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RESUMO

Os organismos do estuario Guajarino tém sofrido uma intensa pressdo por causada
proximidade com a cidade de Belém. Diariamente, uma grande quantidade de compostos
antropogénicos sdo lancados neste ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade
ambiental de sitios da baia de Guajard com distintos histéricos de contaminagdo, do ponto de
vista bioldgico, utilizando o poliqueta Namalycastisabiuma como organismo biomonitor. Os
locais escolhidos para o estudo foram o Canal do Una e Terminal portuario de Miramar,
pontos com consideravel histérico de contaminacdo orgéanica e por metais. Como ambiente
referéncia a regido escolhida foi a desembocadura do Rio Guama, considerado umponto néo
poluido deste estuario. Os poliquetas foram coletados em todos os ambientes de estudo com o
auxilio de uma draga de Petersen ao longo de um ano, em cada um dos periodos climaticos da
regido (periodo seco, seco-chuvoso, chuvoso, chuvoso-seco e seco). Foram analisadas as
atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) e a
capacidade antioxidante total (TEAC) como biomarcadores de exposicédo e a lipoperoxidagédo
(LPO) como biomarcador de efeito. Os poliquetas de todos 0s pontos amostrados tiveram um
aumento da capacidade antioxidante total (TEAC) no periodo chuvoso, sugerindo uma
resposta ao aumento da quantidade e/ou qualidade de matéria organicacarreada para o estuario
e consumida como alimento.Houve uma diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes
nos poliquetas de Una (CAT e GST) e Miramar (CAT) em relacdo ao Guama no periodo
chuvoso e chuvoso-seco, 0 que pode estar relacionado a exaustdo das defesas antioxidantes
em funcdo daexposicdo prolongada a poluentes, que provavelmente sdo carreados pelas
chuvas. O efeito de diminuicdo da atividade dessas enzimas foi observado no periodo
chuvoso-seco, quando o danooxidativo(LPO) foi maior nos animais do Una e Miramar.Os
organismosdo Guamamostraram maior capacidade de enfrentar insultos oxidativos,
apresentando um aumento sazonal dos biomarcadores de exposicdo CAT, GST e TEAC
influenciados pelos niveis de chuvas (periodo chuvoso e chuvoso-seco). Os organismos do
ambiente referéncia apresentaram um aumento transiente da lipoperoxidacdo durante o
periodo chuvoso, ocasionado provavelmente pelo aumento do metabolismo oxidativo durante
este periodo de maior oferta alimentar, mas que retorna ao nivel basal ap6s esse
periodo.Diante das dificuldades para caracterizar os efeitos danosos da polui¢do crescenteno

estuario Guajarino, pode-se destacar que este estudo pioneiro contribui para 0s
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efeitos bioldgicos da contaminacgéo, particularmente sobre o status oxidativo das populacdes
de N. abiumaencontradas em pontos contaminados, bem como o papel das chuvas como a

principal forgante que potencializa os efeitos da poluicdo.

Palavras-chave: Estuarios.Biomonitoramento. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Guajara estuary organisms have been suffering an intense stress due proximity to Belém
city. Daily, large amounts of untreated anthropogenic compounds are released in this
environment.This study aims to evaluate, from a biological point of view, the environmental
quality of different sites alongGuajara Bay using the polychaeteNamalycastisabiuma as
abiomonitor organism. Study area included Una Channel and Miramar port, which are
characterized as organic and metal contaminated sites. GuamaRiver represents the reference
site, with a lack of direct contamination. In each site, during a period of 1 and a half year with
different climatic stations (dry season, intermediary dry-rainy, rainy season, intermediary
rainy-dry and dry season), polychaetes were collected with a Petersen’s dredge. We analyzed
the activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST)
and total antioxidant potential (TEAC) as exposure biomarkers and lipoperoxidation (LPO) as
effect biomarker. The polychaetes from all sampled points had an increase in total antioxidant
potential (TEAC) in rainy season, probably as a response to elevated amount and/or quality of
organic matter transported to estuary in this period. A reduction on antioxidant enzymes
activity was observed during rainy and rainy-dry seasons in worms from Una (CAT and GST)
and Miramar (enzyme CAT) compared to reference organisms. These results can be related to
the exhaustion of antioxidant defenses in function to extended exposure to pollutants. The
effect of the reduction in these enzymes activities was observed in rainy-dry season, when the
polychaetes from both contaminated sites showed higher oxidative damage (LPO) than
animals from reference site. Worms collected in Guama river showed a higher capacity to
cope with oxidative insults than organisms from polluted sites. They presented a seasonal
increase in exposure biomarkers CAT, GST e TEAC that was also associated with the rainfall
levels. These worms exhibited a transient state of elevated lipoperoxidation in the rainy
season, which can be related to the augmented oxidative metabolism during this period of
higher food availability. We can emphasize that this pioneer study helps to elucidate the
biological effects of contamination, particularly on oxidative status of the N.
abiumainhabiting contaminated sites, such as the role of rainfall as a major force that

potentiates the effects of pollution.

Keywords: Estuaries, biomonitoring, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O ambiente estuarino, por suas proprias caracteristicas, impde condi¢des estressantes para
0s organismos que o habitam, fazendo com que tenham que adquirir muitas estratégias de
osmorregulacdo, defesa ou aclimatizacdo, como adaptacdes fisiologicas sazonais e relacdes
mutualisticas.Esta  situacdo também pode alterar sua sensibilidade a muitos
poluentes(MONSERRATet al., 2007). Como exemplo de condicGes estressantes no estuario
Guajarino pode-se citar o seu forte regime hidrodinamico, dividido entre as variagdes sazonais
do regime pluviométrico e os ciclos diarios das marés, que controlam as mudancgas nas
propriedades fisico-quimicas, concentracdo de material particulado em suspensdo e a
distribuicdo dos bancos lamosos e arenosos ao longo da baia (PINHEIRO, 1987).

A Baia do Guajard tem sofrido um enriquecimento organico antropico que esta
favorecendo a bioestimulacdo das comunidades macrobentonicas(AVIZ et al., 2012), e
possivelmente causando impactos em niveis de menor organizacdo bioldgica. Associados as
condicionantes hidrodinamicas, os sedimentos da Baia de Guajara tém apresentado valores
elevados de metais pesados antropogénicos, principalmente chumbo, como resultado do
escoamento dos canais que cortam a cidade e que conduzem esgotos in natura e efluentes
industriais para esse corpo d’agua.Enquanto que os sedimentos do Rio Guama ndo apresentam
concentracdes de metais que oferecam risco imediato ao bem estar dos organismos
bentonicos(NASCIMENTO, 2007).

Estes impactos em nivel de menor organizacdo biolégica podem se apresentar como
modificacbes na estrutura e funcionalidade de componentes essenciais a célula. Deste modo,
as variacOes induzidas por compostos quimicos que ndo ocorrem naturalmente em
componentes moleculares ou celulares, processos, estruturas e/ou funcbes podem ser
determinadas em sistemas biol6gicos ou amostras, sendo denominadas de biomarcadores
(DEPLEDGEget al., 1995).

A partir da resposta dos biomarcadores pode-se inferir se 0 organismo esta sendo exposto a
algum tipo de contaminante (biomarcador de exposicao), e se a concentracdo e/ou o tempo de
exposicdo tem causado danos a algum componente do organismo (biomarcador de efeito).
Assim, a avaliacdo de biomarcadoresbioquimicos em organismos residentes em ambientes
impactados fornece sinais de possiveis alteracBes nos ecossistemas gerados pelo estresse

ambiental ou antrdpico, auxiliando na prevencao de eventuais danos em niveis de organizacao
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biolégica superiores, como populacdes, comunidades e ecossistemas (MARKERTet al.,
2003).

Grande parte dos xenobidticos que podem causar efeitos danosos em organismos sdo
metais detransi¢do, como ferro e cobre, que podem induzir a formacdo de substanciastoxicas
ao entrarem em contato com o oxigénio. Sdo comumente chamadas de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o oxigénio singlet (*O,), o radical &anion superéxido (O,™), o peréxido
de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil (OH) (HERMES-LIMA, 2004). As EROstambém
sdogeradas naturalmente pelo escape de elétrons durante a sintese mitocondrial de ATP,
reacOes de auto-oxidacdo, ou ainda, pelo grupo heme de proteinas. Em concentragdes basais,
sdo utilizadas na sinalizacdo celular (mensageiros celulares) e tém acdo anti-microbial via
NADPH oxidase de células fagociticas, bem como no crescimento e proliferacdo celular
normal (RICE-EVANS;BURDON, 1994).

Outra importante fonte deEROs é a metabolizagdo de xenobidticos organicos pelo
citocromo P-450, uma grande familia de enzimas responsaveis pelo metabolismo oxidativo de
substratos endogenos e exdgenos. Esse processo hormalmente torna-os mais sollveis e facilita
sua excrecdo, porém a hidroxilacdo de alguns xenobioticos converte-os em substancias mais

toxicas, subvertendo o sistema de detoxificagdo pelo aumento da produc¢édo de EROs.

Para garantir que o balango entre producao e eliminacdo destas espécies permaneca em um
nivel estacionario, os organismos adquiriram um complexo sistema de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico.Entre as defesas enzimaticas podemos destacar enzimas que
atuam na degradacdo de EROs, como a catalase; aquelas atuam na detoxificacdo de
metabolitos reativos ou xenobioticos, como a glutationa S-transferase; e enzimas que atuam
na reciclagem de co-substratosessenciais, como a glutationaredutase(HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007).

Assim, sob condi¢bes normais, o metabolismo celular produz e elimina concentragdes
estaveis de EROs. Mas quando hd mudancas induzidas pelo contato com contaminantes e/ou
variaces ambientais, levando aum aumento na concentracdo de EROs, diminuicdo da
capacidade antioxidante ealteracdo da sinalizacdo redox celular,ocorre uma situagdo chamada
de estresse oxidativo(LUSHCHAK, 2011).

Contudo, os principais sistemas tiol/dissulfetona célula (glutationa oxidada e reduzida,
tioredoxina-1 e cisteina/cistina) ndo estdo em equilibrio redox e respondem de forma diferente

a compostos toxicos e estimulos fisioldgicos. Entdo, do ponto de vista mecanistico, o estresse
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oxidativopode ser mais bem definido como uma desorganizacdo do controle e da sinalizacao
redox celular(JONES, 2006).

Uma vez que muitos poluentes precipitam, acumulando-se e modificando as caracteristicas
fisico-quimicas do sedimento (NASCIMENTO et al., 2006), animais benténicos como o
poliqueta Namalycastisabiuma, expostos diretamente a essa contaminacdo, podem ser
utilizados como organismos biomonitores na avaliacdo da qualidade do ambiente onde vivem.
A exposicdo a contaminantes pode influenciar a resposta dosistema de defesa antioxidante
desses animais, favorecendo a producgdo de pré-oxidantes e expondo-os a uma situacdo de
estresse oxidativo. Tal resposta indica antecipadamente os efeitos danosos da contaminacgao
ambiental sobre os organismos que habitam os ambientes estudados.

Este estudo é pioneiro na utilizacdo de biomarcadores de estresse oxidativono poliqueta
estuarino N. abiumacomo ferramentas para avaliar a qualidade ambiental da baia de Guajara e
rio Guama. Esse esforco consiste na identificagdo dos padrfes do sistema de defesa
antioxidante deste organismo bentdnico, analisando a influéncia de um gradiente de poluicédo
e da sazonalidade em suas respostas antioxidantes e de dano oxidativo, ao longo de um ano de

coletas bimestrais.

1.1 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A acumulacdo de oxigénio na atmosfera primitiva da Terra e nos corpos d’agua pode ter
fornecido uma forte presséo de selecdo para os organismos que adquiriram a capacidade de
utilizar o oxigénio em seu metabolismo, assim como para aqueles que foram capazes de lidar
com o0s subprodutos toxicos do metabolismo aerébico (HERMES-LIMA, 2004).

O oxigénio pode ser reduzido completamente a H,O (Fig.1l) durante a respiracdo
mitocondrial pela enzima citocromo oxidase, que € um passo chave no mecanismo de
formacdo aerdbica de ATP nas mitocondrias. Contudo, o oxigénio pode receber elétrons que
escapam da cadeia transportadora, sofrendo uma reducdo monoeletronica, a qual resulta na
formacdo de vérias espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem causar danos a
componentes celulares (LUSHCHAK, 2011).

