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RESUMO

A Antartica tem sido considerada a regido mais preservada do planeta. Contudo, a
crescente presenca humana na regiao tem suscitado preocupagdes quanto a poluigao
por esgoto, queima e vazamento de combustivel féssil. O peixe Notothenia coriiceps
€ estenotérmico e endémico da regidao Antartica e um importante elo da malha tréfica
sendo uma das 5 espécies mais abundantes do ambiente marinho da llha Rei George.
O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto do esgoto humano sobre a defesa
antioxidante e a neurotransmissao do encéfalo do peixe antartico N. coriiceps. Os
espécimes foram coletados com linha e anzol no ambiente marinho da Baia do
Almirantado, llha Rei George. Os bioensaios foram conduzidos nos moédulos de
aquario da Estacao Antartica Comandante Ferraz (EACF), no verao de 2011. O grupo
experimental (n=10) foi exposto ao efluente de esgoto da Estagdo Antartica
Comandante Ferraz (EACF), diluido a 0,5% (v/v) em condi¢ao termo-salina préxima
do ambiente natural (0°C e 35 psu) por 96 h. Apos o sacrificio dos individuos, o tecido
encefalicos foi coletado, imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
posteriormente transferido para o Laboratério de Bioquimica da Universidade de
Taubaté. Os encéfalos dos espécimes do grupo controle e experimental foram
homogeneizados em tamp&o e as atividades das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e acetilcolinesterase (AChE) foram determinadas espectrofotometricamente. A
diferenca entre a atividade de SOD, do tecido encefalico de N. coriiceps do grupo
controle e experimental n&o foi estatisticamente significativa, diferente a atividade de
AChE, que apresentou atividade significativamente mais elevada nos encéfalos dos
peixes expostos ao efluente do esgoto. A auséncia de modulagao da atividade de SOD
no encéfalo de N. coriiceps, expostas ao efluente do esgoto da EACF, pode ter relagao
com barreira hematoencefalica dos vertebrados. As jun¢des muito estreitas do epitélio
vascular encefalico, podem ter impedido, em parte, a livre difusdo de xenobidticos
através das paredes capilares, protegendo o sistema nervoso central dos efeitos
deletérios dos poluentes do esgoto. Por outro lado, o impacto do esgoto sobre os
demais tecidos de N. coriiceps, pode ter elevado as demandas sensoriais do sistema
nervoso central, em resposta ao estresse por poluigcdo. Assim os estimulos aferentes
e respostas eferentes do SNC de N. coriiceps, podem ter se tornado mais intensas
na poluigao por esgoto, elevando a propagacgao de potencias de agao e secregao de
neurotransmissores nas sinapses, bem como demandando uma atividade mais
elevada de AchE.

Palavras-Chave: esgoto, defesa antioxidante, neurotransmissao, peixe antartico



ABSTRACT

The Antarctica was considered the most pristine region of the planet. However, the
growing human presence in the region has caused concerns about the risk of pollution
from sewer, burned and leaking fossil fuel. Notothenia coriiceps is stenothermal and
endemic to the Antarctic region and is an important link in the trophic mesh and is one
of the 5 most abundant species in the marine environment of King George Island. The
purpose of the present study was to evaluate the impact of human sewage on
antioxidant defense and neurotransmission of Antarctic fish N. coriiceps. The
specimens were collected with line and hook in the marine environment of Admiralty
Bay, King George Island. The bioassays were conducted in the Comandante Ferraz
Antarctic Station (EACF) during in the summer of 2011. The experimental group (n =
10) was exposed to the sewage effect of the Comandante Ferraz Antarctic Station
(EACF), diluted to 0.5 % (v/v) thermo-saline saline conditions near the natural
environment (0°C and 35 psu) for 96 h. After the sacrifice of specimes, the encephalic
tissue were collected, and immediately frozen in liquid nitrogen and later transferred to
the Biochemistry Laboratory of the University of Taubaté. The encephalus of control
and experimental groups were homogenized in the buffer and the activities of the
superoxide dismutase (SOD) and acetylcholinesterase (AChE) enzymes were
monitored spectrophotometrically. The difference between SOD activity, N. coriiceps
neural tissue of the control and experimental group wasn’t statistically significant,
different from AChE activity, which exhibited the highest activity in the encephalus of
the fishes exposed to sewage effluent. The absence of modulation of SOD activity at
N. coriiceps level, exposed in the EACF effluent, might be related to the vertebrate
blood-brain barrier. Because the very narrow junctions of the cerebrovascular
epithelium may have partly prevented free diffusion of xenobiotics through the capillary
walls, protecting the central nervous system from the deleterious effects of sewage
pollutants. On the other hand, the impact of the sewer on other tissues of N. coriiceps
may have a high level of demand for central nervous system sensors in response to
pollution stress. Therefore, the afferent and the efferent stimulus responses of the N.
coriiceps CNS can be made more intense in sewer pollution, increasing the
propagation of action powers and secretion of neurotransmitters in synapses, as well
as requiring higher AChE potential.

