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“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano.”

Isaac Newton

"A ciéncia vale sempre a pena, porque as suas descobertas, cedo ou tarde, sempre se aplicam”.
Severo Ochoa

“Qualquer um que pretenda ter mais que uma compreensao extremamente superficial da vida, em todas as suas

s

diversas manifestagoes, necessita da bioquimica.’

Sir Hans Krebs
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mGST Glutationo S-transferase microssomal (EC 2.5.1.18)
MnSOD Manganés superdxido dismutase (EC 1.15.1.1)
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Resumo
O alvo principal deste estudo foi avaliar como a salinidade e/ou a exposi¢do a atrazina,

interagem com sistemas de biotransformacdo e de resposta ao stress oxidativo, hepéticos e
branquiais de Petromyzon marinus L., no inicio da sua fase de migragdo trofica. A origem
geografica e a aclimatacdo a salinidade geraram resultados com maior contraste nos
pardmetros hepéticos e branquiais de transformers capturados nas bacias do Lima e do
Vouga, motivo que determinou a sua sele¢cdo como bacia pristina e bacia com indicadores de
maior exposicao a xenobidticos, respetivamente. A segregacdo de transformers das bacias do
Lima e do Vouga em grupos distintos, tendo em consideracdo a sua origem geogréafica e/ou a
resposta a salinidade 10, 25 e 35, pelos sistemas de biotransformacdo e de resposta ao stress
oxidativo, confirmou as conclusdes preliminares. A exposigéo a atrazina (50 e/ou 100 pg/L),
em ambiente dulgaquicola, perturbou a capacidade de metabolizacdo de xenobioticos e de
resposta ao stress pelos efetivos da bacia do Lima, ilustrada pelo decréscimo do indice HSI e
da razdo GSH/GSSG citoplasmaética branquial ou pelo aumento do conteddo em MDA
citoplasmatico e mitocondrial hepético, de ROS citoplasmatico branquial, de ROS e MDA
mitocondrial branquial, bem como pelo decréscimo das atividades enzimaticas CPR
microssomal, cGST, GPx e GR do citoplasma hepatico. Assim, a exposi¢do acidental ou
permanentemente a niveis de atrazina iguais ou superiores a 50 pg/L poderd comprometer a
migracdo trofica de juvenis de lampreia-marinha. A exposicdo a atrazina (50 pg/L) em
ambiente salino provocou um decréscimo dos indices HSI e GLSI, das atividades CTT1
hepatica e UDPGT branquial, bem como o aumento do conteddo em GSSG e ROS
citoplasmaticos branquiais de transformers do Lima, perturbacfes hepaticas e branquiais, que
poderdo igualmente comprometer, ainda que de forma mais atenuada, o0 sucesso da migracéo

trofica de juvenis de P. marinus L.

Palavras-chave: Lampreia-marinha, aclimatacdo ao sal, atrazina, citocromo P450, glutationo.
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Systems of biotransformation and stress response of
Petromyzon marinus L

Abstract

The main purpose of this study was to evaluate how salinity and/or atrazine exposure interact
with hepatic and branchial systems of biotransformation and oxidative stress response of
Petromyzon marinus L., at the beginning of its trophic migration phase. The geographic origin
and the acclimation to the salinity generated results with greater contrast in the hepatic and
gill parameters of transformers captured in the Lima and Vouga basins, which determined
their selection as pristine basin and basin with indicators of greater exposure to xenobiotics,
respectively. The segregation of transformers from the Lima and Vouga basins into distinct
groups, taking in account their geographic origin and/or its response to salinity 10, 25 and 35,
by the systems of biotransformation and oxidative stress response, confirmed the early
conclusions. Exposure of sea lamprey juveniles to atrazine (50 and/or 100 pg/L) in the fresh
water, disrupted the capacity of xenobiotics metabolism and stress response of the animals of
Lima basin, showed by the decrease in HSI index and cytoplasmic GSH/GSSG ratio of gills
or by the increase in the contents of cytoplasmic and mitochondrial MDA of liver,
cytoplasmic ROS of gills, mitochondrial ROS and mitochondrial MDA of gills, as well as the
decrease in the microsomal CPR and cytoplasmic cGST, GPx and GR enzyme activities of
liver. Thus, accidental or permanent exposure to 50 ug/L atrazine levels or higher, may
compromise the trophic migration of sea lamprey juveniles. Exposure to atrazine (50 ug/L) in
saline environment resulted in a decrease in the HSI and GLSI indexes, hepatic CTT1 and
gills UDPGT activities, as well as the increase in cytoplasmic GSSG and ROS of gills of
Lima transformers, which may also compromise, even though more attenuated, the success of

the trophic migration of juveniles of P. marinus L.

Key-words: Sea lamprey, salt acclimation, atrazine, cytochrome P450, glutathione.
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1.1. Lampreia-marinha

As lampreias (Petromyzontiformes) constituem, do ponto de vista zoologico, uma
linhagem de vertebrados que apresenta caracteristicas muito primitivas e um ciclo de vida
peculiar. Provas paleobioldgicas revelam que as espécies atuais possuem caracteristicas
morfologicas muito semelhantes as detetadas em fdsseis de lampreias com 360 milhGes de
anos, destacando-se a existéncia de uma cartilagem anular em torno da boca, cartilagem
lingual tipo pistdo e forma de fixacdo tipo ventosa (1-8). As lampreias apresentam uma
distribuicéo anti-tropical encontrando-se a sua distribuicdo delimitada a norte e a sul dos 30°
de latitude e pela isotérmica dos 20 °C de temperatura média anual (3,9,10).

A lampreia-marinha (Petromyzon marinus L., 1758) € classificada filogeneticamente
como pertencente ao super-reino Eukaryota; reino Metazoa; filo Chordata; Craniata;
Vertebrata; Cyclostomata; Hyperoartia; ordem Petromyzontiformes; familia Petromyzontidae;
género Petromyzon; espécie Petromyzon marinus (5,15,17).

A lampreia-marinha € uma espécie anadroma que na forma adulta pode atingir entre
80 e 120 cm de comprimento e pesar até 2,2 Kg. Ao longo do seu ciclo de vida sofre
alterac6es morfoldgicas, fisioldgicas e metabdlicas acentuadas, essenciais as duas migraces

que realiza entre os meios dulgaquicola e marinho (Figura 1.1 e 1.2) (12-18).

-

Figura 1.1 - Juvenis de Petromyzoh marinus, L. da bacia do Lima em aquérid dulgaquicola (fotografias do

autor).

O ciclo de vida da lampreia-marinha inicia-se em ambiente dulcaquicola com a
eclosédo dos ovos nos rios, originando os amocetes, denominagédo referente ao estado larvar
antes da metamorfose, muito diferentes de um individuo na fase adulta (Figura 1.2) (17,19). A
sua capacidade natatoria € muito inferior a dos adultos ou de juvenis metamorfoseados. Os
seus movimentos aquaticos sdo predominantemente determinados por alteracdes da corrente
e/ou do nivel das aguas, constituindo as inundagdes um fator importante na sua redistribuicéo
(3,17,20). Apos abandonarem o ninho, os amocetes enterram-se no fundo dos rios em locais
de pouca profundidade, com substratos de granulometria fina, como a areia ou a gravilha, de
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aguas limpidas e oxigenadas ([O2] > 5,5 mg/L). Nesta fase 0os amocetes alimentam-se por
filtracdo (microalgas e diatoméaceas) (17,20) (Figura 1.2). Em Portugal, a fase larvar prolonga-
se geralmente por 4-5 anos e termina quando se completa a metamorfose, ocorrendo perda da
capsula oral, aparecimento dos olhos a superficie, aumento do tamanho das barbatanas dorsais
e alteragdo da cor castanha para azul acinzentado na zona dorsal e prateado/esbranquicado na
zona ventral, passando as lampreias-marinhas recém-metamorfoseadas a ser designadas por
macroftalmias ou transformers (Figura 1.2). Nesta fase, ap6s completar a metamorfose, 0s
transformers, beneficiando de um maior caudal fluvial no outono/inverno, abandonam o leito
dos rios e iniciam a migracéo tréfica em direcdo ao mar onde permanecem cerca de 2-3 anos.
No oceano 0s adultos jovens encontram as espécies marinhas de que se alimentam e
completam o seu crescimento até a fase de adulta, atingindo a maturacao sexual. Esta fase em

ambiente marinho é caracterizada pela alimentacdo parasitica (Figura 1.2) (3-5,21).

| dmbiente duicaquicola ‘
fases igraci igraci : a
MR A rocetel . oes £ 1\~Ilg1 s_u,‘ao Migracio - Rl‘ljl oduciio )
12134151617 trofica reprodutora nidificacio efecundaciao
Fase lnrval Metamorfose 4(111!&)
Jovem
Alimentacdio nio parasitica Afsmen{a.;:ao Jejim
: puarasitice -
Setemb D b
1-3 semanas 4 a5 anos o f‘o 4 2a3 anos czem_ roa Abrila Junho 2 semanas
Fevereiro Maio

Figura 1.2 - Ciclo de vida da lampreia-marinha, Petromyzon marinus (adaptado de Correia) (22).

Na época da reproducdo, as lampreias-marinhas adultas acumulam-se junto a
desembocadura dos rios das principais bacias portuguesas e iniciam a sua migracao
reprodutora no final de dezembro/inicio de janeiro, com um pico nos meses de
fevereiro/margo que se prolonga até maio/junho. Durante a migracdo anadroma esta espécie
ndo se alimenta. Os locais de desova ideais para a lampreia-marinha sdo caracterizados por
sedimentos de gravilha e seixos com aguas rapidas e de pouca profundidade. Nesta espécie, 0s
machos chegam primeiro as areas de desova e iniciam a constru¢do de ninhos. Durante um
complexo processo de acasalamento que pode durar varios dias, as fémeas depositam 0s
ovulos nos ninhos, para serem fecundados pelos machos. Os progenitores morrem apés a
postura, contrariamente ao que acontece com outras populacdes de especies migradoras
diadromas (Figura 1.2) (3,7,17,19,22,23).

Geralmente, a lampreia-marinha é capturada a entrada dos estuarios quando inicia a

sua migracdo reprodutora, de jusante para montante que nos rios portugueses tem o seu inicio

4 Marta Candeias



Sistemas de biotransformagao e de resposta ao stress de
Petromyzon marinus Fundamento Tedrico

em dezembro. O pico piracema ocorre entre fevereiro e abril, e a desova entre maio e junho,
dependendo das condigdes meteoroldgicas, a atividade migratéria tem o seu inicio ao
anoitecer e, em condi¢des normais, termina ao amanhecer (7,13,15,17,24).

O nivel de salinidade dos cursos de agua altera-se acentuadamente durante a transi¢ao
do meio dulcaquicola para o meio salino, sendo maioritariamente influenciado pelas correntes
e pelo ciclo de marés (25). Em geral, a metamorfose prepara 0os amocetes para 0 habitat
estuarino (21). Contudo a salinidade é considerada por diversos autores como agente toxico,
sendo passivel de afetar a fauna e a flora do meio aquéatico. A maior parte desses estudos
revelam que niveis excessivos ou diminutos de sal, perturbam o adequado desenvolvimento
dos seres aquaticos, em particular causam um decréscimo da taxa de eclosdo de ovos e/ou um
atraso no recrutamento dos animais no estado larval, no crescimento, e no alcance da fase
adulta (3,7,25-28).

A lampreia-marinha apresenta uma vasta distribuicdo pelas regides costeiras do
Atlantico norte, entrando nos rios da America do norte desde o Labrador até a Florida. No
norte da Europa embora a sua ocorréncia seja casual e rara, existem registos da sua presenca
na Noruega e no Mar Baltico, bem como na desembocadura de alguns rios da Poldnia. As
populacOes de lampreia-marinha mais importantes da Gra-Bretanha sdo as do sudoeste da
Inglaterra, dos rios que drenam para o canal de Bristol e a sul, no Pais de Gales. Embora a
presenca de lampreia-marinha nos rios da Peninsula Ibérica seja vulgar, os seus efetivos
populacionais tém diminuido nas desembocaduras dos rios. Apesar de ser menos abundante
no Mediterrdneo pode ser encontrada até a costa da Albania, no mar Adriatico em torno das
ilhas de Malta, Cdrsega e Sicilia, bem como na costa noroeste africana (3,9,12,13,29,30). Em
particular, a lampreia-marinha pode ser encontrada em Portugal, Espanha, Franca, Itélia,

Holanda, Alemanha, Reino Unido, Irlanda, Dinamarca e Suécia (Figura 1.3).

Figura 1.3 - Mapa de distribuigdo de Petromyzon marinus no Atlantico norte. A variagdo de tonalidade de
vermelho (méaximo) a amarelo (minimo) reflete a densidade das populagdes da espécie (adaptado de
www.aquamaps.org) (31).
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Em Portugal, ocorre nas bacias hidrograficas dos rios Minho, Lima, Cavado, Vouga,
Mondego, Tejo e Guadiana (Figura 1.4) (13,15,32). Contudo, a nivel nacional tem-se
observado um declinio acentuado da area de habitat utilizavel pela lampreia-marinha que se
prevé que seja inferior a 100 km?. Estima-se que o efetivo populacional em Portugal, tendo
em consideracdo o nimero de capturas de pescadores profissionais, ndo deve atingir 0s
100.000 individuos (19). Em Espanha, outro pais ibérico, onde a area de ocupacao € da ordem
dos 2000 km?, tem-se vindo a observar um declinio populacional acentuado desde o final do
século XX (30). Devido ao elevado nimero de populacbes encontradas e registadas em cada
local especifico tem sido rotulada a nivel global como LR/Ic (baixo risco/pouco preocupante),

embora a nivel nacional, ou seja, como vulneravel (VU) (19,33).

Figura 1.4 - Mapa de Portugal com sinalizacdo das bacias hidrograficas portuguesas onde se pode encontrar
lampreia-marinha. O simbolo a representa o primeiro obstaculo intransponivel no habitat disponivel
para esta espécie em cada bacia hidrografica (adaptado de Almeida, 2008) (15).

Os principais fatores de ameaca para esta espécie sdo a construcdo de barragens, a
extracdo de inertes, a pesca excessiva e a perda de qualidade da agua devido a presenca de
elevados niveis de poluentes tdxicos (34,35). A construcdo de barragens e acudes podem
provocar a interrupgdo das rotas migratorias, a alteracdo do regime de caudais a jusante, a
conversdo de um sistema Idtico em Iéntico, e a retencdo de sedimentos a montante
(19,28,36,37). Ao intervir nas rotas migratérias da lampreia-marinha, mesmo desenvolvendo
sistemas de passagem alternativos, os individuos tém dificuldade em transpor os obstaculos,
facto que pode impedir ou comprometer a reproducdo desta espécie. Deste modo, a jusante
das barragens podem acumular-se adultos reprodutores, local onde sédo geralmente alvos de

pesca ilegal, e a montante os juvenis aquando da sua migracdo para o mar. A reducdo de
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caudais, a homogeneizacdo ao longo do ano ou a ocorréncia de flutuacbes bruscas sé&o
possiveis alteracdes que podem modificar o regime de caudais a jusante, resultando na
reducdo do habitat dulcaquicola disponivel que culmina na perda de locais de crescimento,
alimentacédo e desova. A alteracdo dos parametros fisico-quimicos da dgua e das comunidades
animais e vegetais, como resultado da conversdo de um sistema Iético em Iéntico, também
pode interferir na composicdo das barragens (38). A ocorréncia de retencdo de sedimentos a
montante e/ou a extracdo de materiais inertes pode intensificar a erosdo das margens nessa
area e alterar o leito do rio a jusante. Tal facto pode provocar o alargamento e consequente
diminuicdo da profundidade e velocidade da corrente, e a desestabilizacdo da vegetacdo
ribeirinha, modificando assim os locais de abrigo, alimentacdo e desova, essenciais para o
desenvolvimento dos juvenis, sendo grave se efetuada nas zonas e épocas de desova da
espécie. AlteracBes de salinidade naturais sdo também consideradas um problema ambiental
(36,37,39-41). O meio dulcaquicola é o que apresenta maior propor¢do de espécies
ameacadas de extingdo, devido as alteracdes climaticas (28,42). As previsdes fornecidas pelo
“Intergovernmental Panel on Climate Change” (2007) defendem que o clima da regido
Mediterranica continuara a sofrer um decréscimo dos niveis de precipitacdo, um aumento
galopante da evaporacdo e consequentemente, seca intensa (40). Os referidos distarbios
ambientais serdo potencialmente perigosos para espécies piscicolas podendo, no entanto, ser
evolutivamente prevenidos se ocorrer uma rapida inducdo da capacidade de transporte salino
pelas branquias (41,43,44).

Por outro lado, descargas de efluentes ndo tratados de origem industrial e/ou urbana,
bem como outras fontes de poluicdo difusa devidas a intensificacdo da utilizacdo de produtos
fitofarmacéuticos na agricultura, podem gerar niveis elevados de toxicidade com maior
repercussao nos periodos de estiagem. Contudo, condicdes hipersalinas podem conferir as
espécies piscicolas alguma protecdo relativa a exposicdo a xenobidticos, como metais ou
produtos fitofarmacéuticos que por vezes atingem e sdo arrastados pelos cursos de agua em
zonas urbanas, situagdes cujo impacte ambiental ainda ndo se encontra totalmente esclarecido
(38,44-47).

A pesca excessiva e a utilizagdo de meios de captura ilegais sdo fatores responsaveis
pela diminuicdo de efetivos populacionais, os quais resultam do elevado valor comercial e
gastronomico que esta espécie tem na Peninsula Ibérica (13,19,37,48).

Assim, durante a fase larvar em agua doce, os amocetes ou numa fase mais avancada,
as macroftalmias contactam diariamente com um amplo e variado conjunto de moléculas

quimicamente diferentes (13,15,49,50). O processamento de algumas dessas substancias
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como glucidos, proteinas e lipidos, nutrientes indispensaveis a sua sobrevivéncia, da-se por
vias metabolicas especificas evolutivamente aferidas. No entanto, compostos de circulacdo
ambiental, como produtos fitofarmacéuticos podem ser convertidos esporadicamente em
derivados mais polares. Nesse caso atuam vias de biotransformacao, como as que envolvem o
sistema citocromo P450 e enzimas de conjugacao que os tornam mais excretaveis conferindo-
-lhes elevada solubilidade em &gua e acrescida capacidade de ionizagdo a pH fisiolégico
(39,51-54). Todavia, os produtos da biotransformacdo revelam-se em muitos casos mais
toxicos do que os substratos de partida, exercendo efeitos geno ou citotdxicos que conduzem
a morte celular (55). O préprio funcionamento dos sistemas de biotransformacdo gera
espécies reativas de oxigénio como subprodutos, facto que os torna indutores de stress
oxidativo (56,57).

1.2. Complexo AhR - papel bioldgico

A resposta adaptativa a xenobioticos ou a subprodutos reativos do metabolismo basal
enddgeno depende de redes metabolicas mediadas pelo seu recetor especifico, conhecido por
complexo recetor de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (AhR). O complexo AhR, tal
como os osciladores moleculares circadianos, foram fortemente conservados ao longo do
processo evolutivo, expressando-se em vertebrados e invertebrados. Embora a ativacdo de
recetores AhR por compostos exdgenos possa, por vezes, ser correlacionada com efeitos
nocivos nos organismos Vivos, a sua ativacdo por metabolitos enddgenos desempenha um
papel regulador essencial de processos e funcGes celulares basicas. O complexo AhR regula,
por exemplo, a expressdo de enzimas da Fase | (CYP1Al, CYP1B1) e da Fase Il de
biotransformacdo, a uridina-difosfato glicuronosil transferase (UDPGT) e glutationo
S-transferase (GST) (58-61).

A organizacdo estrutural do complexo AhR é comum a dos membros da superfamilia
de proteinas PAS (Per-Arnt-Sim) cuja sequéncia N-terminal contém um dominio bHLH (base
helix-loop-helix) estreitamente envolvido no controlo da dimerizagdo e posterior contacto dos
dominios alcalinos da proteina com sequéncias reguladoras especificas do DNA. O dominio
PAS do complexo AhR inclui ainda uma superficie de dimerizagéo reconhecivel pela proteina
ARNT, que é o transportador do recetor nuclear para hidrocarbonetos arilo, e uma superficie
de interagdo com proteinas de choque-térmico hsp90. A sequéncia C-terminal do complexo
AhR inclui ainda uma regido codificante hiper-varidvel denominada por dominio TAD
(Figura 1.5) (61-65).
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Figura 1.5 - Dominio estrutural e fun¢do do complexo AhR, NLS-sequéncia de sinal de localizagdo nuclear;
NES-sequéncia de sinal para exportagdo nuclear, TAD-dominio de transativagdo; bHLH-basic-
helix-loop-helix ¢ PAS-proteina Per-Arnt-Sim (adaptado de Monostory) (65,66).

O complexo AhR inativo reside no citoplasma ligado as chaperones hspP90, XAP2 e
p23. O reconhecimento do ligando ativa o recetor AhR, expondo a sequéncia de localizacéo
nuclear (NLS) da regido bHLH, por alteracdo conformacional da proteina, a qual se ligam as
importinas. O complexo citoplasmatico ativado migra entdo para o nucleo, desligando-se das
chaperones e ligando-se a proteina ARNT, processo que envolve os dominios HLH e PAS de
ambas as proteinas (58,63). O complexo heterodimérico AhR/ARNT liga-se entdo a
sequéncias de consensus XRE (5’-T/GNGCGTGA/CG/CA-3’) do DNA, ativando a expressdo
de genes alvo, tais como os que codificam o citocromo P450(1A1) (CYP1Al) (Figura 1.6)
(58,63,66). Estudos com animais onde o gene AhR foi silenciado revelaram a importancia
deste complexo na mediacdo da maior parte dos efeitos téxicos descritos para a
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-[p]-dioxina (TCDD). A literatura revela ainda que fatores de
transcricdo pertencentes a familia PAS estdo fortemente envolvidos no controlo de processos
biolégicos como a morfogénese, ritmo circadiano, resposta a hipoxia e a toxinas,
desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento, detecdo e adaptacdo dos seres
vivos a condi¢cbes ambientais (58,61,67,68).

