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RESUMO 

 

Os ecossistemas aquáticos vêm sofrendo crescente contaminação oriunda de 
atividades agrícolas, industriais e urbanas, comprometendo a qualidade da água e a 
preservação da biota aquática. A mensuração desta contaminação através de 
biomarcadores bioquímicos em peixes pode fornecer dados confiáveis para a 
estimativa de efeitos subletais em ambientes contaminados. Peixes do gênero 
Astyanax sp foram coletados de três pontos distintos do rio Vacacai São Gabriel  –  
RS, imediatamente após a coleta os tecido muscular  foi processado para 
determinação de atividades enzimáticas( acetilcolinesterase, catalase, glutationa S-
transferase, superoxido dismutase, glutationa redutase ) e níveis de  tióis proteicos 
(PSH) e não proteicos (NPSH) por espectrofotometria. O  tecido  cerebral  foi  
processado para determinação de níveis de expressão NrF2, NQO-1, MT1 e GPX4. 
Os resultados demonstraram indícios de contaminação ambiental com a indução de 
defesas antioxidantes CAT, SOD GST e GPX e inibição de níveis de tióis não 
proteicos NPSH, atividade enzimática GR e AchE e a indução na expressão Nrf2 
,NQO-1, MT1e GPX4. Concluímos que os parâmetros de estresse oxidativo podem 
ser importantes ferramentas preventivas e complementares em biomonitoramento da 
qualidade ambiental e preservação de ecossistemas aquáticos, junto a outros 
biomarcadores clássicos, auxiliando nos estudos de danos a organismos aquáticos. 

 

 

 Palavras - chave: biomarcadores, Astyanax, qualidade ambiental, 

biomonitoramento, contaminação aquática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

ABSTRACT 

 

The aquatic ecosystems are suffering increasing contamination coming from 

agricultural, industrial and urban activities, compromising water quality and 

preservation of aquatic biota. The measurement of this contamination through 

biochemical biomarkers in fishes can provide reliable data to estimate sublethal 

effects in contaminated environments. Fish of the Astyanax sp genus were collected 

from three different points of the Vacacaí River of São Gabriel-RS, immediately after 

collection the muscle tissue was processed for determination of enzyme activities 

(acetylcholinesterase, catalase, glutathione S-transferase, superoxide dismutase, 

glutathione reductase) and levels of protein thiols (PSH) and non-protein (NPSH) by 

spectrophotometry. The brain tissue was processed for determination of expression 

levels of Nrf2, NQO-1, MT1 and GPx4. The results showed signs of environmental 

contamination with the induction of antioxidant defenses CAT, SOD, GST and GPX 

and inhibition levels of no protein thiols NPSH, GR and AchE enzyme activity and 

induction in Nrf2, NQO-1, GPx4 and MT1 expression. It was concluded that the 

parameters of oxidative stress may be important preventive and complementary tools 

on biomonitoring of environmental quality and preservation of aquatic ecosystems, 

with other classics biomarkers, helping on studies of damages to aquatic organisms. 

 

 Key-words: biomarkers, Astyanax, environmental quality, biomonitoring, 

aquatic contamination. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Contaminação de Ecossistemas Aquáticos 

 

A poluição ambiental aquática é um crescente problema sendo que a introdução 

de compostos químicos oriundos de atividades agrícolas, industriais e urbanas em 

ambientes aquáticos, além de causar danos ambientais imediatos aos organismos, 

pode levar a alterações sistêmicas com a contaminação de bacias hidrográficas e o 

comprometimento de aquíferos pela infiltração de contaminantes no solo. Assim a 

comunidade aquática, bem como as comunidades que fazem uso dos recursos 

hídricos podem ser expostas e sofrer efeitos de contaminação crônica (THOMPSON; 

LANGTON; HART, 1995). 

A bacia do Vacacaí-Vacacaí Mirim que está localizada na porção centro-

ocidental do Estado, possuindo uma área de 11.077,34 km² (SEMA RS) vem 

enfrentando sérios problemas de contaminação de seus recursos hídricos. Sendo 

destaque, efluentes domésticos e pesticidas pelo escoamento superficial em áreas 

cultivadas. O manejo inadequado de efluentes urbanos e a crescente utilização de 

agroquímicos nas monoculturas, principalmente de soja e arroz (VERDUM et al., 

2006), são as principais causas dos problemas ambientais nas bacias hidrográficas 

do bioma Pampa. 

 A utilização de agroquímicos nos mais diversos ramos de atividades constitui 

hoje uma realidade presente não somente nos países desenvolvidos, mas pode ser 

identificada praticamente em todos os países do mundo (ALVES FILHO, 2004), 

sendo que agroquímicos aplicados em excesso ou incorretamente, devido a grande 

distribuição e natureza tóxica, podem impactar o ecossistema aquático e exercer 

efeitos adversos em organismos associados (BOWMER, 1987). Segundo 

(RATTNER et al., 2009), a poluição de rios, lagos , zonas costeiras e baías tem 

causado degradação ambiental continua por despejo de volumes crescentes de 

resíduos e dejetos industriais e orgânicos.  

O lançamento de esgotos não tratados aumentou dramaticamente nas ultimas 

décadas, com impactos eutróficos e distintos contaminantes encontrados em 

efluentes domésticos. Efluentes urbanos podem possuir uma grande variedade de 
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poluentes, como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAH), bifenis policlorados 

(PCB), pesticidas organoclorados, organofosforados, metais pesados e outros 

produtos químicos orgânicos (MARINEZ-ALVAREZ, MORALES & SANZ, 2005). 

