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RESUMO

O trabalho propdem-se a estudar os efeitos da poluicdo do Arroio Sapucaia sobre o estresse
oxidativo em diferentes tecidos de peixes coletados no arroio. Peixes da espécie Cyphocharax saladensis
(birus) foram coletados em dois pontos do Arroio Sapucaia: (a) ponto 1: interior do municipio de Santa
Tecla — baixos indices de poluicdo; (b) ponto 2: desembocadura do rio dos Sinos — altos indices de
poluicdo agricola e industrial. Foram retirados figado e branquias desses animais. Os tecidos foram pesa-
dos, homogeneizados e centrifugados para a quantificacdo de proteinas, substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBA-RS) e atividade da enzima antioxidante catalase (CAT). Os peixes coletados no
ponto 1 apresentaram maior lipoperoxidacdo (LP) no figado e menor LP nas branquias quando compa-
rados aos animais coletados no ponto 2, nas diferentes esta¢des do ano. Foi observada uma relagéo
inversa entre a LP e a atividade da CAT no figado e nas branquias desses animais. Os resultados sugerem
um aumento das defesas antioxidantes nos animais que vivem em ambientes poluidos, porém esta resposta
parece ser especifica para cada tecido.
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ABSTRACT

The paper’s purpose was study the pollution effects on oxidative stress in fishes of the Sapucaia stream.
Fishes (Cyphocharax saladensis) were collected at two sites of Sapucaia stream: (a) site 1: in Santa
Tecla city - low environmental impact; (b) site 2: in its final course in the vicinities of the Sinos river — high
environmental impact. Liver and gills were weighed, homogenized and centrifuged and the supernatants
were used for the determination of proteins contents, thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)
and catalase (CAT) activity. The fishes collected at site 1 presents higher lipidic peroxidation (LP) in liver
and lower LP in gills that specimens collected at site 2, in different seasons. An inverse correlation between
LP and CAT activity was detected in liver and gills. The results suggest an increased in antioxidants
defenses in the animals that live at site pollution, however this response was tissue-specific.

INTRODUCAO

O Arroio Sapucaia localiza-se na regido me-
tropolitana de Porto Alegre, é um afluente do
Rio dos Sinos e ao longo de seu curso, com apro-
ximadamente 25 km de extensdo, sdo encontra-
das areas de grande atividade agricola, como
lavouras de arroz caracteristicas dessa regido nas
quais sdao empregados pesticidas; regies com
alta densidade populacional com descarga de
esgoto e depdsitos de lixo urbano; o curso do
arroio atravessa estradas como a BR116 e a
RS118 onde existe intenso trafego de veiculos,
e indlstrias quimicas coureiro-calcadista, refi-
narias de petréleo, de artefatos de cimento e
metal. A presenca dos componentes oriundos
deste tipo de poluicdo participam das reacdes
formadoras de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e conseqguiente formacgdo de radicais li-
vres (RL) nos organismos.

Em organismos aerdbios, a producdo das ERO
é balanceada com os sistemas de defesa
antioxidante. Contudo, um distdrbio no balan-
co entre pro-oxidantes/antioxidantes em favor
dos primeiros, leva a um dano potencial, geran-
do uma situacao de estresse oxidativo, que pode
promover respostas adaptativas ou lesdo celular.

Em alguns casos, o estresse oxidativo moderado
pode regular positivamente as defesas, de modo
a proteger as células de danos subsequientes mais
severos (Salo et. al,1991).

Muitas classes de poluentes ambientais sdo
conhecidos como substancias gue aumentam a
formacdo intracelular de ERO (Maestro,1980;
Winston & DiGiulio,1991). Organismos expos-
tos a ecossistemas poluidos podem revelar
inducdo ou inibicdo de suas defesas
antioxidantes. Variacdes nos componentes des-
se sistema de defesa antioxidante e presenca de
danos aos tecidos tém sido propostos como
biomarcadores de poluicdo em organismos como
moluscos e peixes (DiGiulio et. al, 1989;
Livingstone et. al, 1990).