A existéncia de comunicagdo cruzada bidirecional entre ritmos circadianos e
metabdlicos, neuro-enddcrinos ou de sinalizacdo celular mediadas por cito/quimiocinas,
monoaminas, recetores e poés-recetores, facilita a modulacdo cruzada e progressiva dos
sistemas de temporizacdo circadiana. Contudo, alteracGes nesse conjunto de conexdes por
estimulos ambientais, devido a dessincronizagdo entre processos biologicos e
comportamentais podem despoletar mecanismos fisiopatologicos. Os xenobioticos e
compostos enddgenos reativos podem interferir fortemente em processos homeostaticos
desempenhando um papel-chave no despoletar de respostas metabdlicas com importancia

patolégica (58,69). Os ligandos exdgenos podem ser dioxinas halogenadas, compostos
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bifendlicos policlorados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (AH) ou ainda outros
compostos com pouca relagdo estrutural com os anteriores (61).
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Figura 1.6 - Regulagdo da transcri¢do de genes alvo pelo complexo AhR. A ligagdo ao complexo citoplasmatico
despoleta vias de sinalizagdo nuclear para a importagdo do complexo e induz a libertacdo das
chaperones Hsp90, XAP2 e p23. No nucleo, o fator de transcricdo ARNT liga-se ao AhR
remanescente levando a formacdo de um heterodimero ativador da transcri¢do, capaz de reconhecer
e de se ligar a sequéncias reguladoras de consenso (XRES) localizadas a montante da regido
promotora dos genes alvo. Apds induzir a transcricdo do gene alvo, o recetor AhR dissocia-se do
fator de transcricdo ARNT e exportados para o citoplasma onde sdo degradados (adaptado de
Barouki, 2007) (63).
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A TCDD destaca-se nesse conjunto de xenobidticos por ser ubiquamente dispersa,
particularmente nos niveis tréficos mais elevados da cadeia alimentar (61). Os compostos
naturais capazes de reconhecer o complexo AhR sdo em geral compostos quimicos dos
alimentos, tais como polifendis, flavondides (catequinas, flavonas, flavonois, flavanonas e
isoflavonas como o resveratrol), carotendides e a berberina. Os ligandos produzidos
endogenamente podem ser indigois, equilenina ou derivados do hemo, acido araquiddnico e
triptofano. O complexo AhR pode assim ser modulado por um conjunto de compostos
enddgenos e exdgenos. Experiéncias com fibroblastos priméarios de embrido de ratinho, nédo
expostos a xenobidticos, revelaram que repressores do complexo AhR exercem usualmente o
seu efeito capturando a proteina ARNT e inibindo o sistema proteossoma-ubiquinina por
transcrigdo ativa de ceélulas CV-1 ndo expostas a xenobio6ticos, mostrando também que a
sobrexpressao transitoria do complexo AhR e da proteina ARNT induzia a transcricdo do
CYP1A (58,70). Estudos de caracterizacdo da expressdo heterdloga do complexo AhR em
invertebrados sugerem ainda que estas proteinas estdo envolvidas no desenvolvimento celular,
sem serem estimuladas por ligandos exdgenos (58,71). Presume-se entdo que o envolvimento

do complexo nos mecanismos de desintoxicacdo de xenobidticos corresponde a uma
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aquisicdo funcional evolutiva recente (58,70,72) que mascara funcdes fisiologicas ancestrais.
Desta forma, o heterodimero AhR/ARNT parece integrar um oscilador molecular que modula
respostas neuro-endocrinas, imunologicas e metabdlicas ainda pouco conhecidas (58,59). A
ativacdo do complexo AhR de mamiferos pelo monofosfato ciclico de adenosina (CAMP)
parece estar fortemente associada a transferéncia do complexo citoplasmético para o nucleo e
ao despoletar de vias de sinalizacdo celular distintas das que séo induzidas por ligandos
exogenos, como a dioxina (58,73). Considerando que o cAMP citoplasmatico constitui um
modulador fulcral do sistema nervoso central e periférico de mamiferos e que os seus efeitos
ao nivel da transcricdo do complexo AhR encontram-se coordenados com a expressdo de
genes circadianos, alguns autores admitem que O processo corresponde ao mecanismo
evolutivo priméario de regulacdo por metabolitos enddgenos pelo complexo AhR. A rutura
provocada por ligandos exdgenos do processo mediado pelo cCAMP podera desempenhar um

papel relevante no despoletar de mecanismos de toxidade (58,74).

1.3. Sistemas de biotransformacao

Os organismos Vvivos contactam ao longo da vida com xenobi6ticos de ocorréncia
natural ou e/ou sintetizados pelo Homem, tais como alcaloides, produtos do metabolismo
secundario das plantas, toxinas de origem vegetal, animal, ou flngica, produtos farmacéuticos
e fitofarmacéuticos, derivados da pir6lise de alimentos cozinhados e/ou efluentes da industria
agricola e quimica. Grande parte destes compostos podem ser facilmente absorvidos pelas
branquias, pele, ou trato gastrointestinal, sendo as branquias a principal via de absorcéo,
devido ao facto de possuirem uma elevada superficie de contacto e consequentes trocas em
permanéncia que estabelece com o meio aquatico (23,28,75-77).

O termo biotransformacao designa o conjunto amplo de processos que participam na
detecdo e metabolizacdo de xenobidticos, convertendo-os, por vezes, em derivados mais
polares e consequentemente mais sollveis em &gua. Esses processos sdo catalisados por
enzimas, localizados maioritariamente no tecido hepético, que reconhecem uma ampla
variedade de substratos. As alteracdes provocadas pela biotransformacdo de um substrato
conferem aos seus derivados metabolicos propriedades fisico-quimicas que, em muitos casos,
favorecem a sua reabsorcdo (lipofilicidade) ou a sua excrecdo (hidrofilicidade) (57,78).

O tipo e o nivel de exposi¢do aos xenobidticos constituem um fator que também pode
influenciar a capacidade de biotransformacdo de um dado organismo. Por exemplo, 0s insetos

que incluem na sua dieta maior variedade de plantas sdo aqueles que exibem maior
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capacidade para realizar a biotransformacdo xenobioticos. Alguns autores referem também
que as espécies piscicolas, comparativamente com os mamiferos, possuem menor capacidade
para metabolizar xenobi6ticos, devido a grande parte destes ser eliminada pelas branquias sem
sofrer qualquer modificacdo quimica (69,70).

A indugdo enzimatica despoletada durante a biotransformagdo de xenobidticos
constitui, com frequéncia, uma resposta adaptativa reversivel de um determinado organismo
vivo a um dado composto, acelerando a sua modificacdo quimica e consequente eliminacéo.
Sistemas enzimaticos como o citocromo P450 reconhecem e metabolizam ainda uma ampla
variedade de produtos enddgenos, tais como alcoois, cetonas, esteroides, vitaminas A e D,
bilirrubina, &cidos biliares, &cidos gordos e eicosanoides. A sequéncia de residuos de
aminoéacidos de um dado enzima envolvido na biotransformacdo de compostos exdgenos pode
diferir entre individuos, e assim condicionar diferentes taxas de biotransformacéo (69).

Os sistemas de biotransformacdo expressam-se em diferentes tecidos de
lampreia-marinha, sendo maioritarios no figado. A localizacdo celular desses sistemas é
diversa, podendo ser detetada a sua presenca no citoplasma, reticulo endoplasmatico e, em
menor extensdo, no mitocéndrio, nucleo e lisossoma (79,81). A maior parte das reacdes
catalisadas pelos enzimas de biotransformacdo podem ser agrupadas em dois subgrupos,
denominados Fase | e Fase Il (79). A Fase | envolve reacdes de hidrdlise, redugdo e oxidacao,
com eventual exposicdo/adi¢do de grupos funcionais como o oxidrilo (-OH), amina (-NHy),
sulfidrilo (-SH) ou acido carboxilico (-COOH). A Fase Il inclui reaces de conjugacédo, como
por exemplo as de glicuronidagdo, sulfonacédo, acetilacdo, metilacdo, de conjugagdo com o
glutationo (GSH) e de conjugacdo com aminoéacidos, tais como glicina, taurina, e éacido
glutdmico. A maior parte das reacfes de biotransformacdo conduzem a um aumento da
polaridade do substrato de partida, alteracdo quimica que facilita a sua excre¢do. Os grupos
funcionais expostos ou adicionados na Fase | de biotransformacéo constituem por vezes locais
alvo das reacOes de biotransformacdo da Fase Il. Esta fase de biotransformacdo de
xenobioticos pode ser precedida ou ndo pela Fase | (79). No Quadro 1.1 sdo apresentadas as
reacOes quimicas catalisadas por enzimas de biotransformacgdo determinadas neste estudo,
bem como a sua localizagdo, e que se ir4 descrever com maior pormenor nas segdes

subsequentes deste capitulo.

Quadro 1.1 — Algumas reac@es de biotransformacdo de xenobidticos (adaptado de Klaassen) (79).

Reacéo Enzimas Localizagéo
I Hidrolise ALP Membrana citoplasmatica
Oxidacdo/Reducao CYP

UDPGT Reticulo endoplasméatico

GST Reticulo endoplasmatico, citoplasma

1 ‘ Conjugacdo
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1.3.1. Reagdes de hidrolise — Fase | de biotransformacéo

O termo fosfatase alcalina (ALP) designa uma familia de isoenzimas cuja expressao
varia de espécie para espécie e com as condi¢cGes ambientais a que cada individuo se encontra
exposto (82—84). Os substratos sintéticos e naturais que estes enzimas reconhecem possuem
uma caracteristica estrutural comum, um grupo fosfato em posicdo terminal que pode ser
libertado para o meio celular quando o enzima reage como monofosfoesterase ou pode ser
transferido para um substrato aceitador adequado quando funciona como fosfotransferase
(82-86).

Apesar de o substrato natural especifico e o papel bioldgico dos enzimas ALP nédo
serem conhecidos, a literatura refere que exercem a sua atividade hidrolase sobre uma enorme
variedade de monofosfoésteres. Na presenca de um aceitador de grupos fosfato como o Tris
ou a etanolamina reconhecem nucleotidos, proteinas e alcaldides como substratos. Os enzimas
ALP expressam-se na maior parte dos organismos vivos de forma diferencial em diferentes
tecidos como o hepético e o branquial, sendo, por vezes, utilizados como marcadores de stress
para avaliar efeitos ambientais, tais como o contacto com metais pesados e cloretos
organicos, por organismos vivos do meio aquatico (82,86,87).

Estudos comparativos da sequéncia primaria de ALP de E. coli, Saccharomyces
cerevisiae, P. borealis, Bombyx mori, Gallus gallus domesticus e Homo sapiens mostram que
existe 25-45% de identidade sequencial entre ALP de diferentes espécies, sendo fortemente
conservada a maior parte dos residuos com importancia funcional. No entanto, as
propriedades cinéticas de diversas ALP, como a eficiéncia catalitica e o 6timo de pH, variam
substancialmente, devido a alteracdes pontuais dos residuos que constituem o centro ativo. Na
maior parte dos animais, estes enzimas estdo também envolvidos na proliferacéo,
diferenciacdo, sinalizacdo celular, meiose, migracdo celular, defesa imunitaria, transporte
transmembranar, apoptose (82-84). O contacto com xenobioticos pode provocar o decréscimo
ou 0 aumento da atividade enzimatica ALP. Abdelkhalek (2015) observou que o contacto com
deltametrina provocou danos hepéaticos por aumento das atividades enzimaticas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e ALP em Oreochromis niloticus
(88). Por outro lado, Molina (2005) demostrou que o contacto com microcistinas toxicas
produzidas por cianobactérias ndo alterou significativamente a atividade de ALP nas
branquias mas provocou um aumento desta atividade determinada no figado de

Oreochromis sp (89).
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Os termos carboxilesterases e colinesterases designam outros enzimas hidroliticos
igualmente envolvidos em processos de desfosforilacdo. Do ponto de vista estrutural, esses
enzimas sdo homodimeros que compartilham uma estrutura de topologia geral muito
semelhante, sendo o seu centro ativo constituido por uma triade de iGes metalicos que inclui
dois iBes zinco e um ido magnésio. Do ponto de vista funcional, parece que sdo capazes de
ativar in vivo quimicos exodgenos. Apesar do seu papel biolgico ndo se encontrar totalmente
esclarecido, a sua ampla distribuicdo por quase todos 0s seres vivos sugere um papel crucial

no metabolismo celular (79,90).

1.3.2. Reagdes que envolvem o sistema citocromo P450 — Fase | de biotransformacéo

A descoberta do sistema citocromo P450 ocorreu na primeira metade do século XX
guando se estudavam reacdes onde o dioxigénio era utilizado como substrato. Nesse processo
um dos atomos da molécula de dioxigénio combinava-se com o hidrogénio proveniente do
coenzima NADPH para gerar agua, sendo o segundo atomo de oxigénio incorporado num
substrato organico, sobre o qual o0 enzima exercia a sua a¢do, como € ilustrado pela equacgéo
(57,79,80,91-96):

Substrato (RH) + O, + NADPH + H* — Produto (ROH) + H,O + NADP*

Essas reagdes, originalmente denominadas por “monoxigenases de fun¢do mista”,
foram detetadas na fracdo microssomal hepética de coelho onde esteroides, produtos
farmacéuticos e fitofarmacéuticos constituiram alguns dos substratos reconhecidos (80,91
93). A identificacdo dos componentes moleculares do sistema citocromo P450 presentes no
reticulo endoplasmatico liso incluiu a descoberta de uma hemoproteina com capacidade para
reconhecer 0 monoéxido de carbono como ligando e formar um cromdéforo, cujo espectro de
absorcdo exibia um maximo caracteristico a 450 nm de cor vermelha (97). Outro passo
importante relacionado com a caracterizacdo do referido sistema prende-se com a descoberta
de que essa proteina, ou melhor uma pandplia de isoenzimas usualmente designados por
citocromo P450, comportava-se como constituinte terminal de uma cadeia de transporte de
eletrbes, localizada no reticulo endoplasmatico liso e era capaz de catalisar a modificacao
quimica de diferentes substratos (97). A classificacdo sistematica dos citocromos P450 foi
proposta pela primeira vez por Nebert (1989) que os agrupou por familias e subfamilias
homologas, tendo como ponto de partida a estrutura primaria dos respetivos cCONA (98). Mais
tarde, a nomenclatura hoje utilizada, foi revista e atualizada (98). Os citocromos P450
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resultam de uma vastissima quantidade de genes, cuja expressdo é condicionada pelo estadio
de desenvolvimento do individuo, pela identidade ou fenétipo do tecido em causa, bem como
pela acdo de agentes reguladores, tanto enddgenos como exogenos. Alguns autores
argumentam que todos os membros da superfamilia P450 derivam de um gene ancestral
comum que ter-se-4 constituido hd mais de 3,5 bilides de anos. Como referido no
sub-capitulo 1.2, a sua expressdo esta sujeita a mecanismos complexos de regulacéo ao nivel
molecular. O facto de muitos genes que codificam citocromos P450 poderem ser induzidos
e/ou reprimidos por sinais quimicos ambientais, confere a estas monoxigenases uma funcao
bioldgica de defesa sensorial contra compostos de baixo peso molecular, uma importante
interface bioquimica dos organismos vivos com o meio ambiente (57). O sistema citocromo
P450 ocupa assim um lugar cimeiro em termos de versatilidade catalitica e da quantidade
elevada de xenobidticos que desintoxica ou ativa em intermediarios reativos. Os citocromos
P450 encontram-se agrupados em familias de isoenzimas que exibem pelo menos 40% de
homologia sequencial. Por vezes, essas familias encontram-se subdivididas em subfamilias
onde os respetivos membros apresentam uma quantidade de sequéncias homdlogas superior a
60%. Cada enzima ou mRNA codificante pode ser identificado pelo prefixo CYP, seguido por
um namero, por uma letra e por outro nimero, codificacdo que os liga a familia e subfamilia a
que pertencem (79,80).

Os enzimas citocromo P450 encontram-se ubiquamente distribuidos pelos seres vivos,
ocorrendo em bactérias, fungos, plantas e animais. Atingem o nivel de expressdo mais
elevado no reticulo endoplasmatico hepético de todos os animais, embora possam ser
detetados em menor extensdo noutros tecidos e mitocdndrios hepéticos (79,80,99).

As reacOes catalisadas pelo sistema citocromo P450 do reticulo endoplasmatico,
envolvem a transferéncia de eletrdes do coenzima NAD(P)H para esse sistema por processos
mediados pelos enzimas NADPH citocromo (P450) redutase (CPR) e/ou citocromo b5
redutase (B5R) (99), onde as hemotiolatoproteinas funcionam como terminais de cadeias de
transporte de eletrdes localizadas no reticulo endoplasmatico (79,80,99):

CPR (FAD, FMN)

B5R, BS P4s0

NADPH

O ciclo catalitico inicia com a ligacdo do substrato (RH) ao atomo férrico do hemo do
citocromo P450 (Figura 1.7). A ligacdo do substrato ao centro catalitico induz uma alteracéo
conformacional do enzima que facilita a reducdo do atomo de ferro, por transferéncia de um

eletrdo do coenzima NADPH, catalisada pela flavoproteina CPR. O atomo de ferro no estado
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ferroso liga-se ent&o ao dioxigénio dando origem a um complexo Fe?*—dioxigénio que aceita
um segundo eletrdo do coenzima NADH, mediado pelo enzima B5R ou do coenzima
NADPH, mediado pelo enzima CPR. Posteriormente da-se a transferéncia dos dois eletrdes
para o oxigenio. Um desses atomos € incorporado no substrato apds formacdo do complexo
intermediario [FeO]**, um oxeno de Fe*, formalmente equivalente ao catido radicalar
porfirinico -Fe**=0, enquanto o segundo atomo de oxigénio é reduzido a agua. A libertacdo
do substrato oxidado regenera o estado de oxidacdo do atomo de ferro do CYP (Figura 1.7)
(79,100).

ROH RH
Fe’t
(ROH)Fe® (RH)Fe®* e~
(R+)(Fe-OH)** (RH)Fe?*
( )/ ;
RH(Fe-0)** (RH)Fe?*(0,)

HO0 |
2H'" (RH)Fe®*(0,7)  (RH)Fe*(03)

o

Figura 1.7 - Ciclo de reagdo que envolve a participagdo do sistema P450 na monoxigenagdo do substrato, onde
Fe representa o atomo de ferro hémico (adaptado de Coon, 2002) (101,102).

A sequéncia de aminoacidos na vizinhanca do residuo de cisteina que estabelece a
ligacdo entre o grupo tiolato e o hemo é fortemente conservada em todos 0s enzimas
citocromo P450. Quando esta ligagdo é interrompida, o citocromo P450 é convertido numa
forma cataliticamente inativa denominada citocromo P420 que pode ser detetada por
espectrometria de absorcdo molecular (99,103,104).

Se o ciclo catalitico (Figura 1.7) for interrompido, o oxigénio é libertado sob a forma
de espécies reativas de oxigénio (ROS), como a espécie radicalar, o anido superdxido ou o
peroxido de hidrogénio. Por outro lado, o funcionamento excessivo do préprio ciclo catalitico

pode gerar outras espécies reativas (101,102,105):

(Fe?’RH) ——>(Fe*") +RH™ (A)
(Fe?*O,RH) ——> (Fe*'RH) + O,~ (B)
(Fe**OOH RH) + H'——> (Fe** RH) + H,0, (C)

O sistema citocromo P450 catalisa diferentes tipos de reagOes, entre 0s quais se

destacam a hidroxilacdo de carbonos alifaticos ou aromaticos, a epoxidacdo de ligacGes
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duplas, a oxigenacdo e hidroxilacdo de heteroatomos (S-, N- e I-), desalquilacdo de
heterodtomos (O-, S-, N- e Si-), transferéncia oxidativa de grupos funcionais, de
desidrogenacao e de clivagem de ésteres (100,105).

No mitocondrio, o sistema citocromo P450 catalisa a biossintese de hormonas
esteroides e da vitamina D3. Neste organelo, a transferéncia de eletrdes da coenzima NADPH
para citocromos P450 envolve dois enzimas distintos dos microssomais: a flavoproteina
ferredoxina redutase e a ferredoxina, uma proteina com centros de ferro/enxofre de acordo

com o diagrama:

Ferredoxina

NADPH > redutase

——> Ferredoxina —— P450

A caracterizagdo de genes CYP de Anquiliformes, Cypriniformes e
Petromyzontiformes tem decorrido de forma intensiva nas Gltimas duas décadas. A detecdo da
expressao funcional de citocromos P450 especificos tem sido utilizada em estudos
fundamentais de biologia marinha e na monitorizacdo de animais marinhos expostos a
contaminantes ambientais (80,106). Em animais pertencentes a estas ordens, foram
identificados 137 genes que codificam citocromos P450. Esses genes foram agrupados por 18
familias: CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP5, CYP7, CYP8, CYP1l, CYP17, CYP19,
CYP20, CYP21, CYP24, CYP26, CYP27, CYP39, CYP46 e CYP51. A expressdo de muitas
dessas formas isoenzimaticas de citocromos P450 foi predominantemente detetada no tecido
hepético (106). Diversos estudos demonstraram ainda que a isoforma CYP1A constitui um
bom biomarcador de poluicdo aquatica por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
dioxinas, sendo as atividades etoxicumarina O-desetilase (ECOD), etoxiresorufina
O-desetilase (EROD), e 7-benziloxiresorufina O-desetilase frequentemente utilizadas na
detecdo da expressdo funcional de citocromos P450 da familia 1A, como indicadores de
contaminagdo ambiental. A atividade ECOD tem sido considerada marcadora da expressao
funcional dos CYP1Al, CYP1A2, CYP2B1, CYP2E1, e CYP2E6 de mamiferos (107). As
familias de CYP de espécies piscicolas que reconhecem a 7-etoxicumarina como substrato
ainda ndo foram definitivamente identificadas. No entanto, esta reacdo € catalisada
aparentemente em Oncorhynchus mykiss pelo CYP1A (108). Os CYP1A, e em particular os
CYP1A1, funcionam como sistemas de desintoxicagdo omnipresentes em quase todos 0s
organismos vivos sendo particularmente sensiveis a uma vasta gama de contaminantes

organicos que vai para além dos AH e das dioxinas, englobando por exemplo, compostos
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policlorados bifenilicos (PCBs), descritos como muito persistentes no ambiente, metais,
medicamentos, produtos fitofarmacéuticos ou produtos do metabolismo secundério das
plantas (109). Entre os diversos indutores das atividades ECOD e EROD em espécies
piscicolas distinguem-se o Aroclor 1254, uma mistura de PCBs (110) e a p-naftoflavona em
Oncorhynchus mykiss (111), bem como o 3-metilcolantreno e PCBs em O. niloticus e
O. aureus (112). Este tipo de resposta ndo s6 deteta contaminagdo ambiental, mas permite
ainda prever efeitos moleculares responsaveis pela ocorréncia de distarbios fisiologicos
adversos (113). Esse tipo de compostos induz a expressdo funcional do CYP1A comportando-
se como ligandos do complexo AhR que induz a transcricdo do referido gene, com
consequente aumento dos niveis de mMRNA do CYP1A, algumas horas ap6s a exposicdo
(114). Por esse motivo, alteracdes do nivel de expressdo do gene CYP1A como os que foram
detetados em Tremetomus bernacchii tém sido utilizados como biomarcadores na
monitorizacdo de contaminantes organicos (115). Todavia, alguns autores sugerem um papel
constitutivo adicional para as subfamilias que catalisam a atividade ECOD, uma vez que esta,
em algumas espécies piscicolas, como o Ictalurus punctatus, pode ser detetada em niveis
elevados mesmo quando n&o ocorre inducéo do CYP1A (116).