Keywords: sewer, antioxidant defense, neurotransmission, antartic fish
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1-INTRODUGAO

A identificagao de riscos ecoldgicos decorrentes da exposi¢ao da biota aquatica
a poluentes quimicos € de extrema importancia para o monitoramento ambiental. Os
peixes tém um papel relevante na cadeia alimentar de ambientes aquaticos,
participando da transferéncia de energia de niveis troficos inferiores para niveis
superiores. Os peixes sao considerados por muitos, 0s organismos aquaticos mais
adequados para o monitoramento de ambientes aquaticos, apesar da sua elevada
capacidade de deslocamento(.

Os niveis de enzimas da defesa antioxidante e do metabolismo de xenobibticos
do teledsteo marinho Mullus barbatus foram utilizados para avaliar o impacto
ambiental da descarga de material dragado do porto de Leghorn — Italia e depositado
a 25 km da regido litoranea do mar Mediterraneo®. Nesse caso, a variagao dos niveis
de enzimas da defesa antioxidante desse peixe foram utilizadas como marcadores
bioquimicos do impacto precoce de poluentes sobre as respostas bioldgicas de M.
barbatus. Embora o figado seja o principal 6rgao do metabolismo de xenobidticos em
peixes, o cérebro tem sido considerado um dos 6rgaos metabolicamente mais ativos
e sensivel a disrupgdes do metabolismo energético®.

A respiragao celular € um processo essencial para produgdo de energia nos
seres vivos. No entanto, produz espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical
superdxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila®. A superéxido dismutase
(SOD) é uma das enzimas responsaveis pelo controle destas espécies e constitui uma
familia de metaloenzimas que desempenha papel antioxidante que sdo um tipo de
mecanismo de defesa contra os danos que a ROS pode causar ao organismo, estes
antioxidantes estdo em permanente atividade no organismo, sendo que a producao
de energia € uma das principais causas da formacao de radicais livres, entdao é
necessario que tenha antioxidantes suficientes para neutralizar os efeitos dos radicais
livres que sédo produzidos normalmente, e quando ndo ha antioxidantes o suficiente
para combater esses radicais livres esta ocorrendo um estresse oxidativo que € um
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, aumentando a quantidade
dos agentes oxidantes®®), e a SOD ¢ importante por indicar sua presenca em todos
os organismos aerobicos!”), essa enzima catalisa a conversdo do &nion reativo
superéxido (O2” *) em peroxido de hidrogénio (H202). A SOD mostra grandes

diferencas em atividade entre tecidos e espécies de peixes e por cauda da maior
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solubilidade de oxigénio em aguas frias, os peixes antarticos possuem um alta
concentracdo de oxigénio em seus tecidos e consequentemente pode-se esperar
niveis elevados na producdo de ROS® e das enzimas antioxidantes®. Sua atividade
€ maior em peixes marinhos, em comparagdo com peixes de agua doce!'? e peixes
herbivoros também apresentam maior atividade dessa enzima('). Em relagédo a
presenca de contaminantes, varios trabalhos mostram que a atividade da SOD tende
a ser maior em peixes de locais poluidos, sugerindo que sua atividade pode ser usada
para medir a severidade do impacto ambiental(*'-1%_ Esta enzima é induzida muito
rapidamente, dentro de poucas horas, especialmente se a producdo de espécies
reativas de Oz for muito elevada(.

