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ANALISE COMPARATIVA DO FENOTIPO MULTIXENOBIOTICO
RESISTENTE EM DUAS ASSEMBLEIAS DE PEIXES ESTUARINOS

Anderson Kelvin Saraiva Macédo!

RESUMO

O objetivo desse estudo foi investigar a atividade do fenétipo de resisténcia a
multixenobiéticos (MXR) das assembleias de peixes de dois estudrios tropicais, com
diferentes graus e tipos de impacto antrépico, um estudrio mais impactado, estudrio do
Paraiba e um moderadamente impactado, estudrio de Mamanguape, com a hipétese de
que a atividade de resisténcia a multixenobidticos da assembleia de peixes € um bom
indicador do status ecolégico do ambiente onde esses peixes vivem. Para isso, foram
utilizados ensaios de acimulo de rodamina B (RB), um substrato fluorescente da
glicoproteina transmembrana P (P-gp), a principal base molecular do fenétipo MXR
responsdvel por retirar os xenobidticos de dentro da célula. Primeiramente, foi
investigada a atividade do fenétipo MXR em diferentes tecidos da espécie chave
Atherinella brasiliensis, indicando a diferenca da atividade do mecanismo em cada
tecido. Os resultados mostraram que as branquias possuem um menor acimulo de RB e,
portanto maior expressdo do fenétipo MXR, quando comparada aos demais tecidos
analisados. Portanto, para os ensaios posteriores, foi analisado o aciimulo de RB apenas
nas branquias dos peixes dos dois estudrios. Os resultados obtidos mostraram que as
espécies possuem diferentes niveis de atividade da MXR, revelando, portanto, a
existéncia de uma diferenca espécie-especifica na atividade da MXR de peixes
submetidos a uma mesma condi¢do. Dentre as espécies estudadas, Eucinostomus
melanopterus foi uma das que apresentou os maiores acimulos de RB no estuirio do
Paraiba, mostrando que nesse local, essa populagcdo seria mais vulnerdvel a poluicio,
quando comparada com as demais analisadas. Diferente disso, o baicu, Sphoeroides
testudineus apresentou um dos menores acimulos de RB nos dois estudrios. Isso pode
estar ligado diretamente a fatores evolutivos e/ou ao seu hédbito bentOnico. Algumas
outras espécies de mesmo hibito mostraram o mesmo resultado, contribuindo assim
para sustentar a hipétese de que o habito do peixe na coluna d’agua influencia na
atividade MXR. Com isso, o presente estudo fornece uma melhor compreensdo da
atividade MXR das assembleias de peixes de dois estudrios tropicais, utilizando o
potencial desse mecanismo para avaliar a qualidade ambiental de cada estudrio,
revelando quais espécies seriam mais vulnerdveis e quais seriam mais resistentes a
poluicdo nesses locais. Essas anélises sdo inéditas para peixes estuarinos, sendo assim,
relevantes para o melhor entendimento da fisiologia das espécies e da qualidade do
ambiente em que vivem.

Palavras-Chave: Estudrios tropicais, MXR, Pufferfish.

! Aluno de Graduagdo em Ciéncias Biol6gicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus V.

Email: andersshpl @bol.com.br



1 INTRODUCAO

Os estudrios estdo distribuidos ao longo das margens de oceanos tropicais, onde
variam muito em origem, tipo e tamanho. Eles caracterizam-se como regides costeiras
parcialmente fechadas onde a 4gua doce dos rios mistura-se com a 4gua do mar (Castro
e Huber, 2012). Esses ecossistemas aquéticos sdo bastante suscetiveis a contaminagao,
pois frequentemente sdo submetidos a multiplos estressores antrépicos e,
tradicionalmente, t€m sido utilizados como receptores de esgotos e diversos poluentes
domésticos e industriais (Marcelino, 2000). Muitos desses estressores sdo extremamente
téxicos para a biota aqudtica, constituindo uma séria ameaca a biodiversidade desses
ambientes (Walker et al., 2012; Amiard-Triquet ¢ Amiard et al., 2013).

A resisténcia simultanea de varios organismos aquéticos a presenca de diferentes
quimicos em 4guas poluidas pode ser explicada, pelo menos parcialmente, devido a
presenca de um mecanismo intrinseco de efluxo que previne o acumulo de xenobiéticos
no interior das células, antes que esses expressem seu efeito deletério (Kurelec et al.,
2000). Essa resisténcia constitui uma das estratégias de defesa mais intrigantes
desenvolvidas em organismos aquéticos, chamada mecanismo de resisténcia a
multixenobiéticos (MXR) (Kurelec, 1992). Trata-se de um mecanismo anilogo ao
mecanismo de resisténcia a multiplas drogas (MDR) encontrado em mamiferos que
possuem células resistentes a drogas quimioterapéuticas (Efferth e Volm, 2017).

A capacidade de indugdo da MXR por xenobidticos e a sua ampla distribui¢do
taxondmica (compreendendo organismos aquiticos como gastropodes, bivalves e
peixes) sugere seu papel como a primeira linha de defesa biolégica (Kurelec, 1992;
Epel, 1998; Bard, 2000). A expressdo desse mecanismo é mediada principalmente pelo
transportador ABCB1 (P-glycoprotein, P-gp) um representante da superfamilia de
transportadores ABC (ATP-binding cassette) (Epel et al., 2008). A P-gp liga-se a uma
variedade de substratos e facilita seu efluxo, prevenindo assim o acimulo intracelular de
xenobidticos e causando, portanto, resisténcia a eles (Kurelec, 1995; Minier et al., 1999;
Jackson e Kennedy, 2017).