A importéancia do biomarcador CYP1A tem sido demonstrada em estudos de campo
com Salmonidae e Mugilidae expostos a PCBs (112,113), entre outros. Embora a inducéo da
expressdo do CYPL1A ndo forneca informacgdes detalhadas sobre a estrutura quimica do
poluente ou o nivel de exposicdo, indica que se trata de um composto aromético planar e
aponta para o seu possivel impacte na saude animal (54,119). Além disso, alteracBes nos
niveis de expressao do CYP1A podem servir como medidas de exposicdo a longo prazo, pelo
que a detecdo da inducdo de CYP1A tem aumentado nos Ultimos anos gracgas a otimizacao de
protocolos que facilitam a determinacgdo rapida de atividades cataliticas como a EROD e a
ECOD fornecendo uma “impressdo digital molecular” relativa ao contacto de animais com
compostos AhR-ativos (79,119,120). Assim a inducdo de atividades cataliticas desetilases
mediadas pelos CYPL1A constitui um indicador extremamente sensivel de alteragdes
ambientais, sendo em geral uma das primeiras respostas detetaveis e quantificaveis apos a
exposicdo. Por outro lado, as atividades ECOD e EROD representam o impacte cumulativo de
varios produtos quimicos que induzem e sdo ou ndo detetados analiticamente (75,116). Tal
como acontece com a maioria dos fenomenos bioldgicos, essas atividades cataliticas podem
ser influenciadas pelo tipo de tecido de um determinado organismo e pela enorme variedade
de fatores bioldgicos, ambientais e temporais. Os fatores bioldgicos que podem influenciar as

atividades ECOD e EROD incluem a espécie, o tamanho, a idade e o estadio de
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desenvolvimento do animal (79,119,121). Os fatores ambientais que podem afetar os niveis
de atividade ECOD e EROD incluem as condic¢des de acondicionamento fisico dos animais
nos tanques do laboratdrio ou alteracGes da composicao quimica, salinidade, pH e temperatura
do habitat nos ensaios de campo. Condi¢Ges ambientais, como temperatura, salinidade e pH
devem ser determinadas por rotina ao longo de qualquer estudo uma vez que podem afetar
drasticamente a inducdo das atividades ECOD e EROD (79,119,121). A literatura recomenda
ainda que o periodo de exposicdo a um determinado contaminante ambiental, a duragdo do
estudo, a dieta e o0 tipo de anestesia a aplicar deverdo ser adequadamente padronizados e
controlados em ensaios de laboratorio (79,119).

Até ao momento, tém decorrido muitos ensaios de campo onde se determinaram as
atividades ECOD e EROD para estimar a tendéncia espacial e temporal de contaminacdo em
sistemas aquaticos (119). Estes estudos tém detetado a inducdo da atividade desetilase em
muitas espécies piscicolas de diferentes habitats. Esta extensa validacdo dessa atividade
catalitica como biomarcador conduziu a sua utilizagdo em varios programas de monitorizacao
de contaminantes por todo o mundo (120,122). A inducdo do CYP1A, ndo corresponde
sempre a uma resposta toxica, embora a geracdo de intermediarios reativos de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos pelos CYP1A constitua em muitos casos uma fonte
de aductos de DNA implicados em processos de tumorogénese. Além disso, efeitos na
capacidade reprodutora, por diminui¢do dos niveis séricos de hormonas esteroides, 0 aumento
do indice hepato-soméatico e a mortalidade acrescida de espécies piscicolas tém sido
associados a inducdo das atividades ECOD e EROD (119,121). Contudo, a quantidade
elevada de sintomas e efeitos que os diversos ligandos do complexo AhR exercem sobre
varios processos bioquimicos, tém tornado dificil a identificacdo de eventos criticos que
conduzam a toxicidade. Por esse motivo, alteracdes nas atividades ECOD e EROD de
espécies piscicolas tém sido apenas consideradas como bons indicadores de exposicdo a
contaminantes ambientais, uma vez que nem sempre é facil estabelecer uma ligacdo direta
entre a inducdo do CYP1A e os efeitos prejudiciais nesses animais (121). O aumento de
informacdo que relacione alteracdes nas atividades ECOD e EROD com efeitos prejudiciais
em espécies piscicolas podera vir a ser uma ferramenta Gtil na previsao de risco de exposicao
a poluentes (79,119,121,123).

A Dbiotransformacdo sequencial de um substrato pode ser bietapica. Em geral, é
precedida pela absorcdo, processo pelo qual os xenobiéticos atravessam as membranas
celulares e alcancam a corrente sanguinea (67,79). Os principais locais de absor¢do em

espéecies piscicolas sdo as branquias, o sistema digestivo e a pele. Como descrito
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anteriormente, a Fase | envolve maioritariamente a hidrolise de ligagdes quimicas, a
oxidagédo/reducdo ou a substituicdo de grupos funcionais mediadas maioritariamente pelo
sistema citocromo P450, como ilustrado na Figura 1.8 (67,79,113,124).

©®

FASE 1 FASE 11 FASiE 111
@ AEL, () LASEL, G BN,

Funcionalizacao Conjugacao
Citocromo P450
N A A J
Y Y Y
ABSORCAO BIOTRANSFORMACAO EXCRECAO
Recetores Enzimas Transportadores
Transportadores DME MDR, MRP

(Enzimas de metabolizacio de firmacos)

Figura 1.8 - Biotransformagao bietapica de xenobidticos (adaptado de Klaassen e Quintas) (79,125).

A Fase Il que corresponde ao conjunto de reacBes usualmente descritas por
conjugacdo intervém no metabolismo de um xenobidtico dando continuidade as reacdes de
oxidacéo da Fase I, ou modificando diretamente um substrato portador de grupos oxidrilo, tiol
ou acido carboxilico. Estas reacdes podem ser catalisadas por enzimas de membrana ou
citoplasmaticos com capacidade para reconhecer co-substratos como o acido glicurénico, o
tripéptido glutationo ou diversos sulfatos. Entre os enzimas de biotransformacdo destacam-se
a UDPGT e a GST (60,78). Os niveis de atividade e a resposta a xenobi6ticos por enzimas da
Fase Il de biotransformacdo sdo, em geral, menos pronunciados do que a dos enzimas da
Fase | (78). A Figura 1.9 mostra de forma esquematica como os enzimas de biotransformacéo

podem atuar de diferentes formas sobre o substrato.

UDPGT

Acima de 90%b de
substrato € excretado
atraveés da urina e fezes

Acido uridina-5-difosfato
glicuronico

Fase IT

UDPGT | Fase Il ﬁ}.aﬂ‘“

Combinado

Substrato
(-OH)

Produtos ativos Toxicidade

intermediarios Toxicidade biomolecular

GST Fase I
Glutationo reduzido (GSH)

FaseIT

GR Fase IT
Dissulfureto de glutationo (GSSG)

Figura 1.9 - Consumo de substratos exogenos/endogenos por enzimas de biotransformagdo (adaptado de Yang,
2013) (126).

20 Marta Candeias



Sistemas de biotransformagao e de resposta ao stress de
Petromyzon marinus Fundamento Tedrico

A biotransformacdo conduz, em geral, & desintoxicacdo e eliminacdo de xenobidticos
de um determinado organismo. Contudo, o sistema citocromo P450 pode ativar compostos
pouco reativos, tornando-os citotoxicos, mutagénicos e/ou cancerigenos. Por exemplo,
algumas atividades do sistema citocromo P450 e UDPGT de Platycephalus bassensis
aumentaram significativamente ap6s exposicdo a uma mistura de PCBs, enquanto as
atividades UDPGT de Salmo gairdneri diminuiram significativamente ap0s exposi¢do a

diversos fenois policlorados (78).

1.3.3. Reacdes de conjugacdo — Fase 11 de biotransformacéo

O termo uridina-difosfato glicuronosiltransferases (UDPGT) designa um grupo
extenso de isoenzimas estreitamente relacionados que catalisam a transferéncia de uma
molécula de acido glicuronico ativada para dalcoois aromaticos e alifaticos, acidos
carboxilicos, aminas e grupos sulfidrilo livres de compostos exdgenos, levando a formacao de

conjugados O-, N- e S- glicurdnidos (60):

HO - g? 0 o 0
XAk P o ﬂ"‘-w UDPGT Ho-¢? P o A
oM "0~ o- % o~ N 'J\L‘\ﬂ + R-OH _’ Pao' 1‘;0':\" X + H:T—‘jr-‘g" ?I“‘n- -\ I\'}‘"“?'O
o 4\ OH Yy o Wi
O'PI OH OHOH
Acido UDP-glicurénico Glicuronidos Uridina difosfato

Em termos metabdlicos e quantitativos, corresponde a reacdo de conjugacdo mais
importante dos mamiferos, sendo detetada em quantidade elevada na urina ou na bilis desses
animais. A maior solubilidade dos conjugados glicurénidos facilita a eliminacdo dos
compostos de origem pelos fluidos bioldgicos. Os enzimas UDPGT expressam-se no reticulo
endoplasmatico, contrariamente ao que acontece com muitos enzimas da Fase Il de
biotransformacao que possuem localizacao citoplasmatica (60,126).

As reacOes de glicuronidacdo parecem estar restringidas aos vertebrados, nao tendo
sido ainda identificadas em invertebrados ou em plantas onde a glicosilacdo é utilizada em
reacOes analogas de desintoxicacdo. Assim, parece relevante do ponto de vista evolutivo
detetar e caracterizar UDPGT de organismos ancestrais como as espécies piscicolas, 0s
organismos mais “primitivos” com capacidade para catalisar esse tipo de reagdes, para 0s
quais constituem uma via relevante de desintoxicacdo de poluentes organicos (127). Os
estudos relacionados com esta via de biotransformacdo em espécies piscicolas tem sido

predominantemente dirigidos para avaliar o potencial desses animais para lidar com poluentes
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organicos, uma vez que nas linhas de costa e nos estuarios das principais regies
industrializadas do globo, aumentam diariamente os niveis de contaminacdo ambiental por
uma ampla variedade de detritos quimicos (60).

O termo glutationo S-transferase (GST) designa uma familia multifuncional de
enzimas cujas atividades enzimaticas maioritariamente citoplasmatica foram detetadas pela
primeira vez em 1961, por Booth e colaboradores, investigadores do Instituto Chester Beatty,
em South Kensington, quando se dedicavam ao estudo do cancro. Contudo, as primeiras
tentativas de purificacdo deste tipo de enzimas ndo foram bem-sucedidas devido a
multiplicidade de isoenzimas que se expressam em diferentes seres vivos e a especificidade
sobreponivel que apresentam para diferentes substratos. O seu papel bioldgico consiste em
combinar o tripéptido glutationo (GSH) com compostos eletrofilos através de uma ligacao
dissulfureto, contribuindo para aumentar a sua hidrofilicidade e facilitar a sua metabolizacéo e

eliminacéo, de acordo com a equacéo (128-130):

GST
RX + GSH————> RSG + HX

onde RX representa 0 composto eletrofilo, GSH o glutationo (y-Glu-Cys-Gly) e RSG o
conjugado resultante do processo. Em geral, os substratos hidr6fobos dos enzimas GST
possuem um atomo de carbono eletréfilo e sdo capazes de reagir ndo enzimaticamente com o
tripéptido a uma taxa razoavelmente mensuravel. O tamanho molecular varia desde pequenas
moléculas como o diclorometano até hidrocarbonetos aromaticos policiclicos de grandes
dimensdes como o benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epdxido (131,132). Apesar do ataque
nucleofilo que os enzimas GST exercem preferencialmente sobre substratos com atomos de
carbono eletrofilos, como os haletos de alquilo e de arilo, as lactonas, os epdxidos, as
quinonas, os ésteres e alcenos ativados, compostos com atomos de azoto eletrofilos como os
ésteres azotados, ou com atomos de enxofre como os tiocianatos organicos e dissulfuretos, ou
com atomos de oxigénio como os lipoperdxidos, também podem servir como alvos
alternativos (67,133). A resorufina, um dos produtos da atividade EROD ¢ utilizado como
substrato de reagOes da Fase Il em que participam UDPGT e GST. A atividade glutationo
S-transferase é habitualmente determinada recorrendo-se a substratos de referéncia, tais como
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (123,134,135).

Os enzimas GST podem ser agrupados de acordo com as suas propriedades fisicas,
cataliticas, reatividade cruzada com anticorpos e andlise sequencial dos diferentes isoenzimas

em 7 classes: o, 4, m, 6, & e x citoplasméaticas e uma classe distinta no reticulo
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endoplasmatico (128,136,137). Do ponto de vista estrutural, os enzimas citoplasmaticos
podem existir como homo ou heterodimeros, organizando-se como homotrimeros no reticulo
endoplasmatico. Em qualquer dos casos cada subunidade possui dois centros ativos e
dimensdo molecular entre 24000 e 28000 (136). Estas familias de isoenzimas tém sido
extensivamente estudadas e caracterizadas em roedores, na espécie humana e em espécies
piscicolas. Apesar de terem sido detetados e purificados GST hepéticos e extra-hepéaticos
como as branquias de diversas espécies piscicolas, em teledsteos existe pouca informacao
disponivel, relativa a caracterizacdo molecular e ao papel dos isoenzimas GST. Contudo,
diversos autores observaram que o nivel de expressdo de GST em muitas espécies piscicolas
altera-se significativamente ap0s exposicdo desses animais a compostos exdgenos
(123,128,132,136-139).

O aumento de atividade GST hepatica de uma determinada espécie piscicola pode
deste modo indicar que um Xxenobidtico particular podera estar a ser metabolizado por
conjugacdo com o GSH e/ou indicar apenas a presencga desse composto particular no habitat
dessa espécie, razdo pela qual este enzima pode ser considerado como bom biomarcador de
exposicao a poluentes ambientais (128,136,139,140).

Os enzimas UDPGT e GST medeiam assim vias de desintoxicacdo celular e de
excrecdo de xenobioticos que desempenham um papel fulcral na aquisicdo de resisténcia
celular a produtos farmacéuticos e fitofarmacéuticos, bem como a outros agentes eletrofilos
de circulacdo ambiental, combinando-os com moléculas enddgenas, tais como o &cido
glicorénico ou o glutationo, processos que facilitam a sua posterior elimina¢do do organismo
(101,136,140).

A atividade GST tem sido determinada tanto em espécies piscicolas cartilagineas
como 0sseas sendo o CDNB reconhecido como substrato preferencial de quase todos os
isoenzimas (121,139,144) .

Este quadro de respostas tem permitido atribuir a estes enzimas um papel de relevo
nos mecanismos moleculares adaptativos ao stress quimico, legitimando a sua utilizacdo
como biomarcadores de contaminacdo aquética, pelo que urge caracterizar a sua resposta a
contaminantes ambientais, para que se possa otimizar a sua utilizacdo na previsdo, no
diagnostico e no controlo da poluicdo (121,128,140,141). Algumas das abordagens
bioquimicas deste trabalho relativas a enzimas de biotransformagdo, incluindo GST
citoplasmaticas e do reticulo endoplasmatico de figado de lampreia, poderdo constituir um
primeiro passo para estabelecer a sua utilizagdo como biomarcador ecotoxicoldgico
(60,121,123,139,142,143).
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Os niveis de atividade GST dependem também de fatores nutricionais. Como a
lampreia é um organismo hemato6fago, a atividade enzimatica basal pode ser afetada pela
presenca de indutores no sangue de outras espécies piscicolas de que se alimentam, tal como
previamente relatado por Vindimian (1991) (121,145,146). Contudo neste estudo esse
problema ndo se colocou uma vez que os individuos selecionados foram exemplares de
lampreia-marinha recém-metamorfoseados, mantidos em jejum durante o estudo. Poderdo
antes refletir o contacto com poluentes presentes nas bacias de origem, aos quais poderdo ter
sido expostos enquanto filtradores.

Para além do papel relevante na biotransformacéo de xenobidticos, os enzimas GST
intervém ainda no transporte intracelular e na defesa contra o stress oxidativo e em particular
contra a peroxidacéo lipidica (121,128,139,147).

1.3.4. Reagdes da Fase 111 de biotransformagéo

A literatura considera repetidas vezes que um xenobidtico apds a Fase Il encontra-se
desintoxicado e como tal deixa de ter relevancia biologica. Contudo, a acumulacdo de
derivados metabdlicos na célula, eventuais causadores de danos celulares ou a sua excrecao
assumem particular importancia na designada Fase Il de biotransformacao. Assim, essa fase
inclui enzimas de desintoxicacdo envolvidos na eliminagdo de produtos das Fases | e I, via
transporte transmembranar, mediado por glicoproteinas P (PGPS) ou por proteinas associadas
a resisténcia maltipla a drogas (78,148).

A primeira PGP, designada por proteinas de resisténcia multipla a drogas (MDR) foi
descoberta em 1976 quando se realizavam estudos de resisténcia a quimioterapia (149). Esse
tipo de proteinas transporta uma quantidade elevada de compostos com estrutura e modo de
acao diferentes. Kurelec (1992) demonstrou que proteinas envolvidas na resisténcia multipla a
xenobidticos (MXR) possuiam semelhancas estruturais com as MDR. A ampla distribuicdo
taxondmica das proteinas MXR, bem como a inducdo da sua expressdo apds exposicao a
xenobioticos, revelam a sua importancia em mecanismos de defesa celular ndo especificos
(78,149). Os mecanismos pelos quais a célula expele os poluentes ainda ndo sdo conhecidos.
Estudos realizados por Kurulec (1995) revelaram que o sistema MXR do molusco Monodonta
turbinata pode ser induzido por hidrocarbonetos enquanto o de M. edulis é capaz de expelir
produtos fitofarmacéuticos como as triazinas (78,148).

Outros organismos aquaticos resistentes a contaminantes ambientais expressam acima
da média de componentes dos sistemas de transporte da Fase Ill quando sdo expostos a

compostos organoclorados (78,149). A existéncia de xenobioticos sensibilizadores capazes de
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inibir proteinas MDR ou MXR e de promover o aumento da concentragdo intracelular de
poluentes, bem como a ocorréncia de danos celulares encontra-se também descrita na
literatura por diversos autores. Assim, 0s sistemas de transporte que envolvem proteinas da
Fase 11l podem ser considerados como reguladores da biodisponibilidade de contaminantes
intracelulares, sendo por esse motivo, tdo relevantes na desintoxicacdo celular como os
processos que decorrem nas fases | e 11 (78,119,121,149,150).

Ao longo da vida, os animais apresentam alteracbes metabdlicas que frequentemente
se traduzem por perfis de expressdo diferenciados dos sistemas de biotransformacdo de
xenobidticos, pelo que a fase do crescimento em que o animal se encontra, bem como fatores
abidticos, nos quais se incluem a temperatura e a salinidade, influenciam a resposta adaptativa
a alteragdes quimicas no seu habitat (78,115,151,152). Por exemplo, os teledsteos na Fase
inicial da vida sdo mais sensiveis ao stress salino do que os individuos na fase adulta
(41,153). A transferéncia direta do meio marinho para o meio dulcaquicola de Oryzias
javanicus, uma espécie piscicola com sistema de adaptagdo osmotico Unico e larga tolerancia
a salinidade, provocou a inducdo do CYP1A branquial, facto que aponta para a importancia
da salinidade na capacidade de resposta pelos sistemas de biotransformacdo (39).
Salmonideos, como a truta arco-iris, expostos a choque salino manifestaram uma inducéo da
expresséo funcional do CYP3A (154).

Os estudos que procuram avaliar a influéncia das alteracBes de salinidade sobre a
capacidade de resposta dos sistemas de biotransformacado de espécies piscicolas, decorrem em
laborat6rio, maioritariamente em tanques onde é construido um gradiente de salinidade
finamente controlado que simula as condi¢bes de migracdo entre 0 meio dulcaquicola e o
meio marinho (153,155), na auséncia e/ou na presenca de um ou mais xenobidticos (45,156).
A adaptacdo ao ambiente salino ou dulcaquicola depende de espécie para espécie. Lavado
(2013) num estudo de aclimatacdo ao sal que realizou com a espécie anadroma Oncorhynchus
kisutch, constatou que a eliminacdo de xenobiGticos por enzimas da Fase | de
biotransformagdo, em termos de conteddo em CYP e atividade FMO eram afetados por
estimulos ambientais, como a salinidade que condicionavam a toxicidade de xenobidticos da
familia dos compostos organofosforados e tiocarbamatos, durante a aclimatacdo & agua
salgada de individuos da espécie Oncorhynchus kisutch (46).