Desta forma, torna o estudo de risco ecotoxicológico complexo, pois muitos destes 

contaminantes podem sofrer interações sinérgicas ou antagônicas no ambiente. 

  

1.2.  Ecotoxicologia 

 

O termo ecotoxicologia foi proposto pela primeira vez em 1969, pelo toxicologista 

francês René Truhaut (TRUHAUT, 1977) segundo este autor, a ecotoxicologia é 

definida como a ciência que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas 

sobre os organismos vivos, populações e comunidades, animais ou vegetais, 

terrestres ou aquáticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interação das 

substancias com o meio nos quais os organismo vivem num contesto integrado 

(PLAA 1982, CAIRNS & NIEDERLEHNER 1995). 

 A ecotoxicologia é uma ferramenta de avaliação de danos ambientais e 

prevenção de impactos futuros, também é utilizada na avaliação de produtos 

químicos comercializados ou na avaliação de efluentes despejados em um corpo 

hídrico receptor. Com isso, a ecotoxicologia surgiu como uma ciência nova 

envolvendo boa compreensão de noções básicas de ecologia, biologia de 

organismos, limnologia, química ambiental, bioquímica, fisiologia, aspectos 

comportamentais dentre outros, tornando esta ciência multidisciplinar reconhecida 

mundialmente no âmbito de avaliação no auxilio e prevenção de estudos de impacto 

ambiental. 

 Esta ciência ambiental tem como desafio identificar princípios comuns que 

possam permitir a extrapolação, a segura predição dos efeitos de contaminantes no 

ambiente, sendo que na grande maioria de poluentes seus danos são visíveis 

somente há longo prazo. Os testes de ecotoxicidade permitem avaliar a 

contaminação ambiental de diversas fontes poluidoras, tais como: efluentes 

agrícolas, industriais e domésticos, sedimentos, fármacos e produtos químicos em 
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geral, assim como, avaliar a resultante de seus efeitos sinérgicos e antagônicos 

(MARCHNER 1999, LOMBARDI 2004). 

 Dentre as abordagens metodológicas na avaliação ecotoxicológica nos últimos 

anos vem se desenvolvendo em crescente escala o estudo de avaliação de risco 

ecotoxicológico, o estudo de respostas a nível organismo com o emprego de 

biomarcadores de contaminação aquática. Sendo estes excelentes ferramentas de 

respostas adaptativas e preventivas em biomonitoramento de áreas impactadas, 

identificando efeitos subletais na biota aquática dando indícios de possíveis 

contaminações detectadas através de respostas biológicas significativas e ainda 

reversíveis para a preservação da biota aquática. 

 

 

1.3.  Biomarcadores de Contaminação Aquática 

 

Devido à necessidade de respostas rápidas, medidas preventivas e 

compreensão de efeitos de contaminantes, a biota aquática, tem identificado 

biomarcadores, os quais traduzem uma resposta biológica, desde  níveis molecular, 

celular, fisiológico até comportamental a exposição a xenobióticos liberados no meio 

ambiente.  

A resposta biológica a agressões ambientais pode ser evidenciada em qualquer 

nível de organização, desde ecossistemas até compartimentos subcelulares ou 

reações bioquímicas intracelulares, passando por comunidades, populações, 

organismos, sistemas fisiológicos e células (WALAKER et al., 1997). Além disso, 

respostas biológicas como perda da biodiversidade, destruição do habitat, declínio 

populacional, acabam sendo consequências irreversíveis de contaminação (MOORE 

et al., 2004) como observado na (FIG. 1).  

Assim respostas iniciais de defesa a níveis moleculares e/ou celulares frente a 

contaminantes podem garantir uma compreensão mais rápida sobre o ecossistema, 

a fim de prever e evitar danos a níveis macroecológicos. Nesse contexto 

biomarcadores são definidos como respostas biológicas adaptativas a estressores, 

evidenciadas como alterações bioquímicas, celulares, histológicas, fisiológicas ou 
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comportamentais (DEPLEDGE, 1993). Outros autores também ampliaram a 

definição e consequentemente o uso de biomarcadores como (LEONZIO & FOSSI, 

1993), propuseram conceituar de biomarcadores ecotoxicológicos, como variações 

bioquímicas, celulares, fisiológicas ou comportamentais que possam ser medidas 

em amostras de tecidos ou fluidos orgânicos, em organismos ou população, que 

possam evidenciar exposição ou efeitos de um ou mais poluentes químicos ou ainda 

a radiações.  

 

FIGURA 1- Representação esquemática da sequencia de ordem de respostas à poluição 

dentro de um sistema biológico. Ao se estudar níveis de organização de elevada complexidade 

biológica, a detectabilidade e a resposta são prejudicada devido à grande interferência por fatores 

externos, enquanto que agentes biológicos mais simples possuem uma rápida resposta à perturbação 

(biomarcadores), com menor interferência e com capacidade de previsibilidade, o que é fundamental 

para estudos ecotoxicológicos. 

 

Fonte: (Adaptado de MOORE et al. 2004). 

 

Os contaminantes em contato com os sistemas hídricos afetam a vida aquática, 

especialmente os peixes, uma vez que estes atuam como organismos chave na 

cadeia alimentar. Um rio só é classificado como ambiente favorável a preservação 
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de biota aquática se possibilitar a sobrevivência e proliferação de peixes e que a 

qualidade da água do local permita a reprodução, alimentação e crescimento de 

larvas e juvenis (BRANCO, 1983). Porém a poluição dos rios normalmente ocorre 

em concentrações crônicas e subletais de poluentes, se identificando mais 

comumente alterações estruturais e funcionais nos peixes do que a mortandade em 

massa dos organismos. Portanto, o uso de parâmetros bioquímicos, fisiológicos e 

comportamentais tem apresentado bons resultados na avaliação do efeito dos 

poluentes em peixes (WINKALER; MARTINEZ, 1999).  

