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RESUMO

A Lagoa da Conceigdo representa um complexo de elevada importancia econdmica para a
comunidade local, destacando-se a tradicional pesca artesanal dos camardes-rosa,
Farfantepenaeus paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeidae).
Em func¢do do processo acelerado de expansdo urbano, aliado a um turismo desordenado, a
Lagoa tem testemunhado uma exploragdo irracional dos seus recursos naturais, com impactos
sobre os recursos pesqueiros na regido. A utilizagdo de biomarcadores bioquimicos tem sido
sugerida como ferramenta na avaliacdo ecotoxicologica de ambientes aquaticos. Dentre eles,
destacam-se a familia de isoenzimas de conjugacdo, glutationa S-transferase (GST), e as
proteinas metalotioneinas (MT). O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da GST em
branquias e hepatopancreas de F. brasiliensis e em branquias de F. paulensis, transplantados
para trés areas na Lagoa da Concei¢do: Canto da Lagoa (CA), Canal da Barra (CB) e Costa da
Lagoa (CO) no inverno de 2003 e no verdo de 2004, onde permaneceram por 2 (t1), 7 (t2) e
15 (t3) dias. Os niveis de MT nestes dois tecidos foram também determinados para a espécie
F. paulensis. A atividade da GST foi maior no inverno nas branquias de ambas espécies. Nao
foi observada variagdo sazonal na atividade da GST no hepatopancreas destes animais.
Nenhuma diferenca significativa na atividade da GST foi observada entre machos e fémeas. A
variag¢do sazonal da atividade da GST nos camardes coletados em diferentes locais da Lagoa
da Conceicdo pode estar relacionada com uma variagdo sazonal no aporte de contaminantes
neste ecossistema. Por outro lado, é possivel que tal variacdo esteja relacionada a parametros
bioldgicos intrinsecos da espécie. Além disso, tais variagdes poderiam influenciar a expressao
diferencial das isoformas de GST. Nao foi observada diferenga estatistica nos niveis de
metalotioneinas (MT) em branquias e hepatopancreas de F. paulensis, entre as areas e 0s
tempos de exposi¢do in situ. Por outro lado, os niveis de MT foram maiores no
hepatopancreas, e em fémeas. Correlagdo positiva moderada foi observada entre os niveis de
MT, peso e comprimento total. As implicagdes da utilizacdo de GST e MT como
biomarcadores em estudos ecotoxicoldgicos, utilizando estas espécies de peneideos sdo
discutidas.

Palavras-chave: Glutationa S-transferase, GST, metalotioneinas, MT, camarao-rosa,

Farfantepenaeus paulensis, Farfantepenaeus brasiliensis, Lagoa da Conceigao
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ABSTRACT

Conceicao Lagoon, located on Santa Catarina Island, SC, Brazil, represents a very important
economical complex for the local community, especially due to the traditional fishery of the
pink-shrimp Farfantepenaeus paulensis and Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea,
Decapoda, Penaeidae). The Lagoon has been experiencing an irrational use of its natural
resource due to a rapid process of urban exploitation and intense tourism. The use of
biochemical biomarkers has been suggested as a useful tool for the ecotoxicological
evaluation of the aquatic environment. Among these biomarkers, the family of conjugation
isozymes, glutathione S-transferase (GST), and proteins metallothioneins (MT) can be found.
The aim of the present work was to evaluate the activity of GST in the gills and
hepatopancreas of F. brasiliensis, as well as in the gills of F. paulensis, transplanted to three
areas within the Lagoon: Canto da Lagoa (CA), Canal da Barra da Lagoa (CB) and Costa da
Lagoa (CO), during winter (2003) and summer (2004), where the animals were kept for 2 (t1),
7 (t2) and 15 (t3) days. The levels of MT in both tissues were also determined for F.
paulensis. For both species, GST activity in gills was higher in winter. On the contrary, no
seasonal variation in GST activity was observed in the hepatopancreas. No significant
difference in GST activity was observed between males and females. Seasonal variations of
GST activity in shrimp caught at Concei¢do Lagoon could be related to seasonality in
pollution input within this ecosystem. On the other hand, it is possible that this variation could
be due to the intrinsic expression of GST isoforms. No statistical difference was observed in
the levels of GST in the gills and hepatopancreas of F. paulensis between areas and periods of
exposure in situ. On the other hand, the levels of MT were higher in the hepatopancreas and in
females. A moderate positive correlation was found in MT levels and total weight and length.
Implications of such variations in the use of GST and MT as biomarkers in F. paulensis and
F. brasiliensis in environmental surveys are discussed.

Key-words:  Glutathione  S-transferase, GST, metallothionein, MT, pink-shrimp,

Farfantepenaeus paulensis, Farfantepenaeus brasiliensis, Conceigdo Lagoon
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I. INTRODUCAO

Ao longo de séculos, o homem tem explorado as regides costeiras com sua variedade
de ecossistemas, como praias, baias, manguezais ¢ lagunas, interferindo direta ou
indiretamente nos seus recursos naturais. Parte desta interferéncia esta relacionada a
importancia dos recursos hidricos na economia mundial, os quais, no decorrer da historia até
os dias atuais, tém desempenhado importantes fungdes, servindo como via de transporte,
reserva de alimentos e fonte de diversos tipos de energia.

Dentre os ecossistemas costeiros, as lagunas caracterizam-se por sua elevada
produtividade decorrente dos subsidios do fluxo da 4gua e da abundancia de nutrientes
(ODUM, 1988). Sao consideradas criadouros naturais de diversas espécies da fauna marinha,
além de representarem um ambiente de grande utilidade para o homem (BARNES, 1980;
PORTO FILHO, 1993).

O uso intenso e, por vezes, abusivo dos sistemas lagunares em fun¢ao das atividades
humanas vem acarretando modificagdes nas suas condigdes naturais, colocando em risco as
caracteristicas destes ecossistemas. Langamentos de detritos e efluentes sdo apenas alguns dos
fatores que aceleram o processo de eutrofizacdo das lagunas, destruindo, portanto, toda uma
histéria evolutiva (ODUM, 1988).

Embora o enriquecimento de um ambiente lagunar por matéria organica e nutrientes
seja um processo natural e gradativo, determinando o seu envelhecimento e posterior
extingdo, diferentes atividades humanas podem acelerar de forma significativa este processo,
reduzindo o tempo de vida 1util deste ecossistema (ESTEVES, 1988). Além de acelerar o
processo natural de eutrofizacdo, Stegeman et al. (1992) enfatizam que os contaminantes
lancados na zona costeira podem provocar uma séric de disturbios metabdlicos nos

organismos, como infertilidade, baixa nas defesas imunolégicas, diminui¢ao no crescimento e
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manifestagdo de patologias que podem leva-los a morte. Isto pode ser refletido em uma
reducdo dos estoques pesqueiros, diminui¢do da qualidade dos recursos vivos, ¢ alteracao da
cadeia trofica de uma regido. Interferem, ainda, na sustentabilidade e conserva¢dao da
diversidade da biota como um todo, e na sauide humana através da alimentacdo de organismos
expostos a contaminacao.

Deste modo, atividades antropogénicas em seus mais diversos aspectos resultam na
inser¢do de modificagdes, muitas das quais irreversiveis, nos ambientes aquaticos, entre eles,
os lagunares. Isso vem contribuindo para a reducdo da biodiversidade em niveis inter e
intraespecificos, e modificagdes dos processos naturais, atuando diretamente na deterioragao
da qualidade das aguas destes ambientes em todo o mundo (DEPLEGE, 1996; FENT, 2003).

Na Ilha de Santa Catarina, um sistema lagunar que vem sendo rapidamente modificado
¢ a Bacia Hidrografica da Lagoa da Conceic¢do. Por apresentar caracteristicas biogeograficas
atrativas devido a sua beleza, a Lagoa testemunha um processo acelerado de expansdo urbana
que, aliado a um turismo desordenado, tém resultado em uma exploracdo irracional dos seus
recursos naturais (BARBOSA, 2003).

A Lagoa da Conceigdo configura-se como um sistema que, além da importancia
ecoldgica, constitui-se como um patrimonio paisagistico, arqueoldgico e econdmico, bem
como um expoente da identidade histérico-cultural do povo litordneo catarinense (SIERRA
DE LEDO, 1990). Destaca-se a tradicional pesca artesanal, enquanto atividade de valor
econdmico para muitas familias moradoras da bacia lagunar (BARBOSA, 2003).

Por constituir um sistema semiconfinado, a Lagoa da Concei¢ao desempenha a funcao
de criadouro natural de diversas espécies migratorias de peixes e crustaceos de interesse
econdmico, além de abrigar uma grande diversidade de espécies que entram em seu corpo
lagunar a procura de abrigo e alimento. Dentre os organismos artesanalmente pescados,

destacam-se os peixes mugilideos, Mugil platanus e Mugil curema, e os camardes peneideos,
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Farfantepenaeus paulensis ¢ Farfantepenaeus brasiliensis (BRANCO; VERANI, 1998a,
1998b; SIERRA DE LEDO; GRE; SORIANO-SIERRA, 1999; LUCHMANN et al., 2004).

Segundo CECCA (2001) e Orlando (2001), a Lagoa da Concei¢ao, no corpo lagunar
propriamente dito, ja apresenta sintomas de deterioracdo em suas comunidades naturais,
registrando um numero elevado de coliformes fecais e floracdo de algas indicadoras de
contaminagdo, principalmente no verdao. No sedimento, elevado aporte de matéria organica de
origem antropogénica (PORTO FILHO, 1993) e metais-trago, oriundos principalmente de
tinta antiencrustante e combustivel de embarcagdes (GARCIA, 1999), sio indicativos que nio
so reforcam a utilizagdo do ambiente lagunar e suas adjacéncias de forma intensa e irregular,
como ainda, evidenciam as conseqiiéncias da insuficiéncia dos sistemas de esgotamento
sanitario e de drenagem pluvial da regido. Dentre os problemas derivados de um processo de
ocupacao, caracterizada pela insuficiéncia e/ou auséncia de infra-estrutura basica, destaca-se a
situacao do esgotamento sanitario da Lagoa da Concei¢do. De acordo com Barbosa (2003), o
atual sistema de esgoto, inaugurado em 1988, atende aproximadamente 10.000 habitantes da
regido, o que representa 30% da populagdo atual. O langamento clandestino de efluentes na
drenagem pluvial e o mau funcionamento dos sistemas individuais de fossas e sumidouros
domiciliares constituem grande parte do sistema de esgotamento sanitario de
aproximadamente 70% da populacdo da Lagoa da Conceigdo. Assim, a Lagoa serve como o
receptaculo final de detergentes, 6leos e graxas (BARBOSA, 2003).

Embora estudos de ambito social e com enfoque em andlises fisico-quimicas da agua e
do sedimento tenham indicado a ocorréncia de impactos ambientais na Lagoa da Conceig¢ao
(PORTO FILHO, 1993; HAUFF, 1996; GARCIA, 1999; SIERRA DE LEDO; SORIANO-
SIERRA, 1999; ORLANDO, 2001; KUHNEN, 2002; SILVA, 2002; BARBOSA, 2003;
FONTES, 2004), sao raros aqueles que utilizam organismos como bioindicadores de

contaminac¢ao na regido (CANTOVISKI, 2002; PEREIRA, 2004).
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As andlises isoladas de contaminantes na agua e sedimentos fornecem pouca
informagdo sobre o grau de exposi¢ao dos organismos aquaticos, uma vez que as mesmas nao
evidenciam as conseqiiéncias toxicoldgicas destas substancias na biota (FENT, 2003). Deste
modo, a utilizacdo de diferentes organismos como sentinelas ou bioindicadores ¢
recomendada, pois apresentam respostas sinalizadoras de presenga de contaminantes no meio
(LEBLANC; BAIN, 1997), possibilitando a deteccdo precoce dos efeitos toxicos das
substancias lan¢adas no ambiente (NIEWEGLOWSKI; SILVA; KNIE, 1999). Neste contexto,
o uso de uma amostra representativa de uma populagao residente no ambiente potencialmente
impactado representa uma estratégia relevante para o monitoramento ¢ avaliacdo do grau de
impacto da area ou regido, antes da ocorréncia de danos irreversiveis ao ecossistema (LAM;
GRAY, 2001; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Sdo caracteristicas essenciais de um bioindicador: apresentar ampla distribuicao
geografica, ser de facil coleta, estar presente ao longo de todo o ano (REZENDE; LACERDA,
1986), e refletir os niveis de contaminagdo do ambiente (PHILLIPS; SEGAR, 1986). Deste
modo, invertebrados sdo comumente utilizados em estudos de avaliacdo da contaminagdo
aquatica. Além de constituirem aproximadamente 95% do total das espécies animais, sdao
componentes majoritarios de todos os ecossistemas e apresentam abundancia populacional.
Estas caracteristicas permitem a utilizagdo destes organismos em estudos ecotoxicologicos,
sem afetar de modo significativo sua dindmica populacional (FOSSI; SAVELLI; CASINI,
1998).