Em geral, todas as espécies anadromas, em particular a Petromyzon marinus (157) e o
Oncorhynchus kisutch (46) sdo mais sensiveis a alteragdes das condi¢cBes ambientais pela

migracdo caracteristica que realizam entre os meios dulgaquicola/marinho, e vice-versa, ou
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pela presenca de xenobioticos, despoletando respostas, na maior parte dos casos adaptativas a
fatores abiéticos do seu habitat.

1.3.5. Agentes bi e monofuncionais

Existem dois tipos de agentes quimicos com capacidade para despoletar reagdes de
biotransformacdo: os indutores bi e monofuncionais. Os indutores bifuncionais incluem
compostos como a pS-naftoflavona, o benzo[a]pireno, o 3-metilcolantreno e a TCDD ou
dioxina, que induzem enzimas de Fase | (tais como o CYP1Al) e enzimas de Fase Il (tais
como UDPGT e GST) (101,121,136). Estes agentes podem exercer a sua ac¢do recorrendo a
dois mecanismos distintos, um envolvendo elementos de resposta a xenobidticos (XRE) e
outro envolvendo elementos de resposta antioxidante (ARE). Os elementos de resposta
correspondem a sequéncias curtas de DNA, reconheciveis por fatores de transcrigdo que
controlam a expressao génica, muitas vezes localizadas na regido 5’ a montante da regido
codificante. A expressdo de alguns enzimas, como 0s CYP1A1l, é maioritariamente regulada
por sequéncias XRE, ao passo que a dos enzimas GST, sdo regulados por sequéncias ARE.
Existem ainda outros enzimas, como a DT-diaforase, cuja expressdo é regulada pelos dois
mecanismos (158,159). Os agentes quimicos que modulam a expressdo génica via sequéncias
XRE fazem-no por ligagdo ao complexo Ah. Contrariamente aos agentes bifuncionais, 0s
agentes monofuncionais ndo reconhecem o complexo AhR e como tal ndo se comportam
como indutores do CYP1A. No entanto, os agentes monofuncionais, tal como o0s agentes
bifuncionais sdo capazes de induzir a expressdo funcional de enzimas da Fase I,
maioritariamente regulada pelas sequéncias ARE, incluindo a diaforase. Como alteragfes na
expressdo génica de UDPGT e GST podem estar ou ndo correlacionadas com a inducdo dos
CYP, a sua detecdo pode permitir detetar efeitos complementares aos que estdo associados
aos CYP, caso seja exclusivamente modulada pela interacdo com sequéncias ARE (158-160).

Os agentes monofuncionais podem ser subdivididos em duas classes: (i) os que
podem despoletar stress oxidativo por ciclos de oxidagdo-reducdo, como acontece com as
quinonas, a menadiona, e 0s antioxidantes fenolicos ter-butil-hidroquinona e
3,5-di-ter-butilcatecol e (ii) aqueles que causam stress oxidativo por reducdo do glutationo
com acontece, por exemplo, com fumaratos, maleatos, acrilatos, isotiocianatos, e outros

aceitadores de Michael que reagem com o tripéptido (159).
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1.4. Stress oxidativo

A célula como unidade béasica da vida dispGe de uma organizacdo estrutural e
funcional cujo desempenho harmonico depende da compartimentacdo celular, assegurada por
fronteiras moleculares como a membrana citoplasmatica, o reticulo endoplasméatico ou
sistemas membranares mitocondriais e peroxissomais. O metabolismo energético e a
biotransformacdo de xenobioticos constituem as principais fontes de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na célula eucarionte. Pulsos pontuais de ROS exercem efeitos benéficos nos
organismos vivos, uma vez que atuam como mensageiros quimicos em vias de sinalizacdo
celular. Contudo, a célula entra em stress oxidativo quando ocorre um aumento crénico dos
seus niveis de ROS (102-104,147).

Em termos quimicos, o stress oxidativo pode ser descrito como uma acentuada
transicdo redutor-oxidante do ambiente celular, maioritariamente assegurado por pares redox
como GSH/GSSG, NADH/NAD" ou tiorredoxinaseg/tiorredoxinaoy. Pode-se dizer entdo que as
consequéncias do stress oxidativo na sobrevivéncia celular dependerdo da extensdo do
deslocamento desses equilibrios. Em geral, a célula dispde de mecanismos moleculares que
Ihe permitem superar efeitos pontuais que perturbem o saudavel equilibrio redox. No entanto,
perturbacdes em maior escala podem provocar danos em biomoléculas como lipidos,
proteinas e acidos nucleicos, capazes de levar a morte celular (102-105,161,162).

O radical anido superoxido ('Oy), o peroxido de hidrogénio (H20,), o radical hidroxilo
('OH), os organoperdxidos (ROOH), os radicais alcoxilo (RO") e peroxilo (ROO") destacam-
-se entre as espécies reativas de oxigénio que se podem formar na célula eucarionte
(102,104,105,163). A maior parte do peréxido de hidrogénio gerado nos organismos Vivos

tem a sua origem na dismutacéo do radical "O,", de acordo com a reagao (105):

0,- +e+2H* H,O0,
Como o0 H,0; ndo é um radical, € muito mais estavel em meio aquoso e comporta-se
como oxidante mais fraco do que o "O;", pode ser enzimaticamente transformado em agua e

dioxigénio (163). No entanto, o H,O, converte-se no radical hidroxilo de acordo com (105):

H,0,+ e +H* H,0+ OH
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uma espécie fortemente reactiva e toxica quando em presenca de metais de transi¢cdo, como o
ferro ou o cobre. O radical *“OH forma-se in vivo através da reducdo de H,O, pelo radical

anido superoxido, via reacdo de Fenton de acordo com:

M + H,0, M@+ + OH- + OH

ou de Haber-Weiss de acordo com:

H,0,+ 0, 0,+ OH-+ OH

processos catalisados por metais de transicdo (102,164). O radical ‘OH pode modificar
aminoacidos levando, por exemplo, a formacdo de orto- e meta-tirosina a partir de
fenilalanina, pode iniciar peroxidacdo lipidica e oxidar glucidos e bases azotadas (102-105).
Alguns compostos organicos, como as quinonas, também podem gerar ROS através de ciclos
de oxidacdo-reducdo com os seus conjugados semiquinonas e hidroquinonas, e consequente
levar a formacédo de *O, a partir do O, ou de H,0, a partir do radical *O, (105,163).

Os sistemas biolégicos possuem uma ampla variedade de mecanismos de defesa
antioxidativos para prevenir e combater alteracfes do ambiente redutor celular, sendo alguns
dos quais caraterizados no seguimento deste texto.

O glutationo (GSH) é um tripéptido de baixo peso molecular maioritariamente
detetado em fungos, animais e plantas, cuja concentracdo intracelular pode variar entre 0,1 e
10 mM (102,104). Trata-se de um tiol ndo-proteico que participa num sistema tampéao de
oxirreducdo, com papel relevante na defesa antioxidante da célula. Enquanto antioxidante,
esta envolvido na captura de ROS, como o radical "OH, na redu¢do do H,O; e na doacdo de
potencial redutor a reacOes catalisadas pelo enzima glutationo peroxidase. Como co-substrato
dos enzimas GST participa na metabolizacdo de xenobioticos, cujos derivados sdo excretados
pela via dos mercapturados (99,102,104,165). Assiste ainda a funcgbes celulares como a
sintese de DNA e proteinas. O excesso de ROS intracelular pode em muitos casos ser
consumido por reagdo direta ou enzimatica com o GSH que se converte na forma dimérica de
dissulfureto de glutationo (GSSG), processo que é seguido pela diminuicdo da razdo
GSH/GSSG, alteracdo que e frequentemente utilizada como indicador da ocorréncia de stress
oxidativo. Por esse motivo, a manutengdo de niveis intracelulares de GSH que maximizem a

razdo GSH/GSSG, torna-se indispensavel para assegurar um saudavel ambiente redutor
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celular nos organismos que usualmente se expdem a condi¢bes ambientais hostis, prevenindo
assim a ocorréncia de stress oxidativo (102,104,166).

Alternativamente ao GSH, as estruturas quimicas de baixo peso molecular como o
ascorbato, o f-caroteno e o a-tocoferol, ou enzimas como glutationo redutase (GR), glutationo
peroxidase (GPx) e glucose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), direta ou indiretamente
envolvidos no ciclo de oxidacao-redugdo do GSH, ou ainda superoxido dismutases (SOD) e
catalases (CAT) desempenham também um papel relevante na estabilizacdo do ambiente
redutor intracelular. Alteracdes dessas atividades enzimaticas antioxidativas sao consideradas
por diversos autores como bons indicadores da susceptibilidade celular para o stress oxidativo
(102,104,167,168).

O enzima GR desempenha um papel essencial na manutencdo da capacidade
antioxidante celular, uma vez que recicla 0 GSSG em GSH, utilizando equivalentes redutores
sob a forma de NADPH gerados pela via redutora das pentoses fosfato, ao nivel do seu
enzima regulador G6PD. Diversos estudos tém revelado que o enzima GR pode sofrer
inativacdo/ativacdo na presenca de varios agentes redutores ou oxidantes. Um desses
exemplos é o coenzima NADPH que ao ser pré-incubado com esse enzima antes da adicao de
GSSG inativa-o reversivelmente. O varrimento da resposta antioxidante celular envolve ainda
a determinacdo de perfis de outras atividades antioxidativas como SOD, GPx e CAT
(Figura 1.10) (99,102,169,170).

Como referido anteriormente, o0 enzima-chave da via das pentoses fosfato designa-se
por G6PD, uma fonte maioritaria de equivalentes redutores sob a forma de NADPH. O défice
metabdlico deste enzima tem sido correlacionado com efeitos patoldgicos, devido ao blogueio
do ciclo do glutationo. Os enzimas antioxidativos CAT e GPx desempenham um papel
importante na protecdo dos organismos vivos contra o stress oxidativo despoletado por
perdxidos, podendo ser detetados em todos os tecidos de vertebrados, mas expressando-se em
maior extensdo no figado, 6rgdo importante na absorcdo de xenobidticos e consumo
enzimatico de ROS (Figura 1.10) (171). Estes enzimas podem assim constituir bons
bioindicadores moleculares sobre o stress oxidativo mediado por contaminantes, podendo
ainda indicar a magnitude da resposta em populag¢des cronicamente expostas a contaminantes
tais como metais e outros xenobioticos (102,172,173).

O enzima GPx é uma seleno-proteina que manifesta elevada eficiéncia catalitica sob
perdxidos e lipoperoxidos, reduzindo-os a agua ou ao alcool correspondente, utilizando
glutationo como doador de equivalentes redutores. Em geral, respondem de forma alternativa

ou complementar a acdo de CAT, outro conjunto de enzimas antioxidantes que exercem
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resposta antioxidante primaria. Os enzimas CAT sdo hemoproteinas com distribuicdo ubiqua
na natureza, organizados sob o ponto de vista estrutural como homotetrameros, cujos
protomeros dispdem de um nucleo protoporfirinico 1X com um atomo de ferro, vulgarmente
conhecido por hemo que constitui o seu grupo prostético. Desempenha um papel relevante na
desintoxicacdo do perdxido de hidrogénio reduzindo-o a &gua. Os enzimas catalase tem
localizacdo citoplasmatica, como acontece com os CTT1, e peroxissomal como € o caso dos
CTAL. A montante das peroxidases encontram-se usualmente os enzimas SOD cujo papel
biol6gico, como a sua designacdo sugere, é dismutar o radical *O," a H,O,, minimizando
assim os efeitos nocivos desse radical. McCord (1974) descobriu que o hialuronato de sédio
protege a célula contra a despolimerizacao por radicais livres e revelou que a administracéo
exogena de SOD pode ter um efeito anti-inflamatério (174). O radical *O,, uma espécie
reativa de oxigénio que pode formar-se pela reducdo do O, em diversas reagGes enzimaticas,
pela acdo das radiacdes ionizantes ou durante a fagocitose por leucdcitos, tem sido
correlacionado por muitos investigadores com a peroxidacdo lipidica e a hemdlise
peroxidativa dos globulos vermelhos sanguineos e de forma mais geral com o envelhecimento
celular como descrito por Harman, (175,176) (Figura 1.10). Os enzimas SOD expressam-se
em todas as células eucariontes (140,172,177,178). No entanto, Hewitt e Morris (1975) (179)
também detetaram essa atividade catalitica em bactérias anaerodbias, tendo igualmente sido
purificado, por exemplo, a partir de E. coli (180), Streptococcus mutans (181), ou da levedura
Saccharomyces cerevisiae (182).

Os enzimas SOD podem conter no seu centro catalitico diferentes catifes metalicos,
exibindo por esse motivo, cor diferente: os azul esverdeado designados por Cu/ZnSOD, os de
cor de vinho designados por MnSOD (172,177,183) e 0s que exibem coloracdo amarelada
referenciados por FeSOD (184).

O malonaldeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidacdo lipidica, é um
dialdeido de cadeia curta cuja determinacdo em diferentes tecidos, por reacdo com o0 acido
tiobarbitarico (TBA), € usualmente utilizada para estimar danos oxidativos (185-188). A
peroxidacdo de fosfolipidios de membrana é, em geral, acompanhada por um aumento da
concentracdo de MDA e consequente aumento da rigidez e deformacdo membranar. O
excesso de MDA pode ainda despoletar efeitos citotoxicos que envolvem inibigdo enzimatica,
degradacdo de dGMP com danos no DNA (185-187,189).
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Figura 1.10 - Diagrama representativo de algumas vias de resposta a metabolitos reativos, de geragao de ROS e
seus alvos celulares, bem como de vias antioxidantes de organismos eucariontes (adaptado de
Carvan, 2015) (190).

O stress oxidativo em espécies piscicolas surge como consequéncia do contacto com
poluentes, uma vez que estes animais encontram-se constantemente expostos a uma elevada
pressdo ambiental. Porém, estudos relativos a caracterizacdo dos mecanismos de defesa
antioxidativos em espécies piscicolas sdo escassos. Por outro lado, efeitos deletérios
associados a contaminantes ambientais tornam-se, por vezes, dificeis de avaliar, uma vez que
muitos deles tendem a manifestar-se apds longos periodos de tempo, ou terminam numa
aparente resposta adaptativa (34,113,191,192).

Embora a existéncia de uma relacdo estreita entre disfuncées bioldgicas e 0 ambiente
seja descrita desde a antiguidade classica, como pode ser atestado por diferentes textos
escritos hd mais de 2000 anos (78), preocupacOes sérias relativas a poluicdo ambiental que
envolvam a sociedade em geral e em particular a comunidade cientifica corresponde a um
fendmeno recente. Rachel Carson (1962), na sua luta contra o uso indiscriminado de produtos
fitofarmacéuticos organoclorados, devido a ameaga que constituiam para 0s organismos
vivos, incluindo o Homem, iniciada no seu livro Silent Spring (57), pode ser considerada

pioneira em estudos ecotoxicoldgicos (78).
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O alerta precoce dos efeitos toxicos dos poluentes, particularmente em areas poluidas
pode ser previsto utilizando apenas uma abordagem que inclua um ou mais biomarcadores de
stress oxidativo e/ou de respostas adaptativas (67,78,169,192,193).

Os sistemas de defesa antioxidantes das espécies piscicolas sdo muito sensiveis a
fatores ambientais dependendo muitas vezes do tipo de poluicdo, niveis de ibes metélicos,
salinidade e temperatura do local em que os animais se encontram. Facto que torna necessario
comparar respostas antioxidativas de individuos da mesma espécie que tenham sido
capturados em locais poluidos e ndo-poluidos. Contudo, torna-se evidente que as maultiplas
atividades humanas impedem que se encontre com frequéncia um local de referéncia para os
critérios descritos na frase anterior (140,145,194-196). Por esse motivo, estudos comparativos
para a determinacao de potenciais sequestradores de ROS entre individuos nativos expostos e
ndo expostos a condicdes de stress sdo escassos (140,147,167,197). No entanto, o aumento do
contetdo celular de ROS aparece algumas vezes associado a ocorréncia de danos oxidativos
que afetam o bem-estar das espécies piscicolas. O crescente aumento de contaminantes
qguimico-agricolas, de metais pesados, de residuos domeésticos, bem como a eutrofizacdo e
utilizacdo incorreta dos recursos hidricos tem gerado nos ultimos anos um aumento da
poluicdo do meio aquéatico. Os lagos e aquiferos constituem assim os locais mais propensos a
receber e acumular contaminantes quimicos provenientes da descarga acidental dos esgotos da
industria quimica, bem como do escoamento de residuos domésticos e agricolas
(194,198-201).

A realizacdo de estudos sobre a exposicdo de organismos aquaticos a condicdes de
stress mistas, como por exemplo a presenca de um herbicida acumulada com a de outro(s)
produtos fitofarmacéuticos, ou com outras alteracdes fisico-quimicas do seu habitat,
tornaram-se prementes, uma vez que os efeitos sinergisticos/antagonistas que Ihes podem
estar associados, sdo imprevisiveis ou ininterpretaveis, a partir de analises exclusivamente
quimicas da composicdo do ambiente aquéatico, pois alguns contaminantes acumulam-se em
tecidos sem induzir efeitos téxicos, enquanto outros sdo conhecidos pela sua elevada
toxicidade para niveis baixos de exposicdo (123,162,202-205). Além disso, tornou-se
impraticadvel analisar individualmente ou em multiplas combinagfes todos os produtos
quimicos que fazem parte de uma mistura de contaminantes ambientais. Assim, a utilizacao
de respostas biologicas por espécies aquaticas tem ganho relevancia na avaliagdo toxicoldgica
de um determinado ecossistema, uma vez que permite a detecdo precoce de efeitos globais de
contaminantes, fornecendo informacgdes que refletem eventuais interagfes quimicas, mesmo a
nivel sub-letal (123,194,195,206-209).
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Nesse sentido, estudos que envolvam biomarcadores de stress oxidativo parecem ser
particularmente promissores (140,206,208,210). Muitos contaminantes ambientais s&o
capazes de induzir stress oxidativo em animais aquaticos, incluindo espécies piscicolas. Uma
resposta corrente na detecdo da toxicidade de diversos poluentes prende-se com a detecao de
alterac6es nos niveis de ROS intracelulares e com a detecdo de perturbacdes na eficiéncia da
resposta antioxidante que muitas vezes constituem um preltdio do aparecimento de alteragdes
em biomoléculas como as que causam danos no DNA, peroxidacdo lipidica e
inducdo/inibicdo de atividades enzimaticas vitais a sobrevivéncia celular. Deste modo
encontram-se descritos na literatura diversos estudos que relacionam alteragfes da resposta
antioxidante enzimatica e ndo enzimatica, aplicadas a detecdo de stress ambiental
(26,198,206,208,211-213). Além disso, a relevancia preditiva da atenuacdo dos efeitos
toxicos com base nos niveis de lipoperoxidos (LPO) também tem sido revelada em diversos
estudos com animais que crescem em meio aquatico (198,212,214).

Assim, a atenuacdo dos efeitos toxicos de um dado poluente parece depender
maioritariamente do equilibrio oxidante/antioxidante da célula que pode ser perturbado pelo
contacto com xenobioticos. Por exemplo, o refor¢o da taxa de oxigenacdo pelos poluentes
pode potenciar a toxicidade, via stress oxidativo, tornando as respostas antioxidantes de
espécies piscicolas menos eficazes. Alguns trabalhos revelam ainda que os sistemas
antioxidantes enzimaticos das branquias sdo menos eficazes do que 0s que se expressam no
tecido hepatico, contribuindo assim para aumentar a sua vulnerabilidade as ROS
(198,205,212,213,215,216).

A resposta antioxidante detetada em espécies piscicolas parece depender da posicdo
anatomica de cada 6Orgdo que determina a distribuicdo dos xenobidticos e a resposta
fisioldgica especifica de cada 6rgdo. No entanto, todos os 6rgdos revelam uma resisténcia
semelhante a danos resultantes da peroxidacdo lipidica, sugerindo que os antioxidantes podem
ser biomarcadores mais ageis do que o indice de LPO para exposicédo a curto prazo. Para além
da ativacdo de enzimas antioxidantes algumas vezes detetados em branquias, a sua inibigéo
também detetada por vezes no tecido hepético, podem ser indicadoras da presenca da poluigdo
e da degradacdo da satde ambiental (192,198,202,215).

Experiéncias com as espécies piscicolas Mugil cephalus e Dicentrarchus labrax, da
regido mediterranica do norte de Africa, revelaram que os niveis de atividade enzimética CAT
e SOD branquiais, de individuos capturados em locais poluidos eram significativamente
inferiores aos detetados em individuos capturados em zonas ndo poluidas (43). Nascimento,

em 2012, revelou que herbicidas como a atrazina também afetavam a secregdo de cortisol em
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algumas espécies piscicolas, como o Prochilodus lineatus (124). Rodrigues em 2015
observou também que diversos poluentes industriais induziam um aumento das atividades
enzimaticas G6PD, CAT, SOD e GR hepaticas de Notothenia rossii e Notothenia coriiceps
(219).

Algumas atividades humanas, como a agricultura, a industria e a extracdo de recursos
naturais tém contribuido para o aumento dos niveis de salinidade dos cursos de &gua, facto
que parece ter sido amplificado pela escassez de agua doce em diversas regifes do nosso
planeta e que se prevé venha a aumentar, devido ao aquecimento global (26).

A forma como a salinidade interfere na resposta antioxidativa ao contacto com
xenobidticos é ainda pouco conhecida, embora se encontrem descritos na literatura alguns
estudos relativos a esse problema. Por exemplo, ja em 1990, Cynthia e Carl descobriram que
uma diminuicdo da salinidade provocava um aumento na absorcdo do cadmio por
Palaemonetes spp. com consequente aumento da sua toxicidade (219.1). Brecken-Folse em
1994 observaram ainda que niveis de salinidade elevada potenciavam a toxicidade de diversos
produtos fitofarmacéuticos, também em Palaemonetes spp. (220), enquanto Tu, em 2012,
observou que a salinidade afetava significativamente a resposta a deltametrina por Penaeus
monodon, induzindo um aumento do contetdo em tidis totais ndo proteicos e da atividade
enzimatica catalase do hepatopéncreas e das branquias (218). Por outro lado Wang, em 2015,
observaram que alteracbes de salinidade provocavam um decréscimo das atividades
enzimaticas SOD e GPx, sem perturbar a atividade CAT do hepatopancreas do Litopenaeus
vannamei. (221)

Os vertebrados necessitam de manter a concentragdo salina intracelular estavel. Assim,
em agua doce, as espécies piscicolas necessitam de contrariar permanentemente a perda de sal
e a hidratacdo, enquanto em ambiente marinho tém de responder a sobrecarga de sal e
desidratacdo (153).