O metabolismo cerebral de peixes tem se mostrado sensivel ao efeito de
diversos pesticidas e metais pesados®, mas tem sido pouco estudado em relagéo aos
efeitos toxicos de poluentes do esgoto humano. A acetilcolinesterase (AChE) hidrolisa
a acetilcolina em acetato e colina, removendo rapidamente esse neurotransmissor de
sinapses colinérgicas e jungdes neuromusculares('®), nos peixes a inibigdo da AChE
pode ser perigosa, principalmente por afetar a atividade natatoria, comprometendo a
alimentacgédo e a fuga de seus predadores('”). Niveis sub-letais de metais pesados sdo
capazes de modular para cima os niveis de AChE em algumas espécies de peixes('®).
Contudo, pesticidas organofosforados inibem irreversivelmente a AChE, reduzindo os
niveis cerebrais dessa enzima e, consequentemente, provocando disrup¢ao neural.
Assim, a atividade especifica de AChE do sistema nervoso de peixes tem sido
amplamente utilizada como marcador de fungéo neural™,

Efluentes de esgotos humanos e industriais sdo misturas complexas de
poluentes, que podem agir de forma interativa prejudicando os sistemas fisioldgicos
de peixes. Para mitigar o estresse toxico, os peixes normalmente elevam o gasto
energético com o metabolismo de xenobidticos e a defesa antioxidante(Y). O aumento
da urbanizagao e do desenvolvimento econémico dos ultimos anos tem implicado em
uma maior producgao tanto de esgoto domésticos quanto de efluentes industriais, e em
areas costeiras esses sao fatores preocupantes pois inumeras areas urbanas nao
possuem tratamento de esgoto adequados e o mar tem sido o receptor desses
elementos organicos que podem também serem provenientes de rios, langamento in
natura e do despejo de navios e plataformas. Esse material organico apresenta
principalmente em sua composi¢cdo fosforo e nitrogénio que sédo elementos que

causam o crescimento de microalgas que em excesso causam eutrofizagdo('9.
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O esgoto é constituido de uma mistura complexa de dejetos humanos, agua e
compostos quimicos derivados de uso doméstico ou industrial, e muitos poluentes
como hidrocarbonetos do petréleo, metais pesados e compostos organoclorados
tornam-se constituintes comuns por conta de sua facil absor¢cdo na matéria
organica®?).Outros fatores condicionantes para a presenca de esgotos no ambiente
marinho sdo as ocorréncias de chuvas que carregam esgotos e outros tipos de
detritos estagnados nos arredores de canais de drenagem ; as condi¢gdes de maré
quando as enchentes barram os cursos hidricos contaminados e quando as vazantes
causam drenagem desses cursos para o mar; e a atividade turistica aumenta a
producéo dos esgotos e a sobrecarga das fossas sépticas").

O destino final desses dejetos das atividades humanas € o fundo dos corpos
d’agua, pois os contaminantes uma vez no ambiente acabam depositando-se no
sedimento e passam a fazer parte desse compartimento, além disso varios processos
fisicos, quimicos e biolégicos podem resultar na liberacdo desses contaminantes
presentes nos sedimentos para a coluna d’agua, gerando riscos a biota(®?).

A Antartida é um grande deserto e virtualmente intocado pela agao antropica.
Contudo, o aumento da presenga humana na regiao tem suscitado preocupacoes e
elevado os questionamentos sobre os impactos de poluentes na flora e fauna da
regiao®. A Antartida € uma vez e meia maior do que o Brasil, tem 99% da sua
superficie coberta por um volume de 25,4 km3 de gelo, que constitui o maior
reservatorio de agua doce do planeta. Essa também é a regido mais fria do planeta,
com temperatura minima de -93,2°C, registrada no Dome Argus em agosto de 2010
pelo satélite Landsat 8 da NASA. Essa temperatura é cerca de 25°C mais baixa do
que a menor temperatura registrada em regides permanentemente habitadas pelo
homem(24),

Os impactos antropicos aumentaram substancialmente por ocasido do Ano
Geofisico Internacional de 1957/58 (IGY), quando mais de uma dezena de estacoes
cientificas (McMurdo e Amundsen-Scott dos Estados Unidos, Vostok da antiga Unido
Soviética, dentre outras) foram construidas e cerca de 5.000 pessoas foram
deslocadas para essa regiao no periodo entre julho de 1957 e dezembro de 1958. O
sucesso da colaboracgao cientifica levou a criagao do Conselho Cientifico de Pesquisa
Antartica (Scientific Committee on Antarctic Research; SCAR), que passou a atuar
sugerindo politicas cientificas para regido. A cooperagao cientifica também abriu

caminho para a assinatura do Tratado da Antartica, em 1° de dezembro de 1959,
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criando um continente livre de armas nucleares e aberto para a ciéncia.
Posteriormente, em 1961, o Tratado foi ratificado pelos 12 membros signatarios, em
reunido realizada em Washington(?526) Assim, a exploragdo comercial sofreu forte
restricao a partir de 1959 e as atividades humanas ficaram limitadas as instalacdes
cientificas e navios de pesquisa, bem com a bordo de navios de pesca e turismo(?7-28),