Os parâmetros de estresse oxidativo constituem outro grupo importante de 

biomarcadores, atendendo a  diversos compostos tóxicos existentes no ambiente ou 

seus metabolitos podem exercer efeitos tóxicos neste domínio (WINSTON E DI 

GIULIO, 1991). Os sistemas de defesa que tendem a inibir a formação de oxiradicais 

incluem as enzimas antioxidantes, tal como superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e a glutaiona-redutase (GR), cuja medição 

enzimática é utilizada frequentemente em estudos de ecotoxicologia. Sob estes tipos 

de situações, as células são capazes de ativar respostas adaptativas através de 

inúmeros sistemas de defesas, entre elas as defesas antioxidantes (STONE & 

COLLINS, 2002; COSTA & MORADAS-FERREIRA, 2001). 

Entre as principais defesas não enzimáticas da célula esta o tripeptídeo 

glutationa (GSH). A GSH é composta por gamma-glutamil-citenil-glicina, atuando 

contra a formação de radicais livres, na homeostase tiólica, na manutenção do 

balanço redox da célula e na defesa contra agentes eletrofílicos. Essa capacidade 

antioxidante se dá pelo grupamento tiol (SH) reativo de sua cisteína, o qual também 

pode ser encontrado em proteínas (PSH) ou em tióis de baixo peso molecular 

(NPSH), como a cisteína e a GSH (REISCHL et al., 2007). 

 As defesas antioxidantes enzimáticas também são fundamentais, a superoxido 

dismutase (SOD) é uma metaloenzima que age sobre o radical O2-
. dismutando a 

H2O2. Para a eliminação de peróxidos existem duas enzimas principais, a CAT e a 

GPx. A Catalase (CAT) tem como função dismutar H2O2 em H2O e O2, e está 

localizada em maior abundância em peroxiossomos. A glutationa redutase (GPx) 

está relacionada á função antioxidante da GSH com atividade peroxidásica contra 

peróxido de hidrogênio e peróxidos orgânicos (HALLIWLL & GUTTERIDGE,  2007).  
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Para evitar a depleção da GSH e aumento da glutationa oxidada (GSSG), a 

glutationa redutase (GR) reduz a GSSG à custa de NADPH, regenerando a GSH e 

mantendo desta forma o estado redox intracelular. 

 Outros biomarcadores são atividades de expressão de fatores de transcrição 

Nrf2. No núcleo das células, o fator de transcrição Nrf2 se liga a elementos de 

resposta a antioxidantes (ARE) na região promotora dos genes que transcrevem 

varias enzimas antioxidantes endógenas como GST, GPX, GR, SOD, CAT e sistema 

tiorredoxina (TANITO et al., 2007; SCHULKE et al., 2012), como também estão 

relacionados com a regulação de enzimas responsáveis pela síntese de GSH, 

geradores de NAPH e de detoxificação eletrofílica (ITOH et al., 1999., CHAN et al., 

2000). 

A glutationa S-transferase (GST) é responsável pela conjugação de xenobióticos 

eletrofílicos ao tripeptídeo glutationa GSH, reduzindo sua toxicidade. A GST e o 

citocromo P450, por serem enzimas sensíveis a compostos exógenos, têm sido 

largamente utilizados como biomarcadores (STEGEMAN et al., 1990; BUCHELI & 

FENT, 1995). Alterações nestas defesas podem estar relacionadas a diferentes 

classes de poluentes, diferenças de sensibilidade de espécies e a fatores ambientais 

e biológicos (WINSTON & DIGIULIO, 1991). 

A acetilcolinesterase é a enzima responsável pela hidrólise do neurotransmissor 

acetilcolina, presente nas fendas sinápticas durante a transmissão colinérgica. Esta 

enzima é inibida por dois grupos de pesticidas os organofosforados e os 

carbamatos, os quais se combinam covalentemente a resíduos de aminoácidos 

específicos para inativar a enzima (JUNG et al., 2007). De igual modo, a análise de 

determinados parâmetros neurotóxicos tem assumido uma particularidade clássica 

como biomarcadores de exposição a agroquímicos, sendo estes referidos como 

inibidores efetivos da enzima colinesterase (STURM et al., 2000). 

As metalotioneínas (MTs) são proteínas primordialmente citosólicas de baixo 

peso molecular, caracterizadas por possuírem altos níveis de cisteína e ausência de 

aminoácidos aromáticos e histidina. A presença de tióis (SH) permite a estas 

proteínas se ligarem ao excesso de metais essenciais e a metais poluentes, 

protegendo assim organismos aquáticos a exposição de compostos inorgânicos. 
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 A produção de metalotioneínas é induzida pelo aumento de entrada de metais 

na célula, o que torna estas proteínas biomarcadores específicos de exposição à 

contaminação de por metais (NICHOLSON & LAM 2005, VIARENGO et al., 2007). 

 

 

1.4.  Estudo de Campo  

 

As principais vantagens de tais estudos referem-se à incorporação de 

exposições realistas, que vão determinar diretamente os efeitos observados, e a 

utilização de ambientes naturais, que evitam a necessidade de extrapolação dos 

resultados para o ecossistema (GRANEY et al., 1995). Os testes em campo são 

indicados para avaliação de compostos novos no ambiente natural, por exemplo, 

agrotóxicos (RAND, 1980). 