A exposi¢@o a dgua poluida induz a expressdo da atividade da P-gp, que pode
retornar a seu nivel basal de atividade, quando cessa a exposi¢do aos contaminantes
(Smital et al., 2000). Portanto, existe uma correlacdo entre o nivel de poluicdo
identificado e a atividade do transportador (Eufemia e Epel, 1998). Tal funcionamento

da MXR deve aumentar a resisténcia dos individuos as 4guas poluidas, sugerindo que
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esses possam ser utilizados como biomarcadores de polui¢do ambiental (Kurelec et al.,
2000). Devido a essa indutibilidade na presenca de um contaminante, e pela
inespecificidade do mecanismo, a expressao do fenétipo MXR pode ser considerada um
biomarcador generalizado de contaminag@o aquética (Smital e Kurelec, 1998; Minier et
al., 1999; Bard 2000; Kurelec et al., 2000).

Muitos estudos de biomonitoramento que utilizam o fenétipo MXR como
biomarcador de contaminagcdo aquéitica vém sendo realizados com invertebrados,
particularmente moluscos (Achard et al., 2004; Pain e Parant, 2007; Yawetz et al.,
2010; Bonnafé et al., 2015; Franzellitti et al., 2016). No entanto, poucos estudos foram
feitos para investigar a expressdo do fenétipo MXR em peixes (Albertus e Laine, 2001;
Smital e Sauerborn, 2002).

Os métodos funcionais (medi¢do da atividade de transporte), juntamente com
métodos imunoquimicos, sdo a melhor abordagem para determinar a expressdao da MXR
em organismos aqudticos (Smital e Sauerborn, 2002). Considerando a diminui¢do do
acimulo e/ou o aumento do efluxo de xenobidticos nos tecidos dos organismos
aqudticos expostos a contaminantes, consequéncia crucial da atividade da MXR, foram
desenvolvidos varios métodos de medi¢cdo dessa atividade (Smital e Sauerborn, 2002).
No entanto, como ji exposto, quase todos foram desenvolvidos com o uso de
invertebrados aquiticos como organismos experimentais. Portanto, aqui reside o
diferencial do presente trabalho, aplicado aos peixes ocorrentes em estudrios.

Com base nas informagOes aqui expostas, este trabalho objetivou,
primeiramente, investigar a atividade do fen6tipo MXR em diferentes tecidos da espécie
chave, o residente estuarino Atherinella brasiliensis, demonstrando a diferenca do
mecanismo entre cada tecido analisado, além de, investigar a atividade do fenétipo
MXR da assembleia de peixes de dois estudrios tropicais brasileiros, com diferentes
graus e tipos de impacto antrépico, um estudrio mais impactado, estudrio do Paraiba, PB
e um moderadamente impactado, estudrio de Mamanguape, PB. Foi utilizado o acimulo
de rodamina B (um substrato fluorescente da P-gp) que, portanto, funciona como um
xenobidtico, onde a partir da mensuracdo da fluorescéncia emitida, foi possivel observar
a atividade da MXR no epitélio branquial dos peixes. A hipétese testada foi de que a
atividade de resisténcia a multixenobidticos da assembleia de peixes poderia ser um
bom indicador do status ecoldgico do ambiente onde esses peixes vivem. Sendo assim,
em ambientes mais poluidos, a atividade da MXR serd maior e consequentemente

haverd um baixo acimulo de rodamina B, no interior das células do epitélio branquial.
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O inverso seria encontrado em ambientes com menor grau de poluicdo, onde a atividade
da MXR dos peixes desse local seria menor e, portanto, o acimulo de rodamina B seria
maior. Dessa forma, foi esperado que a poluicdo regulasse a atividade da MXR das
espécies. Também foi objetivo do trabalho analisar as diferencas constitutivas entre as
espécies e testou-se a hipétese de que os niveis de atividade da MXR s@o inerentes a
cada espécie. Assim, os niveis de atividade da MXR podem ser, em parte, responsaveis

pela resisténcia ou sensibilidade de uma espécie a determinado nivel de polui¢ado local.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 LOCAIS DE ESTUDO

O estudrio do Paraiba (Fig. 1 A) localiza-se entre as latitudes de 6°54°14” e
7°07°36”S, e as longitudes de 34°58°16” e 34°49°31”°W, possui caracteristicas tipicas de
um rio submetido a um regime de fluxo médio, permitindo a formagdo de pequenos
bancos de areia circundados por extensos canaviais, pela carcinocultura, pelo Porto de
Cabedelo e por uma &4rea metropolitana composta por cinco municipios, Santa Rita,
Bayeux, Jodo Pessoa, Cabedelo e Lucena, que juntos perfazem mais de um milhdo de
habitantes (Alves et al., 2016). No canal principal, a profundidade média é de 3,0 m,
exceto na regido do Porto onde frequentes dragagens mantém uma profundidade de 11,0
m (Alves et al., 2016). Este estudrio é margeado por remanescentes de um bosque de
mangue, porém com d4reas bastante descaracterizadas, devido principalmente aos
canaviais e aos aglomerados urbanos, fontes de grande impacto antrépico (Marcelino et
al., 2005).