Os camardes-rosa, Farfantepenaeus paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis,
constituem um importante recurso alimentar ¢ econdmico para pescadores artesanais da Lagoa
da Conceicdo. Embora estudos com camardes estejam basicamente relacionados ao seu
crescimento e produgdo, diversos autores t€m demonstrado que estes organismos absorvem e

bioacumulam metais-trago em seus tecidos (PAEZ-OSUNA; RUIZ-FERNANDEZ, 1995;
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PAEZ-OSUNA; TRON-MAYEN, 1995; MENDEZ et al., 1997; PARK; PRESLEY, 1997;
CARBONELL; RAMOS; TARAZONA, 1998; FRANCESCONI; PEDERSEN; HOJRUP,
1998; MARX; BRUNNER, 1998; CULSHAW et al., 2002; POURANG; DENNIS, 2005),
além de pesticidas (GALINDO-REYES et al., 1999; GORNI; WEBER, 2004) ¢ bifenilas
policlorados (PCBs) (BAZZANTI et al., 1997), sugerindo, deste modo, a utilizagdo destes
animais como bioindicadores de contaminagao aquatica em estudos ecotoxicoldgicos.

Estudos ecotoxicoldgicos tém sido uma ferramenta importante, ndo somente para
detectar a presenca de contaminantes nas aguas, mas também para comprovar os efeitos
nocivos dos contaminantes aos organismos aquaticos (BORRELY; TORNIERI; SAMPA,
2000). No entanto, Boudou e Ribeyre (1997) ressaltam que pesquisadores, inevitavelmente, se
deparam com problemas relacionados ao reducionismo, tanto espacial como temporal, dos
métodos aplicados para avaliagdo ecotoxicologica. Deste modo, a escolha de um método
eficaz e confidvel determina a legitimidade dos resultados encontrados.

Os ensaios bioquimicos in vitro e in vivo sdo constantemente aplicados em programas
de avaliagdo ecotoxicologica, através do uso de biomarcadores bioquimicos. Segundo Walker
et al. (1996), biomarcadores sdo alteragdes bioldgicas de carater molecular, celular e
fisiologico que expressam os efeitos toxicos causados pelos contaminantes. Entre os
biomarcadores, os bioquimicos ou moleculares detectam a primeira alteracdo biologica frente
a presenca de um xenobiotico (WALKER, 1998), o que, juntamente com a utilizacdo de
organismos bioindicadores de contaminacgdo, podem tornar o método ecotoxicoldgico mais
confiavel.

Diferentes tipos de biomarcadores podem ser utilizados em organismos aquaticos.
Dentre os mais utilizados, destaca-se o sistema multienzimatico citocromo P450 - ou sistema
de oxigenases de fun¢do mista (MFO) (NIYOGI et al., 2001). Este sistema desempenha papel

central no metabolismo de muitos xenobidticos, catalisando tanto reagdes de detoxificagdo
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quanto de bioativacdo (JOSEPHY, 1997; TERAMITSU et al., 2000). No processo de
biotransformag¢ao dos xenobidticos, uma seqiiéncia metabdlica complexa pode ser observada,
compreendendo duas fases: na primeira fase (fase I), o composto tdxico geralmente lipofilico
¢ oxidado, originando produtos que, na fase seguinte (fase II) devem ser conjugados com
compostos enddgenos de baixo peso molecular, resultando em substincias mais
hidrossoluveis e, conseqiientemente, mais faceis de serem excretadas (HODGSON; LEVI,
1994).

Durante a biotransformagao de xenobidticos, sdo produzidos compostos derivados que
podem causar sérios danos as células e/ou biomoléculas. E necessario que estes compostos
sejam conjugados a moléculas enddgenas, através de reacdes de conjugagdo, para aumentar
sua hidrossolubilidade ¢, desta forma, facilitar sua excre¢do. As enzimas de biotransformagao,
como a glutationa S-transferase (GST), constituem uma familia de isoenzimas de conjugagao
que participam das reacdes de fase II da biotransformagdo dos xenobiodticos. A GST conjuga
compostos eletrofilicos com substratos enddgenos, como o tripeptideo glutationa (GSH),
tornando-os mais hidrossoluveis, facilitando, assim, sua excre¢do (FITZPATRICK et al.,
1997).

As GSTs sdo proteinas diméricas, preferencialmente citosolicas, amplamente
distribuidas na natureza, sendo encontradas em organismos como bactérias, fungos, insetos,
invertebrados e vertebrados aquaticos e mamiferos, onde sdo mais estudadas
(DAUTERMAN, 1994). Em organismos aquaticos, estudos referentes a caracterizacdo da
atividade da GST tém sido amplamente realizados em peixes (GADAGBUI; JAMES, 2000;
RIOL et al., 2001; NOVOA-VALINAS; PEREZ-LOPEZ; MELGAR, 2002), ¢ em moluscos
(CHEUNG et al., 2002; ROMEO et al., 2003; CHEUNG et al., 2004; MANDUZIO et al.,
2004; ALMEIDA et al., 2005; SILVA et al., 2005). No entanto, pouco ¢ conhecido sobre a

GST de crustaceos, sendo que, apenas recentemente, alguns estudos vém demonstrando o seu
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uso potencial nestes organismos (BALDWIN; LEBLANC, 1996; ISHIZUKA et al., 1998;
BHAVAN; GERALDINE, 2001; GOWLAND et al., 2002; BEATTIE et al., 2003; PINHO et
al., 2003; VINAGRE et al., 2003; DE OLIVEIRA et al., 2005). Contudo, existe uma grande
lacuna em relagdo ao estudo deste biomarcador potencial em camardes-rosa, Farfantepenaeus
paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis.

A indugdo da sintese das proteinas metalotioneinas (MT) também estd incluida entre
os biomarcadores bioquimicos para avaliagdo do grau de contaminagdo. Segundo Roesijadi
(1992) e Viarengo et al. (1999), MT constituem uma familia de proteinas de baixo peso
molecular, soliveis, termo-resistentes, as quais apresentam uma seqiiéncia de aminoacidos
caracteristica com alto conteudo de residuos de cisteina (Cys). Estas proteinas possuem uma
grande afinidade e capacidade de ligacdo a metais-traco. MT sdo induzidas por uma série de
fatores, incluindo metais-trago, tanto essenciais (Zn, Cu) como ndo-essenciais (Cd, Hg, Ag),
endotoxinas, radiagdo UV, citocinas, alta tensdo de oxigénio, estresse oxidativo, entre outros
(HAMER, 1986).

De acordo com Bebianno e Langston (1991), as fung¢des das MT podem estar
relacionadas a detoxificagdo, regulagdo e estoque dos metais-trago presentes no meio
intracelular. A ampla distribuicdo destas proteinas em organismos procariontes € eucariontes
sugere que elas representam um dos sistemas de resposta a estresse mais antigo
filogeneticamente (BARSYTE; WHITE; LOVEJOY, 1999).

A primeira ocorréncia de MT em invertebrados foi relatada em ostras Crassostrea
virginica por Casterline e Yip (1975) e desde entdo, as MT tém sido identificadas em um
amplo espectro de organismos (ROESIJADI, 1992). Em relagdo ao estudo de MT em
crustaceos, destacam-se aqueles desenvolvidos com siris Callinectes sapidus, Carcinus
maenas, Pachygrapsus marmoratus, Scylla serrata (PEDERSEN; LUNDEBYE;

DEPLEDGE, 1997; BROUWER; BROUWER, 1998; LEGRAS et al., 2000; LERCH,;
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AMMER; OLAFSON, 1982; MOUNEYRAC et al., 2001; BROUWER; SYRING;
BROUWER, 2002), camardes Metapenaeopsis crassissima, Litopenaeus vannamei, Penaeus
merguiensis,  Penaeus  semisulcatus  (MOKSNES; LINDAHL; HAUX, 1995;
FRANCESCONI; PEDERSEN; H@OJRUP, 1998; POURANG; DENNIS, 2005), lagostas
Homarus americanus, Nephrops norvegicus (CANLI; STAGG; RODGER, 1997; ENGEL;
BROUWER; MERCALDO-ALLEN, 2001; CHAVEZ-CROOKER et al., 2003), anfipodas e
copépodas (BARKA; PAVILLON; AMIARD, 2001; MARSDEN; RAINBOW; SMITH,
2003). No entanto, nada se conhece sobre MT dos peneideos Farfantepenaeus paulensis e
Farfantepenaeus brasiliensis.

Embora estudos demonstrem a eficacia da utilizagdo de biomarcadores de
contaminagdo ambiental em organismos aquaticos, existe uma enorme caréncia de estudos
com este enfoque em camardes peneideos. Assim, considerando que os camardes-rosa
constituem um importante recurso alimentar e econdmico para a populagdo residente na
Lagoa da Conceigao e, ainda, a existéncia de evidéncias de impactos neste ambiente lagunar,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial uso da GST ¢ MT como
biomarcadores de contaminagdo aquatica em branquias e hepatopancreas de camardes
peneideos, F. paulensis e F. brasiliensis, visando sua posterior aplicagdo em programas de
monitoramento in situ.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, foram elaborados dois artigos
(manuscrito 1 e manuscrito 2). O manuscrito 1, referente aos resultados da atividade da GST
em camardes-rosa, F. paulensis e F. brasiliensis, mantidos em trés areas na Lagoa da
Concei¢dao e em laboratdrio, no inverno de 2003 e no verdo de 2004, serd submetido para
publicagdo no periddico Comparative Biochemistry and Physiology Part B. O manuscrito 2,

relativo aos resultados de GST e MT em branquias e hepatopancreas de F. paulensis mantidos
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em areas de exposi¢do in situ na Lagoa durante o inverno de 2003, sera submetido ao

periddico Ecotoxicology and Environmental Safety.



II. MANUSCRITO 1
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Resumo

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi avaliada em branquias de Farfantepenaeus
paulensis ¢ em branquias e hepatopancreas de Farfantepenaeus brasiliensis coletados na
Lagoa da Conceig¢ao no inverno e no verdo. Os camardes foram transportados para trés areas
na Lagoa: Canto da Lagoa (CA), Canal da Barra (CB) e Costa da Lagoa (CO), e um grupo foi
mantido em laboratorio (LAB), onde permaneceram por 2 (tl), 7 (t2) e 15 (t3) dias. Foram
analisados 80 espécimes de F. paulensis, 54 no inverno e 26 no verdo, ¢ 148 de F.
brasiliensis, 55 no inverno e 93 no verdo. A atividade da GST foi maior no inverno nas
branquias de ambas espécies. Nenhuma variagdo sazonal foi observada na atividade da GST
no hepatopancreas destes animais. A atividade da GST no hepatopancreas de F. brasiliensis
mantidos no LAB foi maior em comparacdo aqueles de CO no verdo. Nenhuma diferenga na
atividade enzimatica foi observada entre machos ¢ fémeas. Comparando-se a atividade da
GST dos exemplares de F. brasiliensis coletados em diferentes tempos no verdo, em CA os
animais apresentaram maior atividade nas branquias em t1 em relacdo a t3, enquanto no LAB
a atividade das branquias em t3 foi superior a t1. No hepatopancreas dos espécimes do LAB a
atividade foi maior em tl em comparagao a t2. No inverno, a atividade da GST nas branquias
de F. paulensis de CB foi maior em t2 em relacdo a tl. Ambas espécies apresentaram um
padrao semelhante da atividade enzimatica em branquias. A variagdo sazonal da atividade da
GST nos camardes coletados na Lagoa da Conceicdo pode estar relacionada com uma
sazonalidade no aporte de contaminantes neste ecossistema. Por outro lado, ¢ possivel que tal
variagdo esteja relacionada a pardmetros biologicos intrinsecos das espécies, que poderiam
influenciar a expressdo diferencial das isoformas de GST. A utilizagdo desta enzima como
biomarcador em estudos in situ sdo discutidas para estas espécies de camarao.
Palavras-chave: Glutationa S-transferase; GST; Sazonalidade; Camardo; Farfantepenaeus

paulensis; Farfantepenaeus brasiliensis
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1. Introducao

A utilizagdo de biomarcadores bioquimicos tem sido sugerida como ferramenta viavel
em avaliagdes ecotoxicologicas de ambientes aquaticos, por indicar o grau de impacto dos
contaminantes em uma maneira dose ou tempo-dependente (Mayer et al., 1992). Dentre os
biomarcadores mais empregados, destaca-se a familia de isoenzimas de conjugacao,
glutationa S-transferase (GST), que atuam nas reagdes de fase II do processo de
biotransformag¢do de xenobioticos, toxinas e compostos enddgenos. A GST conjuga
compostos eletrofilicos com substratos enddgenos, como o tripeptideo glutationa (GSH),
tornando-os mais hidrossoluveis, facilitando, assim, sua excre¢do (Fitzpatrick et al., 1997).