O contingente humano a bordo de navios de turismo e estag¢des cientificas na
Antartida aumentou substancialmente nas ultimas trés décadas, tornando os
vazamentos de 6leos combustiveis mais frequentes e elevando o volume de esgoto
descartado no ambiente marinho. Por exemplo, a Baia do Almirantado, localizada na
llha Rei George, recebeu no verado 2005/2006, um total de 1.819 turistas embarcados
em navios. Ja no verdo de 2015/2016, esse numero foi de 7.057 turistas,
representando um aumento de 388% de turistas em dez anos@®. Além do turismo, o
suporte logistico das estagdes cientificas também foi incrementando, elevando o
impacto antropico sobre o ecossistema antartico. Devido as condi¢des climaticas mais
amenas, as regides litoraneas da Antartida contemplam a grande maior parte da
macrobiota, que fica mais exposta aos impactos antropicos. Nesse sentido, cabe
salientar que aproximadamente 80% das instalagdes cientificas estdo localizadas no
litoral da Antartida®9).

A llha Rei George (62°02’S e 58°21'W) esta localizada no extremo norte da
Peninsula Antartica, € a maior Ilha do Arquipélago das Shetlands do Sul, sendo que a
regido litoranea dessa llha abriga instalagdes cientificas de 9 Paises (Brasil, Equador,
Estados Unidos, Peru, Polbnia, Chile, Argentina, Russia e Coreia do Sul), um Sitio
Especial de Interesse Cientifico (SSSI N°8) e uma Area Antartica Especialmente
Gerenciada (ASMA), a qual inclui a Baia do Almirantado, com 362 km?, sendo que 32
km? dessa area, encontra-se livre de gelo®'32. A Baia do Almirantado, onde os
bioensaios do presente estudo foram realizados, abriga instalagdes cientificas de 5
paises, inclusive a Estacao Antartica Brasileira Comandante Ferraz (EACF).

A dispersao dos efluentes de esgotos nas regides litoraneas da Antartica tem
sido monitorada pelo acumulo de poluentes nos tecidos de organismos e em
sedimentos marinhos('233-36) As analises quimicas sugere que a poluicdo por esgoto
da EACF permanece restrita ao entorno da estagao e, embora tenha aumentado mais
de duas vezes no periodo entre 1997 e 2003, provavelmente devido ao aumento do

numero de pesquisadores, continuou localizada no entorno da EACF (13:34.37),
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Apesar das recomendacdes feitas pelas partes consultivas do Tratado da
Antartica, até o ano de 2005, aproximadamente 37% das estagbes cientificas
permanentes e 69% das estacdes de verao, nao tinham implementado nenhum tipo
de tratamento para o esgoto e aguas cinzas(®®). A EACF entrou em operagédo em 1984
e até 2012 operou com capacidade maxima de alojamento para 60 pessoas. O
efluente do esgoto e aguas cinzas da EACF, apos tratamento secundario na estagao
de tratamento de esgoto (ETE), era descartado na Enseada de Martel, logo abaixo da
linha da maré baixa. Ja o residuo solido da ETE tinha como destino a incineragcao nas
dependéncias da EACF®9),

Estudos tém revelado que a matéria organica e os contaminantes quimicos de
esgotos tém reduzido a biodiversidade e alterado a estrutura de comunidades
bentdnicas em algumas regides litordneas da Antartida®?. Analises histologicas
realizados no figado e branquias do peixe antartico Trematomus bernacchii, coletados
em locais proximos da desembocadura da ETE da estacdo australiana de Davis,
mostraram que o efluente do esgoto foi capaz de promover alteragdes patologicas
nesses tecidos“"). Bioensaios conduzidos com agua do mar coletada na saida da ETE
da EACF mostraram que a poluicdo por esgoto € capaz de induzir a formacao de
micronucleos e provocar outras anomalias nucleares eritrocitarias em Trematomus
newnesi“?).

