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1. INTRODUCAO

A poluicdo aquatica causada por acdes antropicas aumentou consideravelmente
nos ultimos anos, tornando cada vez mais necessario o uso de ferramentas para seu
monitoramento. A avaliacdo dos riscos de impactos causados por contaminantes
muitas vezes leva em consideracdo apenas variaveis quimicas e fisicas de amostras
ambientais, ndo retratando os efeitos deletérios causados na biota (LAM e GRAY,
2003). Diante disso, ao avaliar a acdo de contaminantes, torna-se necessario
mensurar os efeitos que essas substancias causam nos organismos, sendo Util o
uso de biomarcadores. Sabe-se que estas ferramentas devem ser previamente
testadas e ajustadas nos organismos alvo, e que a sensibilidade das espécies aos
contaminantes pode variar de acordo com diversos fatores (BRIX et al.,2001), como
por exemplo a idade, o estado de nutricdo, o tamanho, a fase do desenvolvimento,
as diferencas metabodlicas, as interacBes interespecificas, as caracteristicas
genéticas e 0 sexo.

Dentre esses poluentes ambientais, podemos citar o cobre (Cu), um metal
essencial para 0os organismos, mas que em altas concentracbes pode acumular e
exercer toxicidade na biota aquatica (MC GEER et al., 1999). Em excesso, este
metal causa efeitos fisiolégicos adversos em peixes, incluindo modificacbes em
diversos parametros do estado oxidativo (MACHADO et al., 2013; ZEBRAL et
al.,2019). O estresse oxidativo pode ser caracterizado como o desequilibrio entre a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a concentracdo de defesas
antioxidantes (MONSERRAT et al., 2007). Um efeito prejudicial é verificado quando
ocorre aumento excessivo na producdo de EROS, diminuicdo dos agentes
antioxidantes (enzimaticos ou ndo enzimaticos) ou ambos. Essas alteracdes podem
levar um organismo a sofrer danos oxidativos em lipidios, proteinas ou no DNA
(LIVINGSTONE, 2003).

Embora muitos trabalhos recentes tenham estudado o uso de biomarcadores
para a avaliacdo de impactos relacionados a contaminacdo ambiental, € notavel que
existam poucos estudos, tanto em laboratério como no campo, que tenham avaliado
a forma como estes biomarcadores respondem em organismos de sexos Opostos.
Alguns estudos chegam a utilizar um desenho experimental com uma relagéo sexual
igual, mas na hora de apresentar os resultados ndao analisam e também né&o relatam
as possiveis diferencas entre os sexos. Somado a isto, uma vertente atual de
pesquisadores entende que ensaios ecotoxicologicos devem comecar a replicar a
complexidade de fatores encontrados no ambiente, buscando entender, por
exemplo, o papel da variabilidade intraespecifica (e.g sexo) na toxicidade dos
contaminantes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do
sexo na resposta de biomarcadores de estresse oxidativo no peixe Poecilia vivipara
exposto ao cobre.
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2. METODOLOGIA

Desenho experimental

O experimento foi realizado com exemplares adultos de P. vivipara coletados
na praia do Cassino (licenca de coleta SISBio n° 44769) e aclimatados sob as
mesmas condi¢des: fotoperiodo 12L:12E, temperatura constante de 25°C, amdnia <
0,1ppm, pH 7,5-8,0 e salinidade de 10 ppm. A exposicdo ao cobre ocorreu em
triplicatas (5 fémeas e 5 machos por repeticdo) totalizando 30 individuos por
tratamento. Os animais foram submetidos a duas concentracbes de cobre de
relevancia ambiental: 9 e 20ug/L mais o grupo controle. Durante a exposi¢ao, 0s
animais ndo foram alimentados e houve renovacéao parcial do meio todos os dias,
afim de manter niveis de cobre estaveis. Apds as 96h de exposi¢cdo, 0s animais
foram eutanasiados com benzocaina (50ppm) e coletou-se figado para
determinacdo da Capacidade Antioxidante Total (TAC) e peroxidacao lipidica (LPO),
avaliada pelo método do TBARS.

Determinacédo TAC e TBARS

A TAC foi avaliada em amostras de figado de P. vivipara usando o "Kit de
Ensaio de Capacidade Antioxidante Total OxiSelect ™ (TAC)". As leituras de
absorbéancia foram realizadas em um leitor de microplacas e os dados normalizados
pelo teor de proteina total dos homogeneizados das amostras e expressos como
equivalentes redutores de cobre mM / mg de proteina total.

O dano oxidativo, medido como LPO, foi avaliado de acordo com o método
fluorimétrico descrito por Van Der Kraak (2003). A florescéncia produzida pela
reacdo do método foi medida utilizando um fluorimetro. A concentracdo de TBARS
foi calculada utilizando uma curva padrdo construida com tetrametoxipropano e os
dados foram normalizados pela proteina total do homogeneizado e expressos em
nmol MDA/mg de proteina.