Organismos expostos a xenobiodticos geralmente apresentam inducdo da atividade da
GST, justificando a utilizagdo desta enzima em programas de monitoramento ambiental
(Gadagbui e James, 2000; Cheung et al., 2002; Névoa-Valinas et al., 2002; Roméo et al.,
2003; Cheung et al., 2004; Manduzio et al., 2004; Silva et al., 2005). No entanto,
comparando-se as pesquisas realizadas em moluscos e peixes, pouco € conhecido sobre a GST
de crusticeos. Apenas recentemente, alguns estudos tém avaliado esta enzima nestes
organismos (Ishizuka et al., 1998; Bhavan e Geraldine, 2001; Gowland et al., 2002; Beattie et
al, 2003; Pinho et al., 2003; Vinagre et al., 2003; de Oliveira et al., 2005).

Embora estes trabalhos proponham a utilizagdo da GST como um biomarcador em
organismos aquaticos, sua interpretacdo em estudos de campo pode ser dificil. Segundo
Power e Sheehan (1996) e Sheehan e Power (1999), a variagdao anual e/ou sazonal de fatores
ambientais e inerentes ao ciclo fisiologico da espécie podem interferir na atividade do
biomarcador escolhido. Deste modo, por exemplo, niveis aumentados da atividade da GST
ndo necessariamente estio relacionados a contaminagdo do ambiente avaliado, o que dificulta

a interpretagdo dos dados obtidos.
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A Lagoa da Conceicdo, localizada na Ilha de Santa Catarina, SC, encontra-se em um
processo acelerado de modificagdo, como resultado da especulagdo imobilidria, turismo
desordenado, insuficiéncia e/ou auséncia de esgotamento sanitario, e, ainda, exploragdo
irracional de seus recursos naturais (Hauff, 1996; Cecca, 2001; Orlando, 2001; Barbosa,
2003). Segundo Cecca (2001) e Orlando (2001), a Lagoa da Conceigdo apresenta sintomas de
deterioragao em suas comunidades naturais, com um numero elevado de coliformes fecais e
floragdo de algas indicadoras de contaminagdo, principalmente no verdo. No sedimento, ¢
registrado elevado aporte de matéria organica de origem antropogénica (Porto Filho, 1993) e
metais-traco, oriundos principalmente de tinta antiencrustante e combustivel de embarcagdes
(Garcia, 1999). Este sistema lagunar constitui um importante ponto turistico, de relevancia
ecoldgica, paisagistica, cultural e econdomica para as comunidades locais, que realizam a
tradicional pesca artesanal de camardes peneideos Farfantepenaeus paulensis e
Farfantepenaeus brasiliensis (Barbosa, 2003; Liichmann et al., 2004).

O presente trabalho avaliou a atividade da GST em branquias e hepatopancreas de
camaroes, F. paulensis ¢ F. brasiliensis, mantidos por 15 dias na Lagoa da Conceicdo em
duas estagdes do ano, inverno de 2003 e verdo de 2004. Foram discutidos aspectos
relacionados a variacdo da atividade enzimatica entre as espécies, tecidos, estagdes do ano,
areas e tempos de exposi¢do. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade de uso
da GST como biomarcador em branquias e hepatopancreas destas espécies de camardes
peneideos em programas de monitoramento in situ, considerando a influéncia de fatores

abidticos, como a sazonalidade.
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta dos camardes e procedimento experimental

Camardes F. paulensis e F. brasiliensis, de ambos os sexos, foram coletados com
tarrafa (malha 20mm) no mesmo local em uma tnica noite na Lagoa da Conceigdo (Figura 1).
Apbs a coleta, os animais foram imediatamente transportados, em aquarios portateis com
aeracdo constante, para gaiolas fixadas em trés 4areas na Lagoa. As gaiolas foram
confeccionadas em PVC, revestidas por poliéster (malha 10mm), apresentando volume de
1,5m’, segundo modelo modificado de Scardua (1998) ¢ Medvedovsky (2002). As 4reas de
exposicdo in situ consistiram em: Canto da Lagoa (CA), Costa da Lagoa (CO), e regido
proxima ao Canal da Barra (CB) e (Figura 1), onde os camardes permaneceram por 15 dias.
Um grupo de camardes foi transportado ao laboratorio (LAB) nas mesmas condigdes
mencionadas acima e mantido por igual periodo em um tanque circular com capacidade de
100L, com aeracdo constante, e troca de agua didria. O nimero amostral inicial de cada grupo
de exposi¢do consistiu de 30 espécimes. Os animais mantidos in situ ¢ no laboratorio foram
alimentados diariamente com ragdo composta por lula (Loligo plei) e mexilhdo (Perna perna)
na relagdo 1:1, aproximadamente 2g de alimento por animal.

As amostragens de aproximadamente 10 espécimes de cada grupo foram realizadas em
quatro tempos: zero (dia da coleta dos camardes), 2, 7 e 15 dias, denominados t0, t1, t2 e t3,
respectivamente. Ao final de cada tempo, os animais foram classificados por sexo e espécie,
pesados e medidos. Branquias e hepatopancreas foram excisados para posterior analise da
atividade da GST.

Os parametros abidticos temperatura e salinidade foram monitorados diariamente nas
areas in situ ¢ no tanque mantido em laboratorio. O procedimento experimental foi conduzido

em duas estacdes: final do inverno de 2003 e final do verao de 2004.
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2.2. Caracterizacido das areas de exposicao in situ

As areas de exposi¢do in situ foram escolhidas em fun¢do de suas caracteristicas: CA
localiza-se na regido sul da Lagoa e apresenta o maior grau de urbanizagdo da regido, menor
hidrodinamica e acelerado processo de eutrofizagdo; CB, na regido central, encontra-se
préximo ao Canal da Barra da Lagoa, inico meio de comunica¢do da Lagoa com o mar,
sendo, portanto, o local de maior hidrodinamica; ¢ CO localiza-se na regido norte, com
hidrodindmica moderada e influéncia do Rio Jodo Gualberto, principal tributario da Lagoa,
além de apresentar a segunda maior comunidade pesqueira da regido (De Souza Sierra et al.,

1999; Barbosa, 2003).

2.3. Preparacio das amostras

Os tecidos amostrados foram pesados e homogeneizados em tampao (Tris-HCI 0,02
M, sacarose 0,25 M, DTT 2 mM; PMSF 0,1 mM, pH 7,60) na propor¢ao 1:4. As branquias
foram centrifugadas a 18,000 x g por 20 minutos a 4°C para obtencao da fracao citosolica, € o
hepatopancreas foi centrifugado a 9,000 x g por 22 minutos a 4°C. O sobrenadante da
primeira centrifugagdo do hepatopancreas foi centrifugado a 38,000 x g por 74 minutos a 4°C,
obtendo-se a fracdo citosolica para posterior andlise enzimatica.

A atividade da GST foi medida em espectrofotometro, a 340nm, na fracdo citosolica
de ambos os tecidos de acordo com o método descrito por Keen et al. (1976), através de
ensaio com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 2 mM e glutationa reduzida (GSH) 2 mM. A
atividade especifica da enzima foi expressa em pmol de produto formado por minuto por
miligrama de proteina.

A concentragdo de proteinas totais foi determinada através do método de Lowry

modificado (Peterson, 1977), com soro albumina bovina como padrao.
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2.4. Analises estatisticas

Resultados de GST foram comparados estatisticamente em relagdo aos fatores espécie,
estacdo, area e sexo através de andlise de varidncia Multi-way ANOVA (5%), e o fator tempo
através de One-way ANOVA (5%), seguidos do teste de separagdo de médias Tukey (5%),
quando necessario. Para comparacdo da atividade da GST entre os tecidos foi utilizado o teste
t-student (5%). O teste de correlagdo de Spearman (5%) foi empregado para avaliar possiveis
associagOes entre a atividade da GST e os fatores bidticos peso e comprimento, ¢ abidticos
salinidade e temperatura. A normalidade e a homogeneidade de variancia foram previamente
avaliadas (teste de Levene, 0=0,05%), e quando necessario os dados sofreram transformagao

logaritmica (Log x). As andlises foram realizadas utilizando-se o software Statistica 5.1.
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Figura 1. Mapa da Lagoa da Conceicdo, Ilha de Santa Catarina, SC, Brasil, indicando o local

de coleta dos espécimes (C) e as areas de exposicao in situ: Canto da Lagoa (CA), Canal da

Barra da Lagoa (CB) e Costa da Lagoa (CO).
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3. Resultados

Os resultados obtidos da atividade da GST nas duas espécies avaliadas, F. paulensis e
F. brasiliensis, estdo apresentados separadamente. A atividade da GST foi avaliada em

branquias em ambas espécies, e no hepatopancreas somente em F. brasiliensis.

3.1. Farfantepenaeus paulensis

Foram analisados 80 camardes, 54 coletados no inverno (26 machos e 28 fémeas) e 26
no verdo (14 machos e 12 fémeas), com peso médio de 15,70 = 10,89g e 7,16 + 2,25¢g, ¢
comprimento médio de 12,47 +2,92cm e 9,73 £ 1,29cm, respectivamente.

Foi observada uma atividade da GST significativamente maior nos camardes coletados
no inverno (P=0,022) (733,42 + 686,96 umol/min/mg proteina), em comparagao aos coletados
no verdo (423,28 + 167,58 umol/min/mg proteina) (Figura 2A). Nenhuma variagdo sazonal na
atividade de GST foi observada nos camardes analisados em cada uma das areas de exposi¢ao
avaliadas neste trabalho (Figura 3A).

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa na atividade da GST entre
os animais mantidos nas diferentes areas de exposi¢ao (Figura 3A), nem entre os sexos dos
espécimes (dados ndo mostrados). Comparagdes entre os tempos de exposicdo demonstraram
diferenca significativa somente no inverno para CB entre os tempos tl e t2, com maior
atividade da GST nos animais coletados apos sete dias de exposi¢ao (t2) (P=0,019) (Figura
4A). Cabe ressaltar que nesta area ndo foi possivel realizar amostragem no tempo t3, em
funcao de insuficiéncia do nimero amostral na gaiola no momento da coleta.

Os dados bioldgicos peso ¢ comprimento foram comparados entre as estagdes,
detectando a ocorréncia de camardes maiores € mais pesados no inverno, em relacdo aqueles

que aqueles coletados no verdo. Analises de correlagdo mostraram que os parametros bidticos
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(peso e comprimento) e abidticos (salinidade e temperatura, em Anexo) determinados neste
estudo ndo estdo relacionados a atividade da GST em branquias de F. paulensis (dados nao

mostrados).

3.2. Farfantepenaeus brasiliensis

Foram analisados 148 camardes, 55 coletados no inverno (28 machos e 27 fémeas) e
93 no verdo (47 machos e 46 fémeas), com peso médio de 12,49 + 6,08g ¢ 6,85 + 1,58g, e
comprimento médio de 17,77 +2,12cm e 9,5 + 1,09cm, respectivamente.

A atividade da GST nas branquias mostrou diferenca significativa entre as estacoes,
tendo sido observada uma maior atividade nos animais coletados no inverno (692,61 + 394,14
umol/min/mg proteina), em comparacdo aos coletados no verdo (396,84 + 202,69
pmol/min/mg proteina) (P=0,001) (Figura 2B). A atividade da GST nas duas estacdes
também foi comparada para cada uma das areas de exposicdo. Foi observada diferenga
significativa em CB, CO e LAB, com maior atividade da GST no inverno em relagdo ao verao
(Figura 3B).