Os sistemas de biotransformacdo e de resposta ao stress oxidativo branquiais e/ou
hepaticos, sdo assim cada vez mais considerados alvos preferenciais de pesquisa, no dominio
da absorgdo, metabolizacdo e excrecdo de xenobioticos, uma vez que alteracdes de conteidos
e de atividades enzimaticas podem ser bons biomarcadores de exposi¢do a esses materiais
(26,155,222,223).
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1.5. Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamina-1,3,5-triazina, ATZ, CgH14CINs,
CAS 1912-24-9, Figura 1.11) (224,225), um poluente organico persistente (POP), constitui o
principio ativo de diversos herbicidas da familia das S-triazinas que tém sido ubiquamente
utilizados no controlo de infestantes de varias culturas agricolas, apesar de ser considerado

agente cancerigeno (185,226) e desregulador enddcrino (227).
Cl
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Figura 1.11 - Representag@o estrutural da atrazina (adaptado de Merck) (225)

A sua estrutura quimica inclui um anel aromético hexamérico, simétrico, constituido
por trés atomos de carbono e trés atomos de azoto em posicoes alternadas. Trata-se de uma
clorotriazina, uma vez que possui um atomo de cloro (Cl) na posi¢do 1 do anel (225). A
solubilidade em &gua da atrazina é de 30 mg/L a 20 °C (224) e a sua persisténcia em solos
varia entre 41 e 230 dias para ser degradado, e a DLsp em ratinho (Mus musculus) é de 1750
mg/kg (224). As taxas de degradacdo normalmente diminuem com o0 aumento da
profundidade, podendo a atrazina ser bastante estavel nas &guas subterrdneas, pH 5-7
(224,228,229). A acdo herbicida principal desta S-triazina consiste na inibigdo da fotossintese
ao nivel do fotossistema Il, com consequente bloqueio da cadeia de transporte de eletrdes do
cloroplasto (230). Geralmente, os herbicidas que contém a atrazina como principio ativo sao
utilizados no controlo seletivo de pré e de pos-emergéncia de infestantes das culturas do
milho, espargos, sorgo, cana-de-acucar e anands, mas também em silvicultura, no controlo
ndo-seletivo de ervas daninhas de areas ndo agricolas (231-233).

A utilizacdo de atrazina encontra-se regulamentada desde o final do século XX,
tendo sido estabelecidos limites maximos para a sua detecdo em aguas de consumo publico na
ordem dos 3 pg/L nos Estados Unidos (United States Environmental Protection Agency) e dos
0,1 pg/L na Unido Europeia (Comissdo Europeia) (234).

Devido a sua parca mas longa degradagdo quimica e bioldgica, que envolve
hidrélise, adsorcéo, volatilizagdo, fotdlise e degradagdo bioldgica, bem como a sua toxicidade
para 0 Homem (235), a sua aplicacdo foi pela primeira vez proibida na Unido Europeia em
2004, pela Directiva 2004/248/CE do Concelho de 10 de Margo de 2004, em Franca,

Dinamarca, Alemanha, Austria e Italia (234). Porém, em Portugal, Espanha, Reino Unido e
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Irlanda foi concedida uma prerrogativa a referida directiva comunitaria, tendo-se autorizado o
uso de atrazina até ao final de 2007, data em que deveria ser banida do mercado da Uni&o
Europeia. Todavia, a atrazina continua a fazer parte da lista de produtos de venda autorizada,
sendo comercializada de forma simples ou em mistura com outros herbicidas em Portugal,
razdo pela qual pode ainda ser detetada em aguas superficiais e subterrneas de regides
agricolas. Contudo, a utilizagdo intensiva destes herbicidas nos ultimos quarenta anos,
geraram niveis muito elevados de atrazina e dos seus derivados metabdlicos detetados em
solos, aguas superficiais e subterraneas de varios paises (200,236), como Portugal. Assim,
sobre as aguas destinadas ao consumo humano, continua-se a avaliar anualmente a sua
existéncia, de acordo com Decreto de Lei no 306/2007, de 27 de Agosto (237), bem como em
pesticidas utilizados na agricultura, de acordo com os registos fixados pelos érgdos
competentes - Ministério da Saude (MS), Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural
e das Pescas, e ainda com as Directivas e Normas da Comunidade Europeia (227,230-232).

Porém, a concentracdo de ATZ determinada no meio ambiente depende de varios
fatores que podem perturbar o longo processo de degradacao da atrazina, razdo pela qual o
nivel maximo de concentra¢ao de ATZ encontrado foi de 0,63 pg/L em Portugal (241). Entre
esses fatores pode-se enumerar o tipo de solo, a percentagem de matéria organica, o teor de
argila, o pH e a estrutura do mesmo, bem como, a prépria salinidade nos solos que pode
perturbar a degradacdo da atrazina, uma vez que quanto maior for o teor de salinidade nos
solos, menor é a populacdo microbiol6gica presente no meio passivel de participar nesse
processo (235). Como consequéncia do processo de volatilizagdo durante a aplicacdo deste
herbicida no solo, podem ser detetadas concentracdes de atrazina na 4gua da chuva, podendo
alcancar niveis, geralmente, muito baixos (200,231,242), e assim contaminar aguas
subterraneas proximas de zonas agricolas e rios, podendo alcancar prejudicialmente
organismos aquaticos. A presenca de atrazina acoplada com outros pesticidas, residuos
industriais, produtos fitofarmacéuticos, entre outros xenobioticos, pode agravar o crescimento
e o desenvolvimento da lampreia-marinha nas bacias hidrogréficas portuguesas (241).

As técnicas tradicionais para o tratamento de solos contaminados com s-triazinas
envolvem a incineracdo, a remocdo de solo contaminado e a sua transferéncia para zonas ndo
contaminadas, estratégias economicamente dispendiosas, particularmente no que diz respeito
ao tratamento de grandes areas, uma vez que requerem a remocao e transporte de materiais
das zonas contaminadas (243,244). A persisténcia da atrazina no ambiente, associada a
crescente preocupacdo da opinido publica relacionada com os seus efeitos toxicoldgicos e

ecotoxicoldgicos, tem motivado o estudo e o desenvolvimento de estratégias de
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biorremediagéo, cada vez mais eficientes na remocdo do herbicida de regiées contaminadas
que envolvem o isolamento e identificagdo de microrganismos ndo patogénicos com
capacidade para a degradar de forma eficiente nos seus produtos: desetilatrazina,
hidroatrazina,  desisipropilatrazina,  diaminocloroatrazina,  desetil-hidroxiatrazina e
desisopropil-hidroxiatrazina (231,232,241,243,245-248). Em 1998, Prade, Huber e Bieseler
procuraram estudar de que forma as GST em plantas conseguem metabolizar herbicidas,
como a atrazina (230).

Apesar de a atrazina ser um composto pouco toxico em espécies piscicolas e em
outras formas de vida aquéticas, este consegue alcancar um nivel elevado de bioacumulagéo
nesses seres vivos, em particular, no cérebro, vesicula biliar, figado e intestino de alguns
peixes (249,250), perturbando o desenvolvimento e crescimento desses animais (229),
afetando a nivel molecular os seus sistemas de biotransformacéo e de stress oxidativo (185).

No inicio dos anos 90, Renaud (1995) sugeriu que o decréscimo populacional de
amocetes de Ichthyomyzon fossor naturais do rio Yamaska, Québec foi devido a presenca de
atrazina nessa bacia hidrogréafica, apds a sua aplicacdo em campos de milho que provocou a
destruicdo do fitoplancton, a fonte de alimentacdo desses individuos (47,251).

Em 2012, Smith observou que a presenca de atrazina em niveis elevados pode gerar
respostas diferentes para odores biologicamente relevantes, muito provavelmente através da
inibicdo da transducdo no epitélio olfativo. Facto que pode reduzir a capacidade de
Entosphenus tridentatus sentir o cheiro de concentracbes minimas de odores caracteristicos
associados a importantes fases de desenvolvimento desta espécie, como a migracdo e a
desova. Assim sendo, o crescente decréscimo de populacGes de lampreia-marinha no territério
portugués, justifica a avaliacdo dos efeitos da atrazina em P. marinus, pois este herbicida
pode perturbar o nimero de efetivos populacionais destes animais no seu habitat (252).

Um estudo de Xing (2014) sugere que a exposicao de Cyprinus carpio a ATZ pode
causar alteracdes marcantes no sistema citocromo P450 desses animais. Além disso, 0
referido trabalho mostra ainda que a ATZ e os seus derivados metabdlicos acumulam-se
acentuadamente no figado de Cyprinus carpio (253). Outros estudos revelaram também que a
exposicdo a atrazina provocou um aumento do contetdo celular de ROS de branquias de
Lepomis macrochirus (254). Esses e outros resultados experimentais revelam que os sistemas
CYP e de resposta ao stress oxidativo podem assim ser utilizados como biomarcadores de
exposicdo de espécies piscicolas & ATZ, podendo por isso ser utilizados como ferramentas
Uteis na caracterizagdo dos mecanismos de toxicidade da S-triazina em outros tecidos animais
do meio aquatico (141,152,214,255,256).
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1.6. Objetivos

Falhas na estabilizacdo do ambiente redutor intracelular podem induzir peroxidagéo
lipidica em sistemas membranares dos tecidos animais expostos a alteracbes ambientais,
como o hepatico ou branquial, com perda da sua viabilidade funcional, pelo que os sistemas
de biotransformacéo e de resposta ao stress de juvenis de lampreia-marinha constituem um
campo aliciante de investigacdo. A detecdo de alteracdes metabdlicas nos sistemas de
biotransformacdo e/ou de resposta ao stress em diferentes fases do ciclo de vida da lampreia-
marinha pode assim constituir um bom indicador de exposicao a algumas classes de produtos
fitofarmacéuticos e/ou de ocorréncia de faléncia celular.

Nas ultimas duas décadas foi detetado um decréscimo dos efetivos populacionais de
lampreia-marinha em Portugal (13,36,257), pelo que sinais precoces de perigo para a vida
desses animais permitirdo, por exemplo, avaliar o impacte de xenobidticos, em particular da
atrazina, no inicio da migracdo tréfica de juvenis e consequente sucesso do recrutamento de
populacdes de lampreia-marinha, impossivel de avaliar por contagem efetiva dos individuos
que completam a metamorfose e por ndo haver garantia desses animais terem sucesso na
adaptacdo ao ambiente salino. Atualmente, as principais medidas de conservagdo baseiam-se
apenas em aumentar a populacdo reprodutora de P. marinus, aumentar a area ocupacional
atual, promover a continuidade das rotas migratorias, e recuperar/assegurar os habitats de
alimentacdo, reproducdo e abrigo. A detecdo de eventuais perturbacdes no sucesso do
recrutamento de lampreia-marinha de bacias hidrogréficas portuguesas relacionadas com
alteracdes do seu habitat permitira que sejam tomadas medidas adicionais de conservacao
para reverter esse cenario, uma vez que a lampreia-marinha é considerada uma espécie

vulneravel (13,258) com elevado valor comercial na maior parte dos rios portugueses.

Este estudo teve como principal objetivo caracterizar sistemas de biotransformacao e
de resposta ao stress de Petromyzon marinus L, expostos a gradiente de salinidade e/ou a
atrazina, tendo em vista avaliar a sua influéncia no recrutamento de juvenis de bacias

hidrogréficas portuguesas, no inicio da fase de migracao trofica.
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Nesse contexto serdo testadas as hipoteses:

a) Ho: ndo existem diferencas significativas entre P. marinus provenientes das bacias
do Minho, Lima, Vouga e Mondego, em termos de sistemas de biotransformacdo e de
resposta ao stress condicionadas pela sua permanéncia no meio dulgaquicola;

b) Ho: a exposicdo em cativeiro ao ambiente salino ndo altera os sistemas de
biotransformacao e de resposta ao stress de juvenis de P. marinus provenientes de diferentes
bacias portuguesas;

c) Ho: a exposicao em cativeiro a xenobidticos em ambiente dulcaquicola ndo altera os
sistemas de biotransformacéo e resposta ao stress de juvenis de P. marinus de forma critica
para a migracdo trofica.

d) Ho: a exposicdo em cativeiro a xenobi6ticos durante a aclimatacdo ao sal ndo altera
os sistemas de biotransformacao e resposta ao stress de juvenis de P. marinus de forma critica

para a migracdo trofica.
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2.1. Estratégia

A concretizacdo dos objetivos tracados para este trabalho obedeceu ao plano seguinte:

Local de realizacéo:

- Laboratorio de Bioguimica Analitica, Departamento de Quimica; Laboratorios do Instituto
de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas, Escola de Ciéncias e Tecnologia,
Universidade de Evora, Evora

- Sala de Experimentacdo Animal, Fluviario de Mora, Parque Ecol6gico do Gameiro, Mora

Apoio financeiro:

- Bolsa individual de doutoramento 2012 SFRH/BD/86820/2012 financiado pela Fundacao
para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT)

- Projeto PTDC/BIA-BEC/103258/2008 “Avaliagdo do sucesso do recrutamento das
principais populacfes portuguesas de Petromyzon marinus por biotransformacéo, marcadores
de stress e transporte i6nico em juvenis na fase de migragao trofica (RECRUIT)” financiado
pela Fundacéo para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT)

- Fundos FEDER através do Programa Operacional Fatores de Competitividade — COMPETE
e por Fundos Nacionais através da Fundacdo para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT), no ambito
dos Projetos Estratégicos PEstC/AGR/U10115/2011, PEst-OE/AGR/UI0115/2014

Modelo bioldgico:
Lampreia-marinha, Petromyzon marinus, L.

Juvenis capturados nas bacias hidrogréaficas portuguesas do Minho, Lima, Vouga e Mondego

Fatores de stress em estudo:
- Salinidade, e/ou

- Atrazina, 1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazina

Ensaios:
Ensaio | caracterizacdo da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha das bacias
do Minho, Lima, Vouga e Mondego

Ensaio 1l caracterizacdo detalhada da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha
das bacias do Lima e VVouga

Ensaio 11l caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia do
Lima em ambiente dulcaquicola

Ensaio IV caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia do

Lima em ambiente salino
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Fracdes celulares: Mitocondrial, citosolica e microssomal de figado e branquias.

Parametros analisados:

e Dados biométricos: comprimento e peso dos animais, peso humido das branquias e figado

e Estadio de desenvolvimento

e Conteddo em proteinas

e Marcador ndo enzimético de biotransformacéo: hemo

e Marcadores enziméticos de biotransformacdo: fosfatase alcalina, NADPH (P450) redutase,
7-etoxicumarina O-desetilase, UDP-glicuronosiltransferase, glutationo S-transferase
microssomal, glutationo S-transferase citosélica

e Marcadores ndo enzimaticos de stress: glutationo, dissulfureto do glutationo, espécies
reativas de oxigénio

e Marcadores enziméaticos de stress: glutationo redutase, glutationo peroxidase,
glucose-6-fosfato-desidrogenase, superdxido dismutase, catalase

e Marcadores de danos celulares: malonaldeido

Técnicas utilizadas: pesca elétrica, transporte e manutencdo dos animais, dissecacdo e
recolha de 6rgdos, gravimetria, potenciometria, desintegracdo celular por homogeneizador de
tipo Potter, fracionamento celular, por centrifugacdo e ultracentrifugacdo diferencial,
espectrometria de absorcdo molecular, fluorimetria de feixe simples e ferramentas

informaticas como folha de calculo e software para analise estatistica.

Analise estatistica dos resultados: para a analise estatistica utilizou-se o programa SPSS,
versdo 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para Windows, disponibilizado pela Universidade
de Evora. Este estudo estatistico foi realizado pela aplicacio da anélise de variancia simples,
ANOVA | e teste de significancia de Duncan para determinar as diferencas significativas
(p <0,05).

Desenvolvimento do trabalho: o desenvolvimento do trabalho decorreu como esta
representado no organigrama apresentado no sub-capitulo 2.2, seguindo-se procedimento
experimental descrito no sub-capitulo 2.3 e a analise estatistica dos resultados como descrita

no sub-capitulo 2.3.7.
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2.2. Organigrama do trabalho

Captura
Transporte
Manutenciao dos animais

Caracterizaciio daresposta a salinidade por juvenis de
lampreia-marinha dasbacias do Minho, Lilna, Vouga e Mondego

Ensaio II Caracterizaciio detalhada da resposta a salinidade por juvenis de
lampreia-marinha dasbaciasdo Lina e Vouga

Caracterizacéiio daresposta a atrazina por juvenis de
lampreia-marinha dabacia do Lilna em ambiente dulcaquicola

E 0TV Caracterizaciio daresposta a atrazina por juvenis de
nsaio lampreia-marinha dabacia do Lima e ambiente salino
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2.3. Procedimento experimental

2.3.1. Delineamento dos ensaios

Os ensaios foram delineados de forma a permitir, de acordo com os objetivos, avaliar
sistemas de biotransformacdo e de resposta ao stress detetaveis no figado e branquias de
P. marinus L., em particular a sua influéncia no recrutamento de juvenis das bacias
hidrograficas portuguesas Minho, Lima, Vouga e Mondego no inicio da sua fase de migracéo
trofica. Assim, com o intuito de selecionar duas bacias hidrograficas portuguesas com
distintos indicadores de carga poluente, para posterior caracterizacdo detalhada da
aclimatagdo ao meio salino, de juvenis de P. marinus, e a sua resposta a xenobiotico em meio
dulcaquicola e salino, foram capturados juvenis de lampreia-marinha, no inicio da fase de
migracdo trofica, nas bacias hidrograficas portuguesas do Minho, Lima, Vouga e Mondego e

agrupados em quatro ensaios (Figura 2.1).

O Ensaio | foi estabelecido de forma a caracterizar a resposta a salinidade de juvenis de
lampreia-marinha das bacias hidrograficas do Minho, Lima, Vouga e Mondego. Este ensaio
era constituido por 3 grupos de tratamentos distintos, com 5 repeti¢cGes por grupo e 8 animais

por repeticao:

Grupo 1: designado de “controlo a chegada”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram

mantidos em &gua doce durante 7 dias;

Grupo 2: designado de “controlo do ensaio”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram

mantidos em agua doce durante 28 dias;

Grupo 3: designado de “exposto ao sal”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram
submetidos, durante 28 dias, a uma escala gradual e crescente de salinidade, de 0 a
35, de forma que ao 8°, 15° e 22° dia a salinidade nos aquarios fosse de 10, 25 e 35,

respetivamente.

O Ensaio Il foi estabelecido de forma a caracterizar detalhadamente a resposta a salinidade de
juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e Vouga. Este ensaio era constituido por 7

grupos de tratamentos distintos, com 5 repeti¢cOes por grupo e 8 animais por repeticao:
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Grupo 1: designado de “controlo a chegada”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram

mantidos em &gua doce durante 7 dias;

Grupo 2: designado de “controlo do ensaio salinidade 10”, onde os juvenis de lampreia-

marinha foram mantidos a salinidade 0, durante 14 dias;

Grupo 3: designado de “exposto a salinidade 10”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram
submetidos, durante 14 dias, a uma escala gradual e crescente de salinidade, de 0 a

10, de forma que ao 8° dia a salinidade nos aquarios fosse de 10;

Grupo 4: designado de “controlo do ensaio salinidade 25”, onde os juvenis de lampreia-

marinha foram mantidos a salinidade 0, durante 21 dias;

Grupo 5: designado de “exposto a salinidade 25”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram
submetidos, durante 21 dias, a uma escala gradual e crescente de salinidade, de 0 a
25, de forma que ao 8° e 15° dia a salinidade nos aquarios fosse de 10 e 25,

respetivamente;

Grupo 6: designado de “controlo do ensaio salinidade 35”7, onde os juvenis de lampreia-

marinha foram mantidos a salinidade 0, durante 28 dias;

Grupo 7: designado de “exposto a salinidade 35, onde os juvenis de lampreia-marinha foram
submetidos, durante 28 dias, a uma escala gradual e crescente de salinidade, de 0 a
35, de forma que ao 8°, 15° e 22° dia a salinidade nos aquarios fosse de 10, 25 e 35,

respetivamente.

O Ensaio 11l foi estabelecido de forma a caracterizar a resposta a atrazina por juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente dulgaquicola. Este ensaio era constituido por

6 grupos de tratamentos distintos, com 3 repeti¢cdes por grupo e 8 animais por repeticao:

Grupo 1: designado de “controlo a chegada”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram

mantidos em agua doce durante 7 dias;

Grupo 2: designado de “controlo do ensaio”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram

mantidos em &gua doce durante 28 dias;

Grupo 3: designado de “exposto a atrazina 1 pg/L”, onde os juvenis de lampreia-marinha

foram mantidos em agua doce durante 28 dias na presenca de atrazina (1 pg/L);
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Grupo 4: designado de “exposto a atrazina 10 pg/L”, onde os juvenis de lampreia-marinha

foram mantidos em &gua doce durante 28 dias na presenca de atrazina (10 pg/L);

Grupo 5: designado de “exposto a atrazina 50 pg/L”, onde os juvenis de lampreia-marinha

foram mantidos em agua doce durante 28 dias na presenca de atrazina (50 pg/L);

Grupo 6: designado de “exposto a atrazina 100 pug/L”, onde os juvenis de lampreia-marinha

foram mantidos em &gua doce durante 28 dias na presenca de atrazina (100 pg/L).