 No ambiente natural, devido à redução na persistência e biodisponibilidade, os 

efeitos da maioria das substâncias químicas possuem menor dano do que em 

laboratório, porém em algumas vezes se tornam mais tóxicas do que em condições 

laboratoriais (ARAGÃO & ARAÚJO, 2006).  

 

1.5.  Peixes como Bioindicadores 

 

O termo bioindicador pode ser reconhecido como sendo de espécies sentinelas 

que são utilizadas como primeiros indicadores de danos ao ambiente (ADAMS, 

2002).  A utilização de peixes para o monitoramento ecotoxicológico se justifica pelo 

seu intimo contato com o habitat, muitas espécies com seu ciclo de vida bem 

documentado, posição chave na cadeia trófica e importância no consumo humano 

(VIARENGO et al., 2007).  

Estudos de campo com a utilização de espécies nativas dos rios de fácil 

obtenção e grande distribuição são ferramentas interessantes no diagnóstico de 

áreas impactadas, dentre este aspectos o gênero nativo como Astyanax vem sendo 

utilizado como bioindicadores em vários estudos de avaliação de impacto ambiental. 
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1.6.  Gênero Astyanax 

 

A ordem Characiformes é o grupo dominante dentre os peixes de água doce da 

América do Sul, sendo a família Characidae a maior e mais complexa desta ordem 

(FOWLER, 1999).Nesta família estão peixes de hábitos alimentares muito 

diversificados (Herbívoros, onívoros, carnívoros) e que exploram uma grande 

variedade de habitats (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988). O gênero Astyanax, pertence 

à família Characidae, corresponde a maior unidade dos Tetragonopterinae, sob o 

ponto de vista sistemático e constitui um dos gêneros dominantes da América do Sul 

(EIGENNANN, 1921) (FIG. 2). Estes lambaris possuem importância para o consumo 

humano tendo um grande valor ecológico como espécie forrageira (GODOY, 1975), 

além disso, tem papel chave na ciclagem de nutrientes em ambientes aquáticos 

servindo de alimento para aves e peixes pertencentes a níveis tróficos superiores. 

 

FIGURA  2-  Gênero Astyanax. 

 

Fonte: RAMSDORF, 2007. 

 

1.7.  Área de Estudo 

 

O bioma possui uma grande biodiversidade, uma vasta gama de espécies 

endêmicas (BEHLING  et al., 2009) e uma grande riqueza em mananciais hídricos 
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de água doce vitais para o sustento de atividades agrícolas, industriais, 

abastecimento público e preservação da biodiversidade aquática (INSTITUTO 

IBAMA) entre elas a Região Hidrográfica do Guaíba situada na região nordeste do 

RS, abrangendo uma área de 84.763,54 Km2 (FIG. 3). Formada pelo território 

parcial ou total de 251 municípios, com uma população de 5.869.265 habitantes. A 

bacia hidrográfica do Vacacaí-Vacacaí Mirim, pertencente à Região Hidrográfica do 

Guaíba está localizada na porção centro-ocidental do RS, possuindo uma área de 

11.077,34 km² (FIG. 4). Os principais usos da água se destinam a irrigação, pecuária 

e abastecimento público. (SEMA 2001). 

 A bacia do Vacacaí-Vacacaí Mirim vem enfrentando sérios problemas de 

contaminação de seus recursos hídricos dando destaque para efluentes domésticos 

e pesticidas pelo escoamento superficial em áreas cultivadas. O manejo inadequado 

de efluentes urbanos e a crescente utilização de agroquímicos nas monoculturas, 

principalmente de soja e arroz (VERDUM et al., 2006). 

 O rio Vacacaí nasce em São Gabriel, passando por Santa Maria até 

desembocar no delta do rio Jacuí. O solo é ocupado por latifúndios, com pecuária 

extensiva e agricultura. (FEPAM RS). O município de São Gabriel – RS tem como 

principais atividades economia a pecuária extensiva e o cultivo de monoculturas de 

arroz irrigado e soja, tendo como principal manancial para estas atividades e 

abastecimento público o rio Vacacaí. Dados sobre a qualidade da água deste 

recurso hídrico são escassos, tornando relevante os estudo de biomonitoramento e 

índices de preservação da biota aquática. 
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FIGURA  3 -  Região Hidrográfica do Guaíba. 

 

Fonte : SEMA RS 

 

FIGURA  4 -  Mapa da Bacia Hidrográfica do Rio Vacacaí- Vacacaí Mirim. 

 

Fonte: SEMA – RS. 
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O experimento de campo foi feito em Janeiro e fevereiro de 2012. Os animais 

foram coletados em três pontos distintos: controle (30°38’32.93”S/ 54°40'29.63” O) 

(FIG. 4)S1 (30°22’35.45”S/54°21’24.82” O) (FIG. 5) e S2 (30°20’27.28”S/54°1819.96” 

O), (FIG. 4), foi escolhido como local de referência. Para a realização do 

monitoramento destas localidades foram utilizados peixes do gênero Astyanax, a 

coleta dos animais foi realizada utilizando-se principalmente armadilhas artesanais.       

 O ponto S1 é caracterizado por moderada conservação da mata riparia, 

proximidade com o cultivo de monoculturas de soja, e razoável proximidade com a 

região urbana. O ponto S2 situado na região urbana do município caracterizado por 

fontes poluidoras como efluentes domésticos, descarga de resíduos sólidos nas 

margens do rio. O ponto controle (referência) apresenta significativa conservação da 

mata ciliar e baixa atividade antrópica nas proximidades do local de coleta. 