Nao foi observada diferenca significativa na atividade da GST de branquias entre os
sexos dos animais (dados ndo mostrados), nem entre as areas de exposi¢do (Figura 3B).
Comparacdes da atividade da GST entre os tempos de exposi¢do demonstraram diferenga
somente no verao, com um pico da atividade enzimatica nas branquias dos animais mantidos
em CA em tl, e posterior diminui¢do da atividade da GST ao longo do tempo (t1>t3)
(P=0,005) (Figura 4B), enquanto no LAB houve um aumento significativo na atividade da
GST nas branquias dos animais mantidos no mesmo periodo (t1<t3) (P=0,019) (Figura 4C).

Os resultados da atividade de GST em hepatopancreas de F. brasiliensis foram
comparados entre os sexos dos animais, entre as estagdes, as areas e os tempos de exposicao.

Diferente do observado em branquias, ndo foi detectada diferenca significativa da atividade da



35

GST entre as estagdes do ano neste tecido (Figura 2C). Nenhuma variacdo sazonal na
atividade de GST em hepatopancreas foi observada nos camardes analisados em cada uma das
areas de exposicdo avaliadas neste trabalho (Figura 3C). Por outro lado, comparando a
atividade da GST entre as areas de exposicdo, foi evidenciada diferenca estatisticamente
significativa entre CO e LAB no verdo, tendo sido considerada uma maior atividade da GST
no LAB (P=0,026) (Figura 3C). Analises temporais da atividade de GST para cada area de
exposicdo mostraram diferenca somente no grupo mantido no LAB durante o verdo
(P=0,033), com um pico da atividade enzimatica em tl, e posterior diminui¢do significativa
ao longo do tempo (t1>t2), como mostra a Figura 4D.

Considerando que em exemplares de F. brasiliensis foi avaliada a atividade da GST
tanto em branquias, como em hepatopancreas, avaliou-se comparativamente o padrdo de
atividade enzimatica entre estes tecidos nesta espécie de peneideo. Independente do sexo dos
espécimes, da estagdo do ano e area de exposi¢do, as branquias (511,65 + 318,43
pmol/min/mg proteina) apresentaram atividade da GST aproximadamente duas vezes maior,
em comparacao aquela detectada no hepatopancreas (217,88 + 148,88 pmol/min/mg proteina)
(P=0,001) (Figura 5).

Assim como o observado para F. paulensis, os espécimes de F. brasiliensis coletados
no inverno exibiram maior tamanho e peso, quando comparados aqueles coletados no verdo.
Os dados de correlagdo demonstraram que os parametros bidticos e abidticos determinados
neste estudo ndo estdo relacionados a atividade da GST em branquias e hepatopancreas de F.

brasiliensis (dados nao mostrados).

3.3. Comparacio da atividade da GST entre F. paulensis e F. brasiliensis
Os resultados mostraram que F. paulensis ¢ F. brasiliensis apresentam 0 mesmo

padrdo de atividade da GST nas branquias, independente do sexo dos exemplares, da estagao
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do ano e da area de exposi¢ao (Figura 6). Considerando as duas espécies de peneideos, a
atividade da GST nas branquias dos grupos t0 foi comparada entre as estacdes verdo e
inverno. Esta analise comparativa revelou uma maior atividade da GST no inverno em relagao

ao verao (dados nao mostrados).
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Figura 2. Variagdo sazonal da atividade da glutationa S-transferase (GST) em branquias de
Farfantepenaeus paulensis (A) e Farfantepenaeus brasiliensis (B), e hepatopancreas de F.
brasiliensis (C). Os nlimeros entre parénteses no eixo das ordenadas representam o tamanho
amostral de cada grupo. Os valores de GST estdo apresentados como média + desvio padrao.

* indica diferenga significativa (P<0,05).
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Figura 3. Variagdo sazonal para cada area e entre areas de uma mesma estacao da atividade de
glutationa S-transferase (GST) em branquias de Farfantepenaeus paulensis (A) e
Farfantepenaeus brasiliensis (B), e hepatopancreas de F. brasiliensis (C). Os nimeros entre
parénteses no eixo das ordenadas representam o tamanho amostral de cada grupo. Os valores
de GST estao apresentados como média + desvio padrdo. * indica diferenga significativa
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branquias, ¢ LAB (D) no verdo em hepatopancreas de Farfantepenaeus brasiliensis. Os

numeros entre parénteses no eixo das ordenadas representam o tamanho amostral de cada

grupo. Os valores de GST estao apresentados como média + desvio padrdo. * indica diferenga

significativa (P<0,05).
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Farfantepenaeus brasiliensis. Os nUmeros entre parénteses no eixo das ordenadas
representam o tamanho amostral de cada grupo. Os valores de GST estdo apresentados como
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4. Discussao

O presente estudo avaliou a atividade da GST em branquias de camardes F. paulensis
e F. brasiliensis, ¢ em hepatopancreas de F. brasiliensis, coletados na Lagoa da Conceig¢ao
(em um unico local) e mantidos em trés areas distintas deste ambiente lagunar por 15 dias,
bem como em animais mantidos no laboratério por igual periodo. Este procedimento
experimental permitiu a avaliagdo do perfil da atividade da GST nestas duas espécies de
peneideos, através de comparagdes entre espécies, tecidos, estagdes do ano, sexos, areas e
tempos de exposicao.

Foi observada variagdo sazonal na atividade da GST em branquias para ambas as
espécies de peneideos, independente da area e do tempo de exposi¢do, com maior atividade
no inverno em relacdo ao verdo. O mesmo padrio foi detectado em branquias de mexilhao
Mytilus edulis (Power e Sheehan, 1996; Manduzio et al., 2004). Segundo Prohaska (1980),
além de catalisar reacdes de conjugagdo na fase II de biotransformagdo de xenobidticos, a
GST apresenta atividade antioxidante, atuando como glutationa peroxidase (independente de
selénio), fornecendo, assim, protecdo a célula contra os danos causados pelo estresse
oxidativo. Power e Sheehan (1996) e Manduzio et al. (2004) observaram uma diminui¢ao da
atividade de enzimas antioxidantes no inverno, com um aumento da GST em branquias de
mexilhdo M. edulis. Estes resultados sugerem que a atividade antioxidante da GST contribui
para minimizar os danos oxidativos em cé¢lulas das branquias de mexilhdes coletados no
inverno, ou, ainda, sugerem que a GST catalisaria a conjuga¢ao de derivados da peroxidagao
lipidica, processo freqiiente em crusticeos nesta estagdo (Dr. José Maria Monserrat,
comunicagdo pessoal). No entanto, no presente trabalho, ndo foram realizadas analises de
enzimas antioxidantes para avaliar se o perfil observado em mexilhdes apresenta semelhancas

com o das duas espécies de peneideos utilizadas neste estudo. Cabe salientar, ainda, que os
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dados obtidos no presente trabalho sdao relativos a atividade da GST total dos tecidos
analisados, ndo tendo sido investigadas eventuais variagdes relacionadas a presenga de
isoformas desta enzima.

No hepatopancreas de F. brasiliensis, a atividade da GST nao apresentou diferencas
em relagdo as estagdes inverno e verdo. Power e Sheehan (1996) e Manduzio et al. (2004)
observaram comportamento semelhante em M. edulis. No entanto, variagdes sazonais foram
reportadas em outros estudos. Gowland et al. (2002) verificaram maior atividade da GST em
hepatopancreas do siri Carcinus maenas no verdo. Variacdo sazonal também foi observada
por Geracitano et al. (2004) e Roméo et al. (2003), no poliqueta Laeonereis acuta € no
mexilhdo Mytilus galloprovincialis, respectivamente. Nestes estudos, as analises foram
realizadas no organismo como um todo, sem discriminagdo de tecido. Geracitano et al. (2004)
observaram maior atividade da GST no verdo, enquanto Roméo et al. (2003) detectaram
maior atividade desta enzima na primavera.

Os dados de atividade da GST nas branquias de F. paulensis e F. brasiliensis sugerem
uma possivel diferenca no aporte de contaminantes na Lagoa entre as duas estagdes
analisadas, independente da area de exposi¢do. Um maior aporte poderia estar ocorrendo no
inverno. Por outro lado, ndo se descarta uma possivel inibicdo da atividade enzimatica
decorrente de niveis elevados de contaminagdo no verao, periodo de grande fluxo de turistas e
aumento da populacao flutuante na regido.

Segundo Garcia (1999), de modo geral, as concentragdes de metais-trago no sedimento
da Lagoa sdo mais elevadas no verdo em relacdo ao inverno, sendo zinco o metal mais
abundante. No entanto, em func¢do de caracteristicas fisico-quimicas do sedimento, os metais
estdo mais biodisponiveis no inverno. Fontes (2004) verificou variagdo sazonal na
distribuicdo de nutrientes na agua da Lagoa e sugeriu maior assimilacdo pelos produtores

primarios no verdao em comparagdo ao inverno. Por outro lado, Odebrecht e Caruso Gomes Jr
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(1999) ndo observaram sazonalidade na biomassa de fitoplancton. Cabe ressaltar que estes
autores associam a ocorréncia de um processo de eutrofizacdo com a Lagoa da Conceigao.
Pinho et al. (2003) e Vinagre et al. (2003) demonstraram correlagdo entre eutrofizagdo, por
meio de boom de cianobactérias do género Microcystis, e atividade da GST em caranguejos.
Pflugmacher et al. (1998) evidenciam o papel da GST na biotransformagdo da toxina destas
cianobactérias em diferentes organismos aquaticos, como a Daphnia magna. Contudo, ndo ha
registros na literatura que correlacionem eutrofizagdo e atividade da GST em peneideos.
Assim, a investigagdo desta possivel relacdo, em conjunto com a analise de outros
biomarcadores nestas espécies de peneideos, poderia contribuir para que se pudesse avaliar de
forma mais precisa o grau de contaminacdo da Lagoa da Conceigao.

Diferengas sazonais no contetido lipidico dos tecidos analisados poderiam influenciar
a bioacumulagdo de contaminantes organicos lipofilicos (Capuzzo et al., 1989), bem como a
suscetibilidade a peroxidagdo lipidica, com possivel conseqiiéncia no perfil de atividade da
GST nas diferentes estagcdes. Chapelle (1977) sugere que o hepatopancreas de siris seja o
principal 6rgdo armazenador de energia na forma de lipideos. No entanto, ndo se conhece a
composi¢do e provavel variagdo sazonal deste tipo de biomolécula em branquias e
hepatopancreas de F. paulensis e F. brasiliensis, sendo conhecida apenas em tecido muscular
(Bragagnolo e Rodriguez-Amaya, 2001; Lin et al., 2003; Luzia et al., 2003). Ainda em
relacdo a sazonalidade, possiveis diferengas referentes as isoformas de GST nao podem ser
totalmente descartadas na interpretacdo dos resultados obtidos.

De modo geral, organismos aquaticos apresentam variagao sazonal natural inerente ao
seu metabolismo, cujos ciclos anuais relacionam-se a fatores exdgenos, como disponibilidade
de alimento e temperatura, ¢ endégenos, como ciclo reprodutivo, muda e ontogenia (Gabbott,

1983; Sheehan e Power, 1999). No presente trabalho, embora tenha sido observada variagao
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sazonal nos fatores bioticos e abioticos determinados, analises de correlagdo nao mostraram
associacao estes e a atividade da GST.

Analises das médias de peso total de F. paulensis e F. brasiliensis demonstraram que
os camardes utilizados neste estudo classificam-se em sua maioria como sexualmente
imaturos (90%), segundo critério adotado por Peixoto et al. (2004). Conforme a classificagao
proposta por Branco e Verani (1998a, 1998b), os camardes utilizados neste estudo
enquadram-se em trés categorias: juvenil, pré-adulto e adulto, sendo que os espécimes juvenis
apresentaram, comparativamente, freqiiéncia infima de captura. Comparagdes estatisticas da
atividade da GST entre as fases de vida pré-adulto e adulto ndo demonstraram diferenca entre
as mesmas (dados nao mostrados). Além disso, analises de correlagdo revelaram auséncia de
correlacdo entre GST e dados biométricos, peso € comprimento.