Por outro lado, o metabolismo energético de peixes tem sido pouco estudado
naquilo que diz respeito ao efeito de poluentes quimicos de efluente humano. Os
produtos farmacéuticos e hormdnios esteroides, os quais estdo normalmente
presentes nos efluentes humanos, podem causar disrupgao endocrina e metabdlica
em peixes344, Esteres de polibrometo de difenila (PBDEs), os quais estio
normalmente presentes em efluentes, foram capazes de promover disrupcao
metabdlica em T. bernacchii, acelerando o metabolismo celular e comprometendo o
ja limitado balango energético desse peixe antartico®. A presenca de PBDEs em
tecidos de T. bernacchii e anfipodes, coletados a 1,6 e 0,7 km, respectivamente,
revelou a extensdao espacial da poluicdo por esgoto descartado pela Estacao
Australiana Casey na Antartica, mostrando que esse tipo de poluicao transcende o
entorno dessa estacgao cientifica®),

Em trabalhos recentes foi observado que o esgoto da EACF, diluido a 0,05%
(v/v), € capaz de promover profundas alteracbes metabdlicas no figado, rins,

branquias e musculos dos peixes antarticos Notothenia rossii € N. coriiceps, bem
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como alterar, expressivamente, os niveis de diversos constituintes plasmaticos(1447).
As duas espécies envolvidas no estudo sdo demersais, estenotérmicas, endémicas
da regido antartica e abundantes na Baia do Almirantado, llha Rei George®¥, bem
como um importante elo da cadeia tréfica, atuando na transferéncia energética de

niveis troficos inferiores para niveis superiores®).
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2- OBJETIVO
2.1- Objetivos Gerais
Avaliar o impacto da polui¢ao por efluente humano sobre a defesa antioxidante

e a neurotransmissao do encéfalo Notothenia coriiceps.

2.2- Objetivos Especificos

Utilizando os niveis enzimas como “proxy” do metabolismo energético do
encéfalo de N. coriiceps, especificamente foram determinadas a atividade especifica
da superoxido dismutase (SOD) e acetilcolinesterase (AChE) como enzimas chaves

da defesa antioxidante e da transmissao neural, respectivamente.
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3- METODOLOGIA

3.1- Material Biolégico e Experimentos

Espécimes de N. coriiceps foram coletadas com linha e anzol, em profundidade
de 10 a 20 metros, nos ambientes marinhos de Punta Plaza (PP)
(62°05°'07S/58°23'28"W), e “Glaciar Ecology” (ECO) (62°10'03,5"S/58°26'59,8"W),
Baia do Almirantado, llha Rei George, Antartida (figura 1A), durante o verdo Austral
de 2011, por ocasiao da Trigésima Expedigao Brasileira a Antartica (XXX Operagao
Antartica).

ApOs a captura, os peixes foram imediatamente transportados para Estacao
Antartica Comandante Ferraz (EACF) (62°05’0”S / 58°23'28”W) e aclimatados por um
periodo de 3 dias, em condicado termo-salina proxima do ambiente natural (0°C e 35
psu) para reduzir o estresse da captura. Apds anestesia com benzocaina (0,1% p/v
dissolvida em agua do mar), os peixes foram pesados, marcados com linha colorida
na nadadeira dorsal e transferidos para tanques aquario de 1000 L, na propor¢ao de
1 peixe para cada 150 — 170 L de agua do mar (figura 1B) e foram aclimatados em
condigcdes termo-salina proximas as da natureza por 3 dias, para minimizar o estresse
da manipulagdo. Durante esse periodo, os peixes foram condicionados a buscar
alimento oferecido na ponta de um longo estilete. A aeragédo dos aquarios foi continua

e o fotoperiodo foi de 12h, em todos os experimentos.
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Figura 1. (A) Sitios de coleta na Baia do Almirantado, Ilha Rei George. Os peixes
antarticos foram capturados em Punta Plaza (PP), ha cerca de 500 m da EACF (CF,;
62°05°0”S/ 58°23'28"W), e na Enseada do Glaciar “Ecology” (ECO), préximo da
Estacao Cientifica Polonesa de Arctowski (AR, 62010'03,5"S/58026'59,8"W) (Fonte:
Adaptado de google mapas). (B) Laboratério de bioensaios da Estacdo Antartica
Comandante Ferraz. Os peixes antarticos foram mantidos em tanques de 1000 L
(Fonte: Edson Rodrigues).

Todos os bioensaios foram conduzidos com agua do mar na condigao termo-
salina de 0°C e 35 psu e os bioensaios tiveram duragao de 96h. Os peixes do grupo
controle (n=10) foram mantidos em agua do mar sem a adi¢ao de efluente. Ja no grupo
experimental (n=10) foram expostos ao efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto
(ETE) da EACF, adicionado a agua dos tanques para uma dilui¢ao final de 0,5% (v/v).

A agua dos tanques foi trocada parcialmente (50% do volume total) ap6s 48h,
na mesma condicdo experimental. Os peixes foram alimentados diariamente com
musculo axial de peixes antarticos, em quantidade correspondente a 1% da sua

massa corporea.