O estudrio do Mamanguape (Fig. 1 B), estd situado entre as coordenadas
06°43°027" e 06°51°01”’S e 35°07°46” e 34°54°46”W, possui cerca de 25 km de extensdo
e 2,5 km de largura. Este estudrio abrange os municipios de Marcacao e Rio Tinto e estd
inserido numa Area de Protecio Ambiental (APA da Barra de Mamanguape). O local
possui uma vasta drea de mangue e € considerado um estudrio preservado, apesar de
apresentar distintos focos de influéncia antrépica, como desmatamento, cultivo de cana
de actcar e carcinocultura que ocorrem em seu entorno (Alves e Nishida, 2004; Alves et
al., 2016).
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Figura 1. Localizacdo das dreas de estudo: A. Estudrio do Paraiba; B. Estudrio do Mamanguape, Paraiba,
Brasil. Pontos de coleta no estuirio do Paraiba, PM (Ponto de coleta na zona montante) e PJ (Ponto de
coleta na zona jusante), e no estudrio do Mamanguape MM (Ponto de coleta na zona montante) e MJ
(Ponto de coleta na zona jusante).

2.1.2 COLETA DE DADOS E ANALISES LABORATORIAIS

2.1.2.1 Dados Ambientais

As campanhas de amostragem foram feitas bimestralmente entre Abril/2016 e
Mar¢o/2017, num total de seis campanhas em cada estudrio. Os dois estudrios foram
divididos em duas zonas de coleta, segundo o gradiente de salinidade. No estudrio do
Paraiba, o ponto de coleta na zona montante (PM) esta localizado em uma 4rea urbana,
onde a populacdo despeja uma grande carga de esgoto doméstico. J4 o ponto na zona
jusante do estudrio (PJ), encontra-se préximo ao porto de Cabedelo, na desembocadura
do estudrio. No estudrio do Mamanguape, o ponto de coleta na zona montante (MM), é
onde o ecossistema manguezal encontra-se aparentemente preservado. J4 o ponto na
zona jusante (MJ), é o local com a melhor qualidade de 4gua do estuério. Para esse

estudo, essa zona foi considerada como referéncia, ou seja, como o local menos
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impactado entre os analisados, baseado nos trabalhos de Alves, et al. (2016) e dos
Santos et al. (2017).

Valores de superficie para salinidade, temperatura da 4gua (°C), pH, oxigénio
dissolvido - OD (mg/1), sélidos totais dissolvidos - TDS (g/1) e potencial de oxirredugdo
- ORP, foram medidos in situ utilizando uma sonda multiparametros (Horiba/U-50).
Uma amostragem em MM e MJ e duas em PM e PJ foram desconsideradas devido ao

mau funcionamento da sonda.

2.1.2.2 Dados Bioéticos

Durante as mesmas campanhas de amostragem, em cada ponto nos estudrios, 0s
peixes foram capturados via arrastos manuais, realizados com rede de 10 m de
comprimento X 1,5 m de altura e malha de 8 mm. Os arrastos ocorreram nas margens a
montante e a jusante em cada estudrio, em periodo diurno, na baixamar. As amostragens
foram realizadas mediante a devida permissdo do 6rgdo ambiental competente, de
acordo com Licengas concedidas ao Laboratério de Ictiologia (IBAMA/ICMBIO
n°18623-1 e n. 31000-1).

Os individuos coletados (Tab. 1) foram transportados e mantidos em caixas
plasticas com 4gua do mesmo local em que foram capturados e aera¢do constante até a
realizacdo do experimento, que ocorreu no mesmo dia da coleta, no Laboratério de

Ictiologia, Campus V, Jodo Pessoa, UEPB.
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Tabela 1. Peixes capturados nos estuarios Paraiba e Mamanguape, entre Abril/2016 e
Marc¢o/2017. Ordem segundo Eschemeyer et al. (2017).

PB MM
Ordem Familia Espécie Abrev. PM PJ MM M)
Clupeiformes Clupeidae Harengula clupeola H. clu 5
Opisthonema oglinum 0. ogl 7
Siluriformes Ariidae Cathorops spixii C. spi 10
Atheriniformes Atherinopsidae  Atherinella brasiliensis A.bra 37 21 22 10
Beloniformes Hemiramphidae Hyporhamphus robertiroberti  H.rob 27 10
Perciformes Centropomidae Centropomus undecimalis C.und 11
Carangidae Caranx latus C. lat 5
Oligoplites saliens 0. sal 5
Oligoplites saurus O.sau 3 4
Lutjanidae Lutjanus jocu L. joc 4 12
Gerreidae Diapterus auratus D.aur 12
Eucinostomus argenteus Earg 9 7 24
Eucinostomus melanopterus E.mel 28 10 3
Haemulidae Haemulopsis corvinaeformis H. cor 7
Sciaenidae Ophioscion punctatissimus O. pun 8
Mugilidae Mugil curema M.cur 8 7
Gobiidae Bathygobius soporator B. sop 3 5 16
Gobionellus oceanicus G.oce 8 3
Gobionellus stomatus G. sto 9
Ephippidae Chaetodipterus faber C. fab 8
Pleuronectiformes  Achiridae Achirus achirus A.ach 4
Achirus lineatus A. lin 6
Trinectes paulistanus T.pau 6
Tetraodontiformes Tetraodontidae Colomesus psittacus C.psi 10
Sphoeroides greeleyi S.gre 7 13 54
Sphoeroides testudineus S.tes 38 8
Total 211 110 93 100

PM: Paraiba Montante; PJ: Paraiba Jusante; MM: Mamanguape Montante; MJ: Mamanguape

Jusante.