Quando as ERO sao produzidas além do que
suas defesas antioxidantes podem proteger, sur-
gem diferentes formas de toxicidade como a
lipoperoxidacdo das membranas celulares, de-
gradacdo de proteinas e dano ao DNA (Regoli,
2000). Agrawal e colaboradores (1991), suge-
rem que a LP poderia ser a principal causa
molecular de injdria do tecido.

Variaveis como, idade, variacGes sazonais de
temperatura da agua e disponibilidade de oxigé-
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nio, periodo reprodutivo, comportamento e a pre-
sencga de poluentes na agua, alteram o metabo-
lismo e conseguientemente a formagdo de RL com
alteracdes nos niveis de LP e atividades de
enzimas antioxidantes (Livingstone et al., 1990;
Viarengo et al., 1991; Power & Sheeham, 1996;
Regoli, 2000; Vidal et al., 2002). Semelhantes a
outros vertebrados os teledsteos possuem um sis-
tema de defesa antioxidante que utilizam meca-
nismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Entre as
enzimas que fazem parte desse mecanismo estdo
a superoxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). O siste-
ma de defesa ndo enzimatico utiliza em seu me-
canismo a glutationa, vitaminas E, C, A e
caroteno, entre outras (Wilhelm Filho, 1996).

Os peixes sao um importante modelo em
toxicologia ambiental para determinacéo de efei-
tos letais e sub-letais de poluentes presentes em
ecossistemas aquaticos. Bagres (Channa
punctatus Bloch) expostos a 1% de efluente de
uma fabrica de papel por periodos curtos ou de
longa duracdo, apresentaram LP nos tecidos
analisados, assim como indu¢do ou supressao
orgdo-especifica de antioxidantes enziméaticos
e ndo enzimaticos. Em geral, a inducédo foi ob-
servada no figado e supressao em outros 6rgaos
como branquias e rins. A resposta antioxidante
foi tempo-dependente, exceto para CAT que
mostrou supressao inicial no figado sob os perio-
dos mais curtos de exposicdo (15 e 30 dias) se-
guido de inducdo durante exposi¢do sub-créni-
ca e crbnica (60 e 90 dias) (Ahmad et. al, 2000).

O objetivo do trabalho foi avaliar a
lipoperoxidacdo e a atividade da enzima catalase
em figado e branquias de peixes coletados no
Arroio Sapucaia, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Desenvolvimento das Coletas

Foram realizadas coletas mensais de Maio de
2001 a Maio de 2002 em dois locais: (a) ponto 1
que localiza-se dentro de uma fazenda particular
no municipio de Santa Tecla. A regido apresenta
baixa densidade populacional e a atividade agri-
cola predominante é agricultura de subsisténcia.
(b) ponto 2 localiza-se no final do curso do Arroio
Sapucaia, junto a desembocadura do Rio dos Si-
nos, apos ter passado por lavouras de arroz, indds-
trias quimicas e refinarias, estradas com trafego
intenso e cidades com alta densidade populacional
e, portanto geradoras de esgoto urbano.

Os peixes, todos de espécie Cyphocharax
saladensis popularmente conhecida como bird, fo-
ram coletados com o auxilio de tarrafas no ponto
1, e no ponto 2 foram utilizadas redes de espera
malha 3.0 colocadas com auxilio de barco & motor.

Os birus foram imediatamente decapitados
para a retirada de figado e branquias, os quais
foram embalados em papel aluminio, numera-
dos, congelados em nitrogénio liquido e manti-
dos em gelo seco durante o transporte até o la-
boratério. Os peixes foram coletados nas esta-
¢Oes de primavera, verdo, outono e inverno nos
dois pontos de coleta.