O Ensaio 1V foi estabelecido de forma a caracterizar a resposta a atrazina por juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente salino. Este ensaio era constituido por 4
grupos de tratamentos distintos, com 5 repeti¢cdes por grupo e 8 animais por repeticao:

Grupo 1: designado de “controlo a chegada”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram

mantidos em &gua doce durante 7 dias;

Grupo 2: designado de “controlo do ensaio”, onde os juvenis de lampreia-marinha foram
submetidos, durante 28 dias, a uma escala gradual e crescente de salinidade, de 0 a
35, de forma que ao 8°, 15° e 22° dia a salinidade nos aquérios fosse de 10, 25 e 35,

respetivamente;

Grupo 3: designado de “exposto a atrazina 50 pg/L em meio salino”, onde os juvenis de
lampreia-marinha foram submetidos, durante 28 dias, a uma escala gradual e
crescente de salinidade, de 0 a 35, de forma que ao 8°, 15° e 22° dia a salinidade nos

aquaérios fosse de 10, 25 e 35, sempre na presenga de atrazina (50 pg/L);

Grupo 4: designado de “exposto a atrazina 100 ug/L em meio salino”, onde os juvenis de
lampreia-marinha foram submetidos, durante 28 dias, a uma escala gradual e
crescente de salinidade, de 0 a 35, de forma que ao 8°, 15° e 22° dia a salinidade nos

aquarios fosse de 10, 25 e 35, sempre na presenca de atrazina (100 pg/L).
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Ensaio | 1 11 v
Bacias
Mondego
Grupo 1231|2|3|4|5|6|7123 4 5 6 1{2]3] 4
Captura (dias) 3 5 3 3
Aclimatacéo (dias) 3 5 3 3
7 |28] 7|7 [1a| 7 [21| 7 |28] 7| 7 |28[28 28|28 28| 7 | 7 |7 |7
Experiéncia (dias) L L ! ! 8l s
7 ﬂ 7 T | Toee | Toeee
B
N° repeticoes 515|5(5[5]|5|5|5]|5]|5(33]3]3 3 3 5]1515(5
N° animais/repeticao 818(8|8(8|8|8|8|8|[8|8|8([8] 8 8 8 |8|8[8]8
Ne° figados/repeti¢cdo (empool) |8|8|8|8(8|8|8|8|8|8|8|8([8] 8 8 8 |818]8|8
N° branquias/repeticdo (em pool)| 3 (313333333333 ]3] 3 3 3 1313[3]3

Legenda:
Salinidade O
Salinidade 10
Salinidade 25
Salinidade 35

. Salinidade 0 ATZ 1 pg/L

' Salinidade 0 ATZ 10 pg/L
' Salinidade 0 ATZ 50 pg/L
ﬂ Salinidade 0 ATZ 100 pg/L

' Salinidade 10 ATZ 50 pg/L
! Salinidade 10 ATZ 100 pg/L
' Salinidade 25 ATZ 50 pg/L
H Salinidade 25 ATZ 100 pg/L
Salinidade 35 ATZ 50 pg/L
Salinidade 35 ATZ 100 pg/L

Figura 2.1 - Diagrama representativo do delineamento experimental dos ensaios estabelecidos para avaliar os
sistemas de biotransformagdo e de resposta ao stress de P. marinus L., em particular a sua influéncia
no recrutamento de juvenis das bacias hidrograficas portuguesas Minho, Lima, Vouga e Mondego
no inicio da sua fase de migracéo trofica.

2.3.2. Locais de captura e manutencao dos animais

Os espécimes de P. marinus utilizados neste estudo foram capturados no estagio de

juvenis em final da metamorfose (fase 6 -7) denominada por transformers ou macroftalmias, a

qual sucede a fase de amocetes (Figura 2.2), estando os individuos em condicdes de iniciar a

sua migracao tréfica em dire¢do ao oceano com salinidade 35 (259).
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Figura 2.2 - Visdo lateral da regido anterior das fases larval (amocete), metamorfica (1 a 7) e adulto jovem de
Petromyzon marinus, L. correspondendo as letras a branquioporo (B), sulco (F), iris (1), labio lateral
do orificio bucal (L), pupila (P), 1abio transversal do orificio bucal (T) (adaptado Younson, 1979)
(259).

A amostragem de juvenis de lampreia-marinha ocorreu em quatro bacias hidrograficas
portuguesas Minho, Lima, Vouga e Mondego, nos pontos de captura j& anteriormente
identificados por Almeida (15), pelas suas caracteristicas fisicas e ambientais, como
associados a ninhos de amocetes onde é iniciada a migracdo trofica da lampreia-marinha
(Figura 2.3).

Legenda

Bacias hidrograficas portuguesas
Minho
Lima
Vouga

. Mondego

Figura 2.3 - Mapa de Portugal com localizac¢do das bacias hidrograficas: Minho (azul claro), Lima (azul escuro),
Vouga (verde claro) e Mondego (verde escuro) (adaptado de Santos, 2004) (212,260).

Os juvenis que constituiram o Ensaio | oriundos das bacias do Lima, Vouga e
Mondego foram capturados entre outubro e novembro de 2010, e os restantes da bacia do
Minho no final de dezembro de 2011. Para o Ensaio Il e 11l os juvenis das bacias do Lima e
Vouga foram capturados entre o final de setembro e o inicio de dezembro de 2011. Os juvenis
que integraram o ensaio IV foram capturados na bacia do rio Lima em outubro de 2012
(Quadro 2.1).
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Quadro 2.1 - Cronologia do periodo de captura dos juvenis de lampreia-marinha das bacias
hidrograficasportuguesas Minho, Lima, Vouga e Mondego.

Ano Més Ensaio
2010 Outubro |
Novembro
Setembro T
Outubro
2011
Novembro
|
Dezembro m
2012 | Outubro v

A data de captura dos juvenis de lampreia-marinha no inicio da migracgdo tréfica foi
condicionada pelas condi¢des meteoroldgicas, particularmente pela pluviosidade nas bacias
hidrograficas da amostragem, fator que pode acelerar ou retardar a partida dos animais que se
encontram nos leitos dos rios e pretendem alcangar 0 meio marinho.

Os juvenis de lampreia-marinha apenas séo capazes de abandonar o ninho e iniciar a
sua migracdo quando o caudal dos ribeiros onde se encontram o permite (7,13,23).
Geralmente, esse abandono do ninho ocorre apds as primeiras chuvas de outono, fator que
apresenta elevada variabilidade anual nas bacias hidrograficas portuguesas (13,28,261).
Assim, procurou-se capturar os juvenis de lampreia-marinha no periodo que coincidia com a
iniciacdo da migracdo tréfica do maior nimero de efetivos.

Os mapas da Figura 2.4 permitem conhecer a precipitacdo total observada nos meses
em que ocorreu a captura dos animais para o ensaio (262). Na referida figura, outubro de 2010
evidencia-se muito chuvoso em Portugal continental, principalmente no inicio do més na
regido Norte. Novembro do mesmo ano foi um més normal a seco em quase todo o territorio
nacional, com excecdo das regides do Litoral Norte (Minho e Douro Litoral, Beira Litoral) e
Lisboa. Ao comparar-se 0s valores registados de precipitacdo aquando da captura dos animais
com o valor médio correspondente ao periodo 1971-2000, observou-se um aumento de cerca
de 200 % de quantidade de precipitacdo observada em alguns locais da regido Norte e da area
metropolitana de Lisboa (Figura 2.5) (262). Os elevados valores de precipitacdo provocaram
um caudal elevado nas quatro bacias hidrograficas em estudo, podendo ter estado na origem
de uma convergéncia da migracdo de animais nestes meses e com um numero de juvenis
migratorios quase inexistente nos meses seguintes. Razdo pela qual, possivelmente este

periodo terd sido o Unico para a captura de animais nas bacias do Lima, Vouga e Mondego.
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Desse modo, possivelmente terd impedido a captura de juvenis na bacia do Minho devido ao

elevado caudal com migracdo concentrada num curto tempo.

Precipitacdo total em Portugal continental
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Figura 2.4 - Precipitagdo total nos meses de captura de juvenis de lampreia-marinha nas bacias hidrograficas do
Minho (Mi), Lima (L), Vouga (V), Mondego (Mo) em outubro e novembro de 2010, setembro,
outubro, novembro e dezembro de 2011 e outubro de 2012 em Portugal continental (adaptado do

Boletim Climatoldgico Mensal obtido pelo Instituto de Meteorologia, I.P.) (262).
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No ano de 2011, setembro foi um més seco a muito seco em toda a regido Norte e
normal a chuvoso na regido Centro. A quantidade de precipitacdo ocorrida em setembro de
2011 foi inferior ao normal na regido Norte e em grande parte da regido Centro (262). O més
de outubro de 2011 foi normal a chuvoso no territério continental, sendo seco em alguns
locais do litoral Centro (Figura 2.4). Ao compararmos com o valor médio 1971-2000 (Figura
2.5) a quantidade de precipitagdo nestes meses foi inferior ao normal em grande parte do
territorio. Os valores de precipitacdo elevados ocorridos a partir do dia 23 foram suficientes
para estas regides ultrapassarem os valores normais para este més. Novembro de 2011 foi um
més chuvoso em todo o territorio de Portugal continental, pois a quantidade de precipitacdo
registada, em relacdo ao valor médio no periodo 1971-2000 foi superior ao normal em quase
todo o territério nacional, mas 0 més de dezembro de 2011 ja foi seco a muito seco (262). A
particular distribuicdo pluviométrica descrita pode ter estado na origem de uma dilatacdo do
periodo de migracdo de juvenis. Por um lado, dificultou a captura devido ao baixo nimero de
individuos em migracdo, mas por outro permitiu a ampliacdo da época de captura por quatro
meses nas bacias dos rios Minho, Lima e Vouga.

Em 2012, outubro mostrou uma diminuicdo significativa da situacdo de seca ao poder
ser classificada como um més normal a chuvoso em todo o territério. De um modo geral, o
valor médio da quantidade de precipitacdo foi préximo ou superior ao valor médio no periodo
1971-2000, exceto no Minho e na regido de Aveiro onde foram inferiores (Figuras 2.4 e 2.5).
Apesar da baixa pluviometria comprometedora do nimero de animais migratorios foi possivel

realizar uma ultima captura, neste caso na bacia do rio Lima (262).
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Figura 2.5 - Desvios da quantidade de precipita¢do total em Portugal Continental em relagdo ao normal 71-00
nos meses de outubro e novembro de 2010, setembro, outubro, novembro e dezembro de 2011 ¢
outubro de 2012 (adaptado do Boletim Climatolégico Mensal obtido pelo Instituto de Meteorologia,
L.P.) (262).
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Ao longo do periodo de captura a amostragem foi realizada no sentido de jusante para
montante, em zonas pouco profundas, tendo os juvenis de lampreia-marinha sido capturados a
pé com um equipamento de pesca elétrica (Hans Grassl EL 62 gerador DC, 600 V) e uma
Unica passagem de acordo com o protocolo de amostragem definido pelo Comité Européen de
Normalisation (263).

Os animais foram sempre transportados vivos para o Laboratdrio de Experimentacdo
Animal Aquatico do Fluviario de Mora em tanques de dgua doce com 400 L de capacidade
equipados com um sistema de suporte de vida adequado, incluindo a aeracdo, sistema de
manutenc¢do da qualidade da agua e controlo de temperatura.

Durante o periodo de aclimatagdo, no minimo 8 dias antes do inicio do ensaio, e
durante o ensaio (Ensaio | a V) os animais permaneceram em tanques de 200 L contendo
agua de qualidade controlada, fornecida pelo Fluviario de Mora e a qual permaneceu sob
monitorizacdo nos tanques ao nivel da qualidade (temperatura, pH, aménia, nitritos, nitratos,
salinidade, concentracdo de ATZ). Os animais estiveram em escuridao constante, para evitar o
stress relacionado com o comportamento de fototaxia negativo, a temperatura constante a
14°C, pH 8,2 e com aeracdo (O, 97 a 100 %), sem qualquer fornecimento de alimentacao.
Nos ensaios I, Il e IV a salinidade foi controlada pela adicdo de sal e monitorizada
diariamente (Figura 2.1 e 2.6).

O estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendacdes presentes no
Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério da Unido Europeia - em Portugal
representado pelo Decreto-Lei n® 129/92, Portaria n° 1005/92 transposto para o Decreto-Lei
n® 113/2013 (264). Este trabalho foi realizado sob uma licenca institucional (Fluviario de
Mora - aquario de agua doce Mora) para a experimentacdo animal e de uma licenca pessoal de
M Candeias, | Alves-Pereira, MJ Lanc¢a, BR Quintella, PR Almeida e R Ferreira, emitido pela
Direccdo-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), a Autoridade Nacional Portuguesa de

Saude Animal.

Figura 2.6 - Aquéarios com temperatura controlada e protegidos da luz utilizados para permanéncia dos juvenis
de lampreia-marinha durante os ensaios (fotografias do autor).
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2.3.3. Caracterizacdo morfométrica

A morfometria é usualmente definida como o estudo da forma e do tamanho de um
individuo e como estas variaveis se relacionam entre si. Ao longo do tempo foram
estabelecidas proporcdes entre as diversas partes do corpo e utilizadas nas descri¢es
taxondmicas, nomeadamente na identificacdo de peixes, bem como para estabelecer o seu
estadio de desenvolvimento e condicdo fisica (15,265). Assim, 0s animais provenientes das
bacias hidrograficas do Minho, Lima, Vouga e Mondego foram anestesiados pelo frio de
forma a permitir o registo de alguns parametros morfométricos, como o comprimento total do
animal (TL; 0,00 cm) entre a extremidade bucal e a barbatana caudal, o peso total (TW; 0,00
g), bem como o peso himido do figado (LW; 0,0000 g) e das brénquias (GW; 0,0000 g) de
cada individuo (sub-capitulo 2.3.4.1), possibilitando o célculo dos indices hepato-somatico
(HSI, %) e branquio-somatico (GLSI, %), e ainda o fator de condicao de Fulton (K) (266).

O figado, um importante 6rgdo de desintoxicagdo, é bastante sensivel as condi¢Ges
fisiologicas a que pode ser condicionado, por exemplo pela exposi¢do a contaminantes, uma
vez que estas podem promover o0 aumento do tamanho do 6rgéo (hipertrofia) ou 0 aumento do
numero de hepatdcitos (hiperplasia). O indice hepato-somatico que expressa em percentagem
0 peso do figado em relacdo ao peso total do corpo é utilizado por vérios investigadores para
comparar o tamanho relativo do figado de espécies piscicolas provenientes de locais
contaminados com outros capturados em locais de referéncia (210,255,266). Assim, a

equacao utilizada neste trabalho para obter o valor de HSI foi:

1=

HST (%) = = (&)

TW (¢

i}

x 100

{b

As branquias apresentam uma ampla superficie que estabelece em permanéncia
contacto e trocas com o0 meio aquatico circundante, o que as torna a principal via de absorcéo,
sendo, por esse motivo, suscetiveis a alteracbes do meio ambiente. Surge entdo a necessidade
de expressar a relacdo entre o peso das branquias e o peso total do corpo de juvenis de
lampreia-marinha, originando o indice branquio-somatico, calculado de acordo com a
equacéo:

GW (g)
X
TW (g)

GLSI (%) = 100
O fator de condicéo tipo Fulton (K) é o parametro morfométrico que permite avaliar o
estadio de desenvolvimento da lampreia-marinha, o qual expressa, na sua forma mais simples,

a relacdo entre o peso total do animal e 0 seu comprimento elevado ao cubo (15,267-271).
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Galileu Galilei (1564-1642) foi quem primeiro descreveu a possivel relacdo existente entre
peso e comprimento, pela Lei Cubo Quadratica que defende que tanto a massa como o0 peso
de animais com massas e formas semelhantes variam com o cubo das suas dimensdes. Porém,
Fulton (1904), ao ter aplicado a lei do cubo num numero elevado de espécies piscicolas,
concluiu que esta lei ndo se aplica com a precisdo adequada a todos os individuos entdo
analisados, uma vez que o peso das espécies que estudou aumentou muito em relacdo ao
comprimento, entrando assim em desacordo com a Lei Cubo Quadratica. Fulton também
constatou que o peso para um determinado comprimento difere entre espécies diferentes.
Porém, dentro de cada espécie essa propor¢do variava consoante o lugar onde o0s animais se
encontravam, a época do ano e a fase de desenvolvimento dos mesmos (268).

Fulton descreveu assim, pela primeira vez, uma equacdo matematica que relaciona a
variacdo exponencial do peso com o comprimento, permitindo inferir sobre as varias
condicBes de crescimento alométrico, da forma, da variacdo espacial, sazonal e reprodutiva,
dos diferentes estadios de desenvolvimento de cada animal, jovens ou adultos. Porém, Fulton
ndo abandonou a Lei Cubo Quadratica, tendo apresentado para o célculo do peso e
comprimento com a base numa relacdo peso-comprimento fixo. Mais tarde, Duncker (1923)
afirmou que a relacdo de Fulton que era aplicada a classes de animais com menor
comprimento, deveria ser aplicada também a todas as outras espécies (15,267-269).

O fator de condicdo de Fulton depende ndo sé de fatores genéticos e do estado
fisiolégico dos individuos, mas também de fatores fisicos e ambientais como a salinidade e a
disponibilidade de alimento (272). Pelo que disponibiliza importante informagdo sobre o
estado fisioldgico, taxa de crescimento, estado nutricional, potencial reprodutivo e de bem-
estar dos espécimes num dado ambiente, a partir do pressuposto de que individuos com maior
massa num dado comprimento estdo em melhor condicdo (268,271-273).

Assim, foi calculado o fator de condicdo de Fulton que permite comparar 0 bem-estar
dos animais entre os locais de coleta (270). A formula utilizada foi uma extensdo do fator de
condi¢cdo de Fulton desenvolvido por Ricker (1975) que ndo assume obrigatoriamente um

crescimento isométrico (270,273):

TW (g
K= A x 100
TL (cm)

onde se observa a relacdo entre o peso total em g (TW) e comprimento total em cm (TL),
correspondendo a letra b ao declive da relacdo peso-comprimento de amocetes de

lampreia-marinha para cada bacia hidrografica (15).
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2.3.4. Fracionamento celular
2.3.4.1. Recolha e determinacao do peso humido dos érgéaos

Apols anestesia pelo frio e sacrificio dos animais por decapitacdo procedeu-se a
exsanguinacdo dos animais, a abertura das cavidades toracica e abdominal de forma a
possibilitar a recolha das branquias e do figado de cada animal, com a ajuda de lupa
estereoscopica. Os orgdos foram de imediato colocados em meio de homogeneizagdo, KCI
(0,154 M) em tampéo Tris-HCI (50 mM) pH 7,4 a 4 °C.

O peso individual dos 6rgédos, LW e GW, foi registado apds a sua lavagem e secagem

em papel de filtro Whatman n°1.

2.3.4.2. Preparacao dos homogeneizados

Os homogeneizados do tecido hepatico e branquial, devido a pequena dimensdo destes
6rgdos em juvenis de lampreia-marinha, foram preparados a partir de pools de oito figados
(8#) com aproximadamente 0,2923g +0,0451 ou de trés branquias (3#) com aproximadamente
0,2393g +0,0665. Os 6rgdos de cada pool foram recolhidos em animais da mesma repeticéo.

As amostras foram transferidas para o copo do homogeneizador, mantido a 4 °C e
homogeneizadas com 9,0 mL, no caso do figado e 6,0 mL, no caso das branquias, de meio de
homogeneizacdo KCI (0,154 M) em tampdo Tris-HCI (50 mM) pH 7,4 num homogeneizador
tipo Potter, com 10 impulsos a 6000 rpm (133,274,275).

Os homogeneizados foram transferidos para tubos de centrifuga e mantidos a 4 °C
(275).

2.3.4.3. Preparacao das frac6es mitocondrial, microssomal e citosolica

As fracdes subcelulares foram preparadas de acordo com o procedimento geral de
Lake (1987) (275). Os homogeneizados, preparados em meio de homogeneizacdo, foram
centrifugados a 800 g durante 20 min, a 4 °C. O sedimento obtido foi desprezado e o
sobrenadante pos-nuclear foi centrifugado a 10000 g, durante 30 min, a 4 °C. O sedimento
obtido de figado e branquias foi ressuspendido, respetivamente, em 4 e 2 mL de meio de
homogeneizacdo e distribuido por microtubos que se guardaram a -20 °C, constituindo a
fracdo mitocondrial posteriormente utilizada na determinacdo de atividades enzimaticas.

Os sobrenadantes pds-mitocondriais obtidos foram transferidos para tubos de

ultracentrifuga previamente arrefecidos e centrifugados a 105000 g, durante 60 min, a 4 °C. A
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fracdo citosolica sobrenadante foi recolhida para microtubos que se guardaram a -20 °C, para
posterior determinacdo de conteudos e atividades enziméticas. O sedimento microssomal
obtido de figado e branquias foi ressuspendido respetivamente em 3 e 1,5 mL de meio de
homogeneizacdo. Utilizou-se parte da fragdo microssomal assim obtida para determinar de
imediato a concentracdo de hemo, assim como a atividade enzimatica CPR. A por¢édo
remanescente foi distribuida por microtubos que foram guardados a -20 °C para posterior

determinacéo de conteldos e atividades enzimaticas (275,276).

2.3.5. Doseamentos nas fracOes subcelulares
2.3.5.1. Determinacdo da concentracao de proteina total

A concentracdo de proteina nas fracbes mitocondrial, microssomal e citosolica dos
tecidos hepatico e branquial foi determinada de acordo com o método descrito por Lowry
(1951) (277). O seu principio fundamenta-se na reagdo entre o reagente de Folin-Ciocalteau
ou &cido fosfomolibdicofosfotingstico com os residuos de aminoacidos aromaticos tirosina e
triptofano das proteinas que na presenca do catalisador cobre (II) em meio alcalino induz a
formacdo de um complexo de heteromolibdénio de cor azul intensa e com absor¢do maxima a
720 nm.

A elevada sensibilidade que o método de Lowry apresenta sobrepde-se aos possiveis
interferentes que podem adulterar a leitura por espectrometria de absor¢cdo molecular, como
aminoéacidos e seus derivados existentes na prépria amostra, constituintes de solu¢des tampéo,
detergentes, drogas, glucidos, acidos nucleicos, sais e reagentes sulfidricos. O possivel efeito
desses interferentes foi minimizado por existirem em proporc¢6es muito diluidas (277).