2.1.2.3 Ensaio de acimulo de rodamina B

A atividade de resisténcia a multixenobiéticos foi determinada de acordo com
uma adaptacdo do método descrito por Smital e Kurelec (1998). Para o experimento, os
peixes foram transferidos para um aquéario de vidro com densidade média de dois
peixes/L de dgua reconstituida (4gua desclorada + sal marinho na salinidade do local de

coleta) onde foi adicionado rodamina B (RB) (2,5 uM), um substrato fluorescente da P-
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gp. Os peixes ficaram expostos a essa condicdo experimental durante 2h e, durante a
exposi¢ao, o aqudrio foi protegido da incidéncia de luz direta.

Apébs o periodo de exposicdo, os peixes foram anestesiados com Eugenol e
sacrificados. As branquias, figados, vesiculas biliares e génadas do peixe-rei A.
brasiliensis (n=10), capturados na zona montante do estudrio do rio Paraiba, e as
brinquias das demais espécies, foram amostradas, pesadas e transferidas
individualmente para microtubos de 2 mL. As amostras dos tecidos foram entdo
homogeneizadas em 500 pl de dgua destilada e o homogeneizado foi centrifugado a
3000 g por 7 min. O sobrenadante foi transferido para uma microplaca escura de 96
pocos em triplicata de 100 pl cada, onde a intensidade de fluorescéncia desse
sobrenadante (que corresponde a fluorescéncia intracelular contida no tecido) foi
medida através de um leitor de fluorescéncia (544 nm excitacdo e 590 nm emissdo).
Com o valor de fluorescéncia obtido de cada triplicata foi feita uma média, esse valor

foi entdo dividido pelo peso correspondente da branquia de cada individuo.

2.1.3 ANALISE DE DADOS

Os dados abidticos de cada zona dos dois estudrios foram testados quanto a
normalidade, em um nivel de significancia de 0=0.05. Tais valores foram submetidos a
andlise de Kruskal-Wallis One Way Anova, seguido pelo pds-teste Dunn para
identificar possiveis diferencas entre as zonas.

Os dados de fluorescéncia obtidos foram primeiramente divididos por 100 para a
melhor visualizacdo dos valores. Assim como os dados abidticos, os dados de
fluorescéncia também foram testados para a normalidade, em um nivel de significancia
de 0=0.05. Foram submetidos a andlise de Kruskal-Wallis One Way Anova, seguido
pelo pés-teste Dunn, para identificar as diferencas de actimulo de rodamina B entre os
tecidos de A. brasiliensis. Assim como para identificar as diferencas de acimulo de
rodamina B entre as espécies de cada zona, em cada estudrio.

As espécies mais abundantes e com melhor distribuicio também foram
submetidas a andlise descrita acima, sendo plotadas individualmente em histogramas
segundo as zonas em que foram capturadas.

Uma andlise de correspondéncia candnica (CCA), utilizando o Past versdo 3.18
(Hammer et al., 2001), foi realizada para identificar possiveis relaces entre as varidveis

abidticas mensuradas e o acimulo de fluorescéncia das mesmas espécies, as mais
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abundantes e com melhor distribui¢do. Para os dados de fluorescéncia, foram feitas
médias dos valores obtidos de cada individuo por espécie em cada estuério, onde foi

feita a transformacdo dessa média utilizando Log10.

3 RESULTADOS

3.1 PARAMETROS AMBIENTAIS

Dentre os fatores abidticos mensurados, a maioria ndao revelou diferenca
significativa entre as zonas em cada estudrio (p>0,05). Somente a salinidade diferiu
significativamente entre as zonas nos dois estudrios (p<0,05). Como esperado, a
salinidade foi alta nas zonas a jusante (PJ e MJ) e baixa nas zonas a montante (PM e

MM) nos dois estuarios.
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Figura 2 - Boxplots dos parametros fisico-quimicos das zonas a montante (PM) e jusante (PJ) do estuério
do Paraiba e das zonas montante (MM) e jusante (MJ) do Mamanguape: (a) oxigénio dissolvido, (b) ORP,
(c) pH, (d) salinidade, (e) TDS, (f) temperatura.
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3.2 ANALISE TECIDUAL DO ACUMULO DE RODAMINA B DE Atherinella

brasiliensis

Os resultados obtidos mostraram uma diferenca clara na acumulacio de RB
entre os tecidos de A. brasiliensis. Foi observado um maior acimulo de RB na vesicula
biliar, sendo esse, 171,3 vezes maior do que nas branquias. Uma maior acumulagdo
também foi observada no figado (11,8 vezes em comparagdo com as branquias).
Enquanto que o acimulo de RB nas gonadas foi 6,0 vezes maior do que nas branquias
(Fig. 3).
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Figura 3 - Ensaio de acumulac@o de rodamina B (RB) em diferentes tecidos de Atherinella brasiliensis
provenientes do estudrio do rio Paraiba. Em destaque, aciimulo de RB no figado, gonada e branquia para
a melhor visualizacdo dos valores de fluorescéncia para esses tecidos. Colunas com letras iguais

representam valores médios de fluorescéncia estatisticamente semelhantes (p >0,05).