 

FIGURA  5 -  Ponto Referência (controle) de coleta no rio Vacacaí. 

 

Fonte : Google Earth 
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FIGURA 6 -  Ponto S1 de coleta no rio Vacacaí. 

 

Fonte : Google Earth. 

 

FIGURA  7 -  Ponto S2 de coleta no rio Vacacaí. 

 

Fonte : Google Earth 

 



21 

 

 

2.  OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar parâmetros bioquímicos de estresse oxidativo e neurotoxicidade como 

biomarcadores de contaminação aquática na avaliação da qualidade ambiental do 

rio Vacacaí. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Investigar biomarcadores de contaminação aquática no gênero Astyanax. 

 

 Dosar biomarcadores clássicos como níveis de tióis proteicos e não 

proteicos, atividade de enzimas relacionadas: ao metabolismo da glutationa 

(glutaiona redutase, glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase), à defesa contra 

peróxidos (catalase e glutaiona peroxidase), sensíveis a organofosforados 

(acetilcolinesterase) e ao metabolismo de xenobióticos (glutationa S-transferase), 

além da expressão de proteínas marcadores de estresse oxidativo Nrf2, GPX4, 

NQO-1, e proteínas marcadores de presença de metais (MTs). 
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3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Preparação das Amostras 

 

  Os animais foram capturados utilizando uma armadilha feita manualmente com 

malha plástica (1.0 x 1.0 cm). Após a coleta, os animais foram transportados para o 

laboratório em bombonas plásticas e transferidos para aquários com oxigenação 

constante, contendo a própria água do ponto de coleta. Após período de adaptação, 

os animais foram anestesiados em gelo e eutanaziados por ruptura cervical para a 

extração do cérebro e de parte do tecido muscular dos peixes. Em seguida, o tecido 

muscular foi homogeneizado em tampão HEPES 20mM, pH 7,0. O homogeneizado 

foi centrifugado a 1000g durante 5 minutos a 4°C, sendo uma parte do sobrenadante 

retirado para a determinação da atividade da enzima AChE, o restante do 

sobrenadante foi centrifugado a 20000 g por 30 minutos  para determinação de 

enzimas antioxidante GPX, CAT, SOD e GST. A preparação do tecido cerebral para 

analise de expressão de Nrf2,GPx4,MT1 e NQO-1 esta descrita no item 3.6. 

 

3.2. QUÍMICOS UTILIZADOS 

 

 A glutationa redutase (G3664), glutationa reduzida (GSH), a glutationa 

oxidada fluidizado (GSSG), t-butil-hidroperóxido (t-BOOH), 5,5’-ditio-bis (ácido 2-

nitrobenzóico (DTNB), nicotinamida-adenina 2-fosfato de dinucleótidio reduzido 

hidrato de sal tetrassódico (NADPH). Todos os outros produtos químicos utilizados 

no presente trabalho foram a partir da mais elevada pureza analítica. 
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3.3. Determinação da Atividade da Enzima Acetilcolinesterase 

 

 A atividade enzimática foi determinada em um espectrofotômetro Thermo 

Scientific Evolution 60S UV-Visível. A atividade da AchE foi determinada utilizando o 

ensaio descrito por (ELLMAN  et al., 1961) com algumas alterações, utilizando 

tampão de fosfato (KPi) 0,25 M, pH 8, EDTA 1mM, DTNB 5 mM e tiocolina 7,25 mM 

como substrato.  

 

3.4. Determinação de Tióis Proteicos (PSH) e não Proteicos (NPSH). 

 

O tecido muscular foi retirado na linha dorsal dos peixes, pesados e 

posteriormente processados para a leitura espectrofotométrica. O extrato ácido foi 

centrifugado (15.000 g, 5 min., 4 ºC) para obtenção do pellet, o qual é lavado 2-3 

vezes (PCA 0,5 M) e diluído em 1 ml de TRIS/HCl 0,5 M, pH 8,0. Tanto para NPSH, 

PSH músculo, o desenvolvimento de cor se dá pela reação dos grupos tióis com 

DTNB, e consequentemente liberação de DTNB, a qual pode ser medida 

fotometricamente em 412 nm (ELLMAN, 1959). Níveis de NPSH foram expressos 

µmol NPSH/g por tecido. 

 

3.5. Determinação de Atividades Enzimáticas Antioxidantes  

 

A atividade enzimática Thermo Scientific Evolution 60S UV–Vis) ibl. Atividade de 

GR e GPX foi descrita conforme (FRANCO et al., 2007). Atividade de GPX4 foi 

determinada utilizando o ensaio de acoplamento descrito por (WENDEL, 1981) no 

qual é monitorado indiretamente o consumo de NADPH em 340nm tert-

butylhydroperoxide como gerador de GSSG. Atividade de GST foi processada 

segundo (HABIG & JAKOBY, 1981). A conjugação de GSH com o substrato 

clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST produz um composto que pode ser 

detectado em 340nm. Atividade de catalase (CAT) foi mensurada de acordo com 

(AEBI, 1984). Atividade de superoxido dismutase (SOD) foi elucidada de acordo 

(KOSTYIUK & POTAVICH, 1989).  
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3.6. Western Blot  

 

Western blotting foi realizado de acordo com (FRANCO et al.,  2010) com 

pequenas modificações As estruturas do cérebro (córtex e cerebelo) foram 

homogeneizados a 4 ° C em 300 mL de tampão (pH 7,0) contendo 50 mM Tris, 1 

mM de EDTA, 0,1 mM de fluoreto de fenil metil sulfonil, Na3VO4 20 mM, fluoreto de 

sódio 100 mM e cocktail de inibidores de protease (Sigma, MO). Os homogenatos 

foram centrifugados a 1000 x g durante 10 min. a 4 ° C e os sobrenadantes são 

recolhidos. Após a determinação da proteína total (BRADFORD, 1976) utilizando 

albumina de soro bovino como padrão, β-mercaptoetanol foi adicionado às amostras 

a uma concentração final de 8%. Em seguida, as amostras foram congeladas a -80 ° 

C para posterior análise. As proteínas foram separadas por SDS-PAGE e 

transferidas para membranas de nitrocelulose. Em seguida, as membranas foram 

incubadas com anticorpos primários específicos para a determinação do Nrf2, GPx4, 

NQO1 e MT1. 