A curva de calibracdo foi preparada para o intervalo de concentracdo de proteina
50-400 pg.mL™ utilizando uma solucdo mie de albumina do soro bovino, BSA
(500 pg.mL™?), como padrédo. Simultaneamente, aliquotas das fracdes mitocondrial, citosélica
e microssomal foram diluidas com NaOH (0,5 M) para um volume final de 1 mL.

Adicionou-se a 1 mL de solucdo-padrdo ou de amostra diluida, 5 mL de reagente de
Lowry, constituido por sulfato de cobre penta-hidratado 0,1 % (p/v) e tartarato de sodio e
potéssio 0,2 % (p/v) em carbonato de sédio a 2 % (p/v). Apos agitagdo no vortex adicionou-se
0,5 mL de reagente de Folin, diluido ¥ com &gua bidestilada e voltou-se a agitar. Apds
30 min de repouso a temperatura ambiente agitou-se novamente no vortex e registou-se a

absorvéncia a 720 nm.
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Construida a curva de calibracdo no intervalo de concentragdo com os valores obtidos

calculou-se por interpolacéo grafica a concentracdo de proteinas das amostras.

2.3.5.2. Determinacéo da concentracdo de hemo

A determinacdo da concentracdo de hemo na fragdo microssomal do tecido hepatico
aplicou-se a metodologia descrita por Omura e Sato (1964) e Luke (1987) que se baseia no
espectro de absorcdo molecular da sua forma reduzida tracada contra um branco com a sua
forma oxidada obtida por reacdo do hemo com o ferricianeto de potassio, KsFe(CN)s em meio
alcalino (97,278).

A fracdo microssomal de tecido hepético (proteinas ~0,747 mg/mL) foi diluida para
metade em 0,500 mL de KCI (0,154 M) distribuindo igual volume por duas células de
espectrometria de absor¢do molecular, as quais se adicionou 0,166 e 0,163 mL de NaOH
(0,5 M) as células de leitura e de referéncia, respetivamente, e 0,166 mL de piridina a ambas
as células. Em seguida, adicionou-se uma pequena quantidade de ditionito de sodio a célula
de leitura e 0,003 mL de solucdo de KzFe(CN)g (12,5 mM) a célula de referéncia.

Apds agitacao suave por inversdo, tracou-se um espectro de absorcdo molecular entre
530 e 600 nm e registou-se a diferenca de absorvéncia obtida entre 557 e 575 nm, a qual foi
utilizada para o célculo da concentragdo de hemo, considerando o valor do coeficiente de

absortividade molar do hemo na sua forma reduzida de 34,7 mMcm™ (278).

2.3.5.3. Determinacao da concentracao de glutationo e dissulfureto de glutationo

O contetdo em GSH foi quantificado pelo método fluorimétrico descrito por Hissin
em 1976 (279), utilizando o-ftalaldeido (OPT) para desenvolver um fluoréforo quantificavel.
Para tal, preparou-se uma mistura de reacdo com aliquotas de sobrenadante das fracGes
mitocondrial e citosélica dos o6rgdos figado (proteinas ~0,115 mg/mL e =0,241 mg/mL,
respetivamente) e branquias (proteinas ~0,064 mg/mL e ~0,209 mg/mL, respetivamente) na
diluicdo adequada, solucdo padrdo (GSH) ou tampdo fosfato (10 mM) pH 7,0, no caso do
branco, a qual se adicionou tampéo fosfato (0,1 M) pH 8,0 com EDTA (0,005 M) e OPT na
proporcdo de 1:30:2. Apo0s agitagdo a mistura incubou 15 min a temperatura ambiente e
realizou-se a leitura de fluorescéncia a Aexc 350 nm e a Agm 420 nm. A concentracdo em GSH

por peso de figado (g) ou brénquias (g) foi determinada por interpolacdo grafica recorrendo a
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curva de calibracdo previamente construida com padrdes de GSH, para o intervalo de
concentragéo (0,5-100 pM).

O contetdo em GSSG foi quantificado pelo método fluorimétrico descrito por
Zielifiski em 1999 (166), que se baseia na capacidade do NEM para sequestrar o GSH
endogeno. Assim sendo, aliquotas das fragbes mitocondrial e citosdlica dos tecidos hepético
(proteinas  =~0,191 mg/mL e =0,402 mg/mL, respetivamente) e branquial
(proteinas ~0,107 mg/mL e =~0,349 mg/mL, respetivamente) na diluicdo adequada, foram
incubadas durante 30 min com NEM (20 uM). De seguida, fez-se reagir essa mistura com
OPT comercial e NaOH (0,1 M) na proporcao 1:1:18, a temperatura ambiente, pH 12,0,
durante 15 min. A poténcia de fluorescéncia lida a Aexc 350 nm ¢ a Aem 420 nm foi utilizada
para calcular a concentracdo em GSSG por grama de figado ou branquias por interpolacdo
gréfica em curva de calibracdo previamente construida utilizando padrdes de GSSG no
intervalo de concentragdo GSH (0,08-80 pM).

2.3.5.4. Determinacdo da concentracao de espécies reativas de oxigénio

O conteudo em ROS foi determinado de acordo com o método fluorimétrico proposto
por LeBel em 1992 (280) que utiliza o0 2’,7’-diclorofluorescina (DCFH), o qual na presenca de
H.O, é rapidamente oxidado a 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) que apresenta fluorescéncia,

facto que permite estimar os niveis de peroxido de hidrogénio presentes na amostra (173):

DCFH H20 DCF
— —’ w

A solucdo de diacetato de (DCFH-DA) (1 mM) em tampdo fosfato (25 mM) pH 7,4 foi
diluida com tampédo de Tris-HCI (40 mM) pH 7,4, para obter DCFH na concentracdo de
25 UM, a qual reagiu com a amostra das fracGes mitocondrial e citosélica de tecido hepético
(proteinas  ~0,019 mg/mL e =0,040 mg/mL, respetivamente) e branquial
(proteinas ~0,011 mg/mL e =0,035 mg/mL, respetivamente) na propor¢cdo 199:1, durante
10 min, a 37 °C, apos o que se leu a poténcia de fluorescéncia da mistura a Ae488nm e a
Aemd25nm. Preparou-se ainda uma curva de calibragdo com solugdes padréo de perdxido de
hidrogénio no intervalo (0,2-400 mM) que permitiu calcular por interpolacdo grafica a
quantidade de ROS pelo peso do figado (g) ou branquias (g).
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2.3.5.5. Determinacdo da peroxidacéo lipidica

O conteudo intracelular em MDA é frequentemente utilizado como marcador de danos
oxidativos na célula, uma vez que a formacéo de aldeidos é o culminar da rutura oxidativa da
cadeia carbonada dos residuos acilo polinsaturados da membrana, resultante da peroxidagéo
lipidica. Assim, a quantificacdo de MDA foi realizada de acordo com o procedimento descrito
por Ohkawa em 1979 (281), o qual tem como base da quantificacdo por espetrometria de

fluorescéncia o produto da reacédo entre 0 MDA e o acido tiobarbitirico (TBA) (282):

0
i 0

;i S _N. _OH HO_ _N_ _SH
Mo+2 [ | — S ad
(I:H 0 NN g Ny A=CH—CH=CH—Iy_ N
[

. OH OH
MDA TBA MDA-TBA,

O meio de reacdo foi preparado com volume adequado das fragcbes mitocondrial e
citosolica dos tecidos hepatico (proteinas ~0,191 mg/mL e =0,402 mg/mL, respetivamente) e
branquial (proteinas ~0,107 mg/mL e ~0,349 mg/mL, respetivamente), SDS (8,1 %), TBA
(0,4 %) em tampdo acetato (10%) pH 3,5 na proporcao de 1:2:30. A mistura foi deixada a
incubar durante 60 min em banho a 95 °C, com agitacdo constante, seguindo-se um periodo
de 15 min de arrefecimento em gelo que permitiu parar a reacdo. Apés arrefecimento foi
adicionado n-butanol (1:1) seguido de agitacdo em vortex. Aguardou-se a separacdo de fases
por centrifugacdo a 1600 g durante 10 min, apés 60 min de repouso. Procedeu-se a recolha da
fase orgénica que foi utilizada na determinagdo da poténcia de fluorescéncia a Aexc515nm e
Xemd53nm. O branco foi preparado com a mesma mistura de reacdo substituindo a amostra por
tampdo fosfato (10 mM) pH 7,2. A concentracdo de MDA por grama de figado ou branquias
foi determinada por interpolagdo em curva de calibracdo gerada com solugdes padrdo de
MDA (5 a 100 pM), obtido por hidrolise de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em meio &cido,

sujeitas as mesmas condigdes de ensaio (187).
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2.3.6. Determinacdo de atividades enzimaticas
2.3.6.1. Fosfatase alcalina

Para a determinacdo da atividade enzimética ALP acompanhou-se a hidrélise das
ligacbes fosfoester do substrato sintético p-nitrofenilfosfato (pNPP), pela leitura do
incremento da absorvéncia a 405 nm devido a formacdo de p-nitrofenol (pNP), um dos
produtos da reacdo, de acordo com 0 método proposto por Bretaudiére (1984) (283), sendo a

sua reacao caracteristica a seguinte (284):

ﬁ
_O_T_O_
OH

ALP 1

NO, NO,
p-nitrofenol

p-nitrofenilfosfato
(amarelo)

(incolor)

A mistura de reacdo foi constituida por aliquotas da amostra citosolica dos tecidos
hepéatico (proteinas ~0,540 mg/mL) e branquial (proteinas ~0,491 mg/mL) na diluicdo
adequada, e pNPP (1,2 mM) em tampéo Tris-HCI (0,05 M) pH 8,5. O branco utilizado para
esta atividade consistiu na mesma mistura de reacdo a exce¢do da adi¢do da amostra, sendo 0
seu volume compensado pela adicdo de tampédo. O valor da atividade ALP foi calculado a
partir do coeficiente angular das curvas de reacdo lineares, tragadas ao longo de 300 s, a 37 °C

e utilizando o coeficiente de absortividade molar de 16,03 M™*cm™ para o pNPP.

2.3.6.2. NADPH citocromo P450 redutase

A determinacdo da atividade enzimatica da flavoproteina CPR foi realizada de acordo
com o método proposto por Peterson (1978) e Lake (1987) (275). Este método utiliza o
citocromo ¢ como aceitador artificial de eletrfes, uma vez que a sua forma ferrosa possui um

maximo de absorcéo a 550 nm de acordo com a reacéo de oxidagao-reducéo (101):

NADPH (F. %E)PIEI{\IN) Citocromo ¢ o4
ADP* Citocromo ¢ 4
NADP (FAD — FMN)
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Aliquotas de fracdo microssomal do tecido hepatico (proteinas ~0,045 mg/mL) foram
incubadas num meio composto por citocromo ¢ (0,125 mM), cianeto de potassio (15 mM) e
em tampao fosfato (0,1 M) pH 7,6, a 37 °C, durante 3 min. Apds esse periodo de tempo,
adicionou-se NADPH (10 mM) para iniciar a reacao e registou-se a variacdo de absorvéncia
ao longo do tempo durante 180 s, a 550 nm, lida contra um branco de composicéo idéntica a
das células de leitura mas onde a solucdo de NADPH foi substituida por igual volume de
solucédo tampdo fosfato (0,1 M) pH7,6.

ApOls determinacdo dos coeficientes angulares das retas obtidas, procedeu-se ao
calculo da atividade enzimética, utilizando como valor do coeficiente de absortividade molar
21 mM™cm™ para a forma ferrosa do citocromo ¢ (275,285).

2.3.6.3. 7-etoxicumarina-O-desetilase

A determinacdo da atividade enziméatica ECOD foi realizada de acordo com o método
modificado por Lake (1987) (275), o qual permite a determinacdo rapida desta atividade
catalitica, em simultaneo de um grande nimero de amostras através da determinacdo de ponto
final da intensidade da fluorescéncia, emitida pela 7-hidroxicumarina, produto da

O-desetilacdo da 7-etoxicumarina (286):

A ECOD, P450 X
N
OH2CHaC O 0 HO (0 o)

7-Etoxicumarina 7-Hidroxicumarina

NADPH+ O, +H* NADP*+ H,0

Incubaram-se aliquotas de fracdo microssomal hepatica (proteinas ~0,299 mg/mL)
num meio de reagdo contendo 7-etoxicumarina (0,5 mM), NADP® (0,75 mM), acido
D,L-isocitrico (7,5 mM), sulfato de magnésio hepta-hidratado (5 mM) e isocitrato
desidrogenase (1 U), diluidos em tampéo Tris-HCI (50 mM) pH 7,8, para um volume final de
2 mL.

Ap0s a pré-incubacdo da mistura de reacdo em banho a 37 °C, com agitacdo constante
de 100 ciclos min?, durante 5 min, iniciou-se a reacdo pela adicdo do substrato,
7-etoxicumarina, e deixou-se a reacdo decorrer durante 10 min nas mesmas condic¢Ges de
agitacdo e temperatura. Apos esse periodo de tempo os tubos de ensaio foram colocados em
gelo e adicionado a cada tubo 1,0 mL de sulfato de zinco (5 %, p/v) e 2,0 mL de solucéo
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saturada de hidroxido de béario, o que permitiu parar a reacdo. Apds agitacdo dos tubos no
vortex e centrifugacdo a 2000 g, durante 15 min, a temperatura de 4 °C, recolheu-se 1,0 mL
de sobrenadante, ao qual foi adicionado 2,0 mL de tamp&o NaOH-glicina (0,5 M) pH 10,5.

Procedeu-se a uma nova agitacdo dos tubos no vortex e registou-se a intensidade de
fluorescéncia entre Aexc380nm e Aem452nm, com a abertura de fenda de 1 e 3 mm,
respetivamente.

Ao longo deste processo, em simultaneo para cada amostra preparam-se ensaios em
branco e ensaios com padrdo de referéncia. Nos ensaios em branco a solucdo de 7-
etoxicumarina s6 foi adicionada ao meio reacional apds 10 min de incubagdo. Nos ensaios
com o padrdo de referéncia manteve-se a composi¢cdo e ordem de adigdo dos ensaios em
branco, mas adicionou-se 7-hidroxicumarina (0,1 mM) apos a adi¢do do substrato.

Leram-se e registaram-se 0s respetivos valores de intensidade de fluorescéncia aos
mesmos comprimentos de onda das amostras.

A atividade enzimética foi determinada por interpolacdo do valor de fluorescéncia

registado para as amostras com o valor de fluorescéncia registado para o respetivo padréo.

2.3.6.4. Uridina-difosfato glicuronosil transferase

O metabolismo de uma variedade de xenobidticos e moléculas enddgenas contendo
grupos hidroxilo, carboxilo, amina ou sulfidrilo ocorre preferencialmente através da
glicuronidacdo, mediada pelo enzima UDP-glicuronosil transferase. Esta familia de enzimas
membranares, localizada no reticulo endoplasmatico, catalisa a ligacdo do é&cido
UDP-glicurdnico (UDPGA) para uma multiplicidade de xenobidticos e moléculas enddgenas,
com libertacdo de UDP. Os conjugados de acido glicuronico sdo geralmente mais polares do
gue 0s seus compostos originais respetivos e assim tendem a ser mais facilmente excretados
(127,287). Portanto, sdo enzimas capazes de realizar a reacdo seguinte:

UDPGA * ROH ——=2Cl_ ypp # R-O-glicuronidos

A atividade microssomal de UDPGT foi medida de acordo com Kane (1994) (288) e
modificagdes propostas por outros autores (127,287,289), recorrendo ao p-nitrofenol (pNP)
como substrato. As misturas de incubagcdo continham aliquotas de fracdo microssomal
hepatica ou branquial (proteinas ~0,224 mg/mL e =~0,098 mg/mL), pré-tratada em gelo
durante 5 min com Triton X-100 (0,4 %, v/v), tampédo fosfato (0,1 M) a pH 7.4,
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MgCl, (10 mM), pNP (600 pM) dissolvido em tampdo fosfato (0,1M) e A&cido
UDP-glicurdnico (2 mM). A reacdo foi iniciada a 25 °C adicionando o UDPGA e leu-se a
absorvéncia a 405 nm durante 1200 s para determinar a diminuicdo da intensidade de cor
devido a formacdo do conjugado pNP-glicuronilo. Os brancos foram preparados do mesmo
modo substituindo o substrato por tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4).

O valor da atividade enzimatica UDPGT foi calculado a partir do coeficiente angular
das curvas de reacdo lineares tracadas ao longo de 1200 s e utilizando o coeficiente de

absortividade molar de 16,03 M cm™ para o pNP remanescente.

2.3.6.5. Glutationo S-transferase

A atividade da familia de enzimas GST, que catalisa a conjugacdo de metabolitos
enddgenos e xenobiodticos com o glutationo, foi determinada por espetrometria de absorcao
molecular de acordo com o método descrito por Habig (1974) (134), recorrendo a reacdo de
conjugacdo do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno com o glutationo. Apesar de se tratar de uma
reacao reversivel € no sentido em que se forma o conjugado 2,4-dinitrofenil S-glutationo, um
cromoforo que absorve preferencialmente a 340 nm, que se da em maior extensdo, permitindo
acompanhar a reacdo, pelo aumento da absorvéncia ao longo do tempo, conforme se encontra

representado de seguida:

— \
COOH (8] COOH 0

SH 4
0 L/ ST 0 S-X
. | . G : |
NH,. NH COOH - o . NH- N "
_N‘\” _NH_CO 4  Xenobiotico (X) , i N AC00H

Glutationo Glutationo-S-conjugado

Em cada caso, incubou-se a 37 °C e sob agitac¢do constante, durante 5 min aliquotas de
fracdo microssomal e de citosol do figado (proteinas ~0,034 mg/mL e ~0,080 mg/mL,
respetivamente), e das branquias (proteinas ~0,108 mg/mL e ~0,070 mg/mL, respetivamente),
em células de absor¢do molecular que continham meio de reagdo constituido por
GSH (1 mM) e tampdo fosfato (0,1 M) pH 6,5. Deu-se inicio a reacdo pela adi¢ao de solucéo
etanolica do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (1 mM) e registou-se a variacao de
absorvéncia a 340 nm, durante 120 s. As leituras foram realizadas contra um branco

previamente preparado em que se substituiu o substrato por igual volume de etanol.
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Calculou-se a atividade enzimatica a partir do valor do coeficiente angular das retas
obtidas e utilizou-se o valor do coeficiente de absortividade molar 9,6 mM™cm™ Habig (1974)

(134) para o conjugado 2,4-dinitrofenol S-glutationo.

2.3.6.6. Glutationo redutase

A atividade glutationo redutase encontra-se diretamente envolvida no ciclo do
glutationo, reduzindo o GSSG a forma tidlica (GSH), na presenca de NADPH. A sua
atividade especifica foi determinada por espectrometria de absorcdo molecular, pelo registo
do decréscimo de absorvéncia a 340 nm devido a oxidagcdo do NADPH. Apesar de apresentar
reversibilidade, o sentido em que esta reagdo ocorre em maior extensdo é aquele que conduz a

formacéo da forma tidlica do glutationo, conforme mostra a reacdo seguinte (105,202,290):

GR

GSSG+ NADPH + Hf —— 2GSH+ NADP~*

De acordo com Goldberg (1987) (290) a atividade foi medida na mistura de reagédo
constituida por tampéo fosfato (0,12 M) pH 7,2, EDTA (0,5 mM), GSSG (2 mM) e aliquotas
de fracdo citosodlica do figado e das branquias (proteinas ~0,299 mg/mL e =~0,266 mg/mL),
incubada durante 5 min a 37 °C. A reacdo foi entdo iniciada com adigdo de
NADPH (0,15 mM), lendo-se a absorvéncia contra o branco, onde a amostra foi substituida
por tampao fosfato (0,12 M) pH 7,0.

O valor da atividade GR foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas de
reacdo lineares, tracadas pela leitura do decréscimo da absorvéncia a 340 nm, ao longo de
300 s, a 37 °C e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 6,22 mM™cm™
para 0 NADPH.

2.3.6.7. Glutationo peroxidase

O enzima GPx catalisa a reducdo de lipoperdxidos e/ou o peroxido de hidrogénio a
alcoois e agua, acoplada a conversado de glutationo em dissulfureto de glutationo.

A determinacdo da atividade enzimética GPx, por espectrometria de absorcéo
molecular, foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Flohé (1997, 1984)
(291,292), que se baseia na oxidacdo do glutationo e redugdo do perdxido de hidrogénio em
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dissulfureto de glutationo e agua, respetivamente, acontecendo em simultdneo o consumo de
NADPH (164):

L0 )
LPEI{,)H ‘\ o~ 2G5H « ~ NADPH

GPx GR

M0, /™ Gssg =7 % NADP*
LPO

Preparou-se uma mistura de reacdo constituida por volume adequado de fracédo
mitocondrial e citosdlica do figado (proteinas =~0,048 mg/mL e =1,849 mg/mL,
respetivamente), e das branquias (proteinas ~0,027 mg/mL e ~1,900 mg/mL, respetivamente),
e tampao fosfato (70 mM) pH 7,2, GSH (500 uM), GR (12 mU) e NADPH (160 mM), a qual
foi incubada durante 10 min a 37 °C. A reacdo foi iniciada pela adicdo de ter-butil-
-hidroperdxido (100 pM) e monitorizada pela leitura, em continuo, da absorvéncia a 340 nm
contra um branco com composi¢do semelhante, onde o volume de amostra foi substituido por
tampéo fosfato (70 mM) pH 7,0.

O valor da atividade GPx foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas de
reacdo lineares tracadas pela leitura do decréscimo da absorvéncia a 340 nm, ao longo de
180 s, a 37 °C e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 6,22 mM™cm™
para 0 NADPH.