3.3 ANALISE GERAL DO ACUMULO DE RODAMINA B POR ZONA

O ensaio de actimulo de rodamina B com as espécies encontradas no estudrio do
Paraiba, mostrou que tanto na zona montante (PM) (Fig. 4 A), quanto na zona jusante
(PJ) (Fig. 4 B) E. melanopterus (1103,54) apresentou o maior acimulo médio de RB. O
acimulo encontrado nessa espécie apresentou diferenca estatistica significante com 6
espécies na PM (C. undecimales, L. jocu, E. argenteus, A. achirus, C. psittacus e S.

testudineus) e 7 espécies na PJ (O. oglinum, H. corvinaeformis, O. puctatissimus, M.
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curema, C. faber, S. greeleyi e S. testudineus) (p<0,05). Uma dessas espécies, S.
testudineus, figurou entre as que apresentaram os menores acimulos tanto na zona PM
(156,07), quanto na PJ (55,99).

No estudrio do Mamanguape, E. argenteus (518,44) foi a espécie que apresentou
o maior aciimulo médio na zona MM (Fig. 4 C) e L. jocu (1208,18) na zona MJ (Fig. 4
D). E. argenteus apresentou diferenca significativa quanto o acimulo de RB somente
com S. testudineus (p<0,05), enquanto que L. jocu ndo apresentou diferenca
significativa com nenhuma espécie (p>0,05). S. testudineus também se destacou por
apresentar os menores valores de acimulo médio de RB nas duas zonas, MM (138,16) e
MJ (61,53), apresentando diferenca significativa com 4 outras espécies (p<0,05) na
zona MM (A. brasiliensis, H. roberti roberti, O. saurus € E. argenteus) € 2 na MJ (A.

brasiliensis e B. soporator).
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Figura 4 — Fluorescéncia das branquias da ictiofauna do estuério do rio Paraiba & montante (A) e a jusante
(B) e do estudrio do rio Mamanguape a montante (C) e a jusante (D). Colunas com letras iguais

representam valores médios de fluorescéncia estatisticamente semelhantes (p >0,05).

3.4 ANALISE INTRAESPECIFICA DO ACUMULO DE RODAMINA B

A atividade da MXR de sete espécies com melhor distribuicdo espacial (A.
brasiliensis, E. argenteus, E. melanopterus, M. curema, B. soporator, S. greeleyi, S.
testudineus) foram plotadas individualmente (Fig. 5), A. brasiliensis e S. testudineus
foram as dnicas a apresentarem individuos capturados nos dois estudrios e nas duas
zonas em cada estudrio, sendo aqui apresentada uma comparagdo espacial para estas

duas espécies.
3.4.1 COMPARACAO ENTRE OS ESTUARIOS

Quando comparadas as zonas PM com MM e PJ com MJ, foi observado que E.
argenteus foi a Unica espécie, dentre as estudadas, que apresentou uma diferenca
significativa (p<0,05) quando comparados os acimulos de RB nas zonas PM e MM.
Enquanto E. melanopterus e B. soporator apresentaram diferencas significativas

(p<0,05) quando comparadas as zonas PJ e MJ (Fig. 5).
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3.4.2 COMPARACAO ENTRE AS ZONAS EM CADA ESTUARIO

A maioria das espécies ndo diferiu significativamente, quando houve a
possibilidade de comparar seus respectivos acimulos de RB entre as zonas montante e
jusante de cada estudrio, com excegdo de trés espécies no Paraiba (E. argenteus, M.
curema e S. testudineus) e trés no Mamanguape (A. brasiliensis, B. soporator € S.
greeleyi), as quais diferiram significativamente entre as zonas montante e jusante, em

cada estudrio (p<0,05) (Fig. 5).
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Figura 5 — Fluorescéncia intracelular das branquias das espécies de peixe mais abundante e com melhor

distribui¢do considerando dois estudrios, Paraiba e Mamanguape e duas zonas, montante e jusante.

Colunas com letras iguais representam valores médios de fluorescéncia estatisticamente semelhantes (p

>0,05).
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3.5 PARAMETROS AMBIENTAIS ASSOCIADOS AO ACUMULO DE
RODAMINA B

A andlise da correspondéncia candnica (CCA) aplicada as mesmas sete espécies,
foi significativa (p = 0,015) e explicou 89,25% da variagdo no acimulo de RB nos
peixes (69,23% no primeiro eixo e 20,02% no segundo). Tal andlise definiu dois eixos
distintos, um determinado pela oposicdo entre oxigénio dissolvido e TDS, que pode ser
associado ao gradiente de poluicdo e outro associado ao gradiente de salinidade, que
opde setores a montante e a jusante nos dois estudrios. De acordo com o primeiro eixo,
as espécies M. curema, S. greeleyi e S. testudineus variam o acimulo de RB de acordo
com a temperatura e oxigénio dissolvido, j4 as espécies A. brasiliensis, E. argenteus, E.
melanopterus e B. soporator variam o acimulo de RB de acordo com TDS, ORP, pH e
salinidade. O segundo eixo do CCA mostra que E. argenteus, M. curema e S.
testudineus estdo relacionados com um maior acimulo de RB em ambientes com grande
quantidade de materiais dissolvidos na 4gua, enquanto que esse €ixo ainda separa as