Segundo Hermes-Lima (2004), de 0.1 a 0.4% de todo o oxigénio consumido nas
mitocondrias produz EROs, principalmente o radical anion superéxido (O,"). Outra fonte
relevante de O"inclui as atividades de oxidaveis sollveis (ex. xantina oxidase, aldeido
oxidase), NADPH oxidase nas membranas celulares de fagocitos, e a auto-oxidacdo de

pequenas moléculas. Outra espécie reativa de oxigénio é o peroxido de hidrogénio (H,0;),que
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¢ formado pela dismutacdo de O, (espontanea ou catalisada pela enzima superoxido
dismutase) ou pelo sistema de oxidases de funcdo mista durante a detoxificacdo de

xXenobidticos.

Figura 1: Esquema da reducdo do oxigénio a agua durante a respiracdo aerébica(O, +4e'+
4H*—2 H,0). Quando o oxigénio recebe elétrons que escapam de reacBes redox ou é
reduzido por oxidases ocorre a formacdo de EROs. Simbolos: e - elétron; O, - radicalanion
superdxido; *OH - radical hidroxila; OH™ - anion hidroxila; H,O, - peroxido de hidrogénio.
Este ultimo ainda pode gerar radical hidroxila, através da reacdo de Haber-Weiss (O, +
H,0,—0, + *OH + OH"). O radical hidroxila e o radical anion superdéxido séo dois radicais
livres altamente reativos, produzidos ao longo desta seqtiéncia de reagdes.

i
%, 2HO

0
e G }
2e

02._ _e'_> H202

HO < "OH + OH'

Fonte: Modificado de (NEWMAN, 2009).

Estas oxidases de funcdo mista (ex. sistema citocromo P450) estdo envolvidas
principalmente na etapa inicial da biotransformac&o de xenobidticos organicos, que envolve a
oxidacdo, hidrdlise, hidratacdo ou reducdo desses compostos, permitindo o aumento de sua
polaridade. Ap0s esta etapa inicial, os compostos normalmente passam pelo segundo estagio
da biotransformacédo, na qual sdo conjugados a uma molécula endbgena que permite um

aumento do peso molecular suficiente para garantir sua excrecao.

0O, e H,0, tém baixa toxicidade em comparacdo com o radical hidroxil (OH), o qual pode
ser convertido a partir destas espécies via reacdo de Fentonou reacdo de Haber-Weiss. Estas
reacOes podem ser catalisadas por ions de cobre, ferro, cromo e mercirio (LUSHCHAK,
2011), e a acumulacao destes metais pode alterar e degradar processos de ativagdo enzimatica
(GERACITANO et al., 2004a).

O'OH é uma das espécies mais reativas conhecidas, pois atinge um componente celular
logo apods sua producéo.Este radical esta envolvido no inicio da cadeia de lipoperoxidagcdo em

membranas bioldgicas, reagindo principalmente com acidos graxos poli-insaturados (PUFA),



19

mas também pode causar danos oxidativos a proteinas, DNA nuclear e DNA
mitocondrial( HERMES-LIMA, 2004).

1.2 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Como a eficiéncia energética favorece a manutencdo do oxigénio como aceptor final dos
elétrons durante a sintese mitocondrial do ATP, os organismos aerébicos desenvolveram um
complexo sistema de defesa antioxidante (enzimatico e ndo enzimatico) que atua na
degradacédo, detoxificacdo ou interceptacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) que
podem ser produzidas, prevenindo as células de danos oxidativos (HERMES-LIMA, 2004).

As principais defesas enzimaticas contra as EROs(Fig. 2) incluem as enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT),glutationaperoxidase (GPx) e glutationa S-transferase
(GST).A SOD catalisa a dismutacdo de O, em O, e H,0,. A CAT e a GPxcatalisam a
decomposicdo de H,0,. A GST constitui uma grande familia de enzimas de fase Il envolvidas
na conjugacdo de xenobidticos e produtos aldeidicos da lipoperoxidacdousando o
tripeptideoglutationa na sua forma reduzida (GSH), tornando-os mais polares e mais
facilmente removiveis do ambiente intracelular (HERMES-LIMA, 2004).0s antioxidantes
ndo enzimaticos compreendem compostos que podem se doar para oxidacdo em vez de
componentes celulares importantes, como a glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico,
carotenoides, retinol e a-tocoferol(LUSHCHAK, 2011).

A GSH € um tripeptideo de grande importancia na protecdo contra danos oxidativos, por
atuar como seqestradora de radicais livres ou como co-substrato de enzimas antioxidantes.
Aenzima glutationaredutase (GR) recicla a GSH, convertendo-a da forma oxidada (GSSG) de
volta para a forma reduzida usando a nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)

como agente redutor.

O sistema de defesa antioxidante enzimatico trabalha de maneira organizada. Se had um
aumento crénico na formacdo de H,O, em uma célula, as enzimas CAT e/ou GPx irdo
decompor esta espécie para reduzir os niveis intracelulares até alcancar a concentracao estavel
anterior. Contudo, se a formacdo de H,O, alcancar uma condicdo aguda, onde uma maior
concentragéo for estabelecida, as células irdo aumentar a biossintese de enzimas (GPx e CAT)
para aumentar a capacidade de decomposicéo do H,O, (HERMES-LIMA, 2004).
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Figura 2: Sistema de defesa antioxidante que atua de forma conjunta na protecdo das células contra
danos oxidativos. As abreviagfes SOD, CAT, GST, GR, GPx e G6PDH representam as enzimas
superoxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase, glutationaredutase, glutationaperoxidase e
glicose-6-fosfato desidrogenase, respectivamente.

Fe(lll) + OH +*0H — = Danos oxidativos

A Detoxificagdo de
muitas susbtancias

Fe(ll) Reacgéo de Fenton
CAT ‘GST
/—b H,0 + O,
H0,
A 2GsH NADPH
Produgéo
de EROs Sob GPX GR G6PDH
+
- GS5G NADP
. 0, H,0
02+ NO +
Hy0,
Fe(ll) Reacdo de Haber-Weiss

ONOO™

O+ OH +*OH = Danos oxidativos

Fonte: Adaptado de HERMES-LIMA, 2004.

Os niveis normais de antioxidantes sdo mantidos pelo balanco entre a sua sintese/absorcéo,
transporte, metabolizacdo, inativagdo e excrecdo e representam a capacidade antioxidante
total dos organismos em lidar com subprodutos tdxicos do oxigénio. Alguns antioxidantes
como tocoferol e carotendides sdo obtidos por animais aquaticos pela alimentacdo, enquanto
outros como a GSH e enzimas antioxidantes sdo produzidos endogenamente. Sua producéo
usualmente corresponde a necessidade dos organismos e estd sujeita a regulacdo ativa
(LUSHCHAK, 2011).

1.3 DANOS OXIDATIVOS

A exposicdo a uma grande quantidade de xenobiéticos ou a bioativagdo de metabolitos
reativos com maior toxicidadepodecausar deplecdodos antioxidantes celulares ou alteragdoda
sinalizacdo e do controle redox, causando danos a componentes celulares. Esta situacdo é
chamada de estresse oxidativo, e pode ser definida como o disturbio entre as concentracGes de
EROs e a capacidade das defesas antioxidantes, favorecendo os primeiros (MONSERRAT et
al., 2007).

Os danos induzidos por EROs em carboidratos, lipideos, acidos nucléicos e proteinas

podem alterar a funcdo de macromoléculas nas celulas, tecidos e 6rgaos. Estas perturbagdes
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induzem danos e respostas adaptativas celulares que aumentam as defesas antioxidantes e
mecanismos de reparo (ex. reparo de DNA) (LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009).

A oxidacdo de lipideos, comumente chamada delipoperoxidacdo, ocorre numa reacao em
cadeia emuitas vezes € catalisada por metais em transicio (HERMES-LIMA, 2004). Estes
oxidantes causam o colapso da membranafosfolipidica e, inclusive, formam intermediarios
reativos que podem continuar a reacdo em cadeia (Fig. 3).

Figura 3: Reac0es de lipoperoxidacdo.PUFAs- acidos graxos poli-insaturados (inglés poli-
unsaturadedfattyacids).

Rearranjamento
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Fonte: Adaptado de HERMES-LIMA, 2004.

A intensidade da lipoperoxidacdo pode ser avaliada a partir de seus produtos primarios,
perdxidos lipidicos e dienos conjugados, e/ou dos produtos finais como malondialdeidose
outros aldeidos. O aumento da lipoperoxidacao é freqlientemente o primeiro efeito da geragédo
elevada de EROs, mas um aumento nas defesas antioxidantes, como na atividade da GST,
pode causar o retorno do nivel de produtos oxidados ao estado inicial (GERACITANO et al.,
2004a.LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006).
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As proteinas também podem ser danificadas por varios mecanismos mediados por EROs,
produtos da lipoperoxidagdo e oxidacdo de agucares (principalmente aldeidos, formando
adutoscarbonilados com proteinas), metabdlitos derivados de Oxido nitrico e sistemas de
oxidacdo de metaistHERMES-LIMA, 2004). O radicalanion superoxido é capaz de inativar
enzimas, incluindo a aconitase (por reduzir oFe;" na molécula enzimatica e causar liberacéo
do ion ferro) e outras desidratases contendo cluster [Fe — S] (HERMES-LIMA, 2004).

1.4 ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS EM POLIQUETAS NEREIDIDEOS

Os estudos ecotoxicologicos utilizando organismos biomonitores, residentes em locais
poluidos ou contaminados, tém se mostrado bastante eficazes no diagnostico da saude de
diversos ambientes aquaticos. Dentre os organismos mais utilizados podem-se destacar 0s
poliquetas da familia Nereididae (MONSERRAT et al., 2007; LEWIS e WATSON, 2012). As
espeécies de nereidideos sdo muito abundantes em ambientes com grande estresse ambiental e
formacdo de bancoscompostos por sedimentos finos, como 0s estuarios, por apresentarem
mecanismos de adaptacdo as condic¢Bes hidrodindmicas e fisico-quimicas destes locais e se
beneficiaremda acumulacdo de depdsitos de superficie e subsuperficie (ALMEIDA, 2008.
AVIZ et al., 2012).

As populacdes de nereidideos alternam a dominancia nos substratos lamosos do estuario
Guajarino com populacGes de oligoquetas, tendo maiores densidades nos locais nao
impactados, ao contrario do segundo grupo. Os nereidideossdo mais abundantes no periodo
menos chuvoso devido a entrada de dguas mais salinas, enquanto que os oligoquetas séo
beneficiados pela maior influéncia fluvial e acimulo de matéria organica no periodo chuvoso
(AVIZ et al., 2012).

As caracteristicas de acumulacdo da matéria organica, sulfetos e poluentes desses
substratos lamosos impdem a existéncia de um complexo sistema antioxidante nestes
organismos, para contrabalancear a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Os
nereidideos podem ser expostos a grandes concentracfes de sulfetos, o que cria um alto risco
de geracdo excessiva de radicais devido ao metabolismo desse composto (semelhante a
episodios de hipoxia e re-oxigenacdo), e ainda pode ser potencializado pela exposic¢do destes
organismos a pré-oxidantes que podem estar acumulados e adsorvidos nos sedimentos
(ABELE-OESCHGER; OESCHGER, 1995; ABELE-OESCHGER, 1996).

O poliqueta Namalycastisabiuma se destaca como organismo potencial para a avaliagdo
ecotoxicoldgicapela sua atividade de bioturbacéo, que é reconhecida como controladora dos
fluxos bentdnicos de oxigénio dissolvido e nutrientes. A bioturbagdo também pode afetar os
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efeitos de contaminantes nos organismos bentdnicos devido a alteracdo de seu transporte,
destino e biodisponibilidade.Panget al.(2012) observaram em um estudo de microcosmos que
oligoquetas(Lumbriculusvariegatus) aumentaram a ressuspensdo de sedimentos e dai de
contaminantes associados, influenciando a toxicidade de hidrocarbonetosemanfipodas

(Hyalellaazteca) que sdo mais sensiveis a esses compostos.

Vérias alteracBes morfologicas e fisiologicas tém sido registradas em anelideos expostos
natural ou experimentalmente a diferentes poluentes, os quais induzem efeitos potenciais nas
respostas antioxidantes e de estresse oxidativo (MONSERRAT et al., 2007).

O nereidideoLaeonereisacuta, por exemplo, apresenta um gradiente na atividade
enzimética ao longo das regides anterior, média e posterior, exibindo maior atividade
antioxidante contra radicais hidroxil e peroxil na regido posterior do corpo. Uma explicacédo
possivel para este gradiente antioxidante se da pela menor quantidade de cuticula secretada
nesta regido, expondo estes organismos a maiores concentracdes de oxigénio e até peroxido
de hidrogénio(H,0,) ambiental. Outra possibilidade é a existéncia de um gradiente de lipideos
insaturados, diminuindo as concentracdes de alvos para as EROs na regido posterior (ROSA
et al., 2005a. FERREIRA-CRAVO et al., 2007).