Processamento dos tecidos

No laboratério, os tecidos foram pesados em
balanca de precisdo (ACCULAB® V-Img)
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homogeneizados em tampao fosfato 20mM (KCI
140 mM) na proporc¢do de 9ml por grama de teci-
do em temperatura de 0 a 2°C por um minuto
com homogeneizador Ultra Turrax (IKA-WERK).

O homogeneizado foi centrifugado em cen-
trifuga refrigerada (SORVALL®RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge - 4°C) por
10 minutos a 3000 rpm (Llesuy et al., 1985). Des-
prezou-se o precipitado, o sobrenadante foi ar-
mazenado em eppendorf e mantido a —70°C para
ser utilizado nas técnicas para determinar prote-
inas, lipoperoxidacdo e atividade da catalase.

Quantificacado de proteinas

O método de Lowry et al, 1951 foi utilizado para
a guantificacdo de proteina em branquias e figado
dos peixes, utilizando albumina bovina (SIGMA) a
1mg/ml como padrdo. No homogeneizado obtido das
amostras adicionado H,O destilada, reativo C
(NaHCO,, CuSO,.H,0O 1%, tartarato de sddio e
potéassio 2%) e Folin-Ciocalteau (1:3) com leitura
em espectrofotbmetro a 265 nm.

Avaliacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBA-RS)

A lipoperoxidacao foi avaliada a partir das subs-
tancias reativas ao acido tiobarbitdrico, segundo o
método descrito por Buege & Aust, 1978, utilizan-
do solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10%.
No homogeneizado obtido conforme descrito no item
2.2, foi acrescentado &cido tiobarbitarico (TBA)
0,67% e agua destilada. Essa mistura foi aquecida a
100°C durante 15 minutos e resfriada em gelo. Ap6s,

adicionou-se alcool n-butilico agitando por 40 se-
gundos, esse material foi centrifugado por 10 minu-
tos a 3000 rpm, obtendo-se dessa forma um produto
corado, resultante da reacdo de malondialdeido e
outros subprodutos liberados na lipoperoxidacéo. Este
produto foi colocado em cubeta de vidro para leitu-
ra a 535 nm em espectrofotdmetro (Uv Vis
Spectrophotometer METROLAB 1700). Resulta-
dos expressos em nanomoles por miligrama de pro-
teina (nmoles/mg prot).

Atividade da enzima Catalase

A atividade da enzima antioxidante catalase
foi avaliada, segundo técnica descrita por Boveris
& Chance, 1973, pela determinacdo, em
espectrofotdmetro, da velocidade de decomposi-
¢do do peroxido de hidrogénio (H,O, 0,3M) adi-
cionado a amostra. A decomposic¢do do perdxido
de hidrogénio é diretamente proporcional a ativi-
dade enziméatica. S&o colocados em cubeta de
quartzo o tampdo fosfato 50 mM — pH 7,0, uma
aliguota do homogeneizado e o perdxido de hi-
drogénio e foi realizada leitura em
espectrofotdmetro a 240nm. Os dados foram ex-
pressos em pico moles por miligrama de proteina
(pmoles/mg prot).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos com média +
erro padrdo da média (EPM) para cada grupo de
n valores (as amostras variam de 6 a 10 valores).

A comparacdo entre os grupos foi realizada
através do teste “t” de Student (GraphPad InStat
software, versdo 3.0 para Windows 95 — GraphPad
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Software, San Diego, Califérnia), com p<<0,05.

RESULTADOS

Os animais coletados no ponto 2 apresentaram
menor LP no figado quando comparados aos ani-
mais do pontol em todas as estacbes do ano com
excecdo do verdo. Inversamente, 0s animais
coletados no ponto 2 apresentaram maior LP nas

branquias do que os animais do ponto lem todas
as estacdes do ano com excecdo do verdo. (Fig. 1)

A atividade da CAT no figado foi maior no
ponto 2 no outono e na primavera, sem diferenca
significativa entre estas estacBes. A atividade da
CAT nas branquias foi maior no ponto 2 em rela-
¢do aos animais do ponto 1 em todas as estacGes
do ano com excecdo da primavera. (Fig. 2)

Existe uma correlacdo inversa entre a LP medi-
da e a atividade da CAT no figado e nas branquias.
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Figura 1 - Lipoperoxidacéo em figado (A) e branquias (B). Valores em médias + EP. * Diferencas significativas

p<< 0,01 entre os pontos 1 e 2.
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Figura 2 — Atividade da CAT em figado (A) e branquias (B). Valores em médias *+ EP. * Diferencas significati-

vas p< 0,01 entre os pontos 1 e 2.