outras espécies, que estio relacionadas com os demais pardmetros ambientais (Fig. 6).
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Figura 6 - Diagrama de dispersdo dos dois primeiros eixos resultantes da andlise de correspondéncia
canOnica (CCA) utilizando os dados de fluorescéncia das sete espécies de peixes mais abundantes
utilizadas neste estudo (Atherinella brasiliensis, Eucinostomus argenteus, Eucinostomus melanopterus,
Mugil curema, Bathygobius soporator, Sphoeroides greeleyi € Sphoeroides testudineus) confrontando

com parametros ambientais obtidos nos estudrios.
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4 DISCUSSAO

4.1 BRANQUIA COMO TECIDO ALVO

A diferenca na acumulagcdo de RB entre os tecidos de A. brasiliensis comprova
que, para essa espécie, ocorre uma diferenca de expressdo do mecanismo MXR entre
esses tecidos. O alto acimulo de RB na vesicula biliar sugere que esse tecido possui
uma baixa atividade da MXR. Ao mesmo tempo, esse acimulo pode ser devido ao
transporte de efluentes advindos do figado por bombas canaliculares, o que resulta em
uma excregao biliar, como evidencia Luckenbach et al. (2014) em sua revisdo, o que
resulta em um aumento da quantidade de RB presente nesse tecido, explicando assim os
altos valores de fluorescéncia observados.

A elevada acumulacdo no figado indica o papel fundamental que esse 6rgio
desempenha. Segundo Schlenk et al. (2008), o figado € importante na desintoxicacio de
compostos enddgenos e exdgenos, incluindo muitos produtos quimicos organicos que
tém relevancia como poluentes ambientais. Devido a isso, o figado possui diversos
mecanismos de desintoxica¢do, principalmente através de outras proteinas de
resisténcia, como destacado na revisdao feita por Luckenbach et al. (2014). Essa
caracteristica pode ser a causa da baixa atividade da MXR, pois, como essa é
responsdvel pela desintoxica¢do inespecifica e o figado j4 possui diversos outros
mecanismos mais especificos, esse 6rgao nio necessitaria da expressdo do mecanismo
MXR, levando entdo ao alto acimulo de RB observado nesse tecido.

O elevado actiimulo observado na vesicula biliar e no figado corrobora com os
estudos de Smital e Sauerborn (2002) para a carpa Cyprinus carpio, porém, nessa
espécie, o figado mostrou uma maior acumulacdo de RB em relagdo a vesicula biliar,
contudo, ambos possuem um acimulo de RB muito elevado, quando comparados com
os demais tecidos.

O menor actimulo nas gonadas mostra que esse tecido possui uma maior
atividade da MXR. Apesar de poucos estudos com esse tecido, Loncar et al. (2010)
constataram que transcritos da P-gp eram abundantes nos ovarios da truta-arco-iris
Oncorhynchus mykiss. Essa maior expressdo pode estar ligada a protecdo que esse
tecido necessita, pois danos no tecido gonadal podem levar a uma disfungdo

reprodutiva.
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As branquias, por possuirem uma grande superficie epitelial, bem como um
contato constante com a dgua e uma efetiva circulagdo de sangue, representam um local
predominante tanto para a absor¢do, quanto para a eliminacdo de xenobidticos, como
mostrado por Kleinow et al. (2008). Devido a isso, a atividade da MXR € necessdria
nesse tecido, impedindo que xenobidticos entrem nas células e, por esse motivo, a
brianquia apresentou a menor acumulag@o de RB dentre todos os tecidos analisados.

A godnada e, principalmente, a brinquia mostraram-se como os O6rgdos mais
importantes dentre os analisados, para a detec¢do funcional da atividade do fenétipo
MXR, por possuirem os menores acimulos de RB e consequentemente demonstrarem
uma maior atividade de transporte desse substrato, mostrando a atuacdo do mecanismo
MXR na protecdo desses tecidos. Por isso, recomenda-se a utilizacdo das branquias para

observar a atividade da MXR da espécie A. brasiliensis.
4.2 DIFERENCA INTERESPECIFICA DA ATIVIDADE DA MXR

As proteinas transportadoras transmembranas da familia ABC contribuem para o
fenétipo MXR nas células, levando a extrusdo de substdncias txicas. O potencial de
utilizagdo da atividade da MXR como biomarcador da contaminacio aquética baseou-se
em varios estudos que indicaram a maior expressao da P-gp e a maior atividade da
MXR, quando o organismo aquético é exposto a poluentes como residuos industriais
(produtos quimicos, alimentos, entre outros), residuos domésticos (esgoto) e atividades
agricolas (fertilizantes, pesticidas, herbicidas) (Albertus e Laine, 2001; Anjos et al.,
2017; Cunha et al., 2017; Honorato et al., 2017; Valton et al., 2017). O presente estudo
fornece uma melhor compreensdo da atividade da MXR das assembleias de peixes de
dois estudrios tropicais, utilizando o potencial desse mecanismo como ferramenta de
avaliacdo da qualidade ambiental em estuarios, apontando espécies mais vulnerdveis e
mais resistentes a uma variacdo ambiental decorrente do aumento da poluigdo local.