Moraes et al.(2006) observaram que L. acutatambémapresenta defesas antioxidantes no
muco secretado pela epiderme, as quais podem ser moduladas pela presenca de bactérias com
defesas antioxidantes adicionais que colonizam a secre¢do de muco. Tais autores expuseram
ospoliquetosem laboratério ao H,0,, e evidenciaram queaqueles com a presenca de
mucotiveram uma reducdo significativa na producéo de EROs e de danos oxidativos ao DNA,
guando comparados aos expostos sem a presenca de muco. Concluiram, desta forma, que se
ocorrer uma producdo de muco suficiente para a colonizagdo de um grupo de bactérias, pode-
se estabelecer uma relacdo mutualistica entre as bactérias e este poliqueta, o que contribui
com o sistema antioxidante destes animaisatravés do auxilio nainterceptacdo e degradacédo de

H,O, radicais hidroxil e peroxil.

1.5 AREA DE ESTUDO

A Baia do Guajard e Rio Guama sdo os corpos d’agua mais expressivos no entorno da
Cidade de Belém, e em conjunto formam o estuario Guajarino. Confluem para desembocar no
estuario do Rio Pard e ainda estdo inseridos no grande estuario do Rio Amazonas
(PINHEIRO, 1987).
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A cidade de Belém tem aproximadamente 1,4 milhdes de habitantes (IBGE, 2010), dos
quais cerca de 30% vivem em areas periféricas inundadas (AVIZ et al., 2012).A producéo de
esgoto é de aproximadamente 274,5 milhdes de litros por dia, sendo que apenas 8% correm
sobre o sistema de coleta e menos de 3% recebem tratamento prévio (IBGE, 2008*apud AVIZ
et al., 2012).0 principal corpo receptor dos esgotos € a Baia do Guajara, recebendo um
volume diario de 18.294 m®/dia a partir da estacdo de bombeamento de esgotos do Una
(COHAB, 1997).

A regido do Terminal Petrolifero de Miramar se destaca como um ambiente com grande
potencial impactante devido a contaminacdo por hidrocarbonetos. Oliveira (2009) encontrou
uma reducdo na relacdo chumbo antropogénico/natural relacionada a atividade do porto de
Miramar, pois os derivados de petrdleo tem potencial de disseminacdo de Pb para o ambiente,

podendo torna-lo biodisponivel.
1.5.1Clima

O clima da éarea de estudo € do tipo “Afi”, floresta tropical imido sem estacdo fria, de
acordo com a classificagdo de Koppen (PINHEIRO, 1987). Existem quatro periodos
climaticos baseados na reducdo do regime pluviométrico: um periodo mais chuvoso, que por
sua vez é dividido em chuvoso (Janeiro a Marco) e chuvoso-seco (Abril a Junho), o qual
representa 73,2% da precipitacdo anual; e um periodo menos chuvoso, dividido em seco
(Julho a Setembro) e seco-chuvoso (Outubro a Dezembro), que representa 26,8% da
precipitacdo anual(OLIVEIRA et al., 2002).

A umidade relativa é elevada, com valores acima de 80% em todos os meses do ano,
alcancando valores préximos a 90% no trimestre mais chuvoso (MORAES et al., 2005). A
elevada umidade favorece a formacdo de nuvens de conveccdo, e a influéncia de fenbmenos
de meso e grande escala (como a Zona de Convergéncia Intertropical) alteram os regimes
pluviométricos (ALMEIDA et al., 2002).

1.5.2Parametros oceanograficos

O estuario do Guajara ¢ do tipo rio com influéncia de maré, que apresenta valores muito
baixos de salinidade mesmo no periodo seco (GREGORIO; MENDES, 2009).

A maré leva cinco horas para atingir a preamar, e oito horas para atingir a baixa-mar. Essa

desigualdade é ocasionada pelo efeito da maré dindmica e pela configuracéo do estuario, que

! IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2008. Pesquisa Nacional de Saneamento Basico. Brasil,
Brasilia.
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represa 0 escoamento em direcdo ao mar durante a vazante. Nos periodos de maré de sizigia
as velocidades médias maximas sdo observadas trés horas apos a estofa da baixa-mar, a um

metro da superficie, e trés horas e meia apos a estofa de preamar (GREGORIO, 2008).

Os ventos predominantes nesta area sao do tipo “terral” (Leste) que duram até o inicio da
tarde, ¢ do tipo “geral” (Norte-Nordeste) que duram até o inicio da noite. As ondas formadas
por esses ventos podem alcancar 1 metro, dependendo da sua duragdo, intensidade e
velocidade; e exercem um importante papel erosivo nas margens da Baia de Guajara
(PINHEIRO, 1987).

1.5.3Parametros fisico-quimicos

No estuario do Guajara, a sazonalidade do regime pluviométrico e o ciclo das marés sdo os
principais fatores controladores da variacdo das propriedades fisico-quimicas e da

concentracdo de material particulado em suspensdo (PINHEIRO, 1987).

Os grandes volumes de agua descarregada, as turbuléncias causadas pelos ventos e as
correntes de marés tornam o estuario estudado termicamente bastante homogéneo (Cordeiro,
1987). A variacdo anual da temperatura é de 1 a 3°C (AQUINO, 2011.AVIZ et al., 2012).

O pH e a condutividade nas regiGes mais proximas a cabeceira do estuario sdo maiores na
estacdo seca (respectivamente 5,7 e 1851 pS) do que na estagdo chuvosa
(respectivamente5,4e 32,9 pS), e aumentam quanto mais proximo dos pontos impactados
(AVIZ et al., 2012). Os valores médios de salinidade sdo de 0,1%o, sendo o minimo de 0%o NO
periodo chuvoso e o maximo de 0,8%o no periodo seco. Estes valores de salinidade permitem
classificar as aguas da maior parte das areas da baia do Guajara como doces, segundo a
resolugdo CONAMA 357/2005 (ROSA-FILHO et al., 2011).

As concentragdes de fosforo, compostos nitrogenados e a demanda bioquimica de oxigénio
(oxigénio consumido) sdo maiores na estacdo chuvosa, e nas proximidades das fontes de
esgoto (AVIZet al., 2012).

As concentracdes de material em suspensdo apresentam maiores variagdes ao longo do
ciclo da maré, do que ao longo do ano. As variagdes vdo de 100 mg/L no periodo seco a 115
mg/L no periodo chuvoso (PINHEIRO, 1987). Os maiores valores de turbidez no periodo
chuvoso sdo decorrentes da erosdo das margens ocasionada pela chuva e do aumento de
efluentes trazidos dos canais (ROSA-FILHO et al., 2011).
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade ambiental de pontos do estuario Guajarino (Belém/PA) com distintos
histéricos de contaminacdo utilizando biomarcadores de exposicdo e de efeito no
poliquetaNamalycastisabiuma, bem como as modificacdes espaco-temporais destes

biomarcadores ao longo de um ano.

1.6.2 Objetivos especificos
v Determinar a atividade enzimatica dos biomarcadores de exposicdo catalase (CAT) e
glutationa-S-transferase (GST), comparando os resultados obtidos em organismos
coletados em pontos com distintos historicos de contaminacdo na baia de Guajara e rio
Guama, ao longo de um ano.
v Quantificar os danos oxidativos nos poliquetas através dobiomarcador de efeito
lipoperoxidagdo, comparando os resultados obtidos em organismos coletados em pontos
com distintos histdricos de contaminacdo na baia de Guajara e rio Guama, ao longo de um
ano.
v Determinar a capacidade antioxidante total dos organismos pelo ensaio TEAC
(Capacidade AntioxidanteEquivalente ao Trolox), comparando os resultados obtidos em
organismos coletados em pontos com distintos historicos de contaminacdo na baia de
Guajara e rio Guamaao longo de um ano.
v" Analisar as respostas antioxidantes e danos oxidativos de N. abiuma em ambientes
com distintos histéricos de contaminacdo, caracterizando a influéncia das variacdes

sazonais nos biomarcadores.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM

Como pontos de coleta (Fig. 4) foram escolhidos a desembocadura do Canal do Una (P2) e
Terminal Petroquimico de Miramar (P3), dois locais contaminados localizados na Baia de
Guajara;e em um ponto considerado como referéncialocalizado na margem esquerda do Rio
Guama(P1), que apresenta um menor historico de contaminagdo em relacdo aos demais
(MOURA, 2007. SOUZA-HOLANDA, 2010).
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Foram realizadas cinco coletas conforme o regime pluviométrico do Estuario Guajarino, de
julho de 2010 a julho de 2011; Sendo divididas em: julho de 2010 (periodo seco); outubro de
2010 (transicdo seco-chuvoso); fevereiro de 2011 (periodo chuvoso); abril de 2011 (transicéo
chuvoso-seco) e julho de 2011 (periodo seco).

Figura 4: Localizacdo da area de estudo. P1- Ponto referéncia; P2- Ponto do Una e P3- Ponto de

Miramar. Os quadros vermelhos destacam a localizagdo do estuario Guajarino. Imagem Landsat ETM
+7.

llha do Marajo

Na captura dos poliquetas foi utilizado um amostrador de fundo do tipo Petersen (area de
0,039 m?). Eles foramseparados ainda no local, e mantidos em gelo até a chegada ao
laboratério. Os espécimes deNamalycastisabiuma foram identificados e separados (apenas
organismos inteiros) em “pools” de 10 a 15 animais, devido ao seu peso e tamanho reduzido
(0,042 + 0,007 g), ainda em condicdo de crioanestesia. Os “pools” foram acondicionados em

ependorffs e armazenados em ultrafreezer a -80 °C até o momento de analise.

Os poliquetosepitocoscapturados ndo foram utilizados na composic¢éo dos pools, evitando
um possivel erro na interpretacdo das andlises enziméticas. A epitoquia consiste numa
metamorfose reprodutiva dos poliquetas bentbnicos para permitir a natacdo, na qual ha um
hipertrofiamento das estruturas da cabeca, dos parapodios e das aciculas.
Osorganismosepitocos apresentam um distinto padrdo metabdlico associado aessa
modificacdo corporal, caracterizado por uma alta producdo de espécies reativas de
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oxigénioque nao é acompanhada pelo aumento das atividades antioxidantes (CHATELAINet
al., 2008).

2.2 PROCEDIMENTOS DE LABORATORIO

Para determinacdo das atividades enzimaticas e da capacidade antioxidante total, as
amostras coletadas foram homogeneizadas em uma solucao tampéo feita com TRIS Base (20
mM), EDTA (1 mM), DTT (1 mM), Sacarose (0,5 M), KCI (0,15 M) e fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF; 0,1 mM) numa propor¢do de 1:4 (tecido:tampéo), e o pH foi
ajustado para 7,6 (GERACITANO et al., 2004a).

As amostras homogeneizadas foram centrifugadaspor 30 minutos a velocidade de 9.000x g
e temperatura de 4'C. Apés a centrifugacdo, descartou-se o pellet e o sobrenadante foi

recolhido e separado em aliquotas para as analises bioguimicas.

2.2.1 Determinagdo de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi feita pelo método do Biureto usando um kit comercial
(Doles Reagentes Ltda., MG/Brasil). Esse método € baseado na reacdo entre o biureto
presente no meio de reacdo com as proteinas amostradas, que é medida
espectrofotometricamente a 550 nm,e comparada com a concentracdo de uma proteina padrao
(Albuma Bovina Sérica). Todas as dosagens, assim como as dos biomarcadores, foram feitas

no minimo em duplicata.

2.2.2 Andlise da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito por Beutler (1975),
medindo-seespectrofotometricamente a taxa de decomposicdo enzimatica do H,O, a 240 nm.
A diminuicdo da absorbancia representa a atividade daenzima, que é expressa em unidade de
CAT/mg de proteina, onde uma unidade ¢é a quantidade de enzima necesséaria para hidrolisar
1um de H,O,/min/mg de proteina, a 30° C e pH 8. O coeficiente de extingdo molar (g)

utilizado para o H,0,foi 0, 072 mM . cm™.

2.2.3 Analise da atividade da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada pela reacdo de conjugacdo de I1mMde
glutationa(GSH) com 1 mMde 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), de acordo o com método
descrito por Habig e Jakoby (1981). A formagéo do composto é analisada como um aumento

da absorbancia a 340nm que representa a atividade desta enzima. A atividade da GST é
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expressa em unidades de GST/mg de proteinas, onde uma unidade é a quantidade de enzima
necessaria para conjugar 1umol de CDNB/min/mg de proteina, a 25°C e pH 7.0 coeficiente
de extingdo molar (¢) utilizado para a formacéo do conjugado CDNB-GSH f0i9,6mM ™. cm™.
2.2.4 Capacidade antioxidante total

Foi determinada pelo método TEAC (do inglés Troloxequivalentantioxidantcapacity).
Neste ensaio um radical ABTS™ pré-formado é adicionado as amostras, e a reducdo da
concentracdo deste radical é medida espectrofotometricamente na faixa de 734 nm. Os
resultados representam a concentracdo total de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, tendo a
capacidade antioxidante do Trolox (analogo sintético da vitamina E) como padrdo (REet al.,

1999).