Comparagdes sazonais da atividade da GST em branquias foram conduzidas para cada
local e espécie. Foi observada uma maior atividade no inverno em F. brasiliensis mantidos
em CB, CO e LAB. Este padrdo nao foi detectado para F. paulensis. A mesma tendéncia foi
observada comparando-se a atividade da GST entre os tempos t0 das duas estagdes,
independente da espécie. Assim, poder-se-ia sugerir que os animais coletados no inverno
apresentavam um status metabolico basal diferente daqueles coletados no verao. Deste modo,
a sazonalidade observada para ambas as espécies pode ser decorrente de caracteristicas
sazonais intrinsecas ¢/ou extrinsecas do momento da coleta inicial em cada estacdo, ¢ nao
necessariamente da exposi¢do in situ. Embora as causas da varia¢do sazonal da atividade
enzimdtica ndao tenham sido detectadas, pode-se inferir que hd um padrao sazonal tecido-
especifico para a atividade da GST nos peneideos analisados. No entanto, esta hipotese deve
ser melhor investigada, através da andlise conjunta de outros biomarcadores bioquimicos.

Analises comparativas da atividade de GST entre branquias ¢ hepatopancreas de F.

brasiliensis demonstraram que, independente da estacdo do ano, sexo ¢ area, a atividade foi
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maior nas branquias. Power e Sheehan (1996), Hoarau et al. (2001), Cheung et al. (2002),
Roméo et al. (2003), Hoarau et al. (2004), Manduzio et al. (2004), Almeida et al. (2005)
observaram esta mesma tendéncia em M. edulis, Ruditapes decussatus, Perna viridis, M.
galloprovincialis, R. decussatus, M. edulis e P. perna, respectivamente, e sugerem a
importancia das branquias em mecanismos de detoxificacdo de xenobidticos.

As branquias desempenham fung¢des essenciais em organismos aquaticos, como
respiragdo, excre¢do, balango acido-base, osmoregulacdo (Chang, 1992; Soegianto et al.,
1999; Lucu e Towle, 2003; Wu e Chen, 2004; Almeida et al., 2005; Bianchini et al., 2005) e
alimentagdo de moluscos filtradores (Power e Sheehan, 1996). Ainda, segundo Wu e Chen
(2004), as branquias apresentam-se constantemente expostas ao meio externo, constituindo o
primeiro alvo de exposicdo a contaminantes. Deste modo, a maior atividade da GST
observada nas branquias de F. paulensis ¢ F. brasiliensis pode ser decorrente deste fato e,
conseqlientemente, do possivel papel deste tecido na detoxificacdo de xenobidticos.

Ainda em relagdo as possiveis causas da diferenca da atividade da GST entre os
tecidos, a existéncia de padrdes tecido-especificos relacionados a ocorréncia de isoformas de
GST nestas espécies de peneideos poderia justificar os resultados obtidos. Além do mais,
variagOes tecido-especificas na concentragdo enddgena do seu substrato, glutationa reduzida
(GSH), e/ou variacao na atividade de outras enzimas relacionadas com este tripeptideo nao
podem ser descartadas (Canesi et al., 1999; Zanette, 2003).

A atividade da GST foi comparada entre as areas de exposi¢cdo para cada tecido,
espécie e estagdo do ano. Apenas F. brasiliensis diferiu entre as areas, ¢ somente no
hepatopancreas no verdo. Animais mantidos no LAB apresentaram maior atividade
enzimatica do que aqueles de CO. Apesar da disponibilidade de alimento oferecida
diariamente, os animais mantidos no LAB ndo tiveram acesso a alimentagdo natural de um

ambiente silvestre. Segundo Nunes et al. (1997), os macrobentos desempenham um papel
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importante na alimentacdo de peneideos, ¢ mesmo com adicdo de racdo, os camardes
consomem fontes de carbono que ocorrem naturalmente no meio. Assim, considerando que a
ragdo utilizada neste estudo era constituida de mexilhdes e lulas, sem adi¢do de vitaminas,
minerais e/ou Oleos vegetais, aliada a auséncia de uma fonte alternativa de alimento do
ambiente natural, poder-se-ia sugerir que as necessidades nutricionais dos animais mantidos
no LAB ndo tenham sido supridas de forma completa. A alimentagdo desbalanceada poderia
acarretar uma situagdo de estresse, o que, por sua vez, poderia promover alteracdes
metabolicas, entre elas uma possivel elevagdo na atividade da GST. Cabe ressaltar que neste
grupo de animais foram observados alguns sinais de comportamento agressivo, como por
exemplo, a presenga de escamas antenais necrosadas e um caso de canibalismo. O fato desta
variacdo da atividade da GST entre os locais ter ocorrido apenas no verdo poderia estar
relacionada a uma sazonalidade da composi¢ao nutricional de mexilhdes e lulas utilizados na
dieta dos peneideos.

Outro fator que pode ter contribuido para a ocorréncia de uma situagao de estresse nos
animais mantidos no LAB estd relacionado a auséncia de sedimento no tanque. Segundo
Kenyon et al. (1995), o sedimento favorece o comportamento de enterramento e contribui
para diminuir os riscos de sobrevivéncia decorrentes de predagdo, canibalismo e/ou
competicdo por recurso alimentar. Adicionalmente, a troca didria da agua do tanque e a
oxigenagdo constante constituem situagdes antinaturais que poderiam agravar a situacdo de
estresse nestes animais. No entanto, a sazonalidade observada ndo pode ser justificada por
estes fatores. Cabe ressaltar que ndo existem registros na literatura de que estes fatores
possam influenciar diretamente a atividade da GST, demonstrando a necessidade de maiores
estudos para investigar as possiveis relagdes entre estresse e este biomarcador.

Considerando cada area de exposi¢ao separadamente, a atividade da GST foi

comparada entre os tempos para cada espécie, tecido e estagdo do ano. No inverno, foi
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observada uma diferenca da atividade da GST entre os tempos apenas para F. paulensis. Foi
detectada uma atividade enzimatica mais elevada nos animais de CB, coletados apos sete dias
de exposic¢do in situ (t2>t1). Na gaiola mantida nesta area observou-se elevada densidade de
siris e peixes de pequeno porte que poderiam estar competindo com os camardes pelo recurso
alimentar. Este fator, em conjunto a intensa luminosidade proporcionada pela transparéncia da
agua desta area, acarretaria em uma provavel situacdo de estresse (Iwai, 1978), evidenciada
pelos vestigios de canibalismo nos camardes a partir de t2. No entanto, estes fatores também
foram visualizados no verdo, sem que pudessem ser associados a uma alteracao no padrao de
atividade da GST nesta estacao.

No verdo, diferengas na atividade da GST entre os tempos de exposicdo foram
observadas apenas para F. brasiliensis. Em CA, foi observado um pico da atividade
enzimatica nas branquias dos animais em tl, e posterior diminui¢do da atividade da GST no
decorrer dos tempos de exposi¢ao (t1>t3). Esta area caracteriza-se pela menor hidrodinamica
e pelo maior grau de urbanizagdo e eutrofizagdo da Lagoa da Concei¢do. Deste modo, a
diminui¢do enzimatica entre os tempos pode sugerir um efeito inibitorio causado por
contaminantes ou, ainda e mais provavelmente, um processo adaptativo as novas condigdes
ambientais. Maiores investigagdes sdo necessarias para avaliar o padrao temporal observado
para a GST nesta area. Por outro lado, uma variagdo temporal também foi observada para os
animais mantidos no LAB, com um aumento da atividade da GST para o mesmo tecido, o que
poderia mais uma vez, refletir uma situagdo de estresse decorrente das condi¢des antinaturais
do tanque. Em relagdo ao hepatopancreas, a GST variou apenas no LAB e no verdo, tendo
sido observada uma diminui¢dao no tempo t2, sugerindo um possivel processo de depuragao.
No entanto, este ultimo resultado demonstra uma tendéncia oposta ao apresentado

anteriormente, tornando dificil a sua interpretagao.
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Analisando os dados obtidos para cada uma das areas avaliadas, observam-se padrdes
distintos na atividade da GST entre as duas espécies de peneideos. Esta observagdo sugere
uma possivel variagdo na susceptibilidade a estresse entre as mesmas, quando os fatores
tecido, estagdo e area sdo analisados separadamente.

Finalmente, foi realizada uma comparagao da atividade da GST de branquias entre as
espécies, independente da estagdo, sexo, area e tempo de exposi¢ao. Opondo-se aos resultados
apresentados anteriormente, esta analise demonstrou que F. paulensis e F. brasiliensis
apresentam o mesmo padrdo de atividade enzimatica neste tecido. No entanto, esta
compara¢do ndo foi realizada para o hepatopancreas, permanecendo em aberto um possivel
padrdo da atividade da GST deste tecido entre as espécies.

Independente do fator considerado, espécie, estacdo, sexo, area e tempo de exposi¢ao,
uma variabilidade interindividual elevada foi observada. Segundo Mayer et al. (1992),
diversos parametros, como diversidade populacional e variabilidade genética, sinergia de
contaminantes ¢ estressores ambientais, e, ainda, efeitos da amostragem e manuseio dos
animais, podem contribuir para a variabilidade dos resultados obtidos em estudos de campo.

Tendo em vista os resultados encontrados no presente estudo, podemos sugerir a
importancia das branquias no processo de detoxificagdo de xenobioticos em F. paulensis e F.
brasiliensis. No entanto, deve-se ressaltar que a bioquimica e fisiologia destas espécies sdao
pouco conhecidas, sendo este trabalho uma contribuicao preliminar neste sentido. Em fungao
da controvérsia de alguns dados obtidos, a validagdo da GST como biomarcador de
contaminagdo nestas espécies, devera ser consolidada através de estudos que investiguem as
variagdes da atividade enzimatica de suas isoformas. Sugerimos, ainda, a analise conjunta de
outros biomarcadores bioquimicos, a fim de gerar subsidios para o biomonitoramento da
qualidade ambiental da Lagoa e de sistemas lagunares analogos, bem como para o melhor

conhecimento das respostas bioquimicas destas espécies de peneideos.
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Resumo

Pouca atengdo tem sido dada aos efeitos de contaminantes nas respostas bioquimicas de
camardes peneideos, como Farfantepenaeus paulensis. Neste estudo foram avaliados a
atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) e os niveis de metalotioneinas (MT) em
branquias e hepatopancreas de camardes coletados na Lagoa da Conceicdo no inverno de
2003, e mantidos em trés areas, Canto da Lagoa, Canal da Barra e Costa da Lagoa, onde
permaneceram por diferentes tempos (2, 7 ¢ 15 dias). Nao foi observada diferenca entre as
areas e os tempos de exposi¢ao para ambos os biomarcadores analisados. A atividade da GST
foi maior nas branquias em compara¢do com o hepatopancreas, independente do sexo, area e
tempo de exposicao. Por outro lado, os niveis de MT foram maiores no hepatopancreas, € em
fémeas. Correlagdo positiva moderada foi observada entre concentracdo de MT, peso e
comprimento total. As implicagdes da utilizagdo de GST e MT como biomarcadores em

estudos ecotoxicoldgicos utilizando esta espécie de camarao sao discutidas.

Palavras-chave: Glutationa S-transferase; GST; Metalotioneinas; MT; Camardo-rosa;

Farfantepenaeus paulensis
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1. Introducao

O camardo-rosa, Farfantepenaeus paulensis, distribui-se do sul da Bahia, Brasil, até¢ a
Argentina, estendendo-se ao longo da plataforma continental do Brasil ¢ do Uruguai. E uma
espécie migratoria, cujo ciclo de vida compreende a desova no oceano, com posterior
migragdo para estudrios, onde permanece em fase de crescimento (entre 4 ¢ 10 meses,
segundo D’Incao, 1991), migrando, posteriormente, para o oceano, onde reinicia o ciclo
(Iwai, 1978). Seu comportamento migratdrio implica na provavel exposi¢do a contaminantes
de origem antropogénica em estudrios e outros ambientes costeiros. Nestes ecossistemas, o
camardo-rosa apresenta habito bentdnico (Iwai, 1978), favorecendo o seu contato com os
contaminantes presentes nos sedimentos.

Diversos estudos t€ém demonstrado que camardes bioacumulam metais (Paez-Osuna e
Ruiz-Fernandez, 1995; Paez-Osuna e Tron-Mayen, 1995; Méndez et al., 1997; Carbonell et
al., 1998; Francesconi et al., 1998; Pourang e Dennis, 2005) e pesticidas (Galindo-Reyes et
al.,, 1999; Gorni e Weber, 2004), o que sugere a utilizagdo destes organismos como
bioindicadores de contaminagdo aquatica em estudos ecotoxicologicos.