Os resultados obtidos mostraram que as espécies possuem diferentes niveis de
atividade da MXR, comprovando a hipétese de que essa atividade € inerente a cada
espécie, corroborando assim com o estudo de Smital et al. (2000) que mostra que existe
uma diferenca espécie-especifica na atividade da MXR em moluscos. Isso pode causar
consequéncias na distribui¢do natural e na abundéncia das espécies.

E. melanopterus, apesar de compor a ictiofauna de diversos estuarios com niveis

altos de poluicdo (Rocha e Dias., 2015; Cortellete et al., 2017; Falcdo et al., 2017), foi
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uma das espécies que apresentou os maiores acimulos de RB nas duas zonas do
Paraiba, mostrando que nesse estudrio essa populac@o estd mais vulnerdvel a poluicéo,
quando comparada com as demais. Esses resultados mostram a necessidade do estudo
dessa espécie quanto a sua suscetibilidade a poluicdo. Isso se aplica a vérias outras
espécies presentes nesse estudo, como € o caso de B. soporator, S. greeley e E.
argenteus, que ndo possuem estudos com essa abordagem.

Diferente de E. melanopterus, o baicu, S. testudineus apresentou um dos
menores acimulos de RB nos dois estudrios, isso pode estar ligado diretamente a fatores
evolutivos e/ou ao seu habito bentdnico. Essa € uma espécie pouco predada, pois sdo
téxicas devido a presenca de tetrodotoxina (Macédo et al., 2017), por isso também nao
sdo explorados economicamente no Brasil (Possatto, 2006). Devido ao hébito
bentdnico, eles estdo em contato constante com o sedimento e, portanto, pode-se inferir
que 0 mesmo encontra-se exposto a maior contaminagdo que os peixes da coluna
d’4dgua. Sabendo-se que o sedimento é um compartimento onde ocorre acumulagdo
expressiva de contaminantes (Adams et al., 1992). Portanto, a baixa taxa de predacio e
o contato constante com a polui¢do do sedimento, podem ter conferido evolutivamente
uma maior resisténcia a esses animais. Essa espécie ainda apresenta um comportamento
ndo-migratério, ou seja, sdo residentes estuarinos. Isso é reforcado pela afirmacdo de
Figueiredo e Menezes (2000) de que os baiacus podem permanecer em um mesmo local
durante todo o ano. Noleto (2009) sugere que tal comportamento garante uniformidade
nos padrdes genéticos populacionais.

Algumas outras espécies de mesmo habito mostraram o mesmo resultado que S.
testudineus, como foi o caso do linguado A. achirus (PM) e do congénere S. greeleyi
(M1J), contribuindo assim para sustentar a hipétese de que o habito do peixe influencia
na atividade da MXR. Portanto, peixes com hébito peldgico teriam uma menor atividade
da MXR em comparacdo com peixes de hdbito bentdnico. Isso podera ser evidenciado
em estudos futuros que analisem a atividade da MXR de individuos capturados em

regides mais profundas.

4.3 ATIVIDADE DA MXR COMO BIOMARCADOR

Para observar a qualidade ambiental a partir dos resultados obtidos, faz-se
necessdrio analisar cada espécie e o comportamento da atividade da MXR em cada

zona, pois, como Visto, cada espécie possui uma atividade espécie-especifica. Para a
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comparacdo das zonas em cada estudrio, no Paraiba foi observado que a tainha M.
curema e o baiacu S. testudineus obtiveram aciimulo de RB significantemente maior em
PM do que em PJ, esse resultado sugere que a atividade da MXR € maior a jusante e por
isso uma maior quantidade de RB foi retirada das células. Segundo Damaré et al.
(2009), muitos poluentes t€m a capacidade de modular o mecanismo MXR através da
inibi¢do ou inducdo da P-gp. O aumento da expressdo dessa proteina € induzido pela
presenca de contaminantes (Smital et al., 2000). Portanto, os peixes capturados na 4rea
com a maior concentracdo de poluentes devem apresentar um menor acimulo de RB.
Sendo assim, a atividade da MXR de M. curema ¢ S. testudineus no estuario do Paraiba,
sugere que a zona PJ tem uma maior concentracdo de poluentes em comparagdo a PM.
Em contrapartida, no mesmo estudrio, E. argenteus mostra o inverso, onde o baixo
acimulo de RB a montante no Paraiba sugere que essa zona seria mais poluida do que a
PJ. Essa diferenca de resultados mostra a importancia de se comparar a bioacumulagdo
em diferentes espécies para poder utilizar o mecanismo MXR como uma ferramenta
confidvel de avaliac@o da condi¢@o ambiental local.

No estudrio do Mamanguape, A. brasiliensis € B. soporator, tiveram um menor
acimulo de RB na zona MM confirmando, portanto, que essa zona € mais poluida que a
zona MJ (tomada nesse estudo como a zona de referéncia). No mesmo estudrio S.
greeleyi mostrou o inverso do apresentado pelas outras espécies, porém, isso foi
associado ao nimero elevado de individuos analisados na zona MJ em comparagdo com
a zona MM, o que indica a influéncia do tamanho amostral na aplicacdo dessa

ferramenta de avaliacio.