2.2.5 Determinacdo da lipoperoxidacdo (LPO)

O contetdo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX descrito por
HERMES-LIMA et al. (1995) e adaptado por MONSERRATet al. (2003). Os “polls” foram
homogeneizados (1:4, peso/volume)em metanol 100% (resfriado). As amostras foram
centrifugadas (1000xg, 4°C, 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
lipoperoxidacéo.

Este ensaio € 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 Ill-complexante).O aumento na absorbancia foi registradoa 550 nmapos o tempo
de incubacdo de 150 minutos, sendo que o0s resultados sdo comparados ao
hidroperéxidocumeno (CHP), que é adicionado as amostras apds o periodo de incubacdo. A
lipoperoxidac&o é expressa em nmols de CHP/ g de tecido imido.

O método FOX modificado foi previamente padronizado para utilizacdo no poliqueta

Namalycastisabiumaconforme o anexo A.

2.2.6Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a sua normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e
homocedasticidade(teste deLevene)e, se algum destes parametros ndo fosse obtido, foram
transformados através de Log (x+1)(ZAR, 1984). Apds esta etapa, foram analisados através
do teste de ANOVA para amostras independentes, comparando as médias dos grupos
amostrados. Em todos os casos foi utilizado um nivel de significancia de 95% (a= 0,05). Os

dados sdo apresentados como média + erroPadrédo (n=4-10).
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3. RESULTADOS

3.1 PRECIPITACAO

A precipitacdo na cidade de Belém (figura 6)no primeiro més do periodo seco (Julho/2010)
apresentou reducdo significativa das chuvas e do ndmero de dias com chuva(n=17) em
relacdo ao periodo chuvoso deste ano. O primeiro més do periodo seco-chuvoso
(outubro/2010) apresentou um pequeno aumento (aproximadamente 50 mm) nos niveis de
precipitacdo e reducdo no numero de dias com chuva (n=14). J& no més de Fevereiro/2011
(periodo chuvoso) houve um aumento significativo das chuvas e do namero de dias com
chuvas (n=25)(figura 7). Contudo, o primeiro més do periodo chuvoso-seco (abril/2011) foi
que apresentou maior chuva acumulada mensal (~ 550 mm), distribuida em 25 dias com
chuva. No més de Julho/2011 os niveis de chuva ja se mostram baixos (~ 150 mm) e diminui
também o ndimero de dias com chuvas (n=17) (INMET, 2011).

Figura 5: Chuva acumulada mensal x nimero de dias com chuva de janeiro a dezembro de 2010 na
cidade de Belém/PA. Em destaque 0s meses em que houve coleta.

p—
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Fonte: INMET, 2011.

Figura 6: Chuva acumulada mensal x nimero de dias com chuva, de janeiro a dezembro de 2011 na
cidade de Belém/Para. Em destaque 0s meses em que houve coleta.
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Fonte: INMET, 2011.

3.2ANALISE DA ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da CAT (Fig. 8) nos poliquetas coletadosno Guaméa (9,8 £ 0,8 U CAT/mg
proteina), Una (10,02 + 2,10 U CAT/mg proteina) e em Miramar (12,6 + 4,28 U CAT/mg
proteina) foi estatisticamente igual(p> 0,05)no primeiro periodo seco, correspondente a
Julho/2010. No periodo seco-chuvoso (Outubro/2010), a atividade nos animais doUna (11,86
+ 1,06 U CAT/mg proteina) aumentou, e foi maior (p< 0,05)do que nos do Guama (8,83 +
0,75 U CAT/mg proteina) edeMiramar (8,3 £ 0,73 U CAT/mg proteina).

No periodo chuvoso (Fevereiro/2011),a atividade da CAT apresentou umaumento
significativo (p< 0,05) nos animais coletados no ambiente referéncia (12,6 + 1,73 U CAT/mg
proteina), comparado com a atividade desta enzima nos animais coletados no periodo anterior
no mesmo ambiente. Neste mesmo periodo, a atividade da catalase nos animais coletados no
Guama foi superior a dos animais deMiramar e Una. Ndo houve diferenca(p> 0,05) na
atividade desta enzima entre os animais coletados emMiramar (5,4 + 0,5 U CAT/mg proteina)
e 0s do Una (8,3 + 1,1 U CAT/mg proteina), mas a atividade dos organismos de Miramar foi

reduzida em relacéo aos periodos anteriores.

Figura 7: Atividade da catalase nos poliquetas da espécie Namalycastisabiuma coletados em
ambientes com distintos historicos de contaminacdo no estuario Guajarino, durante um ciclo de
biomonitoramento. As letras minudsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no
mesmo periodo. As letras maiusculas diferentes indicam diferengas (p< 0,05) no mesmo local ao longo
dos periodos amostrados. Os dados sdo expressos como a média + erro padrao.
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A atividade da CAT permaneceu elevada nos poliquetos coletados no Guama (12,18 +
1,0U CAT/mg proteina) durante o periodo chuvoso-seco (Abril/2011), comparada aos
organismos de Miramar e Una. Houve uma recuperacdona atividade dessa enzimanos animais
de Miramar (8,51 + 0,56U CAT/mg proteina) em relacdo ao periodo anterior, 0s quais tiveram
atividades da CAT estatisticamente iguais (p> 0,05) ao poliquetos do Una (8,20 + 0,56U
CAT/mg proteina.

No segundo periodo seco (Julho/2011) a atividade da CAT nos poliquetas oriundos do
Guama (9,55 + 0,71 U CAT/mg proteina) continuou mais elevada do que nos de Miramar
(7,24 £ 0,21 U CAT/mg proteina). Ja os poliquetas do Una (8,44 + 0,75 U CAT/mg proteina)
ndo apresentaram diferengas significativas na atividade desta enzima em relagdo aos do

Guama, nem aos de Miramar.

3.3 ANALISE DA ATIVIDADE DA GLUTATIONAS-TRANSFERASE (GST)

A atividade da GST (Fig. 9) no primeiro periodo seco (julho 2010), assim como a da CAT,
ndo apresentou diferencas significativas entre os animais oriundos do Guama (0,04 + 0,005 U
GST/mg proteina), Una (0,05 £ 0,012 U GST/mg proteina) e Miramar (0,06 + 0,02 U
GST/mg proteina).

Figura 8: Atividade da glutationa S-transferase nos poliquetas da
espécieNamalycastisabiumacoletados em ambientes com distintos histéricos de contaminagdo no
estudrio Guajarino, durante um ciclo de biomonitoramento. As letras minusculas diferentes
representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo. As letras mailsculas diferentes
significam indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo local ao longo dos periodos amostrados. Os dados
s80 expressos como a média * erro padréo.
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No periodo seco-chuvoso houve um aumento na atividade dos organismos de todos 0s
ambientes em relacdo ao periodo anterior. A atividade da GST nos poliquetas do Guamé (0,11
+ 0,013 U GST/mg proteina), Una (0,09 + 0,022 U GST/mg proteina) e Miramar (0,13 *
0,012 U GST/mg proteina) foi estatisticamente igual (p> 0,05) nesta coleta.

No periodo chuvoso, a atividade da GST nos organismos do Una (0,04 + 0,01 U GST/mg
proteina)reduziu significativamente tanto em relagdo ao periodo anteriorcomo em relacédo a
atividade observada nos poliquetas de Miramar (0,13 + 0,01 U GST/mg proteina) e do Guama
(0,17 + 0,02 U GST/mg proteina). Ja os poliquetas coletados no Guama tiveram um aumento
significativo na atividade da GST em relacéo ao periodo seco-chuvoso, e ndo houve diferenca
na atividade destes organismos com os de Miramar.

A atividade da GST nos organismosdo Guama (0,11 + 0,008 U GST/mg
proteina)diminuiu(p< 0,05) no periodo chuvoso-seco em relacdo ao periodo anterior, mas
ainda foi significativamente maior do que a atividade nos organismos do Una (0,07 + 0,007 U
GST/mg proteina). Enquanto que ndo houve diferenca na atividade da GST entre 0s
organismos de Miramar (0,079 £ 0,004 U GST/mg proteina) e Una, e nem entre os de
Miramar e Guama.

No segundo periodo seco, os poliquetas do Una (0,05 + 0,01 U GST/mg proteina) e de
Miramar(0,05 + 0,01 U GST/mg proteina) tiveram uma atividade da GST estatisticamente
igual. A atividade nos poliquetas destes dois ambientes contaminados esteve reduzida (p<

0,05)em relacdo ao ambiente referéncia (0,12 + 0,01 U GST/mg proteina).

3.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Quanto a capacidade antioxidante total (Fig. 10), expressa comocapacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC),0s poliquetas de todos os locais amostrados tiveram 0s
mesmos conteudos de antioxidantes no periodo seco e seco-chuvoso, e também ndo ocorreram
diferencas (p< 0,05) entre os locais. Os respectivos valores de capacidade antioxidante
obtidos nos organismos coletados no Guama,no Una e em Miramar no periodo seco foram de
7,45 + 0,83 TEAC/mg proteina, 7,66 = 1,53 TEAC/mg proteina, e 5,36 + 0,34 TEAC/mg
proteina. Enquanto que no periodo seco-chuvoso foram de 6,72 + 0,56 TEAC/mg proteina,
7,73 £ 0,67 TEAC/mg proteina, e 6,53 £ 0,35 TEAC/mg proteina.

No periodo chuvoso, os valores de TEAC nos organismos do Guama (20,83 + 0,88
TEAC/mg proteina),Una (11,41 + 1,59 TEAC/mg proteina)e Miramar (12,97 + 1,75
TEAC/mg proteina), tiveram um aumento significativo (p< 0,05)em relacdo as coletas
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anteriores. Nao houve variacdo significativa (p> 0,05) do TEAC entre 0s organismos de Una e
Miramar, mas 0s poliquetas do Guama tiveram um maior (p< 0,05) TEAC do que 0s

organismos dos dois ambientes contaminados.

Figura 9: Capacidade antioxidante total nos poliquetas da espécie Namalycastisabiumacoletados em
ambientes com distintos histéricos de contaminacdo no estuario Guajarino, durante um ciclo de
biomonitoramento. As letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no
mesmo periodo. As letras maiusculas diferentes significam indicam diferencas (p< 0,05) no mesmo
local ao longo dos periodos amostrados. Os dados sdo expressos como a média + erro padréo.
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No periodo chuvoso-seco, 0s niveis de capacidade antioxidante totaldos poliquetas
foramreduzidos (p< 0,05) noGuaméa (7,96 + 0,67TEAC/mg proteina), Una (5,76 + 0,29
TEAC/mg proteina) e Miramar (5,83 £ 0,38 TEAC/mg proteina) em relacdo ao periodo
anterior. Contudo, ainda se observou uma maior (p< 0,05) TEAC nos organismos do Guama,
em relagdo aos locais contaminados.

No segundo periodo seco, os maiores valores (p> 0,05) de TEAC se mantiveram nos
organismos do Guaméa (10,99 + 0,83 TEAC/mg proteina), comparado com 0s ambientes
contaminados. Novamente ndo houve variagdo significativa dos valores de TEAC entre Una
7,80 = 1,01TEAC/mg proteina) e Miramar (7,03 + 0,44 TEAC/mg proteina).

3.5. DETERMINACAO DA LIPOPEROXIDACAO (LPO)
N&o foi possivel determinar a lipoperoxidagdo(LPO) nos organismos coletados no primeiro

periodo seco (Julho/2010), por limitacdo de numero de poliquetascoletados.
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Como se pode observar na figura 11, no periodo seco-chuvosoocorreu um maior (p< 0,05)
contetdo de LPO nos poliquetascoletados em Miramar (4,25 + 0,57 nmols CHP/g
tecidoumido), do que nos do Una (1,45 + 0,6nmols CHP/g tecido imido) e doGuama (1,34 +
0,07 nmols CHP/g tecido Umido).

No periodo chuvoso, houve um aumento (p< 0,05) no conteddo de lipideos peroxidadosnos
animais do Una (7,57 + 1,87 nmols CHP/g tecido imido) e Guama (14,0 + 2,16 nmols CHP/g
tecido Uumido)em relacdo ao periodo anterior. Sendo que os danos em lipideos foram
significativamente maiores nos organismos do Guaméa do que nos poliquetas dos dois locais
contaminados. Os animais de Una e Miramar (4,20 + 1,05 nmols CHP/g tecido Umido)néo
tiveram diferencas significativas no conteudo de LPO durante esta coleta.