Ao final dos experimentos os peixes foram sacrificados por secgdo da coluna
vertebral, em local proximo da base do cranio. Os encéfalos foram removidos e
imediatamente transferidos para tubos criogénicos, congelados em nitrogénio liquido
e transportados para o Laboratério de Bioquimica da Universidade de Taubaté, onde

foram armazenados em ultrafreezer -80°C.
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3.2- Métodos Analiticos

O tecido encefalico foi homogeneizado em Potter-Elvehjem, na proporc¢ao de
10 mL de tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), para cada grama de tecido®®. Os
homogeneizados foram sonicados por 15 segundos e centrifugados a 14.000 g
durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para padronizar as medidas
de atividades das acetilcolinesterase (EC. 3.1.17) e superdxido dismutase (EC
1.15.1.1) em encéfalo de peixes, e apds as determinagdes foram conduzidas em

duplicata na temperatura ndo desnaturante de 20°C.

A atividade da AChE foi determinada em tampao fosfato 100 mM (pH 7,0),
contendo iodeto de acetiltiocolina 75 mM e 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoato (DTNB) 10
mM e NADH+H* 150 uM. A variacido de absorbancia foi acompanhada de forma

continua em 410 nm®0),

A atividade da SOD foi determinada em tampao carbonato de so6dio 100 mM
(pH 10,2), contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,175 mM, cloreto de
tetrazolio-nitroazul (NBT) 1 mM e hidroxilamina 3,7 mM. A variagao de absorbancia foi

acompanhada de forma continua em 560 nm®".

A atividade da AChE foi conduzida em microplacas de 384, incubando 70 uL
do sistema de reagcdo com 10 uyL de homogeneizado. A atividade da SOD foi
determinada em microplacas de 96 pocos UV, incubando 147uL de sistema de reacgao,
37 uL de hidroxilamina e 20 yL de homogeneizado e as variagdes de absorbancia

registradas por um leitor de microplacas FLUOstar OPTMA da BMG.

A atividade da AChE foi expressa em unidade internacional (U). Assim, uma
unidade internacional de AChE foi definida como a quantidade de enzima capaz de
hidrolisar um pmol de acetiltiocolina em produtos no tempo de um minuto (umol/min).
A atividade da SOD foi expressa em fungao da sua habilidade de inibir a reducéo do
NBT ¢, Uma unidade de SOD (USOD) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de inibir em 50% a reducao de NBT do sistema de reacao.

A proteina total dos homogeneizados foi quantificada pelo método do acido
bicinconinico (BCA), utilizando Kit reagente QuantiPro BCA da Sigma-Aldrich. As
atividades enzimaticas foram normalizadas em funcao da concentragao de proteinas

dos homogeneizadas e expressas U/mg de proteinas.
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Considerando que a atividade da enzima no homogeneizado é diretamente
proporcional a concentragdo da enzima, a atividade da enzima no homogeneizado
diluido 1/15 deve ser 33% maior do que a 1/20 e a diluicdo 1/10 deve ser 50% maior
do que a diluicdo 1/15, como pode ser visto na figura 2. O coeficiente de determinagao
de 0,9999 revela a relagao direta entre a concentracdo de AChE no homogeneizado

e a atividade dessa colinesterase.
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Figura 2: Efeito da concentracdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) de encéfalo
de Tilapia sobre a atividade enzimatica. A variacdo da absorbancia por minuto
((AAbs/min) em 410 nm reflete a atividade da enzima. Aliquotas do homogeneizado

diluido 1:10 (0,1), diluido 1/15 (0,066) e diluido 1:20 (0,05), foram utilizados para
determinacao da atividade enzimatica.

Os testes de validacdo do método de medida da atividade da SOD foram
conduzidos em duplicata, utilizando aliquotas de homogeneizado nao diluido e diluido

1:2, 1:5, 1:10, 1:20 e 1:50. Os resultados podem ser vistos no grafico da figura 3.
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Figura 3: Efeito da concentragao da enzima superéxido dismutase (SOD) de encéfalo
de Tilapia sobre a atividade enzimatica. A variagcdo da absorbancia por minuto
(AAbs/min) em 560 nm reflete a atividade da enzima. Apenas que quanto maior for a
quantidade de SOD, menor € o AAbs/min. Aliquotas do homogeneizado sem diluigao
diluido (1,0) e diluido 1:2 (0,5), 1:5 (0,2), 1:10 (0,1), 1:20 (0,05), 1:50 (0,02), foram
utilizados para determinacao da atividade enzimatica.