 

3.7. Análise Estatística  

A análise estatística realizou-se através de análise de variância one-way ANOVA 

seguida de teste post-hoc de Duncan quando necessário. Sendo considerados 

estatisticamente significantes valores de p≤0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

A atividade colinesterásica AChE (FIG. 8A) foi analisada no músculo dos peixes 

como biomarcador de exposição a pesticidas organofosforados e carbamatos na 

região de estudo, sendo observada uma inibição no ponto S2 e nenhuma alteração 

significativa no ponto S1 em relação ao controle. 

 

FIGURA 8 - Atividades enzimáticas AchE acetilcolinesterase (A) no tecido muscular 

Astyanax coletados de três pontos diferentes (CTL, S1 e S2) no rio Vacacaí, São Gabriel - RS. 

Dados são apresentados como média ± desvio padrão da atividade enzimática, expressa em mU / mg 

de proteína total. * P <0, 05 (ANOVA, teste post-hoc de Duncan), n 4-6 animais por grupo. Os animais 

controle foram coletados em um ponto de referência. 

 

Atividade de GST (FIG. 9B) aumentou significativamente frente ao controle no 

ponto S2.  

 

 

FIGURA 9 -  Atividade enzimática da glutationa S-transferase GST (B) no tecido 

muscular Astyanax coletadas de três pontos de coleta diferente (CTL, S1 e S2) no rio Vacacaí, 

São Gabriel - RS.  
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 Os níveis de NPSH (FIG. 10A) foram diminuídos significativamente no ponto 

S2 em relação ao grupo controle, enquanto que os níveis de PSH (FIG.10 B) não 

mostraram nenhuma alteração significativa. 

 

  

 

FIGURA 10 - Níveis de NPSH (A) e PSH (B) no músculo Astyanax coletados de três 

pontos diferentes (CTL, S1 e S2) no rio Vacacaí, São Gabriel - RS. Dados são apresentados como 

média ± desvio padrão da atividade enzimática, expressa em mU / mg de proteína total. * P <0, 05 

(ANOVA, teste post-hoc de Duncan), n 4-6 animais por grupo. Os animais controle foram coletados 

em um ponto de referência. 
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Observou-se uma diminuição na atividade das enzimas CAT (Fig. 11A) no ponto 

S2 e aumento da atividade de SOD (Fig. 11B) no ponto S1 frente ao controle. Em 

relação à atividade GPx (Fig. 11C) observou-se um aumento significativo nos pontos 

S1 e S2 quando comparado ao ponto referência e uma diminuição da atividade GR 

(Fig. 11D) no ponto S2 em relação ao ponto referência.   

 

 

FIGURA 11 -  Atividades enzimáticas no tecido muscular Astyanax coletados de três 

pontos de coleta (CTL, S1 e S2) no rio Vacacaí, São Gabriel RS. (A) Atividade catalase (CAT) 

(B) atividade superóxido dismutase SOD. (C) glutationa peroxidase. Atividade (GPx). (D) 

Atividade redutase glutationa (GR). Os dados são apresentados como média ± desvio padrão da 

atividade enzimática, expressa em mU / mg de proteína total. * p <0, 05 (ANOVA, teste post-hoc de 

Duncan), n 4-6 animais por grupo. Os animais controle foram coletados em um ponto de referência. 

 

A expressão de marcadores de estresse oxidativo no cérebro dos peixes foi 

avaliada através da expressão de Nrf2, fusão Nrf2, NQO-1 e GPX4. Foram também 

avaliados os níveis de metalotioneína (MT1), como biomarcador para a presença de 

metais nos locais de coleta. Observou-se um aumento significativo na expressão de 

NRF2 (FIG. 12A) e (p<0,01) fosfo  Nrf2 (FIG. 12B), NQO-1 (FIG. 12C) e GPX4(FIG. 
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12A) nos pontos S1 e S2. Um efeito similar foi observado para a expressão de MT1 

(FIG. 12B) no ponto S1 e S2 em relação ao ponto referência. 

 

 

 

FIGURA 12 - Imunodetecção mostrando os níveis de expressão de NRF2 (A), 

phosphoNrF2 e NQO-1 no tecido cerebral Astyanax coletados de três pontos de coleta _ (CTL, 

S1 e S2) no rio Vacacaí, São Gabriel - RS. Dados são apresentados como média desvio padrão da 

atividade enzimática, expressa em mU / mg de proteína total. * p <0, 05 (ANOVA, teste post-hoc de 

Duncan), n 4-6 animais por grupo. Os animais controle foram coletados em um ponto de referência. 
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FIGURA 13 - Imunodetecção mostrando os níveis de expressão de GPx4 (A) e MT1 (B), 

em tecido cerebral Astyanax coletados de três pontos de coleta (CTL, S1 e S2) no rio Vacacaí, 

São Gabriel – RS. Dados são apresentados como média desvio padrão da atividade enzimática, 

expressa em mU / mg de proteína total. * p <0, 05 (ANOVA, teste post-hoc de Duncan), n 4-6 animais 

por grupo. Os animais controle foram coletados em um ponto de referência. 
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5.  DISCUSSÃO 

 

Os ecossistemas aquáticos vêm sofrendo perda de sua qualidade ambiental, 

através de sucessivas exposições a contaminantes sendo que este impacto altera 

significativamente a biota aquática alterando a biodiversidade. Esta exposição a 

agentes tóxicos, sendo eles de origem industrial, agrícola ou urbana acabam 

causando respostas ecológicas deletérias.  