Biomarcadores bioquimicos, como glutationa S-transferase (GST) e metalotioneinas
(MT), sdo comumente empregados em programas de monitoramento ambiental. A GST
constitui um grupo de isoenzimas que catalisam a conjuga¢do de moléculas organicas com
centro eletrofilico ao grupo tiol do tripeptideo enddgeno glutationa, tornando-as mais
hidrossoluveis, facilitando, assim, sua excre¢do (Fitzpatrick et al., 1997). Organismos
expostos a xenobidticos geralmente apresentam atividade elevada da GST, justificando a
utilizagdo desta enzima em programas de monitoramento ambiental. Pesquisas recentes tém

demonstrado o seu emprego potencial em crusticeos (Ishizuka et al., 1998; Bhavan e
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Geraldine, 2001; Gowland et al., 2002; Beattie et al., 2003; Pinho et al., 2003; Vinagre et al.,
2003; de Oliveira et al., 2005).

As MT compreendem uma familia de proteinas de baixo peso molecular, soluveis,
termo-resistentes, com alto contetido de residuos de cisteina, o que lhes confere alta afinidade
por metais-traco (Roesijadi, 1992). Estas proteinas atuam na homeostase de metais essenciais,
como Zn ¢ Cu, na detoxificagdo de metais ndo essenciais, como Cd (Lange et al., 2002), na
prote¢do da célula contra danos oxidativos (Coyle et al., 2002), e na distribuicdo de metais
entre os tecidos (Pourang ¢ Dennis, 2005). Ainda, em crustaceos, as MT armazenam metais
essenciais indispensaveis na sintese de apoenzimas, como hemocianina e anidrase carbonica
(Brouwer et al., 1986; Engel ¢ Brouwer, 1987). A utilizagdo das MT como biomarcador de
contaminagdo por metais-trago em organismos aquaticos tem sido proposta e investigada por
diversos autores (Stegeman et al., 1992), principalmente em poliquetas (Geracitano et al.,
2004a; Geracitano et al., 2004b), moluscos (Casterline e Yip, 1975; Roesijadi e Robinson,
1994; Viarengo et al., 1997; Isani et al., 2000; Dragun et al., 2004; Miiller, 2004), crustaceos
(Canli et al., 1997; Pedersen et al., 1997; Francesconi et al., 1998; Legras et al., 2000;
Mouneyrac et al., 2001; Pourang e Dennis, 2005), e peixes (Gedamu e Zafarullah, 1993;
George e Olsson, 1994; Lange et al., 2002).

A Lagoa da Conceicao, localizada na Ilha de Santa Catarina, SC, tem experimentado
um processo acelerado de modificagdo, como resultado de agdes antropogénicas (Hauff, 1996;
CECCA, 2001; Orlando, 2001; Barbosa, 2003). Sendo este sistema lagunar um dos principais
pontos turisticos da cidade, com elevada importancia ecoldgica, paisagistica, cultural e
econdmica para as comunidades tradicionais locais, as quais realizam a tradicional pesca
artesanal de camardes peneideos, como Farfantepenaeus paulensis (Barbosa, 2003), faz-se

necessario o delineamento de um programa eficaz para o monitoramento ambiental da regido.
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Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a possivel utilizagdo da atividade
da GST e dos niveis das MT como biomarcadores nas branquias e hepatopancreas de

camaroes peneideos, F. paulensis, na Lagoa da Conceigao.
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta dos camaroes

Camardes F. paulensis, de ambos os sexos, foram coletados com tarrafa (malha
20mm) em uma Unica noite no inverno de 2003. Todos os espécimes foram coletados em um
mesmo local na Lagoa da Conceigdo, Ilha de Santa Catarina, SC (Figura 1). Individuos pré-
adultos e adultos, segundo critério adotado por Branco ¢ Verani (1998), foram utilizados neste

estudo.

2.2. Procedimento experimental

Imediatamente apos a coleta, os camardes foram transportados, em aquarios portateis
com aeracdo, para gaiolas fixadas em trés areas de exposicao in situ na Lagoa da Conceigao:
Canto da Lagoa (CA), Costa da Lagoa (CO) e regido proéxima ao Canal da Barra da Lagoa
(CB) (Figura 1), onde foram mantidos por diferentes intervalos de tempo. As gaiolas foram
confeccionadas em PVC, revestidas por poliéster (malha 10mm), apresentando volume de
1,5m’, segundo modelo modificado de Scardua (1998) e Medvedovsky (2002). Durante o
periodo de exposi¢do, os animais foram alimentados diariamente com ra¢do composta por lula
(Loligo plei) e mexilhdo (Perna perna) (na relagdo 1:1; aproximadamente 2g de alimento por
animal). Os parametros abioticos salinidade e temperatura foram monitorados uma vez ao dia
em cada uma das areas de exposicao.

As areas de exposicao in situ foram escolhidas em fun¢do de suas caracteristicas: CA
localiza-se na regido sul da Lagoa e apresenta o maior grau de urbanizagdo da regido, menor
hidrodinadmica e nivel elevado de eutrofizacdo; CB encontra-se proxima ao Canal da Barra da
Lagoa, tinico meio de comunica¢do da Lagoa com o mar, sendo, portanto, o local com maior

hidrodindmica; e CO localiza-se na regido norte, apresentando hidrodindmica moderada e
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influéncia do Rio Jodo Gualberto, principal fonte de agua doce desta regido, além de
apresentar a segunda maior comunidade pesqueira da Lagoa da Conceigdo (De Souza Sierra et
al., 1999; Barbosa, 2003).

Os animais foram mantidos na area CA por 15 dias, com amostragens no 2°, 7° e 15°
dia de exposicdo, denominados tl, t2 e t3, respectivamente. Em CB, os camardes
permaneceram in situ apenas por 2 dias (tl), enquanto aqueles mantidos em CO foram
amostrados no 2° e 15° dias, t1 e t3, respectivamente.

Ao final de cada tempo de exposi¢do, os animais foram sexados, pesados e medidos.
As branquias e o hepatopancreas foram excisados ¢ imediatamente congelados em nitrogénio
liquido para analise posterior da atividade da GST total e determinacdo dos niveis de MT de

cada tecido.

2.3. Analises bioquimicas

Os tecidos amostrados foram pesados e homogeneizados em tampao (Tris-HCI1 0,02M,
sacarose 0,25 M, DTT 2 mM; PMSF 0,1 mM, pH 7,60) na propor¢ao 1:4. As branquias foram
centrifugadas a 18,000 x g por 20 minutos a 4°C para obtencao da fragdo citosélica, enquanto
o hepatopancreas foi centrifugado a 9,000 x g por 22 minutos a 4°C. O sobrenadante da
primeira centrifugagdo do hepatopancreas foi centrifugado a 38,000 x g por 74 minutos a 4°C,
a fim de obter a fracdo citosolica para posterior analise enzimatica.

A atividade da GST foi determinada na fracao citosolica de ambos os tecidos, através
da conjugacdo de glutationa (GSH) 2 mM com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 2 mM,
segundo o método descrito por Keen, Habig e Jacoby (1976). A atividade especifica da
enzima foi expressa em pmol de produto formado por minuto por miligrama de proteina.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada através do método de Lowry

modificado (Peterson, 1977), com soro albumina bovina como padrao.
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A concentragdo de MT foi medida de acordo com a metodologia descrita por Viarengo
et al. (1997). Amostras de branquias e hepatopancreas foram homogeneizadas em tampao
Tris-HCI 20 mM, contendo sacarose 500 mM, PMSF 0,5 mM e B-mercaptoetanol 0,01% (pH
8,60) na propor¢ao 1:5. Os niveis de MT utilizando 5,5’-ditio-bis (2-acido nitrobenzdico)

(DTNB) foram estimados em espectrofotometro, a 412 nm, a partir de curva padrao de GSH.

2.4. Analises estatisticas

Dados de GST e MT foram comparados estatisticamente em relagdo aos fatores area,
tecido e sexo através de analise de varidncia Multi-way ANOVA (5%), e o fator tempo
através de One-way ANOVA (5%), seguidos do teste de separagdo de médias Tukey (5%),
quando necessario. O teste de correlagdo de Spearman (5%) foi empregado para avaliar
possiveis associacdes entre os biomarcadores e fatores bidticos (peso e comprimento), ¢
abidticos (temperatura e salinidade). A normalidade e a homogeneidade das variancias foram
previamente avaliadas (teste de Levene, 0=0,05%), ¢ quando necessario os dados sofreram
transformagdo logaritmica (Log x). As andlises foram realizadas utilizando-se o software

Statistica 5.1.
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Figura 1. Mapa da Lagoa da Conceicdo, Ilha de Santa Catarina, SC, Brasil, indicando o local
de coleta dos espécimes (C) e as areas de exposicao in situ: Canto da Lagoa (CA), Canal da

Barra da Lagoa (CB) e Costa da Lagoa (CO).
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3. Resultados

Foram analisados 29 camardes F. paulensis, 18 fémeas e 11 machos, com peso médio
de 25,07 £ 11,60g e 14,52 + 4,62g, respectivamente, ¢ comprimento médio de 14,64 + 2,97cm
e 12,98 £ 1,73cm. Destes animais, 11,5% consistiram em organismos pré-adultos ¢ 88,5%
adultos, segundo critério adotado por Branco e Verani (1998).

A atividade da GST foi maior nas branquias (600,01 + 624,82 umol/min/mg proteina)
quando comparada com o hepatopancreas (123,64 + 69,91 umol/min/mg proteina) (P=0,001),
independente do sexo, da area e do tempo de exposi¢ao (Figura 2). Considerando cada tecido
separadamente, ndo foi detectada diferenga na atividade enzimatica entre os sexos (P>0,05)
(dados ndo mostrados).

Nao foi observada diferenca significativa (P>0,05) na atividade da GST entre as areas
(Figura 3A), nem entre os tempos de exposi¢do (Figura 3B). A atividade da GST foi
comparada entre os tempos de exposicao para cada area e tecido, demonstrando auséncia de
diferenca estatistica (P>0,05) (dados ndo mostrados). Analises de correlagdo mostraram que
os parametros bidticos e abidticos (temperatura: 21,5 + 0,56°C; salinidade: 29,0 = 2,3%o)
analisados ndo estdo relacionados a atividade da enzima GST em branquias e em
hepatopancreas de F. paulensis.

Os niveis de MT foram comparados entre os tecidos, demonstrando niveis mais
elevados no hepatopancreas (1,45 £ 1,20 pmol SH/g tecido) em comparagdo aqueles
determinados nas branquias (0,23 + 0,16 umol SH/g tecido) (P=0,001), independente da area
e tempo de exposi¢ao (Figura 4).

Considerando cada tecido separadamente, ndo foi observada diferenga significativa

(P>0,05) nos niveis de MT entre as areas (Figura 5A), nem entre os tempos de exposi¢ao
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(Figura 5B). Os niveis de MT nao diferiram estatisticamente entre os tempos de exposicao
para cada area e tecido (P>0,05) (dados ndo mostrados).

Foi detectada diferenga significativa nos niveis de MT entre os sexos somente para
amostras de hepatopancreas, com maior concentracdo de MT em fémeas (1,84 + 1,30 pmol
SH/g tecido) em comparacao aquela determinada em machos (0,81 £+ 0,66 umol SH/g tecido)
(P=0,009) (Figura 6).