4.4 MUDANCAS NA ATIVIDADE DA MXR DE ACORDO COM A VARIACAO
AMBIENTAL

Virios estudos realizados nos ultimos anos em ambientes aquaticos indicaram a
necessidade de considerar as interacGes entre fatores bidticos e abidticos (Horak e
Assef, 2017). Parametros abidticos, como temperatura, salinidade, turbidez, entre
outros, podem influenciar a interpretagdo das respostas dos biomarcadores (Bodin et al.,
2004; Pain et al., 2007). Alguns estudos procuraram evidenciar a interacdo desses
fatores abidticos com a MXR (Horak e Assef, 2017), ou como também, com o
transportador ABCB1 (Honorato et al., 2017). Porém, nenhum deles, traz peixes como

organismo alvo.
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Devido a isso, no presente estudo foi feito uma CCA que permite uma melhor
visualizacdo de como os fatores abidticos estdo relacionados com a MXR dos peixes.
No gradiente de poluicdo da CCA nota-se uma reduc¢do do OD, que pode resultar do
aumento da degradac@o aerdbica por bactérias que se proliferam com o aumento do
impacto antrépico indicado pelo aumento do TDS, parametro associado a incidéncia
indireta de poluicdo antrdpica. De toda forma, essa anélise mostra claramente que existe
uma interacdo entre os fatores abidticos e a atividade da MXR que vem a afetar a

retirada de xenobidticos das células desses peixes.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo evidenciam, dentre os tecidos analisados, as
branquias e as gonadas como principais 6rgaos para a detec¢do funcional da atividade
da MXR de A. brasiliensis. Além disso, a atividade inerente espécie-especifica também
foi evidenciada. Foi observado ainda, que o héabito dos peixes na coluna d’dgua € um
fator determinante na atividade da MXR devido a diferenca no acimulo de RB
encontrada entre peixes bentdnicos e peldgicos. Com isso, foi verificado que a utilizacdo
da atividade da MXR da comunidade de peixes pode ser importante na avaliacdo do
status ecologico dos estudrios estudados, comprovando assim, a hipétese inicial. Porém,
isso deve ser feito com base na atividade da MXR individual da espécie.

Com isso os resultados aqui apresentados sdo relevantes para o melhor
entendimento da fisiologia dessas espécies e para a avaliacdo da qualidade do ambiente
estuarino. Estes resultados devem ser interpretados com cautela porque o mecanismo
MXR nio estd totalmente caracterizado em espécies aquiticas. S0 necessarios mais
estudos para avaliar a importincia deste sistema em comparacio com outros
mecanismos de desintoxicagcdo em peixes. Contudo, o experimento concebido e
executado com foco em peixes de ambientes estuarinos, locais de fécil acesso e com
indicios claros de resili€ncia ao grau de impacto ao qual estdo expostos, demonstra que
é possivel, a luz do conhecimento atual e com baixo custo, avaliar os impactos aos quais
estes ecossistemas estdo sujeitos, levando em conta a facilidade e a necessidade de um
monitoramento constante dos estudrios urbanos, amplamente distribuidos ao longo de

toda costa brasileira.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF MULTIXENOBIOTIC RESISTANCE
PHENOTYPE IN TWO ESTUARINE FISH ASSEMBLAGES

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the activity of the multixenobiotic
resistance (MXR) phenotype of the fish assemblages from two tropical estuaries, with
different degrees and types of anthropic impact, a more impacted estuary, the Paraiba
estuary, and a moderately impacted, the Mamanguape estuary, with the hypothesis that
the activity of multixenobiotics resistance of the fish assemblage is a good indicator of
the ecological status of the environment. For this, were used rhodamine B (RB)
accumulation assays, a fluorescent substrate of the transmembrane glycoprotein P (P-
gp), the major molecular basis of the MXR phenotype responsible for removing the
xenobiotics from within the cell. First, the activity of the MXR phenotype in different
tissues of the key species Atherinella brasiliensis was investigated, indicating the
difference on the mechanism in each tissue. The results showed that the gills have a
lower accumulation of RB. Therefore, a greater expression of the MXR phenotype when
compared to the other tissues analysed. Thus, for the later tests, the accumulation of RB
was only analysed in the fish gills of the two estuaries. The results also showed that the
species have different levels of MXR activity, thus revealing the existence of a species-
specific difference in the MXR activity in fishes submitted to the same condition.
Among another species studied, Eucinostomus melanopterus was one of the ones that
presented the highest RB accumulations in the Paraiba estuary, showing that in this
estuary, this population would be more vulnerable to pollution, when compared to the
others analysed. On the other hand, the pufferfish, Sphoeroides testudineus presented
one of the smallest accumulations of RB in the two estuaries. This may be linked
directly to evolutionary factors and/or to its benthic habit. Some other species of the
same habit showed the same result, thus contributing to the hypothesis that the habit of
the fish in the water column influences MXR activity. The present study provides a
better understanding of the MXR activity of fish assemblages from two tropical
estuaries using the potential of this mechanism to assess the environmental quality of
each estuary, revealing which species would be most vulnerable and which would be
more resistant to pollution in those estuaries. These analyses are unprecedented for fish
on estuaries and are therefore relevant to a better understanding of the physiology of the
species and the quality of the environment in which they occur.

Palavras-Chave: Tropical estuaries, MXR, Pufferfish.
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