Os dados apresentados neste estudo, utilizando a espécie de peixe Astyanax, 

amplamente distribuídos na região foco do estudo, mostraram alterações 

bioquímicas em tecidos musculares e cerebrais nos dois pontos de coleta em 

relação ao grupo referência. 

A atividade da enzima acetilcolinesterase AChE (FIG. 8A), mostrou diminuição 

de atividade no ponto S2, sendo que sua inibição vem sendo utilizada como 

biomarcador clássico da presença de concentrações subletais de organofosforados, 

sendo estes compostos amplamente utilizados na agricultura atingindo os 

ecossistemas aquáticos através de despejos agrícolas e urbanos (VIARENGO et al., 

2007). Em peixes vários estudos demonstram alterações na atividade de 

colinesterases na presença de organofosforados ou herbicidas (SANCHO et al., 

2000; DUTTA & ARENDS, 2003). Esta inibição esta relacionada com possíveis 

descargas no rio Vacacaí de organofosforados utilizados na agricultura familiar 

próxima a coleta de peixes no ponto S2. Outra hipótese de inibição de atividade 

colinesterásica poderia ser indicada pela possível presença de pesticidas na água 

do rio Vacacai, sendo que o curso do rio percorre áreas difusas de descarga de 

agrotóxicos oriundos da extensiva atividade de monoculturas como soja e arroz na 

região. 

A atividade da enzima glutationa S-tranferase (GST), por ser uma enzima 

sensível a compostos exógenos tem sido largamente utilizada como biomarcador 

(STEGEMAN et al., 1990; BUCHELI & FENT, 1995). No ponto S2 as respostas 

bioquímicas (FIG. 9B) foram marcadas pelo aumento da atividade enzimática. Este 

aumento pode estar relacionado com a presença de diferentes xenobióticos no 

ambiente, ocasionando uma resposta do organismo na tentativa de eliminar 

compostos potencialmente tóxicos, este aumento de atividade também foi verificado  
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em glândulas digestivas do mexilhão Perna se elevou em sítios de poluição 

industrial em Santa Catarina, Brasil (BAINY et al., 2000). 

A capacidade antioxidante se dá pelo grupamento reativo de sua cisteína, o 

grupamento tiol (SH) o qual também pode ser encontrado em proteínas, tióis 

proeticos  (PSH) e em outro tióis não proteicos de baixo peso molecular (NPSH), 

como a cisteína (REICHL et al., 2007). O estado tiólico dos peixes demonstrou uma 

diminuição nos níveis de tióis não proteicos (NPSH) (Fig. 10A) no ponto S2, 

demonstrando um indicativo de estresse oxidativo neste ambiente. A depleção de 

NPSH pode estar relacionada à possível presença de agroquímicos na região e 

constante exposição dos peixes a estes tipos de contaminantes, como no estudo de 

(MENENZES C et al., 2012) em que houve a diminuição dos níveis de NPSH em 

carpas (Cyprinus carpio) frente à exposição do herbicida quinclorac. 

O Ponto S1 e S2 mostraram alterações nos marcadores de estresse oxidativo 

como a indução da atividade enzimática de superoxido dismutase (SOD), glutationa 

peroxidase (GPx), (Fig. 11B, 11C) e inibição da atividade de catalase (CAT), 

glutationa redutase (GR), (Fig. 11A,11D), indicando que os peixes coletados nestes 

pontos estão sob exposição ao estresse oxidativo. Muitas reações de degradação de 

aminoácidos e gorduras, ocasionadas pelo estresse oxidativo produzem radicais 

livres e peróxido de hidrogênio, espécies altamente reativas capazes de lesar a 

maquinaria celular. Como resposta, as células desenvolveram vesículas 

peroxisossomos, onde ocorrem reações devido a grande quantidade de catalase 

(LENINGHER et al., 1995). 

 No ponto S2 uma inibição significativa da atividade de CAT (Fig. 11A) pode ser 

um indicativo de impacto local e tentativa de adaptabilidade dos lambaris, no ponto 

coletado. Em um estudo de monitoramento de áreas poluídas no estado de Santa 

Catarina foram obtidos resultados demonstrando inibição da atividade de catalase 

em Oreochromis niloticus (BAINY et al., 1996). 

 O aumento da atividade enzimática nos animais coletados no ponto S1, SOD e 

GPx no ponto S1 e S2, tem como hipóteses a exposição destes peixes a estresse 

oxidativo devido à presença de  xenobiótiocos e decaimento de níveis de oxigênio. 

Frente a estes parâmetros ocorrem o aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes na tentativa de neutralização de radicais livres, gerados pela 
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exposição dos peixes a contaminantes no  ambiente de estresse oxidativo pelo 

estado de hipóxia destes ambientes, esta atividade enzimática foi verificada em 

estudos no fígado de carpa comum Cyprinus carpio (LUSHCHAK et al., 2005), como 

hipótese de hipóxia no estudo em campo. Em outro trabalho, sobre a água doce o 

molusco Corbicula fluminea exposto a um ambiente de baixos níveis de oxigênio 

dissolvido teve como resultado o aumento das atividades de catalase e glutationa 

peroxidase (VIDAL et al., 2002). 