Andlise estatistica

Os dados sé@o expressos como média + erro padrao e foram submetidos a
analise de covariancia (ANCOVA) com dois fatores (concentracdo de cobre e o
sexo) e 0 peso dos individuos utilizado como covariavel. Posteriormente realizou-se
o teste post-hoc de Fisher. As diferencas entre os tratamentos foram consideradas
significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final das 96h de exposi¢ao, uma interagéo significativa foi observada entre
a concentracdo de cobre e 0 sexo para o0s niveis de peroxidagdo lipidica (LPO) no
figado. O sexo influenciou nos niveis de LPO hepatico em peixes expostos a 9ug/L
de cobre, neste caso, 0s machos apresentaram niveis mais elevados desse
parametro quando comparados com as fémeas (Fig. 1A). Além disso, para 0s
machos verificou-se um dano oxidativo maior na concentracéo de 9ug/L em relagcéo
ao grupo controle.

Diferentemente, 0 sexo e a exposi¢cdo ao cobre ndo afetaram os niveis de
TAC no figado e nenhuma interacao significativa foi observada (Fig. 1B).
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Figura 1: (A) Peroxidacdo lipidica (LPO) e (B) Capacidade antioxidante total (TAC) no figado de
fémeas e machos do peixe Poecilia vivipara exposto ao cobre por 96h. Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre as
concentracdes de cobre dentro de cada sexo. Letras mindsculas significam diferencas entre os sexos
dentro de cada tratamento (ANCOVA; p<0,05; n27)

O aumento nos niveis de LPO observado em nosso estudo para os machos
expostos a 9ug/L pode estar relacionado a atividade do citocromo P450. O citocromo
P450 abrange uma superfamilia de enzimas (familias CYPL1, 2, 3 e 4) importantes na
biotransformacdo de poluentes ambientais (NEBERT E DALTON, 2006). A
exposi¢cdo a contaminantes pode induzir um aumento na atividade dessas enzimas e
assim contribuir para niveis mais elevados de ERO’s (VAN DER OOST et al., 2003).
Somado a isto, alguns estudos apontam que a atividade destas enzimas, ou até
mesmo as vias de biotransformacao utilizadas, podem ser diferentes entre fémeas e
machos, indicando que a resposta ao estresse oxidativo pode variar entre animais
de sexos opostos (WINZER et al, 2001; WINZER et al, 2002). Vega-Lépez et al
(2007) mostraram que a atividade da CYP1lA foi aumentada em peixes
Girardinichthys viviparus machos expostos a PCB’s em relacdo as fémeas. Além
disso, para essa espécie 0s niveis basais da atividade de CYP1A s&o mais elevados
nos peixes machos (VEGA-LOPEZ et al., 2007).

Neste ponto é interessante destacar que, apesar de ter sido possivel observar
aumento de dano oxidativo no figado dos animais expostos a 9ug/L de Cu, este
mesmo efeito ndo foi observado nos animais expostos a maior concentragdo deste
metal. Este interessante resultado é um indicio de que a exposicdo a uma
concentracdo medianamente alta de Cu pode ser mais prejudicial do que a
exposicao a uma concentracdo bem mais alta. A légica por tras deste evento pode
estar baseada nos mecanismos de ativacio dos sistemas de defesa antioxidantes. E
possivel que a maior concentracdo de Cu testada neste trabalho seja mais eficiente
em ativar tais mecanismos, causando, entdo, uma resposta defensiva mais intensa,
explicando a auséncia de elevagdo de LPO. No entanto, nossos resultados néo
demonstram diferencas para TAC, o que pode ser explicado pelo fato deste
biomarcador levar em consideracao principalmente as defesas antioxidantes do
sistema ndo enzimatico, ndo avaliando as defesas antioxidantes enzimaticas.
Portanto, o sistema de defesa antioxidante enzimatico pode ter sido ativado com
maior intensidade nos animais expostos a maior concentracdo de Cu. De fato,
Machado et al (2013) demonstrou um aumento na enzima catalase (CAT) para a
concentracéo de 20ug/L em relacdo a concentracdes mais baixas deste metal.

4. CONCLUSOES
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo, concluimos que existem
diferengas relacionadas ao sexo no dano oxidativo hepatico do peixe Poecilia
vivipara exposto ao cobre. Os peixes machos mostraram-se mais impactados pela
exposicdo a este metal, mas o efeito observado néo foi linear com o aumento das
concentractes de Cu. Além disto, o dano oxidativo observado para a concentracéo
de 9ug/L de Cu nao foi acompanhado por alteracées na TAC.

Por fim, o conhecimento dos efeitos do sexo na resposta de biomarcadores
no peixe P. vivipara auxilia para que sejam desenvolvidos ensaios ecotoxicologicos
mais eficientes e confiaveis, além de fornecer dados para atualizacdo e criacdo de
novas politicas de conservacgao.
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