A atividade da SOD foi determinado em homogeneizados sem dilui¢ao (1,0),
diluidos 1:2 (0,5), 1:5 (0,2), 1:10 (0,1), 1:20 (0,05), 1:50 (0,02) e sem homogeneizado
(0). O sistema de reacado contem um sistema gerador de superoxido que oxida o NBT,
que na sua forma oxidada, absorve luz de 560 nm. A SOD decompde o superoxico e
assim compete com a reacao de oxidacdo do NBT. Assim, o esperado é que o sistema
de reagcdo sem homogeneizado deve apresentar o maior valor de Abs/min, pois a
oxidagao do NBT pelo superdxido nao o efeito competitivo da SOD. Por outro lado,
também é esperado que quanto maior a quantidade de SOD no homogeneizado,
menor deve ser o valor de Abs/min. Isso pode ser observado no grafico da figura 3.
Quanto maior a diluicdo do homogeneizado (menor quantidade de SOD), maior o valor
de Abs/min.

Assim, os resultados de validacdo dos métodos enzimaticos foram satisfatérios,
mostrando que existe linearidade entre tomada de ensaio do homogeneizado e a

atividade enzimatica.
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3.3- Analise Estatistica

As comparacgoes estatisticas foram conduzidas no programa “GraphPad Prism
5”. As analises de variancia foram conduzidas utilizando teste t ndo pareado. A
normalidade e a homogeneidade dos dados foram verificadas usando os testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os resultados mostraram um conjunto de
dados normais e homogéneos. As diferengas entre as médias dos grupos controle e

experimental foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4-RESULTADOS

Os niveis da enzima superodxido dismutase do encéfalo de N. coriiceps, dos
grupos controle e experimental com esgoto diluido a 0,5%, foram considerados

estatisticamente iguais (p=0.7613), como mostrado na figura 4.
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Figura 4: Atividade especifica da enzima superoxido dismutase (SOD) do encéfalo de
Notothenia coriiceps. Os peixes dos grupos controle (C) e experimental (E) foram
mantidos em condi¢des termo-salina proximas da natureza (0°C; 35 psu) por 96h.
Letras iguais sobre as barras indicam diferenca nao significativa para p<0,05.

Os niveis de AChE do encéfalo de N. coriiceps se mostraram mais elevados
nos peixes do grupo experimental em relagao aos do grupo controle (p=0,0242; figura
5), mostrando que o efluente do esgoto da EACF foi capaz de modular, no curto prazo,

a transmissao neural desse peixe antartico.
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Figura 5: Atividade especifica da enzima acetilcolinesterase (AChE) do encéfalo de
Notothenia coriiceps. Os peixes dos grupos controle (C) e experimental (E) foram
mantidos em condi¢cdes termo-salinas préximas da natureza (0°C; 35 psu), por 96h.
Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa para p<0,05.
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5-DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o efluente do esgoto da EACF, diluido a 0,5%
(v/v), modulou no curto prazo, os niveis de AChE, que hidrolisa a acetilcolina no
processo de transmissao neural. Por outro lado, os niveis de SOD, que € uma enzima
chave da defesa antioxidante, ndo foram modulados pelos poluentes do esgoto.

A atividade da AChE tem sido frequentemente utilizada como biomarcador de
polui¢do, considerando o seu papel na transmissao neural e na sua consequente
relevancia no controle de atividades fisioldgicas envolvidas com a localizagéo de
presas, evasdo de predadores e a orientagdo para a alimentagao(®?.

Estudo com o peixe Prochilodus lineatus, mostrou que o efluente de esgoto foi
incapaz de modular os niveis enzimaticos encefalicos da defesa antioxidante e da
acetilcolinesterase. Contudo, esse tipo de poluicdo modulou os niveis de enzimas da
defesa antioxidante branquial e promoveu lesdes oxidativas no figado, as quais foram
marcadas pelo aumento dos niveis de lipoperoxidagdo (LPO)('9). Os baixos niveis de
AChE podem causar um acumulo de acetilcolina nas sinapses colinérgicas centrais e
nas jungdes neuromusculares dos vertebrados e como consequéncia disso podem
causar disturbios na locomogéo e no equilibrio desses organismos('”%%), e o aumento
da AChE causa a diminuicdo da disponibilidade de acetilcolina disponivel nas
sinapses, 0 que pode causar um comprometimento na atividade motora dos
organismos como perda da atividade motora causando multiplos problemas para o
peixe, incluindo o controle da natagéo e a cessacdo do movimento opercular®). Em
um estudo com o peixe da espécie Ictalurus punctatus foi observado uma diminuicao
de 90% de atividade neuronal quando o organismo foi exposto a carbamato Aldicarb
que € um tipo de pesticida conhecido por causar a inibicdo da acetilcolinesterase(®®,
mas mesmo assim o0s peixes foram capazes de apresentarem apenas sinais
moderados de toxicidade, e entdo foi sugerido que a inibigdo da AChE muscular é o
fator mais importante na mortalidade(®).