Analises de correlagdo mostraram que os parametros bidticos e abidticos (Anexo)
determinados ndo estdo relacionados aos niveis de MT em branquias de F. paulensis. Por
outro lado, em amostras de hepatopancreas foi detectada correlagdo positiva moderada entre
MT e os fatores peso (»=0,76; P<0,05) e comprimento (r,=0,62; P<0,05). Assim como
observado para as branquias, os fatores abidticos analisados ndo foram associados aos niveis

de MT em hepatopancreas de F. paulensis.
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Figura 2. Atividade da glutationa S-transferase (GST) em branquias e hepatopancreas de
Farfantepenaeus paulensis. Os nimeros entre parénteses no eixo das ordenadas representam o
tamanho amostral de cada grupo. Os valores de GST estdo apresentados como média + desvio

padrao. * indica diferencga significativa (P<0,05).
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Figura 3. Atividade da glutationa S-transferase (GST) nas areas (A) e nos tempos (B) de
exposicdo in situ em branquias e hepatopancreas de Farfantepenaeus paulensis. Os numeros
entre parénteses no eixo das ordenadas representam o tamanho amostral de cada grupo. Os

valores de GST estdo apresentados como média + desvio padrao.
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Figura 4. Niveis de metalotioneinas (MT) em branquias e hepatopancreas de Farfantepenaeus
paulensis. Os numeros entre parénteses no eixo das ordenadas representam o tamanho
amostral de cada grupo. Os valores de MT estao apresentados como média + desvio padrdo.*

indica diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 5. Niveis de metalotioneinas (MT) nas areas (A) e nos tempos (B) de exposi¢do in situ
em branquias e hepatopancreas de Farfantepenaeus paulensis. Os nimeros entre parénteses
no eixo das ordenadas representam o tamanho amostral de cada grupo. Os valores de MT

estdo apresentados como média + desvio padrio.
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Figura 6. Variacdo dos niveis de metalotioneinas (MT) entre os sexos em branquias e
hepatopancreas de Farfantepenaeus paulensis. Os numeros entre parénteses no eixo das
ordenadas representam o tamanho amostral de cada grupo. Os valores de MT estdao

apresentados como média + desvio padrao. * indica diferencga significativa (P<0,05).
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4. Discussao

Os resultados da atividade da GST obtidos neste trabalho demonstram que,
independente do sexo, area e tempo de exposi¢do, as branquias de F. paulensis apresentam
maior atividade enzimatica em comparagdo com o hepatopancreas. Padrao semelhante foi
observado em branquias de moluscos por Power e Sheehan (1996), Hoarau et al. (2001),
Cheung et al. (2002), Roméo et al. (2003), Hoarau et al. (2004), Manduzio et al. (2004) e
Almeida et al. (2005), o que sugere a importincia deste tecido em mecanismos de
detoxificacdo de xenobidticos. No entanto, Arun e Subramanian (1998) e Bhavan e Geraldine
(2001) observaram maior atividade enzimatica no hepatopancreas de camardes de dgua-doce
Macrobrachium malcomsonii, enquanto Canesi et al. (1999) e Cheung et al. (2004) nao
verificaram diferenga entre estes dois tecidos de mexilhdes Mytilus galloprovincialis ¢ Perna
viridis, respectivamente.

Em organismos aquaticos, as branquias desempenham fungdes importantes nos
processos respiratérios e osmoregulatorios, na excre¢do, no balanco dacido-base, na
alimentagdo de moluscos filtradores (Chang, 1992; Power e Sheehan, 1996; Soegianto et al.,
1999; Lucu e Towle, 2003; Almeida et al., 2005; Bianchini et al., 2005), além de ser uma
barreira fisica entre o meio externo e interno (Wu e Chen, 2004). Por outro lado, alguns
pesquisadores sugerem que o hepatopancreas de crustaceos apresente importincia na
detoxificagdo de xenobidticos (Bhavan e Geraldine, 2001), no metabolismo de metais-trago
(Anderson et al., 1997), além de armazenar energia ¢ atuar na digestdo dos alimentos (Rosas
et al., 1995).

Cabe ressaltar que neste trabalho, os dados de GST referem-se a atividade citosolica
total, através da utilizagdo do CDNB como substrato. Assim, a existéncia de possiveis padroes

tecido-especificos relacionados a ocorréncia de isoformas de GST nesta espécie de peneideo
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poderia justificar os resultados obtidos. Segundo Clark (1989), os tecidos de invertebrados
apresentam padrdes varidveis de atividade da GST frente a diversos substratos, sugerindo
necessidades especificas no processo de detoxificacdo de xenobidticos para cada tecido.
Estudos avaliando a atividade das isoformas de GST em diferentes tecidos demonstram
padroes tecido-especificos, como por exemplo, em mexilhdes Mytilus edulis, cuja enzima nas
branquias apresenta caracteristicas similares a isoforma da classe = de mamiferos (Fitzpatrick
e Sheehan, 1993), ostras Crassostrea rhizophorae, com atividade da isoforma m em branquias
e no hepatopancreas (Trivella et al., 2004) e em carneiros, com prevaléncia das isoformas o e
p no figado e nos pulmdes, e T nos rins (Lenartova et al., 1996).

Ainda em relagdo as possiveis causas da diferenga da atividade enzimatica entre os
tecidos, variagdes tecido-especificas na concentragdo endogena do seu substrato, glutationa
reduzida (GSH), e/ou variagdo na atividade de outras enzimas relacionadas com este
tripeptideo ndo podem ser descartadas (Canesi et al., 1999; Zanette, 2003).

De modo geral, a atividade da GST obtida neste estudo apresenta valores mais
elevados quando comparada aos dados de GST de crustaceos e poliquetas (Arun e
Subramanian, 1998; Geracitano et al., 2002; Pinho et al., 2003; Vinagre et al., 2003;
Geracitano et al., 2004a; Geracitano et al., 2004b; de Oliveira et al., 2005). Cabe ressaltar que
apenas nos estudos realizados por Arun e Subramanian (1998) e Geracitano et al. (2004b), os
espécimes nao foram expostos a xenobidticos em laboratdrio. Assim, pode-se sugerir que os
espécimes utilizados neste estudo apresentam niveis basais elevados da GST, cuja atividade
provavelmente esta sendo expressa na sua capacidade maxima, o que poderia mascarar uma
variagdo entre os locais. No entanto, maiores estudos sd3o necessarios para confirmar se o
padrdo observado ¢ caracteristico da espécie de peneideo avaliada neste trabalho.

Os dados obtidos de MT mostram maiores niveis da proteina em hepatopancreas em

relacdo as branquias de F. paulensis, independente da area e tempo de exposicdo. Maior
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concentracdo de MT em hepatopancreas de crustdceos também foi observada por Pedersen et
al. (1997), Legras et al. (2000), Mouneyrac et al. (2001), Chavez-Crooker et al. (2003) e
Pourang e Dennis (2005). Segundo Pourang et al. (2004), a maior ocorréncia de MT em
crustaceos decapodas é no hepatopancreas, embora seja observada em outros tecidos.

De acordo com Anderson et al. (1997), Chavez-Crooker et al. (2003) e Pourang e
Dennis (2005), o hepatopancreas ¢ o principal 6rgdo de armazenamento, metabolismo e
detoxificagdo de metais em decapodas. Estudos de regulagcdo da expressdo génica de MT tém
estabelecido que a indug¢do da transcricdo por metais ¢ resultante de acentuados niveis
intracelulares destes elementos (Roesijadi € Robinson, 1994). Assim, concentragdes elevadas
de metais no hepatopancreas, comparadas aqueles de outros tecidos de crustaceos, geralmente
relacionam-se a maiores niveis de MT.

Altas concentragdes de metais em hepatopancreas de decapodas foram observadas por
Péez-Osuna e Tron-Mayen (1995), Méndez et al. (1997), Francesconi et al. (1998), Legras et
al. (2000), Mouneyrac et al. (2001) e Pourang e Dennis (2005). Segundo Roesijadi e
Robinson (1994), metais em sua forma particulada sdo comumente ingeridos e, entdo,
bioacumulados em 6rgdos digestdrios, como o hepatopancreas.

Na Lagoa da Conceic¢ao, Garcia (1999) observou concentragdes elevadas de metais-
trago no sedimento, destacando-se os maiores niveis de zinco. Pereira (2003) detectou elevada
concentragdo deste metal em hepatopancreas de berbigdo Anomalocardia brasiliana da
Lagoa. O zinco ¢ um metal essencial que desempenha importante fun¢do no crescimento,
metabolismo e sobrevivéncia de crusticeos (Rainbow, 1988; Pourang e Dennis, 2005),
contudo, pode exercer efeitos toxicos quando em altas concentragdes (Vanegas et al., 1997).
Em crustaceos os niveis de zinco intracelular sdo regulados pelas MT (Legras et al., 2000), e
diversos autores t€ém demonstrado sua correlagdo a este metal (Pedersen et al., 1997; Legras et

al., 2000; Barka et al., 2001; Mouneyrac et al., 2001; Pourang et al., 2004). Porém, Canli et al.
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(1997) sugerem que o zinco disponivel no meio ambiente ndo seja um forte indutor de MT em
crustaceos, uma vez que estes organismos apresentam niveis basais elevados deste metal.
Pourang e Dennis (2005) atribuem os altos niveis de zinco em hepatopancreas de crustaceos a
sua essencialidade. No entanto, no presente trabalho ndo foram realizadas determinagdes
analiticas de metais nos tecidos de F. paulensis para que se possa avaliar esta relagdo.

Como MT atua na homeostase dos metais essenciais cobre e zinco, supde-se que seus
niveis sejam afetados por fatores endogenos, como sexo, tamanho, idade e muda, além da
biodisponibilidade de metais do ambiente (Legras et al., 2000). Neste trabalho, foi observada
diferenca na concentracdo de MT no hepatopancreas entre os sexos, com maiores niveis em
fémeas, e correlagdo positiva moderada entre peso, comprimento ¢ MT neste mesmo tecido.
Este padrao nao foi detectado para as branquias.

Diferenga na concentracdo de MT entre os sexos de crusticeos foi observada por
Francesconi et al. (1998), Legras et al. (2000) ¢ Mouneyrac et al. (2001). Por outro lado, o
mesmo ndo foi observado por Canli et al. (1997) e Pourang e Dennis (2005). Diferenca entre
os géneros também estd relacionada a acumulacdo de metais nos tecidos de crustaceos (Paez-
Osuna e Tron-Mayen, 1995; Jeckel et al., 1996; Canli et al., 1997; Marsden et al., 2003;
Pourang et al., 2004; Pourang e Dennis, 2005). Deste modo, Marsden ¢ Rainbow (2004)
sugerem padrdes diferenciados entre machos e fémeas de decadpodas no requerimento por
metais essenciais e/ou diferentes meios de regulagdo no hepatopancreas. No entanto, as causas
deste dimorfismo sexual permanecem em aberto.

A relagdo entre peso e/ou comprimento com MT de crustaceos tem sido investigada e
os resultados variam entre os estudos (Legras et al., 2000; Mouneyrac et al., 2001; Pourang e
Dennis, 2005). Segundo Marsden e Rainbow (2004) e Pourang et al. (2004), resultados
controversos também tém sido relatados na associagdo entre concentracdes de metais ¢

tamanho de crustaceos. Porém, Pourang et al. (2004) sugerem que, de modo geral, animais



77

menores apresentam concentragdes elevadas de metais em seus tecidos, uma vez que, segundo
Rainbow (1996), apresentam maior taxa metabolica, além do efeito de diluicdo em fungdo do
elevado peso corpéreo. No presente trabalho, niveis de MT no hepatopancreas, peso e
comprimento apresentaram correlacdo positiva moderada. Segundo Marsden e Rainbow
(2004), entre os fatores que afetam a fisiologia dos animais, o tamanho corpéreo constitui o
principal, por relacionar-se a ontogenia, crescimento e reproducdo. No entanto, estes autores
enfatizam que a idade representa elevada relevancia, por refletir o tempo de exposicdo a
metais no ambiente.

Segundo critério adotado por Peixoto et al. (2004), metade dos camardes analisados no
presente trabalho classificam-se como sexualmente maduros, embora ndo tenha sido realizada
analise histologica para verificagdo do estagio de maturacdo. Engel ¢ Brouwer (1993)
sugerem que o ciclo reprodutivo exerce influéncia no metabolismo de crustaceos como um
todo, principalmente na gametogénese, em que nutrientes sao armazenados e ha aumento no
consumo de oxigénio. Em decapodas, a proteina MT estéd relacionada com a homeostase de
cobre, que por sua vez, associa-se a sintese e a degradacdo do pigmento respiratorio
hemocianina no hepatopancreas (Brouwer et al., 2002), cujos niveis variam conforme a ecdise
e a reproducdo (Engel et al.,, 2001; Brouwer et al., 2002). Contudo, ressalta-se que, no
presente estudo, ndo foi avaliado o crescimento dos camardes para que se possa fazer
associagdes entre ecdise e MT em hepatopancreas de F. paulensis. Ainda em relacdo ao
aumento do metabolismo aerébico durante a gametogénese, a formacgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) e sua relagdo com estresse oxidativo devem ser consideradas. Segundo
Viarengo et al. (1999), Coyle et al. (2002), Geracitano et al. (2004a) ¢ Min et al. (2005), as
MT apresentam relevante propriedade antioxidante. Neste contexto, as MT minimizariam

danos relacionados ao estresse oxidativo nos camardes sexualmente maduros analisados.
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Assim, considerando que os niveis mais elevados de MT em hepatopancreas
relacionaram-se a camardes maiores ¢ mais pesados, pode-se sugerir associagdo entre MT e
estagio de maturacdo de F. paulensis, principalmente em fémeas. Cabe ressaltar que a relagao
entre MT e fisiologia de F. paulensis é desconhecida, demonstrando a necessidade de estudos
que abordem ndo somente estes aspectos, como a caracterizagdo bioquimica desta proteina a
fim de validar o seu uso em estudos ecotoxicologicos nesta espécie de peneideo.