Figura 10: Lipoperoxidacao nos poliquetas Namalycastisabiuma coletados em ambientes com distintos
historicos de contaminac¢do no estuario Guajarino, durante um ciclo de biomonitoramento. As letras
minusculas diferentes representam diferencas estatisticas (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 sdo expressos como a média * erro padréo.
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No periodo chuvoso-seco,ocorreu um aumento no contetudo de lipideos peroxidados nos
poliquetas de Miramar (21,78 + 2,87 nmols CHP/g tecido Umido)em relacdo ao periodo
anterior.O conteido de LPO nos poliquetas do Guama (7,61 + 1,90 nmols CHP/g tecido
umido) foi menor (p< 0,05) em relagédo aos do Una (12,86 + 2,25 nmols CHP/g tecido imido),
e também foi significativamente menor em relacdo aos valores obtidos nos organismos de
Miramar.

No periodo seco observamos uma reducdo (p< 0,05) do conteudo

delipideosperoxidadosnos poliquetas de Miramar e Una ndo havendo diferencas significativas
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(p> 0,05) comparado aos organismos do Guama. Os respectivos valores obtidos para 0s
animais coletados em Guama, Una e Miramar sdo de 3,37 + 0,56 nmols CHP/g tecido umido,
2,91 = 0,20 nmols CHP/g tecido umido e 2,75 = 0,35 nmols CHP/g tecido Umido,

respectivamente.
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4. DISCUSSAO

4.1 CICLO DE BIOMONITORAMENTO

Analisando o padréo obtido para os biomarcadores de exposigéo catalase (CAT), glutationa
S-transferase (GST) e a capacidade antioxidante total (TEAC) nos organismos do Guama,
durante o ciclo de biomonitoramento realizado, fica claro que ha inducdo dessas enzimas
antioxidantes e aumento da TEACconforme ocorre 0 aumento da precipitacdo. Contudo,
pode-se evidenciar uma clara inversdo do ciclo anual da CAT e GST, com diminui¢do da
atividade destas enzimas nos poliquetas de Una e Miramar, a qual resultou em danos lipidicos
quando os niveis de precipitacdo se elevam no periodo seco-chuvoso. RedugGes na atividade
da CAT sdo observadas em bivalves de ambientes poluidos devido a um aumento da atividade
catabolica e/ou inibicdo direta por poluentes (VIARENGO et al., 2007), inclusive em alguns
organismos pode haver auséncia de expressdo génica (MRNA) desta enzima para
contrabalancear a producéo de H,O,(ROLAet al., 2012).

Apesar da resposta antioxidante inicial no periodo chuvoso, a exposi¢do prolongada dos
animais de Una e Miramar a poluentes e os elevados niveis de precipitacdo no periodo
chuvoso-seco mostraram um efeito negativo com reducdo dos biomarcadores de exposicao
(CAT, GST e TEAC) a niveis muito baixos quandocomparados com os animais do Guam4, e
convergiram para um aumento de danos oxidativos em lipideos.Esta diminuicdo da
competéncia antioxidante com consequentes danos oxidativos tem sido registrada em
organismos de locais poluidos devido a continua exposicdo a poluentes (AMEUR et al.,
2012).

A contaminacdo por hidrocarbonetos em Miramar pode ter sido um dos possiveis
agravantes para ocorréncia de maiores danos oxidativos nos poliquetas deste ambiente, ja que
neste local hd uma maior exposicdo a combustiveis, 6leos e graxas de operacfes do préprio
porto e carreados pelo igarapé de Val-de-Cies (MARANHAO, 2007), o que também tem
acrescentadoPb para o ambiente (OLIVEIRA, 2009). Apesar padrdo de enriquecimento de Pb
antropogénico ndo ocorrer no poliqueta N. abiuma(concentracdo média de 0,3mg/Kg) da
mesma forma que em oligoquetas do estuario Guajarino(concentracdo media de 5 mg/Kg),
como uma possivel uma defesa natural dessa espécie contra a bioacumulagao de poluentes, a
exposicdo a uma grande quantidade de hidrocarbonetos é conhecida geradora de estresse
oxidativo. Estes compostos tendem a ser biotransformados, produzindo uma maior quantidade
de EROs e, se ultrapassadas as defesas antioxidantes, de danos oxidativos(JORGENSEN et

al., 2008).A tentativa de metabolizagdo por enzimas de biotransformagdopode ter sido
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parcialmente responsavel pela LPO observada nos animais deste ambiente no periodo seco-

chuvoso, no qual somente a atividade da GST foi induzida.

Um padrdo de alternancia de vias de metabolizacdo foi identificado no peixe
Limandalimanda,em que houve um maior conteildo de enzimasde biotransformacdo (CYP1A)
e uma diminuicdo nas atividades da CAT e GST durante o inverno, indicando ativacdo do
metabolismo de biotransformacéo com producéo elevada de EROs e ocorréncia de quebras
nas fitas de DNA (AKCHA et al., 2004). No poliqueta Arenicola marina, exposto a
sedimentos contaminados em areas portuarias da Espanha (Baia de Santander), também se
pode verificar que a inducdo de uma enzima biotransformacéo (DBF) nos pontos com maior
contaminacdo por hidrocarbonetosmais persistentes resultou em metabdlitos mais reativos que
causaram danos em lipideos. Ja os poliquetas que apresentaram inducdo de enzimas
antioxidantes (GPx, GST e GR), amostrados um ponto com contaminagdo por
hidrocarbonetosmenos persistentes, nao sofreram lipoperoxidacio (RAMOS-GOMEZ et al.,
2011). Estes resultados corroboram também com o mecanismo observado em nosso estudo
para 0s animais do Guama, que apresentam uma elevada atividade de enzimas antioxidantes

como um resposta protetiva a condi¢cdo de estresse oxidativo.

Santos (2011) analisou paralelamente a atividade da GST na fragéo organica (fitoplancton
e zboplancton) da matéria particulada em suspensdo na baia do Guajara, e confrontando com
nossos resultados pode-se destacar que a poluicdo afeta diferentemente organismos que
ocupam posi¢des distintas na coluna d’agua. Seus resultados mostraram uma maior atividade
da GST nesse complexo de organismos no periodo seco, principalmente nos pontos
impactados, inferindo que a maior concentracdo de xenobidticos disponiveis para 0s
organismos de superficie ocorre quando ha menor diluicdo dos esgotos lancados na baia.Mas
como o poliquetaN. abiumahabita os sedimentos lamosos de fundo, sendo influenciado
diferentemente pelos fatores abioticos,apenas o potencial hidrodindmicodo periodo chuvoso
estaria expondo-o a uma maior concentracdo de poluentes carreados e/ou ressuspendidos nos
sedimentos. Outro fator importante para esta interpretacdo seria a complexacdoe/ou
adsorcdode poluentes a matéria organica nos sedimentos que pode ocorrer no periodo seco
(ROSA-FILHO et al.,, 2011), assim como a complexacdo de metais a Oxidos de ferro
(SOUZA-HOLANDA, 2010) que estariam reduzindo a biodisponibilidade de contaminantes.

Comparando nossos resultados com os obtidos por Geracitanoet al. (2004a) no também
nereidideoLaeonereisacuta, coletado no estuario da Lagoa dos Patos/RS, pode-se destacar as

a existéncia de variacBes espécies-especificas entre as atividades antioxidantes(LIMON-
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PACHECO; GONSEBATT, 2009), bem como diferentes niveis de contaminagdo nos dois
ambientes. Estes autores observaram que os poliquetas amostrados em um local poluido
demonstraram maiores respostas antioxidantes (atividades da CAT e GST, e contetdo de
metalotioneinas) do que aqueles coletados no ambiente ndo poluidodurante o verdo e outono.
Evidenciaram também que tais respostas antioxidantes foram suficientes para prevenir danos
oxidativos a lipideos, ao contrario do resultado obtido nos poliquetas de Miramar e Una.
Considerando que o estuério da Lagoa dos Patos e o Guajarino tém dinamicas diferenciadas,
seria esperado um padrao diferente entre L. acutae N. abiuma principalmente sobre a principal
forcanteambiental que influencia as taxas de producdo de EROs, em nosso caso 0s niveis das
chuvas. Também vale ressaltar que os poliquetas da espécie N. abiuma amostrados na Baia de
Guajara (Una e Miramar) apresentam uma condicdo de estresse oxidativo sazonal (periodo
chuvoso e chuvoso-seco), relacionada com a influéncia das chuvas no aporte de poluentes
destes locais. Ja o0s poliquetas do Guama apresentam um aumento transiente da
lipoperoxidagdo no periodo chuvoso, mas relacionado possivelmente com o aumento nas

taxas de alimentac&o.

Geracitanoet al. (2004a) também compararam as médias anuais dos biomarcadores de
exposicdo, obtendo maior média anual nos animais do ambiente poluido (CAT: 5,7 + 0,6;
GST: 0,045 = 0,004 e MT: 0,23 £ 0,03) e demonstrando que existe uma tendéncia de maior
competéncia antioxidante do que naqueles do ambiente referéncia (CAT: 3,7 £ 0,3; GST:
0,034 + 0,003 e MT: 0,15 + 0,02). Uma anélise semelhante em nossos resultados nos mostra
uma tendéncia de maior média anual dos biomarcadores nos poliquetas do Guaméa (CAT:
10,59 £ 1; GST: 0,11+ 0,01 e TEAC: 10,79 £ 0,75) do que naqueles de Una (CAT: 9,37 £
1,11; GST: 0,06 + 0,01; e TEAC: 8,07 £ 1,01) e Miramar (CAT: 8,3 + 1,25; GST: 0,10 + 0,01
e TEAC: 7,54 £ 0,65), corroborando com nossa interpretacdo de que os poliquetas do
ambiente referéncia tém maior competéncia antioxidante do que aqueles coletados nos

ambientes contaminados.

4.2 PERIODOS PLUVIOMETRICOS

Os poliquetosdos trés locais amostrados ndo apresentaram diferenciacdoquanto
aoshiomarcadores de exposicdo(catalase-CAT, glutationa S-transferase-GST, e capacidade
antioxidante total-TEAC) analisados no periodo seco (julho/2010), provavelmente devido a
niveis semelhantes de estresse nos organismos dos trés locais amostrados.Como nédo foi
possivel a andlise da lipoperoxidacdo (LPO) neste periodo, torna-se impossivel definir se

nesta estacdo 0s animais estavam ou nao sob estresse oxidativo. Em todo o estuario
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Guajarino ocorre um forte trafego de embarcacbes dos mais variados fins e portes,
destacando-se o transporte de passageiros e/ou cargas e a venda de mercadorias em balsas
(GREGORIO, 2008), o que se considera como uma perturbacdo comum a todos os pontos e

que ndo aparenta ter influenciado em nossas analises.

A reducdo da hidrodindmica no periodo menos chuvoso (seco)permite uma maior
sedimentacdo de matéria organica e sedimentos finos (silte e argila) no estuario (ROSA-
FILHO et al., 2010), que poderiam estar complexando ou soterrando compostos quimicos nos
locais contaminados, diminuindo seu contato com 0s organismos e até sua biodisponibilidade
(BEZERRAet al., 2008). Estes fatores estariam diminuindo a influéncia do impacto antrépico
na resposta das enzimas antioxidantes para os animais de Una e Miramar, que sdoambientes
com reconhecida contaminacdo por esgotos domésticos e hidrocarbonetos,respectivamente
(AVIZ et al., 2012; OLIVEIRA, 2009).MONSERRAT et al.(2007) destacam que a exposi¢ao
de organismos aquéaticos a contaminantes normalmente cria uma resposta antioxidante
adaptativa, prevenindo os componentes celulares de possiveis danos oxidativos. Pode-se
inferir, deste modo, que ndo houve a necessidade de inducdo das enzimas CAT e GST nos
animais dos pontos contaminados durante o periodo seco devido a um menor contato com
poluentes, e por isso a auséncia de diferencas em relagdo aos poliquetasdo Guama, que ndo
estdo expostos a uma fonte de contaminacdo direta e cujos sedimentos apresentam baixas
concentracdes de metais (Cr, Zn, Ni, Cu e Pb)(SOUZA-HOLANDA, 2010; SANTOS et al.,
2012). Inclusive, podemos destacar que a desembocadura do Rio Guama tem sido usada como
ambiente referéncia na avaliagdo ambiental deste estudrio por muitos pesquisadores
(MONTES et al., 2010; ROSA-FILHO et al., 2011).