A inibição de GR pode causar um distúrbio redox celular e comprometer o 

sistema antioxidante celular, uma vez que GR é responsável pela ciclagem da 

glutationa utilizada no ciclo da GPx. Além disso, a GSH é o substrato de glutationa 

peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST), que servem também na 

neutralização de ROS e os seus produtos de reação (TAUSZ  et al., 2004). A 

inibição de atividade de GR (FIG.. 11D) no ponto S2 pode ser resultado de uma 

redução na disponibilidade de GSH nos peixes coletados neste ponto, impedindo a 

manutenção do estado redox celular. Contudo o mecanismo de inibição das enzimas 

antioxidantes é desconhecido, podendo ser devido à inibição da transcrição de 

genes específicos, por xenobióticos resultando numa diminuição dos níveis de 

mRNA de tais enzimas, e refletindo suas atividades mais baixas (SILVA et al., 2011). 

Em condições de estresse oxidativo, o sistema de defesa antioxidante das 

células é ativado através do fator de transcrição Nrf2 que favorece a sobrevivência 

de organismos em ambientes impactados, corroborando com dados demonstrados 

nos pontos S1 e S2 com possíveis fontes de contaminação difusas agrícolas e 

urbanas indicadas pela indução de expressão de Nrf2 (FIG. 4A) e fosfo Nrf2 (FIG. 

4B). Com isso, através da ativação e aumento da expressão de Nrf2 nos pontos S1 

e S2, pode estar relacionada também  ao aumento de  expressão de NQO-1 (FIG. 4 

C) e GPX4 (Fig. 5A), que tem como principal substrato hidroperoxidos de 

fosfolipídios, o que pode indicar papel crucial na oposição a peroxidação lipídica 

(BRIGELIUS-FLORE, 2006).O aumento de expressão destes marcadores de 

estresse oxidativo  nos pontos S1 e S2 frente ao controle, fortalecem a hipótese de 

que estes peixes se encontravam sobre estresse oxidativo pela exposição 

prolongada a xenobióticos. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X12002910#bib0050
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A produção de metalotioneínas (MTs) é induzida pelo aumento da entrada de 

metais na célula, o que torna estas metaloproteínas biomarcadores de contaminação 

de metais clássicos de exposição a metais (VIARENGO et al., 2007). Sua 

aplicabilidade como biomarcador de exposição a metais se deve a capacidade 

destas metaloproteinas em desintoxicar e regulação de certos metais, essa atividade 

foi estuda em diversos estudos efetuados em organismos aquáticos (STEGEMAN et 

al., 1992; La FONTAINE et al., 2000) tornando as MTs ferramentas úteis na 

bioindicação de poluição aquática por estes agentes tóxicos. Na (FIG. 5 B) os 

resultados demonstram uma indução na expressão de MT1 nos pontos S1 e S2, 

gerando a hipótese que estes pontos estão sobre contaminação por metais 

provenientes de adubos minerais e orgânicos, bem como corretivos e defensivos 

agrícolas, usados na região como NPK. Estes fertilizantes utilizados para suprir 

micronutrientes podem conter metais pesados, como impurezas na sua estrutura 

(AMARAL SOBRINHO et al., 1992), sendo esta contaminação por metais decorrente 

do uso de agroquímicos já relatada no estudo da microbacia Caetés, em Paty do 

Alferes (RJ), no qual foi encontrado concentrações de Cd, Pb e Mn, na água do 

córrego e açude que cortam a microbacia (RAMALHO et al., 2000). 
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6.  CONCLUSÕES 

 

Utilizando o gênero Astyanax neste estudo de avaliação da qualidade ambiental 

do rio Vacacaí, foram verificadas alterações bioquímicas nos biomarcadores de 

contaminação aquática, mostrando alterações clássicas como a inibição de 

acetilcolinesterase frente a agroquímicos organofosforados, assim como níveis de 

expressão de metiolotioneínas, como possível contaminação por metais encontrados 

em fertilizantes utilizados na adubação de monoculturas na região de estudo. A 

análise de biomarcadores de biotransformação mostrou alterações nos pontos de 

coleta, demonstrando clara contaminação por xenobiontes. Parâmetros de estresse 

oxidativo tiveram alterações como indução na atividade enzimática de SOD e GPX e 

inibições da atividade GR e CAT, sendo estas resposta biológicas em organismos 

aquáticos identificadas e correlacionadas em estudos de impacto ambiental. 

Alterações nos níveis de expressão de Nrf2 ,GPX4 e NQO-1 também reforçam a 

hipótese de que estes peixes se encontram em ambientes sob estresse oxidativo, 

por provável, ação de xenobióticos. E baixos níveis de oxigênio dissolvido 

encontrados nos pontos coletados demonstram uma situação de hipóxia, que 

poderia agravar o estado de estresse oxidativo dos lambaris. Estes resultados 

demonstram um agrave na contaminação do principal manancial da região o rio 

Vacacaí, com alterações em respostas biológicas iniciais. Sendo que a continua 

exposição dos peixes a esta poluição aquática pode levar a um desequilíbrio 

ecológico relevante. Portanto é relevante a investigação de biomarcadores de 

contaminação aquática na prevenção de danos ambientais e diagnóstico preventivo 

em programas monitoramento ambiental. 
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