Assim como para GST, os niveis de MT nao diferiram entre as areas e tempos de
exposicdo. Estes dados sugerem semelhanga no aporte de contaminantes entre as trés areas de
exposicao in situ na Lagoa da Conceigdo. No entanto, esta hipdtese deve ser melhor avaliada,
através de analises de outros biomarcadores bioquimicos e determinagdes analiticas de metais
na agua, no sedimento € nos animais.

A comparagdo dos niveis de MT obtidos no presente trabalho com outros realizados
em crustaceos, ndo considerou diferencas nas metodologias empregadas. Contudo, dados de
MT avaliados pelo mesmo método empregado neste trabalho (segundo Viarengo et al., 1997)
estdo disponiveis em estudos realizados com poliquetas (Geracitano et al., 2004a; Geracitano
et al., 2004b). Os niveis de MT em hepatopancreas observados no presente trabalho
assemelham-se, em magnitude, aos encontrados por Geracitano et al. (2004b), em poliquetas
Laeonereis acuta provenientes de local contaminado, expostos ou nao a cobre. Por outro lado,
os niveis de MT de branquias sdo equivalentes aos encontrados na mesma espécie de
poliqueta (Geracitano et al., 2004a), coletados em locais com e sem indicios de contaminacao.
Cabe ressaltar que, no trabalho realizado por Geracitano et al. (2004b), foi observada variagao
sazonal de MT nos animais provenientes de local contaminado. No entanto, no presente
trabalho as andlises foram realizadas somente no inverno, impossibilitando a verificagdo de

possiveis padrdes sazonais nos niveis desta proteina em F. paulensis.
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De modo geral, os resultados obtidos neste estudo demonstram variagdo entre os
tecidos para ambos os biomarcadores analisados, revelando perfis diferenciados para GST e
MT. Cabe ressaltar que os efeitos de contaminantes nas respostas bioquimicas de camardes
peneideos F. paulensis sdo desconhecidos. Assim sendo, este trabalho constitui uma
contribui¢do preliminar neste sentido. Deste modo, visando o melhor entendimento da relagao
entre contaminantes e biomarcadores de F. paulensis, sugere-se analises quimicas dos tecidos,
em conjunto com a avaliagdo de outros biomarcadores bioquimicos. Em particular, ¢
necessario relacionar o grau das respostas bioquimicas a alteragdes de carater fisioldgico nesta

espécie de peneideo.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

No ambiente aquatico, contaminantes das mais variadas classes, como metais-traco e
compostos organicos, exibem potencial de acumulagdo, ndo s6 em sedimentos, como também
nos organismos que ali vivem. Neste ultimo caso, além dos danos causados aos organismos
propriamente ditos, deve-se destacar que estes contaminantes podem, por sua vez, ser
transferidos para outras espécies, inclusive o homem, por meio da cadeia trofica. Assim, a
determinagdo dos niveis de contaminagdo e a avaliacdo do impacto dos contaminantes sobre
as espécies aquaticas tornam-se ferramentas imprescindiveis na avaliacdo dos recursos
naturais e pesqueiros, uma vez que estes representam uma importante fonte de proteina para
uma grande parcela da populagdo mundial.

Organismos expostos a agentes estressores fisicos e quimicos podem apresentar
alteracdes bioldgicas de carater molecular, celular e/ou fisioldgico, as quais constituem os
denominados biomarcadores. Atualmente, os biomarcadores bioquimicos tém sido
amplamente empregados em programas de monitoramento ambiental, utilizando espécies
aquaticas, principalmente moluscos e peixes. No entanto, estudos com este enfoque que facam
uso de crustaceos como organismos sentinela sdo pouco freqiientes.

Tendo em vista o processo acelerado de modificagdo ambiental que a Lagoa da
Concei¢ao vem sofrendo, associado a importancia economica das espécies de camardo-rosa
para a comunidade local, o presente trabalho representou uma contribui¢do preliminar na
avaliacdo do emprego potencial dos biomarcadores bioquimicos glutationa S-transferase
(GST) e metalotioneinas (MT) nos peneideos Farfantepenaeus paulensis ¢ Farfantepenaeus
brasiliensis. Cabe ressaltar aqui a importancia da Lagoa da Concei¢do como criadouro natural
destas espécies de camardo, as quais utilizam este ecossistema durante parte do seu ciclo de

vida.
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No manuscrito 1 foi avaliada a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) em
branquias de camardes Farfantepenaeus paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis, ¢ em
hepatopancreas de F. brasiliensis, coletados na Lagoa da Concei¢do (em um unico local) e
mantidos em trés areas distintas deste ambiente lagunar (Canto da Lagoa, regido proxima ao
Canal da Barra da Lagoa e Costa da Lagoa) por diferentes tempos (2, 7 ¢ 15 dias), bem como
em animais mantidos no laboratorio por iguais periodos de exposi¢do. Os resultados mostram
que a atividade da GST em branquias apresentou padrdes semelhantes nas duas espécies de
peneideos analisadas, embora alguns resultados tenham sido controversos, uma vez que,
quando analisadas individualmente quanto a possiveis variacdes na atividade da GST deste
tecido entre os tempos e as areas de exposi¢do, as duas espécies apresentaram padrdes
distintos em algumas comparacgdes. Por outro lado, a atividade da GST mostrou um perfil
distinto entre branquias e hepatopancreas. Foi observada similaridade na atividade da GST
entre as areas de exposicdo in situ na Lagoa, contrapondo-se aos dados disponiveis na
literatura referentes a variagdes espaciais de contaminantes e nutrientes de origem
antropogénica na agua e no sedimento da regido. Deste modo, a utilizagdo da GST como
ferramenta no diagndstico ambiental, empregando-se as espécies F. paulensis e F.
brasiliensis, deve ser considerada com precaugdo e em conjunto de outros biomarcadores.
Cabe ressaltar que o presente trabalho de campo representa uma investigacao pioneira sobre
os efeitos de contaminantes nas respostas bioquimicas destas duas espécies de camardes
peneideos.

No manuscrito 2 foram avaliados a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)
e os niveis de metalotioneinas (MT) em branquias e hepatopancreas de camardes F. paulensis
coletados na Lagoa da Concei¢do no inverno de 2003, ¢ mantidos em trés areas, Canto da
Lagoa, Canal da Barra e Costa da Lagoa, onde permaneceram por diferentes tempos (2, 7 ¢ 15

dias). A atividade da GST em F. paulensis apresentou o mesmo perfil descrito no manuscrito
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1, tendo sido registrados valores maiores para a atividade da GST em branquias, e auséncia de
diferenca da atividade enzimatica entre as areas de exposi¢ao in situ. Assim, para consolidar a
validagdo da GST como biomarcador de contaminagdo ambiental nestas duas espécies de
crustaceos sdao necessarios estudos que investiguem, por exemplo, ndo somente as variagdes
da atividade da GST total, mas também de possiveis isoformas desta enzima, tanto em
branquias, como em hepatopancreas.

Em relagdo as MT, comparagdes espaciais seguiram o mesmo padrio detectado para
GST. Contudo, niveis maiores de MT foram observados no hepatopancreas. Os resultados
sugerem, ainda, uma relagdo entre MT e parametros bioldgicos, como sexo, peso e
comprimento. Assim, visando a consolidagdo do emprego de MT como biomarcador de
contaminagdo ambiental, em Farfantepenaeus paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis,
sugerimos a realizacdo de estudos que investiguem de forma detalhada as variagdes no padrao
de expressao destas proteinas e suas possiveis relacdes com alteracdes de carater fisiologico
nestas duas espécies de peneideos.

No sentido de aprofundar o estudo dos biomarcadores GST ¢ MT em F. paulensis ¢ F.
brasiliensis, esta em andamento a analise destas repostas bioquimicas em espécimes expostos
a cadmio (Cd), na concentracdo de 0,5 mg/L por 4 dias, em condigdes controladas em
laboratorio. Neste contexto, a imunodeteccdo das proteinas de choque térmico (Heat shock
proteins, Hsp), Hsp70 e Hsp60, em branquias e hepatopancreas dos animais expostos ao
metal, bem como naqueles utilizados no estudo de monitoramento in sifu, encontra-se em
curso.

Assim, como perspectiva para estudos futuros poder-se-ia apontar a investigagdo da
atividade da GST total e de suas possiveis isoformas nas branquias e no hepatopancreas, bem
como dos niveis de MT em F. paulensis e F. brasiliensis expostos a diferentes classes de

contaminantes, em concentragdes e tempos de exposi¢ao variaveis. Estes estudos permitiriam
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aprofundar o conhecimento relativo as respostas bioquimicas desencadeadas pelos
contaminantes nas duas espécies de camardo-rosa. Assim, no sentido de gerar subsidios para
um programa de monitoramento da qualidade ambiental da Lagoa da Conceicdo, sugerimos,

ainda, a utilizagdo conjunta de outros biomarcadores.
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ANEXO



Tabela 1. Valores didrios de temperatura e salinidade nas areas de exposi¢do in situ € em
laboratorio durante o inverno de 2003

Inverno / 2003
Canto da Lagoa Canal da Barra Costa da Lagoa Laboratério
Data ToC Salinidade ToC Salinidade ToC Salinidade ToC Salinidade
t0 25/09/2003 20 30 21 33 23 31 22 18
26/09/2003 19 18 20 32 19,5 30 20 18
27/09/2003] 22,5 27,5 22,5 30 22 30,5 20 17
t1 28/09/2003] 21,5 28 21,5 31 23 31 21 17
29/09/2003] 21,5 28,5 21 32 22 32 20 17,75
30/09/2003 21 28,5 21 32 22 32 20,25 18,5
01/10/2003 21 29 21 32 21 31,5 19,875 18,5
02/10/2003 22 28,5 22,5 31,5 23 31,5 20,25 18,5
t2 03/10/2003] 21,5 28 22 31 23 31 21 18
04/10/2003 24 28,5 24 31,5 24 32,5 21,5 18,25
05/10/2003 23 29 20 30 20 29 21,25 18,5
06/10/2003 25 28,5 19 30 19 29 18 18
07/10/2003] 23,5 27 22,5 32 22 32
08/10/2003 24 29 23 31,5 23 32
09/10/2003] 22,5 29,5 22 30 22 29,5
t3 10/10/2003] 23,5 29,5 21,5 33,5 22 31,5
Média 22,2 27,9 21,5 31,4 21,9 31,0 20,4 18,0
D.P. 1,6 2,8 1,3 1,1 1,4 1,1 1,0 0,5

Tabela 2. Valores diarios de temperatura e salinidade nas areas de exposi¢do in situ € em

laboratorio durante o verdao de 2004

Verao / 2004
Canto da Lagoa Canal da Barra Costa da Lagoa Laboratério
Data ToC Salinidade ToC Salinidade ToC Salinidade ToC Salinidade
t0 07/03/2004 28 22 27 25 27 29 24 18
08/03/2004 28 22 27 25,5 27 29 24 18
09/03/2004 28 24 27,5 28 27,5 27 24 18,5
t1 10/03/2004 26 23 26,5 27 25,5 29 23,5 19
11/03/2004 26 25,5 25,5 30 26 28 23,25 17,25
12/03/2004 26 22,5 25,5 28 26 27 22,25 19
13/03/2004 26 25,5 25,5 30 26 28 22 19
14/03/2004] 24,5 24 24 30,5 24 29 22,25 19
t2 15/03/2004] 24,5 23 24,5 28 24 17,5 22 19
16/03/2004 25 24 25 27 22,25 19
17/03/2004 25 24 25,5 26,5 22,75 17,75
18/03/2004 26 24,5 25 24 22,75 19
19/03/2004 25 21 25,5 24 22,75 17,5
20/03/2004 26 22 24 19 21,5 18
21/03/2004 26 25 24,5 25 21,25 19
t3 22/03/2004 24 25 23,5 24 22,5 20
Média 25,9 23,6 25,9 28,0 25,4 25,8 22,7 18,6
D.P. 1,2 1,4 1,2 2,0 1,2 3,5 0,9 0,7