No periodo seco-chuvoso a atividade da GST ndo se diferenciou entre os poliquetas de
nenhum dos locais amostrados, mas apresentou um incremento significativo nos organismos
dos trés ambientes em relacdo a coleta anterior. Considerando que existe uma ampla gama de
poluentes em nossa area de estudo, a maior quantidade de chuva acumulada neste periodo
(aproximadamente 50 mm em relacdo ao anterior) resultou num maior aporte de xenobi6ticos
no ambiente aquatico e na necessidade de aumento no processo dedetoxificacdo. Muitos
estudos tém caracterizado que a exposicdo de organismos a poluentes leva a uma indugéo da
GST, como o de Amado et al. (2006b)que,embasados em dados ambientais, relataram que a
atividade daGST no linguado Paralichthysorbignyanus poderia ser induzida pelo contato dos

peixes com hidrocarbonetos presentes no ambiente.
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O aumento na atividadeda CATnos poliquetasdo Unadurante o periodo seco-chuvoso, em
relacdo aos organismos do Guam4, permitiu a diminuicdo da exposicao celular ao peroxido de
oxigénio (H,Oy)e preveniu o aumento no conteldo de lipideos peroxidados.Como houve
aumento apenas do processo de detoxificacdonos organismos de Miramar, sem esta resposta
na atividade da CAT, as EROs nao interceptadas provavelmente induziram a maior LPO
observada. A CAT é uma das enzimas responsaveis pela dismutacdo do H,O.em &gua e
oxigénio. Com a sua atividade diminuida, os niveis de H,O, aumentaram e com isso a
probabilidade de formacédo de radical hidroxila("OH), extremamente reativo e capaz de iniciar
a reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo (HERMES-LIMA, 2004).

Quanto aospoliquetas do Guama, pode-se inferir que houve exposicdo a uma menor
guantidade de xenobidticos do que nos locais contaminados no periodo seco-chuvoso. Assim,
0 aumento na atividade da GST foi suficiente para prevenir danos oxidativos e ndo foi
necessaria nenhuma mudanga na atividade da CAT.Box et al. (2007) indicam quea CAT é
mais ativa preferencialmente em altas concentracGes de H,O,, tendo um papel secundario no
catabolismo de H,O, em baixas concentracGes. Entdo, outra enzima antioxidante como a

glutationaperoxidase (GPx)poderia ter sido induzida neste momento.

A TEAC apresentou um incremento significativo nos organismos dos trés ambientes
apenas no periodo chuvoso.Considerando que o aumento dos niveis de chuva permitiria a
maior lixiviacdo e carreamento de compostos vegetais das planicies de inundacao
(BARTHEM e FABRE, 2004), uma hip6tese de mudanca na dieta em termos de composicao
ou concentragdo pode ser sustentada.Assim, 0 aumento natural das chuvas poderia
incrementar as concentragdes de matéria organica carreada para o0 estudrio. Essa matéria
organica, sendo consumida pelos organismos, levaria ao aumento nas concentraces de

antioxidantes ndo enzimaticos como compostos fendlicos e, entdo, da TEAC.

Contudo, pode-se notar que os poliquetas de Una e Miramar apresentam menor TEAC do
que agueles do ambiente referéncia. Este € um indicativo de maior oxidacdo destes compostos
nos organismos residentes nestes locais contaminados, prevenindo a oxidagdo de

componentes celulares importantes.

A TEAC ¢ definida, segundo Re et al. (1999), principalmente como a capacidade
antioxidante de compostos naturais (fendlicos, antocianinas e misturas brutas). Mas como um
radical pré-formado é adicionado a amostra no ensaio, também se pode esperar que proteinas

com papel antioxidante como as tioredoxinas sejam capazes de captura-lo (AISPURO-
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HERNANDEZ et al., 2008), e a oxidacdo dessas enzimas poderia estar diminuindo a TEAC
(GORINSTEIN et al., 2006).

A atividade reduzida da CAT e GST nos poliquetos do Una no periodo chuvoso, em
relagdo aosorganismos do ambiente referéncia, resultouem danos lipidicos ndo observados nos
animais desse localno periodo anterior. Este resultado esta de acordo com diversos estudosque
tém observado que outros animaisde locais poluidos, como peixes e moluscos, apresentam
deficiéncia do sistema antioxidante e consequentes danos oxidativos associados a mudancas
nas condi¢gdes ambientais (AMADO et al., 2006a; AMEUREet al,. 2012; VIARENGO et al.,
1998).Estas diminuicdes nos processos degradacdo de H,O, e na detoxificagdo de
xenobidticos e/ou peroxidos lipidicos ndo aparentam ser influenciadas pelos baixos niveis
destas espécies, uma vez que resultaram em altos niveis de LPO. E considerando ainda que o
aumento da TEAC também possa implicar num aumento de GSH, a diminuicdo da GST néo

estaria associada a diminuicdo na concentracdo de seu co-substrato.

A elevada atividade da GST e maior TEAC no periodo chuvoso permitiram que a
lipoperoxidacdo permanecesse no mesmo nivel da coleta anterior, mesmo com a reducédo na
atividade da CAT.Como a GST também tem um papel antioxidante, retirando hidroperéxidos
lipidicos através da conjugacdo com a GSH, tornando-os mais sollveis e facilitando a
eliminagcdo (MONSERRAT et al., 2007), sua maior atividade nestes animais pode ter

contribuido para os baixos niveisque ocorreram.

As menores atividades da CAT nos organismos de Miramar e Una, e da GST nos
poliquetoscoletados no Una durante o periodo chuvosopodem ser resultado de um ataque das
EROs diretamente nas enzimas amostradas devido a intensa exposi¢éo a poluentes organicos,
principalmente na desembocadura do canal do Una (NASCIMENTO, 1995; SOUZA-
HOLANDA, 2010). Estas enzimas possuem “clusters” de Fe-S em suas ligaces que podem
ser oxidados via reacdo de Fenton pela exposicdo ao O, (HERMES-LIMA, 2004) e ter
permitido esta diminuicdo na competéncia antioxidante. Uma situacdo semelhante ja foi
observada no estudo deFerreira-Cravo et al. (2007),em queocorreram maiores danos
oxidativosno poliquetal. acutacoletado em um local poluido do estuario da Lagoa dos Patos,
causados por um aumento da concentracdo de EROs na regido corporal posterior e diminuigéo
na competéncia antioxidante contra OH". A auséncia de danos em lipideos e a diminuicdo no
conteddo de proteinas (P-SH) permitiram que estes autores indicassem que outras
macromoléculas, como proteinas, estivessem sendo atacadas e novamente da suporte a nossos

resultados.



43

Os poliquetas de Una e Miramar coletados no periodo chuvoso podem ter apresentado uma
estratégia de prevencdo a condigdo de lipoperoxidagdoque consiste na reducdo da sintese de
lipideos, j& sugerida para o peixe MicropogoniasfurnieriAMADO et al., 2006a).
Considerando esta hipotese, os poliquetasquando expostos a poluicdo em niveis significativos
ou a poluentes especificos, poderiam apresentar a inativacdo de enzimas envolvidas na
biossintese de PUFASs, permitindo baixos niveis de lipoperoxidagdo devido a baixa producéo
desses potenciais alvos. As EROs, entdo, ndo atacariam seus principais alvos que s&o lipideos,

e haveria uma maior probabilidade para ocorrénciada oxidacdo de proteinas.

Ja ospoliquetas do Guama apresentaram uma maior resposta antioxidante no periodo
chuvoso, tanto de um aumento na atividade das enzimas CAT e GST, guanto na capacidade
antioxidante total, mas sofreram lipoperoxidacdo.As respostas antioxidantes ou de reparos a
danos oxidativos de organismos coletados em ambientes controle normalmente s&o suficientes
para prevenir a condicdo de estresse oxidativo, ao contrario do que se espera para 0S
organismos de ambientes poluidos (AMADOet al., 2006b).Assim, a maior
lipoperoxidacdoobservada nos poliquetas do Guama pode ter sidoinfluenciada peloaumento
sazonal na taxa de alimentagdo, visto que um aumento do metabolismo oxidativoeleva a
probabilidade de contato dos organismos comEROs(RISSO DE FAVERNEYet al.,
2010;SRODA et al., 2011). Outro fator agravante para este resultado é que a intensa
alimentacdo no periodo chuvoso propiciaria um acumulo de lipideos, como mostrado no
decapode Parastacus brasiliensis, coletado sazonalmente e exposto a uma dieta rica em
carboidratos, que apresenta concentracdes maximas de lipideos na hemolinfaapenas nos
periodos de maior alimentacdo no ambiente de origem (outono e inverno) (DUTRAet al.,
2012). NoanfipodaGammarusroeseli, a associacao entre diminuicdo da temperatura e aumento
da disponibilidade alimentar no inverno também induz o acimulo de tecidos de reserva
(PUFAS), exercendo um efeito sinérgico na suscetibilidade ao estresse oxidativoe aumentando

da sensitividade a estressores ambientais (SRODA et al., 2011).

Flutuacdes sazonais na capacidade antioxidante de organismos coletados em ambientes
referéncia tém sido observadas, principalmente em bivalves, durante periodos de atividades
alimentares mais intensas que resultamem maior metabolismo oxidativo(VELECAR et al.,
2008; VIDAL-LINANet al., 2010). Pode-sesupor que os produtos oxidativos oriundos do
metabolismo de nutrientes e de poluentes podem alcancar um nivel em que as defesas
antioxidantes poderiam ser superadas e, entdo,causar danos a membrana celular. Os
organismos do Guama passariam entdo por um aumento sazonal da lipoperoxidagdo durante

periodos de maior intensidade alimentar, uma vez que ha possibilidade de formacdo de
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EROsdurante a sintese de ATP através do escape de elétrons da cadeia transportadora
mitocondrial (HERMES-LIMA, 2004). Estes resultados também podem estar associados a
flutuacGes naturais nas concentragdes de metais de transi¢éo carreadospelos rios (PISANELLI
et al., 2009) e inclusive ao aumento ciclo de ressuspensédo e afundamento de particulas gerado
pela excessiva precipitacdo que poderiam estar sendo carreados até este local pelas correntes
de mare, uma vez que ndo ha uma relativa proximidade com a cidade de Belém(KENNISH,
1997).

Se esta hipdtese estiver correta os organismos dos trés ambientes teriam capacidade de
aumentar ndo somente a TEAC, mas a quantidade de lipideos no periodo chuvoso,
possibilitando a alta lipoperoxidacéo observada nos organismos do Guamaque esta associada

a uma alta atividade enzimatica para contrabalancear esta situacao.

No segundo periodo seco a atividade da CAT, GST e a TEAC nos organismos de Una e
Miramar permanecem em niveis semelhantes aos obtidos no primeiro periodo seco. Esta
diminuicdo da capacidade antioxidante estd provavelmente relacionada com a redugdo da
precipitacdo, ja que a influéncia das chuvas na hidrodinamica diminui e ocorre 0 menor
aportee/ou ressuspensdode poluentes para a area de estudo. E ao contrario da resposta obtida

no periodo chuvoso-seco, os poliquetas destes ambientes contaminados nao sofremLPO.

Como observado durante grande parte do biomonitoramento, os poliquetas do Guama
permaneceram com atividade da CAT e a TEACelevadas em relagdo aosdo Una e de Miramar

no segundo periodo seco, e também ndo ocorreram danos oxidativos em lipideos.

5. CONCLUSAO
Nossos resultados mostram que as variagdes observadas nos biomarcadores analisados
estiveram associadas a subdivisdo do regime pluviométrico da regido, que corresponde ao

periodo seco, transi¢do seco-chuvoso, periodo chuvoso e transicdo chuvoso-seco.

Considerando os dados do periodo chuvoso e chuvoso-seco, podemos associa-los ao
aumento no ciclo de adveccédo, afundamento e ressuspensao de particulas, principalmente de
poluentes provindos de descargas domesticas e industriais que desaguam atraves de inimeros
esgotos abertos ao longo da Baia de Guajara e na desembocadura do canal do Una. Assim, o
maior aporte de aguas das chuvas no estuario Guajarino estaria expondo o poligueta
Namalycastisabiuma a maiores concentragdes de pro-oxidantes, diminuindo sua competéncia

antioxidante e induzindo efeitos deletérios em lipideos nos organismos de Una e Miramar.
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O poliquetaN. abiumamostrou ser sensivel bioguimicamente aos diferentes graus de
poluicdo no estuario Guajarino. Foi caracterizada uma variacdo sazonal nas atividades
antioxidantes dos organismosamostradosno ambiente referéncia, supostamente relacionada

com um aumento nas taxas de alimentacéo.

Pbde-se confirmar que os diversos alertas sobre enriquecimento organico e de metais
estariam exercendo um efeito negativo sobre a biota do estuario Guajarino, inclusive com
distingdo entre fatores ambientais (polui¢cdo) e sazonais.A afinidade de muitos poluentes ao
substrato lamoso, seu contato a partir da alimentacdo e a inducéo das respostas antioxidantes
observadas diante das diferentes fontes de contaminacdo (PAHs e efluentes domésticos)

tornam N. abiuma um bom organismo biomonitor da qualidade do estuario Guajarino.

