e os valores sdo estatisticamente
menores em relagdo aos outros dois rios, podemos dizer que esta contaminagdo esta
relacionada ao carreamento do contaminante a partir de outras areas ou a formagéo
geoldgica local.

No periodo menos chuvoso 1 os organismos do rio Amazonas apresentaram uma
inducdo na atividade da glutationa—S—transferase acompanhada pela reducdo no
contetdo de lipideos peroxidados em relacdo aos organismos provenientes dos outros
rios e nos outros trés periodos amostrados.

A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil ndo foi influenciada pela
quantidade de arsénio a que 0s animais estéo expostos.

Apesar de o arsénio estar em uma de suas formas biodisponiveis e toxicas, na
grande maioria dos periodos analisados, o balan¢o redox dos organismos ndo esta sendo
alterado pelos xenobidticos presente no ambiente, incluindo o arsenato. Isso foi
evidenciado pela auséncia de resposta dos biomarcadores de exposicdo e efeito
somados, podendo também estar fazendo a utilizacdo de outras vias de detoxificacdo

além dos biomarcadores de exposi¢do analisados neste trabalho.
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