Nesse sentido, o efluente da EACF também foi capaz de modular o
metabolismo energético e a defesa antioxidante que no metabolismo hepatico exposto
a curto prazo sofreu um aumento de SOD no figado, no metabolismo renal também
houve um aumento de 114% de SOD a exposigcao de curto prazo em N. coriiceps e
no metabolismo branquial essa enzima foi modulada negativamente em exposi¢ao de

curto prazo com efluente diluido a 0,5% (v/v) do efluente da EACF(* mas nao
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modulou os niveis de SOD no encéfalo, como mostrado no presente estudo.
Mudangas ambientais naturais ou antropicas podem elevar a formagao de EROS e
gerar estresse oxidativo, sendo que os tecidos nem sempre conseguem responder
adequadamente, elevando os niveis de enzimas da defesa antioxidante(*®). A
disrupcdo metabdlica de N. coriiceps, imposta pelo esgoto da EACF, sugere que esta
espécie € mais sensivel a esse tipo de poluicdo do que peixes tropicais, o que pode
resultar em efeitos negativos de curto prazo®”). Alteragbes metabdlicas,
comprometimento de sistemas fisioldgicos e da capacidade reprodutiva, tem sido
associados a presenca de produtos farmacos e hormonios estrogenos nos efluentes
de esgotos humanos(®7:58),

Um numero pequeno de estudos tem avaliado o efeito da poluicdo por esgoto
sobre a ictiofauna antartica. Corbet et al. (2014) mostraram que o esgoto da Estagao
Australiana de Davis foi capaz de promover alteragdes histopatolégicas no figado e
branquias do peixe antartico Trematomus bernacchii, num gradiente espacial de 2 km.
Rodrigues Jr et al., trabalhando com o peixe antartico N. coriiceps, mostraram que o
efluente do esgoto da EACF foi capaz de modular sensivelmente o metabolismo do
figado, branquias, rins e musculatura epaxial(').

Os auséncia de modulacao dos niveis de SOD do encéfalo de N. coriiceps,
exposta ao esgoto da EACF, pode ter relagcdo com as jungdes estreitas do epitélio
vascular encefalico®®. |sso pode ter impedido, em parte, a livre difusdo de
xenobidticos através das paredes capilares, protegendo o sistema nervoso central dos
efeitos deletérios de xenobidticos presentes no esgoto.

Por outro lado, o impacto do esgoto sobre os demais tecidos de N. coriiceps,
pode ter elevado as demandas sensoriais do sistema nervoso central, em resposta ao
estresse por poluicdo('®). Desta forma, os estimulos aferentes e as respostas eferentes
do SNC de N. coriiceps, podem ter se tornado mais intensas na exposi¢ao ao efluente
do esgoto da EACF, elevando a propagac¢ao de potencias de acido e a secrecao de
neurotransmissores nas sinapses, bem como a necessidade de niveis mais elevados

de AChE nas bordas das fendas sinapticas do encéfalo de N. coriiceps.
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6-CONCLUSAO

Os poluentes do esgoto da EACF elevaram a demanda neuro-fisiologica de N.
coriiceps, marcada pelo aumento dos niveis da principal enzima (AChE) envolvida

com a neuro-transmissao motora de vertebrados.

Os poluentes do esgoto ndo foram capazes de modular a atividade da SOD,
uma das principais enzimas da defesa antioxidante do encéfalo de peixes, sugerindo
que: a barreira hemato-encefalica pode ter limitado o acesso de boa parte dos
poluentes do esgoto da EACF ao sistema nervoso de N. coriiceps, protegendo,
parcialmente, o sistema nervoso central dos efeitos deletérios de poluentes, ou, o
tecido encefalico de N. coriiceps apresenta baixa plasticidade metabdlica antioxidante

na expressao de enzimas da defesa antioxidante, no estresse por esgoto humano.
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