Como o0s organismos mostram uma recuperacdo do estresse oxidativo induzido
sazonalmente no segundo periodo seco, pode-se inferir que os niveis de contaminacdo no
estuario retornam paraum estado nao alarmante. Contudo, sugere-se que sejam feitos estudos
de biomonitoramento da qualidade do estuario Guajarino em periodos mais longos,
associados a avaliagdes das condi¢cdes ambientais, e considerando que 0s organismos estariam
mais suscetiveis ao estresse oxidativo durante o aumento da precipitacdo (periodo chuvoso e

chuvoso-seco).

Sugere-se também que estes estudos sejam compostos pela utilizacdo de organismos
biomonitores de diferentes niveis troficos, para verificar se a influéncia das forcantes
ambientais e a amplitude de efeitos toxicos dos poluentes atuam de maneira semelhante entre
organismos distintos, permitindo desenvolver estratégias de diminuicdo da contaminacgédo

local mais realistas e efetivas.



46

REFERENCIAS

ABELE-OESCHGER, D.A comparative study of superoxide dismutase activity in marine
benthic invertebrates with respect to environmental sulphideexposure.Journal of Experimental
Marine Biology and Ecology, 197, p. 39-49, 1996.

ABELE-OESCHGER, D.; OESCHGER, R. Hipoxia-induced autoxidation of haemoglobin in
the benthic invertebrates Arenicolamarina(Polychaeta) and Astarte borealis (Bivalvia) and the
possible effects of sulphide.Journalof Experimental Marine BiologyandEcology, 187, p. 63—
80. 1995.

ALMEIDA, M. F. Comunidades macrobentdnicas da reserva biologica do lago Piratuba
(Amapa - Brasil). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais). 2008. 71f. Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Ambientais, Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do
Para, Museu Paraense Emilio Goeldi e EMBRAPA, Belém, 2008.

AISPURO-HERNANDEZ, E.;GARCIA-OROZCO, K.D.; MUHLIA-ALMAZAN, A.; DEL-
TORO-SANCHEZ, L.; ROBLES-SANCHEZ, R.M.; HERNANDEZ, J.; GONZALEZ-
AGUILAR, G.; YEPIZ-PLASCENCIA,G.; SOTELO-MUNDO, R.R. Shrimpthioredoxinis a
potentantioxidantprotein.Comparative Biochemistry and Physiology, Part C, 148, p. 94-99.
2008.

AKCHA, F.; LEDAY, G.; PFOHL-LESZKOWICZ, A. Measurement of DNA adducts and
strand breaks in dab (Limandalimanda) collected in the field: effects of biotic (age, sex) and
abiotic (sampling site and period) factors on the extent of DNA damage.Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 552, n.1-2, p. 197-207.
2004.

AMADO, L.L.; ROSA, C.E.; MEIRELLES LEITE, A.; MORAES, L.; VAZ PIRES, W,
PINHO, G.L.L.; MARTINS, C.M.G.; ROBALDO, R.B.; NERY, L.E.M.; MONSERRAT,
J.M.; BIANCHINI, A.; MARTINEZ, P.E.; GERACITANO, L.A. Biomarkers in croakers
Micropogoniasfurnieri (Teleostei, Scianidae) from polluted and non-polluted areas from the
Patos Lagoon estuary (Southern Brazil): evidences of genotoxic and immunological effects.
Marine Pollution Bulletin, 52, p. 199-206.2006a.

AMADO, L. L.; ROBALDO, R.B.; GERACITANO, L.;MONSERRAT, J.M.; BIANCHINI,
A.Biomarkers of exposure and effect in the Brazilian flounder Paralichthysorbignyanus
(Teleostei: Paralichthyidae) from the Patos Lagoon estuary (Southern Brazil). Marine
PollutionBulletin, 52, p. 207-213. 2006b.

AMEUR, W. B.; LAPUENTE, J.; EL MEGDICHE, Y.; BARHOUMI, B.; TRABELSI, S,
CAMPS, L.; SERRET, J.; RAMOS-LOPEZ, D.; GONZALEZ-LINARES, J.; DRISS, M. R.;
BORRAS, M. Oxidative stress, genotoxicity and histopathology biomarker responses in
mullet (Mugilcephalus) and sea bass (Dicentrarchuslabrax) liver from Bizerte Lagoon
(Tunisia). Marine PollutionBulletin, 642, p. 241-251. 2012,

AQUINO, R. F. O. Investigacdo do estado tréfico de um sistema estuarino amazénico (Para,
Brasil) sob influénciaantropica. 2011. 52f. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em
Oceanografia) — Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Para,Belém, 2011.

AVIZ, D.; CARVALHO, I. L. R.; ROSA FILHO, J. S. Spatial and temporal changes in
macrobenthic communities in the Amazon coastal zone (Guajarakstuary, Brazil) caused by
discharge of urban effluents. ScientiaMarina,76, p. 381-390.2012.



47

BARTHEM, R. B.; FABRE, N. N. Biologia e diversidade dos recursos pesqueiros da
Amazonia. In: RUFFINO, M. L. (Coord.). A Pesca e 0s recursos pesqueiros na Amazonia
Brasileira.Manaus: Ibama/Provarzea, 272 p. 2004.

BEUTLER, E.The preparation of red cells for assay.In: BEUTLER, E. (Ed.). Red cell
metabolism: amanual of biochemical methods. New York: GRUNE & STRATON, p. 8-18,
1975.

BEZERRA, P. S. S.; TAKIYAMA, L. R.; BEZERRA, C. W. B. Complexacdo de ions de
metais por matéria orgénica dissolvida: modelagem e aplicacdo em sistemas reais.
ActaAmazonica, v.39, n.3, p. 639 — 64.2009.

BOX, A.; SUREDA, A.; GALGANI, F.; PONS, A.; DEUDERO, S. Assessment of
environmental pollution at Balearic Islands applying oxidative stress biomarkers in the
musselMytilusgalloprovincialis. Comparative Biochemistry and Physiology, Part C, 146, p.
531-539, 2007.

CHATELAIN, E. H.; BRETON, S.; LEMIEUX, H.; BLIER, P. U.Epitoky inNereis
(Neanthes) virens (Polychaeta: Nereididae):A story about sex and death. Comparative
Biochemistry and Physiology Part B, 149,p. 202 -208, 2008.

COHAB - COOPERATIVA HABITACIONAL. Levantamento do quadro ambiental da
regido metropolitana de Belém — produto 3. Belém: PNUB/IPESP/FADESP/COHAB.158 p.
1997.

CORDEIRO, C. A. Estudo da salinizacdo noestuariodorioParano trecho Belém-Mosqueiro.
1987. 119f. Dissertacdo (Mestrado em Geociéncias)-Curso dePo6s-Graduagdo em
Geociéncias, Universidade Federal do Para, Centro de Geociéncias, Belém, 1987.

DEPLEDGE, M. H.; AAGAARD, A.; GYORKOS, R. Assessment of trace metal toxicity
using molecular, physiological and behavioural biomarkers. Marine PollutionBulletin, 31, p.
19-27, 1995.

DUTRA, B. K.SILVA, K. M.; ZANK, C.; CONTER, M. R.; OLIVEIRA, G. T.
Seasonalvariationoftheeffectofhigh-carbohydrateandhigh-protein
dietsontheintermediatemetabolismofParastacusbrasiliensis (Crustacea,Decapoda,
Parastacidae)maintainedinthelaboratory.lheringia, SérieZoologica, 98(4), p. 433-440, 2008.

FERREIRA-CRAVO, M.; REINHARDT PIEDRAS, F.; BARROS MORAES, T.; RIBAS
FERREIRA, J.L., DE FREITAS, D.P.S.; DORNELLES MACHADO, M.; GERACITANO,
L.A.; MONSERRAT, J.M. Antioxidant responses and reactive oxygen species generation in
different body regions of the estuarine polychaetalLaeonereisacuta(Nereididae).Chemosphere,
66, p. 1367-1374, 2007.

GERACITANO, L. A.; BOCCHETTI, R.; MONSERRAT, J.; REGOLI, F.; BIANCHINI,
A.Oxidative stress responses in two populations of Laeonereisacuta (Polychaeta, Nereididae)
after acute and chronic exposure to copper. Marine Environmental Research, 58, p. 1-17,
2004a.

GERACITANO, L. A.; MONSERRAT, J. M.; BIANCHINI, A. Oxidative stress in
Laeonereisacuta (Polychaeta, Nereididae): environmental and seasonal effects. Marine
Environmental Research, 58, p. 625-630, 2004b.

GREGORIO, A. M. S. Contribuicio a gestdo ambiental da Baia de Guajara (Belém-Para-
Amazbnia) através de estudo batimétrico e sedimentoldgico.2008. 128f. Dissertagdo



48

(Mestrado em Geociéncias), Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Rio grande do
Sul, Porto Alegre, 2008.

GREGORIO, A. M. S.; MENDES, A. C. Characterization of sedimentary deposits at the
confluence of two tributaries of the Para River estuary (Guajard Bay, Amazon).Continental
Shelf Research, 29,p. 609-618, 2009.

GORINSTEIN, S.; ARANCIBIA-AVILAB, P.; MONCHEVAC, S.; TOLEDO, F;
TRAKHTENBERG, S.; GORINSTEIN, A.; GOSHEV, I.; NAMIESNIK, J. Changes in
mussel Mytilusgalloprovincialis protein profile as a reaction of water pollution.Environment
International, 32, p. 95-100, 2006.

HABIG, W. H.; JAKOBY, W.B. Assays for differentiation of glutathione S-
transferases.Methods on Enzymology, 77, p. 398-405, 1981.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. Free Radicals in Biology and Medicine. Nova York:
Oxford University Press, v.1, 2007. 851p.

HERMES-LIMA, M. Oxygen in biology and biochemistry: role of free radicals. In:
STOREY, K. B. (Ed.).Functional Metabolism: Regulation and Adaptation. New Jersey: John
Wiley & Sons, p. 319-368, 2004.

HERMES-LIMA, M.; WILLMORE, W.; STOREY, K. Quantification of lipid peroxidation in
tissue extracts based on Fe(lll)-xylenol orange complex formation. Free Radical in
BiologyandMedicine, 19, p. 271-280, 1995.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2010.Censo populacional. Brasil,
Brasilia. Disponivel em:<http://www.ibge.gov.br/cidade-sat/topwindow.htm?>. Acesso em 06
Jun. 2012.

INMET. 2011. Chuva acumulada mensal x Numero de dias com chuva na cidade de Belém.
Disponivel em: <http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=tempo/graficos>. Acessoem: 20
Jul. 2012.

JONES, D.P. Redefining oxidative stress.Antioxidant Redox Signaling, 8, p. 186579, 2006.

JORGENSEN, A.; GIESSING, A. M. B.; RASMUSSEN, L. J; ANDERSEN, O.
Biotransformation of polycyclic aromatic hydrocarbons in marine polychaetes. Marine
Environmental Research, 65, p. 171-186, 2008.

KENNISH, M.J.1997.Practical handbook of estuarine and marine pollution.Florida: Boca
CRC Press LLC, 254 p.

LEWIS, C.; WATSON, G.J. Expanding the ecotoxicological toolbox: The inclusion of
polychaete reproductive endpoints.Marine Environmental Research, 75, p. 10-22, 2012.

LIMON-PACHECO, J.; GONSEBATT, M. E.The role of antioxidants and antioxidant-related
enzymes in protective responses to environmentally induced oxidative stress.Mutation
Research, 674, p. 137-147, 2009.

LUSHCHAK, V.I. Environmentally induced oxidative stress in aquatic animals. Aquatic
Toxicology,101, p. 13-30, 2011.

LUSHCHAK, V. I; BAGNYUKOVA, T. V. Effects of different environmental oxygen levels
on free radical processes in fish.Comparative Biochemistry and Physiology part B, 144,p.
283-289, 2006.



49

MARKERT, B.A.; BREURE, A.M.; ZECHMEISTER, H.G. Definitions, strategies and
principles for bioindication/biomonitoring of the environment.In. MARKERT, B.A,
BREURE, A.M.; ZECHMEISTER, H.G.Bioindicators&Biomonitors: Principles, Concepts
and Applications.Oxford: ELSEVIER SCIENCE, 2003.

MARANHAO, R. A. Impactos da ocupacdo urbana e qualidade das aguas superficiais na
Microbacia de Val-de-Cées (BELEM/PA). 2007. 150 f. Dissertacdo (Mestrado em Geografia)
— Centro de Filosofia e Ciéncias Humanas, Programa de Po6s-Graduacdo em Geografia,
Belém, 2007.