DISCUSSAO

Atualmente existe grande interesse em
correlacionar 0 aumento na producdo de ERO
estimulado por contaminantes, resultando em
dano oxidativo uma vez que este pode ser um
mecanismo de toxicidade em organismos aqua-
ticos expostos a poluicdo (DiGiulio et. al, 1989;
Winston & DiGiulio, 1991; Lemaire &
Livingstone, 1993; Livingstone, 2001).

Os animais coletados no ponto 2 apresenta-
ram menor LP no figado e aumento de LP nas
branquias quando comparados com 0s animais
coletados no ponto 1. A diminui¢do da LP no
figado dos animais do ponto 2 pode estar relaci-
onada com o aumento na atividade da CAT,
enguanto nas branquias, a atividade da CAT
estd diminuida no ponto 2 onde observa-se au-
mento na LP.
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Estudos com a glandula digestiva de Oyster
(Saccostrea cucullata) demonstram um aumento sig-
nificativo na atividade das enzimas antioxidantes
CAT, SOD e Glutationa peroxidase em popula-
¢Bes que vivem em ambientes poluidos quando
comparados a populac@es de regido ndo poluida
nas diferentes estacfes do ano (Niogy et. al, 2001).

Em tilapias expostas a diferentes concentra-
¢Bes de cadmio in vivo mostraram aumento na
atividade da SOD e GPx inibindo assim, a for-
macéo de lipoperéxidos (Almeida et. al, 2002).

Mariscos (Chamaelea gallina) retirados de
ambientes poluidos também mostraram um au-
mento na atividade das enzimas antioxidantes
e baixos niveis de malondialdeido, o que sugere
gue animais expostos cronicamente a poluicéo
estdo melhor protegidos do estresse oxidativo do
gue os animais das regiGes de referéncia
(Rodrigues-Ortega et. al, 2002).

Bioacumulacdo de xenobidticos e resposta de
biomarcadores podem ser modulados pelo nivel
de O, dissolvido (Panuzzio & Storey, 1998).

Nas estacBes mais frias (outono e inverno), ha
um aumento nas concentragdes de poluentes na
agua, proprio da diminuicdo na taxa de evapora-
¢do e da maior quantidade de chuvas, o0 que au-
menta os poluente trazidos por lixiviagdo. Por ou-
tro lado, nas estacGes mais quentes (primavera e
verdo), o metabolismo desses animais aumenta o
gue leva a uma maior atividade enzimatica. Os
peixes coletados no ponto 2 parecem apresentar
uma melhor condicéo de resposta a um ambiente
com niveis elevados de poluicdo. Os animais
coletados em ambiente poluido apresentaram um
aumento na atividade da CAT, diminuindo o dano
nas membranas celulares. Os peixes do ponto 1,
normalmente menos expostos a poluicdo, apresen-

tam maior dificuldade em ativar suas defesas
antioxidantes frente a mudancgas ambientais e au-
mento nos niveis de polui¢do. A resposta das
enzimas antioxidantes foi tecido-especifica, pois
nas branquias dos animais do ponto 2, ndo ocorreu
a mesma capacidade em aumentar a atividade da
CAT e conseguentemente o nivel de LP foi maior.

Os resultados parecem indicar que os ani-
mais que vivem em ambientes poluidos apresen-
tam respostas adaptativas para reduzir os efeitos
do estresse oxidativo através do aumento das
defesas antioxidantes.
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