MAZZEO, T. E. Avaliacdo ambiental das vias de drenagem da regido metropolitana de Belém
(PA) quanto a distribuicdo dos elementos Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb e
Zn. 1991.164 f. Tese (Mestrado em Geoquimica e Petrologia) — Instituto de Geociéncias
Universidade Federal do Para, Belém, 1991.

MONSERRAT, J.M.; GERACITANO, L.A.; PINHO, G.L.L.; VINAGRE, T.M.; FALEIROS,
M.; ALCIATI, J.C.; BIANCHINI, A. Determination of lipid peroxides in invertebrates tissues
using the Fe(lll) xylenol orange complex formation. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology, 45, p.177-183, 2003.

MONSERRAT, J.M.; MARTINEZ, P.E.: GERACITANO, L.A.;: AMADO, L.L.; MARTINS,
C.M.G.; PINHO, L. L. G.; CHAVES, I. S.; FERREIRA-CRAVO, M.; VENTURA-LIMA, J.;
BIANCHINI, A.Pollution biomarkers in estuarine animals: critical review and new
perspectives. Comparative Biochemistry and Physiology part C, 146, p. 221-234, 2007.

MONTES, C. S.; FERREIRA, M. A. P.; SANTOS, S. S. D.; VON LEDEBUR, E. I. C. F;
ROCHA, R. M. Branchialhistopathological study of
Brachyplatystomarousseauxii(CASTELNAU, 1855) in the Guajara bay, Belém, Para State,
Brazil. Acta ScientiariumBiological Science, 32 (1), 87-92, 2010.

MORAES, B.C.; COSTA, J. M. N; COSTA, A. C. L.; COSTA, M. H.Variacao espacial e
temporal da precipitacdo no estado do Para. Acta amazonica, 35, p. 207-214, 2005.

MORAES, T.B.; RIBAS FERREIRA, J.L.;ROSA, C.E.; SANDRINI, J.Z.; VOTTO, AP,
TRINDADE, G.S.; GERACITANO, L.A.; ABREU, P.C.; MONSERRAT, JM.
AntioxidantpropertiesofthemucussecretedbylLaeonereisacuta(Polychaeta,  Nereididae): A
defenseagainstenvironmental pro-oxidants? ComparativeBiochemistryandPhysiologyPart C,
142, p. 293-300, 2006.

MOURA, E. M. Mapeamento do halo de disperséo formado por efluentes industriais
lancados na baia do Guajara no trecho compreendido entre o bairro de Val-de-Cées e 0
distrito de Icoaraci. 2007. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Geologia e Geoquimica)- Instituto
de Geociéncias, Universidade Federal do Para, Belém, 2007.

NASCIMENTO, F. S. Dinamica da Distribui¢cdo dos Poluentes Metalicos e Organicos nos
sedimentos de fundo dos canais de drenagem de Belém, PA.1995. 91f. Dissertacdo (Mestrado
em Geologia e Geoquimica) - Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Para, Belém,
2007.

NASCIMENTO, S. F.; KURZWEIL, H.; WRUSS, W.; FENZL, N. Cadmium in the
Amazonian Guajara Estuary: Distribution and remobilization. Environmental Pollution, 140,
p.29-42, 2006.

NASCIMENTO, S. N. Caracterizagdo da assinatura isotopica de Pb atual e
daconcentracdodemetaispesadosemsedimentosdefundodafozdorio



50

GuaméedabaiadoGuajara(Belém —Pard).2007. 104f. Dissertacdo (Mestrado em Geologia e
Geoquimica) — Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Para, Belém, 2007.

OLIVEIRA, M. C. F.; ABREU, J. R. R; BARROS, A. N. F.; BEZERRA, A. C. N;
MACHADOQO, J. R. S.; NETO, B. S.Tendéncia mensal e anual das chuvas em Belém-PA, de
1896 a 2000 (105 anos). CONGRESSO BRASILEIRO DE METEOROLOGIA, 12, 2002,
Foz do Iguacu. Anais... Foz do Iguacu: ABM, 2002.1 CD ROM.

OLIVEIRA, S. P. Estudo da composi¢cdo isotdpica de Pb em organismos bentdnicos,
poliquetas (Namalycastisabiuma) e oligoquetas, da Baia do Guajara e rio Guama. 81f. 2009.
Dissertacdo (Mestrado em Geoquimica e Petrologia) — Programa de Po6s-Graduagdo em
Geologia e Geoquimica, Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Pard, Belém,
2009.

PANG, J.; SUN, B.; LI, H.,; MEHLER, W. T.; YOU, J. Influence of bioturbation on
bioavailability and toxicity of PAHs in sediment from an electronic waste recycling site in
South China.Ecotoxicologyand Environmental Safety, 84, p. 227-233, 2012.

PINHEIRO, R. V. L. Estudo hidrodindmico e sedimentoldgico do Estuario Guajara-Belém
(PA). 1987. 185f. Dissertacdo (Mestrado emGeociéncias) — Instituto de Geociéncias,
Universidade Federal do Para, Belém, 1987.

PISANELLI, B.; BENEDETTI, M.; FATTORINI, D.; REGOLI, F. Seasonal and inter-annual
variability of DNA integrity in mussels Mytilusgalloprovincialis: A possible role for natural
fluctuations of trace metal concentrations and oxidative biomarkers. Chemosphere, 77 (11), p.
1551-1557, 20009.

RAMOS-GOMEZ, J.; MARTINS, M.; RAIMUNDO, J.; VALE, C.; MARTIN-DIAZ, M. L.;
DELVALLS, T. A. Validation of Arenicola marina in field toxicity bioassays using benthic
cages: Biomarkers as tools for assessing sediment quality. Marine Pollution Bulletin, 62 (7),
p. 1538-1549, 2011.

RE, R.; PELLEGRINO, N.; PROTEGGENTE, A; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-
EVANS, C.Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cationdecolorization
assay.Free Radical Biology and Medicine, 26, p. 1231-1237, 1999.

RICE-EVANS, C.A.;BURDON, R.H (Ed.).Free Radical Damage and its Control.
London:Elsevier Science B.V., 392p.1994.

ROSA, C. E.; IURMAN, M.G.; ABREU, P.C.; GERACITANO, L.A.; MONSERRAT,
J.M.Antioxidant mechanisms of the NereididaeLaeonereisacuta(Annelida: Polychaeta) to
cope with environmental hydrogen peroxide.Physiological and Biochemical Zoology, 78, p.
641-649, 2005a.

ROSA, C. E.; SOUZA, M.S.; YUNES, JS.; PROENCA, L.AO.; NERY, LEM,;
MONSERRAT, J.M.Cyanobacterial blooms in estuarine ecosystems: characteristicsand
effects on Laeonereisacuta(Polychaeta, Nereididae). Marine PollutionBulletin, 50, p. 956—
964, 2005b.

ROSA-FILHO, J.S.Diagnostico da qualidade ambiental da Baia do Guajara (Belém-PA)
utilizando indicadores quimicos e biolégicos (QUALIGUAJARA). Relatério de pesquisa.
CNPq — Edital CT Hidro 01/2003 — N°. Processo 504.308/2003-3, 2011.

SANDRINI, J. Z.;; VENTURA LIMA, J.; REGOLI, F.; FATTORINI, D.; NOTTIC, A,
MARINSA, L. F.;MONSERRAT, J.M.Antioxidantresponses in



51

theNereididaeLaeonereisacuta(Annelida, Polychaeta)
aftercadmiumexposure.Ecotoxicologyand Environmental Safety, 70, p.115-120, 2008.

SANTOS, S.N.; LAFON, J.F.; CORREA, J.AM.; BABINSKI, M.; DIAS, F.F.; TADDEI,
M.H.T.Distribuicdo e assinatura isotopica de Pb em sedimentos de fundo da foz do Rio
Guama e da Baia do Guajara (Belém - Para). Quimica Nova, 35 (2), p. 249-256, 2012.

SOUZA-HOLANDA, N.Comportamento de metais pesados e nutrientes nos sedimentos de
fundo da Baia do Guajara e Baia do Maraj6.2010.86f. Dissertacdo (Mestrado em
Geoquimica e Petrologia) — Programa de Pés-Graduacdo em Geologia e Geoquimica, Instituto
de Geociéncias, Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

REISH, D.; GELINGER, T.A review of the toxicological studies with polychaetous
annelids.Bulletinof Marine Sciences, 60, p. 584-607, 1997.

RISSO-DE FAVERNEY, C.; GUIBBOLINI-SABATIER, M. E.; FRANCOUR, P. An
ecotoxicological approach with transplanted mussels (Mytilusgalloprovincialis) for assessing
the impact of tyre reefs immersed along the NW Mediterranean Sea.Environmental Research,
70, p. 87-94, 2010.

SANTOS, C. S. Variagdo sazonal da atividade da glutationa S-transferase e a qualidade
hidrica da Baia de Guajara (Belém-PA-Amazonia). 54f.Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Oceanografia) — Instituto de Geociéncias, Universidade Federal do Pard,
Belém, 2011.

SRODA, S.; COSSU-LEGUILLE, C.Seasonal variability of antioxidant biomarkers and
energy reserves in the freshwater gammaridGammarusroeseli.Chemosphere, 83, p. 538-544,
2011.

VERLECAR, X.N.; JENA, K.B.; CHAINY, G.B.N. Seasonal variation of oxidative
biomarkers in gills and digestive gland of green-lipped mussel Pernaviridis from Arabian
Sea.Estuarine, Coastal and Shelf Science, 76 (4), 2008, p. 745-752.

VIARENGO, A. CANESI, L.; PERTICA, M.; LIVINGSTONE, D. R. Seasonal variations in
the antioxidant defense systems and lipid peroxidation of the digestive gland of
mussels.Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Comparative Pharmacology, 100,
p. 187-190, 1991.

VIARENGO, A.; ABELE-OESCHGER, D.; BURLANDO, B. Effects of low temperature on
prooxidantsand antioxidant defence systems in marine organisms. In: PORTNER HO,
PLAYLE R. (Ed.). Cold Ocean Physiology.London: Cambridge University Press, p. 213-235,
1998.

VIARENGO, A.; LOWE, D.; BOLOGNESI, C.; FABBRI, E.; KOEHLER, A. The use of
biomarkers in biomonitoring: a 2-tier approach assessing the level of pollutant induced stress
syndrome in sentinel organisms. Comparative Biochemistry and Physiology, 146, p. 281-
300,2007.

VIDAL-LINAN, L.; BELLAS, J.; CAMPILLO, J. A.; BEIRAS, R.Integrated use of
antioxidant enzymes in mussels,Mytilusgalloprovincialis, for monitoring pollution in highly
productive coastal areas of Galicia (NW Spain).Chemosphere, 78,p. 265-272, 2010.

ZAR, J.H.Biostatistical Analysis. New Jersey:Prentice Hall, 1984.



ANEXOS

52



53

ANEXO A- PADRONIZACAO DO ENSAIO FOXMODIFICADO PARA O
POLIQUETA NAMALYCASTIS ABIUMA

Os poliquetas utilizados nesta analise foram coletados no estuario Guajarino em
fevereiro de 2011. Devido ao peso e tamanho reduzido dos animais (0,042+ 0,004 g), foi
necessaria a composicdo de pools de organismos, sendo utilizadas 4 amostras composta cada
uma por cerca 10 a 15 animais.

Foram testadas duas dilui¢des (1:9 e 1:4; peso: volume); diferentes volumes de amostras
(8, 15, 20, 30 e 40 pL para a dilui¢do de 1:9 e 20, 30, 40 e 50 pL para a diluicdo de 1:4) e
distintos tempos de incubacdo (variando de 0 a 270 min).

Das duas diluicdes testadas (1:9 e 1:4) apenas a segunda (1:4) apresentou resultados
mensuraveis, ja que a diluicdo de 1:9 ndo apresentou incremento de absorbancia detectavel.
Os valores de absorbancia do complexo Fe Ill-laranja de xylenol foram estabilizados apds 150
min de incubacdo a temperatura ambiente, apresentando os valores médios 0.011, 0.023,
0.037 e 0.051 para os volumes de amostra 20, 30, 40 e 50 pl, respectivamente.

Deste modo, para o poliqueta N. abiuma, o tempo de incubacdo necessario para a
estabilizacdo da leitura foi de 150 min e o volume selecionado para a dosagem foi de 30 L.

1: Incremento daabsorbancia liquida a550nmao longo dotempo de incubacdonos distintos volumes
deamostra testados parao ensaio deperoxidacaolipidicapelo método deFOX. Em destaque o tempo de
incubacéo onde ocorre a estabilizagdo da absorbancia.
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