2.3.6.8. Glucose-6-fosfato desidrogenase

O enzima G6PD, regulador da via das pentoses fosfato, catalisa a oxidagéo da glicose-
6-fosfato a 6-fosfogluconolactona, utilizando como cofator o NADP*. Assim, a atividade
G6PD foi determinada por espectrometria de absor¢cdo molecular pelo incremento da
absorvéncia a 340 nm devido a geracdo de NADPH, de acordo com Postma (1989) (164,293),
como esté representado de seguida:

Glucose-6-fostato + NADP*+ H* 4% 6-fostogluconato + NADPH

Esta atividade enzimatica foi determinada num volume adequado de fragéo citosolica
dos tecidos hepatico e branquial (proteinas ~0,805 mg/mL e ~0,514 mg/mL, respetivamente)
recorrendo a aliquotas do sobrenadante pés 10000 g no meio de reagdo constituido por
tampao tris-HCI (50 mM) pH 8,0 contendo NADP* (0,04 M), MgCl, (5 mM). A reacdo foi
iniciada pela adi¢do de glicose-6-fosfato (5 mM), apos estabilizacdo a 37 °C durante 60 s. Os
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valores de absorvéncia foram registados contra um branco constituido pela mistura de reacdo
e substituindo a amostra por igual volume de tampéo Tris-HCI (50 mM) pH 7,0.

O valor da atividade G6PD foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas de
reacao lineares, tracadas pela leitura do incremento da absorvéncia a 340 nm, ao longo de
180 s e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 6,22 mM™cm™ para o
NADPH.

2.3.6.9. Superoxido dismutase

Os enzimas SOD1 sdo os principais responsaveis pela conversdo do radical anido
superoxido em H,0O, e O, que ocorre no citoplasma e possivelmente dos peroxissomas. Por
outro lado, os enzimas SOD2 protegem maioritariamente o mitocondrio do radical O, gerado

pelo metabolismo respiratério (174), catalisando ambos os enzimas a reagdo (105,202):

O, +2H" —2 4 H,0,+0,

A determinacéo da atividade SOD1 e SOD2 foi realizada de acordo com 0 método
descrito por Oberley em 1984 (294) recorrendo ao sistema xantina/NBT no qual o radical
anido superoxido foi gerado pela conversao de xantina em acido urico e H,O;, na presenca de
O, e de xantina-oxidase. A quantificacdo do produto cromogéneo NBT-diformazano
resultante da reducdo do sal azul de tetrazélio (NBT), pelo radical *O;’, proveniente da acéo
da xantina oxidase, permitiu de forma indireta, a determinagdo da atividade enzimatica, uma
vez que o enzima SOD, presente na amostra, compete com o NBT na oxidacéao do radical ‘O,
diminuindo a taxa de formac&o do croméforo.

Assim, a determinacdo da atividade SOD foi realizada huma mistura de reacdo com
amostra das fragdes mitocondrial e citosolica do figado (proteinas ~0,191 mg/mL e =0,375
mg/mL, respetivamente) e das fracdes mitocondrial e citosélica das branquias (proteinas
~0,107 mg/mL e =0,349 mg/mL, respetivamente) em tampdo fosfato (35 mM) pH 7,8
contendo EDTA (0,1 mM), NBT (30 uM), BSA (0,5 %), xantina (0,1 mM), xantina oxidase
(0,2 mU/mL). O branco foi determinado utilizando a mesma mistura de ensaio substituindo a
amostra por tampéo fosfato.

A atividade SOD presente na amostra foi calculada pela percentagem de inibicdo da

taxa de formacgdo de NBT-diformazano a partir do coeficiente angular das curvas de reagédo
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lineares, tracadas pela leitura do decréscimo da absorvéncia a 560 nm, ao longo de 300 s, a
25°C, considerando que 1U corresponde a quantidade de enzima presente na amostra que

causou 50% de inibicao da taxa de reducdo do sal de azul de tetrazélio (NBT).

2.3.6.10. Catalase

Os enzimas CAT apresentam como principal fun¢éo a decomposicéo do H,O, em H,0O
e O,, podendo ser detetadas duas isoformas, a CTT1 de localizacdo citoplasmatica e a CTAL
de localizacao peroxissomal (295), de acordo com a equacéo (105,202):

M0, —~— H,0+0,

A determinacdo desta atividade catalitica fez-se segundo o método desenvolvido por
Beers, 1952 (296), acompanhando-se a degradacdo do H,O; pelo enzima CTT1, pelo registo
da variacdo de absorvéncia a 240 nm, a 25 °C durante 120 s, contra um branco constituido
pelo meio de reacdo onde foi substituido o volume de amostra por igual volume de tampéo
fosfato (50 mM) pH 7,0. Utilizou-se em cada caso aliquotas de fragdo citosolica dos tecidos
hepético e branquial (proteinas ~0,159 mg/mL e =0,246 mg/mL, respetivamente), em meio de
reacdo composto por tampéo fosfato (50 mM) pH 7,0 e H,O, (30 mM).

O valor da atividade catalase foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas
de reacéo lineares, utilizando o coeficiente de absortividade molar de 0,0435 mM™.cm™ para o
H,0,.

2.3.7. Andlise estatistica dos resultados

Os resultados experimentais sdo sempre influenciados pela incerteza das medigdes
efetuadas e, no caso das experiéncias na area da biogquimica, pela variagdo biologica. A
analise estatistica dos resultados torna-se assim indispensavel para conferir credibilidade a sua
interpretacdo (297-299).

A estimativa da tendéncia central de uma série de determinacBes, bem como a sua
variabilidade, constituem os resultados mais importantes da analise estatistica que €
fortemente influenciada pela dimensdo da amostra, razdo pela qual se optou por maximizar o
namero de individuos utilizados neste estudo, de acordo com a disponibilidade de animais em
cada bacia e o respeito pelas leis de protecdo animal (297-300).

As determinacdes bioldgicas seguem, em regra, uma distribuicdo de densidade de
probabilidade gaussiana (Figura 2.7), podendo ser representadas graficamente, para variaveis
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continuas, por uma curva simétrica em forma de sino onde as ordenadas representam a
frequéncia f ou a densidade dos valores que a variavel x, representada no eixo das abcissas,
pode tomar (Figura 2.7) (297-299).

A curva de distribuicdo gaussiana, ou curva normal de erros, pode ser caracterizada
por dois pardmetros: a média aritmética () que corresponde a abcissa do topo da curva, e 0
desvio-padrao (o) que corresponde a distdncia da média ao ponto de inflexdo. A média
aritmética L dos valores que a variavel x; pode assumir, bem como o desvio-padrdo o, para

uma populacdo com dimensdo N, podem ser calculados pelas seguintes expressdes (297-299):

onde X corresponde a média dos i valores que a variavel x pode assumir, podem ser calculadas
a partir de uma amostra com dimensdo n. Esta aproximacdo representa apenas de forma
grosseira a distribuicdo da populacdo que sé tem significado para um numero infinito de
observacgdes N, impossivel de alcancar por razdes orcamentais, de execucdo préatica e das leis
de protecédo animal (297-299).

Contudo, o teorema do limite central diz-nos que, independentemente da dimensédo n
de cada amostra, as médias das amostras de uma populacdo com distribuicdo gaussiana
também terdo uma distribuicdo gaussiana. Para além disso, este teorema refere ainda que
quando a dimensdo das amostras aumenta, as suas médias aproximam-se estritamente da
distribuicdo gaussiana independentemente da distribuicdo da populacdo, ou seja, mesmo
guando a distribuicdo das observac@es individuais ndo seja gaussiana (297-299).

O desvio-padrdo da média, tal como o desvio-padrdo pode ser interpretado como uma
medida da variabilidade, ou seja, da dispersdo das medias das amostras, da mesma forma que
0 desvio-padrdo € uma medida da dispersdo de valores individuais de cada série de resultados.
Assim sendo, 0 desvio-padrdo da média traduz-se por ser uma medida do afastamento das
médias dos desvio-padrdo, podendo também ser considerado como um possivel indicador das
diferengas existentes entre as médias estatisticas das amostras. Entdo, o desvio-padréo da

média pode ser utilizado como um indicador da variabilidade expectavel da média das
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amostras. Por outras palavras, a média das amostras funciona como uma estimativa mais
precisa da média da populacdo do que as observacdes individuais (297-299).

Apesar da média de uma série de valores de uma amostra aleatdria constituir uma boa
estimativa da média da populacdo, o rigor dessa estimativa ndo € revelado uma vez que
apenas se tem acesso a precisdo com que foi determinada se o intervalo de confianga que Ihe
esta associado for conhecido. Esse intervalo de confianca fornece uma ideia de quéo afastada
se encontra a media estatistica da média tomada como verdadeira da populacédo, definindo um
limite superior e um limite inferior de variacdo. De acordo com esse raciocinio, deve-se
procurar encontrar um valor superior e outro inferior a média da amostra, entre os quais existe
uma certa probabilidade de encontrar o valor central das amostras de dimenséo n selecionadas
na populagédo (297-299).

Do ponto de vista tedrico, a distribuicdo de frequéncia gaussiana alonga-se pelo eixo
da variavel x, desde infinitamente negativo até infinitamente positivo, podendo qualquer
variavel com distribui¢do gaussiana assumir qualquer valor nesse intervalo, embora seja raro
alcangar valores que se afastem mais do que + 30 da média, para os quais as frequéncias
relativas expectaveis sdao também muito pequenas. Este facto pode ser inferido a partir da

equacao que traduz a funcdo de densidade de probabilidade da distribuicdo gaussiana:

2

L[ X-w |
a

2:17_62

o\ 2r

Esta equacdo mostra que para valores muito grandes ou muito pequenos da variavel X,
o termo %[(x-w)/c]* assume valores muito elevados e consequentemente a exponencial
negativa desse termo e Z tomardo valores muito pequenos. Deste modo, é possivel gerar
tabelas onde os valores de Z se encontram ordenados em fungdo da distancia a média em

unidade de desvio-padrdao que permitem definir os limites (Figura 2.7) (297,298):

> 0.003% 99.994% 0,003%

-+ L

+dg

4o

—_—

Figura 2.7 - Representagdo grafica da curva de Gauss (adaptado de Sokal, 2009) (297)
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Assim, para uma populacdo com média paramétrica (u), desvio-padrdo (o) ¢ desvio

padrio da média (o/v/n), a equacdo da funcdo de densidade de probabilidade dessa
o
N
x de dimensdo n, ou seja, que o desvio-padrdo da média da amostra segue uma distribuicédo

distribuicdo permite considerar que o intervalo p + 1,96 — inclui 95% das médias da amostra

gaussiana e que 95% do seu valor se localizara entre -1,96 e +1,96, admitindo que, de acordo
com o teorema do limite central, as médias da amostra também seguem uma distribuicao
gaussiana.

Considerando que o desvio-padrdo da média de uma amostra em relacdo a média
paramétrica da populagio pode ser expresso pela razdo (x — p) / o/ v/n, pode-se reescrever a

afirmacéo do seguinte modo:

=|

<z
S

P{ 1,96<-—F <+ 1,96}—0,95

Generalizando, ter-se-4 entdo:
-~ L< <y + L} _ -
P{x Ho 7, SH=XT U o I—a=y
onde as desigualdades entre chavetas tém a designacao de limites de confianga e o simbolo y
correspondente ao coeficiente de confiancga, isto é, que a probabilidade P = y dos termos

serem respetivamente inferior ou igual e maior ou igual ao valor da média paramétrica p

(297,298).

f'ua%vl‘l f+ua \/G—;»LZ

e

Os desvios entre a média estatistica e a média paramétrica de uma distribuicéo
gaussiana (x- p) também seguem uma distribuigdo gaussiana. O quociente entre esses desvios
e 0 desvio-padrdo paramétrico ((x— ) / ) também segue uma distribui¢do gaussiana.

O célculo da variancia estatistica Si” e (x; — 1) / s, onde S estima o desvio-padréo da
média de i amostras, tendo em conta o desvio de cada média estatistica, relativamente a média
paramétrica, permite descobrir que a distribuicdo dos desvios € mais ampla e favoravel do que
a distribuicdo gaussiana. Esta nova distribuicdo expectavel da razdo (x; — p) / s, conhecida
como distribuicdo t de students, tem um intervalo de variacdo superior ao da distribuicédo
gaussiana, uma vez que utiliza como denominador o desvio-padrdo da amostra, em vez do
desvio-padrdo paramétrico (297-299). A distribuicdo t possui propriedades de simetria e de
expansdo idénticas a distribuicdo gaussiana, variando desde infinitamente negativo até

infinitamente positivo, mas pode assumir diferentes formas que dependem dos graus de
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liberdade que podem variar desde 1 até ao infinito. Esta distribui¢cdo quando assume o valor 1
desvia-se acentuadamente da distribuicdo gaussiana, mas a medida que o nimero de graus de
liberdade aumenta, aproxima-se da forma dessa distribuicdo (297,298). Os limites de

confianca da distribuicdo de t de students podem ser estimados pela equacgéo:
PiL Sp=L,)= PIX =ty sy SHEFHI, sy =1- @

Contudo, as publicaces cientificas utilizam frequentemente o desvio-padrdo da média
como medida Gtil da confianca estatistica de uma amostra, em vez dos limites de confianca
(297-299).

Assim, quando se pretende testar se a média estatistica de duas ou mais amostras
tiveram origem em popula¢cBes com a mesma média parametrica procede-se a andlise de
variancia (ANOVA), desenvolvida por Ficher, embora o teste t, mais restritivo, seja
frequentemente utilizado para determinar diferencas estatisticas apenas entre duas amostras.
Por outras palavras, a ANOVA corresponde ao procedimento estatistico que permite analisar
a forma como a média de uma variavel é perturbada por diferentes tipos e combinagdes de
fatores (301). Quando se compara um ndmero elevado de amostras recomenda-se a aplicacdo
da analise de variancia simples (ANOVA 1) que tal como qualquer andlise de variancia,
permite comparar sempre a amostras ou grupo de n replicados, obtendo-se estimativas da
variancia da populacdo a partir da soma dos quadrados de cada grupo recorrendo a expressao
matematica (297-299):

1 n .

j=1

Contudo, pode-se efetuar uma melhor estimativa da variancia recorrendo ao calculo da
média pesada da variancia pela equacdo geral onde a variancia de cada amostra s;® é afetada
pelos graus de liberdade w; = n;-1 recorrendo a equacao:

i=a  J=n

o PP IS

an—1) =1

que constitui uma estimativa da variancia no interior dos grupos, termo que estima a disperséo
em cada grupo individualmente, considerando que todos os grupos sao igualmente variaveis

englobando a variagdo em todos eles (297,299).
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Outra estimativa da variancia da populacdo pode ser calculada eliminado as fronteiras
entre 0s grupos, tomando as médias x dos a grupos como observacdes de uma amostra e

recorrendo a expressdo matematica:

1 i=a B
Z n; (}'1 7})3
a-1 <

designada por variancia entre grupos i e corresponde a n x a variancia das médias. A
multiplicacdo pela dimensdo das amostras n; confere a cada grupo um peso proporcional a
informacdo que fornece da situacdo. O nimero de graus de liberdade (a-1) representa a
quantidade de replicados a que se tem acesso. Esta segunda estatistica da variancia nao se
encontra tdo proxima do valor tomado como verdadeiro, ou seja, a obtida pela primeira
aproximacdo baseada na variancia média dentro dos grupos.

O acesso a estes dois estimadores independentes da variancia da populacéo possibilita
testar se verdadeiramente estimam o mesmo parametro. A concretizacdo desse objetivo
alcanca-se recorrendo & funcéo de distribuicdo F, onde, o quociente Fy = s,/ s,* deveré ser
préximo de 1
se as variancias estatisticas estimarem o mesmo parametro. A distribuicdo F depende de dois
tipos de graus de liberdade o1 e 6,. Quando o numero de graus de liberdade € muito baixo, a
distribuicdo toma a forma de L. Porém, a medida que esse valor aumenta a distribuicdo
converte-se numa curva com maximo deslocado para a direita. Assim podem ser geradas
tabelas da distribuicdo F que apresentam a funcdo da distribuicdo cumulativa para varios
valores de probabilidade selecionados (297-299).

Ao testar-se a hipdtese nula Ho: p1 = 2 = ... = un, compara-se o valor de F critico,
por leitura ou interpolacdo da tabela, com o valor de F estatistico, calculado pelo quociente da
variancia entre grupos pela variancia no interior dos grupos. Quando o valor do F estatistico
supera o valor critico da tabela, rejeita-se a hipdtese nula de as médias dos grupos estimarem
populacBes idénticas e conclui-se que existem diferencas entre eles. Se acontecer o contrério,
ndo se pode considerar que as diferencas sejam estatisticamente significativas e aceita-se a
hipbtese nula (297-299).

Quando o teste F permite descobrir diferencas significativas entre grupos, passa-se
para a segunda fase de analise de variancia com o objetivo de descriminar 0s grupos que
diferem significativamente entre si. Sendo assim, a media estatistica de cada grupo pode ser
comparada com a média estatistica dos outros grupos de uma dada experiéncia, aplicando-se

testes de comparacdo de pares ou de comparacdo de grupos. Esses testes sdo semelhantes aos
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que séo aplicados para comparar dois grupos pelo teste t, mas nesse recorre-se a estimativas
de dispersdo em pools de todos os grupos, mesmo quando sé se comparam dois grupos, uma
vez que a estimativa em pools de variancia é um teste mais sensivel. Partindo desse
pressuposto, calcula-se o desvio-padrdo do pool e o seu numero adequado de graus de
liberdade para se aceitar que a média de dois grupos particulares diferem significativamente
(297-299).

Em investigacdo bioldgica aplica-se o teste de significancia (LSD) a comparacédo
planeada de pares quando o nimero de tratamentos € pequeno e o teste de comparacao
multipla de Duncan (DMRT) quando o nimero de tratamentos e de controlos é elevado, como
aconteceu nas experiéncias descritas neste trabalho (297-299). O teste inclui o célculo de
fronteiras numéricas ou intervalos de confianca que permitam considerar como significativas
ou nao as diferencas observadas entre quaisquer duas médias de tratamentos (297-299). Para
tal, ordenam-se as médias estatisticas de todos os tratamentos por ordem crescente ou
decrescente do seu valor e calcula-se o valor do desvio-padrdo da média Sd aplicando a

férmula:

Sd =

n

calculando-se posteriormente (a-1) intervalos de confianga pela expresséo:

_ Fp)(Sa)

RP - \j?

para p = 2,3...a, em que a corresponde ao nimero total de tratamentos, Sd ao desvio-padrao

da média das médias ja calculadas e r, aos valores tabelados dos intervalos de confianga da
distribuic¢do de “t-student” dependentes da posi¢dao de ordenagdo p de cada média estatistica e
de a(n-1) graus de liberdade. Apds determinacdo dos intervalos Rp, calcula-se a diferenca
entre a média estatistica mais elevada e o maior valor de Rp, ou seja, o valor de Rp, em que
p = t, que serd comparado com o0s valores das outras medias estatisticas. Caso as médias
estatisticas sejam inferiores a essa diferenca, consideram-se significativamente diferentes da
média estatistica mais elevada. Repetem-se 0s passos anteriores até se compararem todos 0s
pares de grupos em estudo (302,303).

A aplicacdo da analise estatistica leva a resultados mais ou menos provaveis e
consequentemente, a leitura tedrica dos testes de hipOtese descritos anteriormente podem
determinar dois tipos de erros: I - rejeicdo de uma hipdtese nula verdadeira ou Il - aceitacdo
de uma falsa hipotese nula. O segundo tipo de erro € de dificil controlo, uma vez que depende
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da exatiddo com que as médias estatisticas das amostras estimam a média das populagdes,
informacdo a que ndo se consegue aceder. Como o estagio de agrupamento implica a detecdo
de diferencas significativas pelo teste F, a combinacdo de ambos os procedimentos promove
um certo controlo sobre os erros do tipo I com um nivel de significincia a. Por outras
palavras, caso ndo existam, de facto, diferencas entre as médias dos grupos da populacdo, as
conclusdes de uma determinada experiéncia sdo erradas e apenas a% das vezes ¢ que se
encontram diferencas significativas entre eles. Portanto, o erro tipo I pode ser controlado a 0%
da extensdo em que 0s erros ocorrem numa determinada situacéo (302,303).

Neste estudo, os resultados estatisticos foram apresentados em quadros ou graficos de
forma a providenciar uma visdo geral dos mesmos simples e répida. As representacdes
incluem curvas com escala aritmética e graficos de barras. Em cada gréafico, foram incluidos
titulo e legenda explicativa da natureza e origem dos resultados. As coordenadas sao as
menores possiveis, encontrando-se as unidades assinaladas com clareza. No que diz respeito
aos gréaficos de barra, o comprimento é proporcional ao valor absoluto da componente que
representa enquanto a espessura € arbitraria, conforme recomendado em Sokal (1981, 2009)
(297,298).

Utilizou-se a média aritmética dos pools como estatistica de localizacéo, razdo pela
qual foram sempre utilizados resultados com precisdo o mais semelhante possivel. O
desvio-padrdo da média foi utilizado como medida da dispersdo dos resultados, uma vez que
permite quantificar o afastamento das médias dos valores das médias dos pools relativamente
a média da populacdo, formando assim uma estimativa mais precisa da média da populacao
do que as observacdes de cada pool (297,298).

Calculou-se a variancia entre grupos, no interior dos grupos e total (s%) para todos os
grupos em estudo, tendo em vista ficar com uma ideia acerca da variagéo individual e do erro
experimental. Aceitaram-se as diferencas como significativas, negando a hipétese nula
Ho: w1 = w2 =.....= up NOS casos em que o valor do F estatistico, 0 quociente da variancia entre
grupos pela variancia no interior dos grupos, excedeu o valor critico de F (tabelado), para os
respetivos graus de liberdade, com o nivel de significancia de 95% (302,303) (Anexo A).

A descriminacdo dos grupos com diferengas significativas foi alcangada aplicando o
teste de Duncan, assumindo que as diferencas entre os grupos sdo devidas aos tratamentos
fixos (302,303).

As representacOes graficas e os calculos apresentados neste estudo foram executados
utilizando os programas Excel 2016 e SPSS (versédo 22) para o0 Windows10, licenciados pela

Microsoft para a Universidade de Evora.
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2.4. Equipamento

e Balanca analitica da marca Mettler, modelo AE 200

e Balanga técnica da marca Mettler, modelo PJ 3000

e Banho termostatizado com agitacdo da marca Memmert, modelo 3200 R

o Bidestilador da marca Aquatron, modelo A 4D

e Equipamento para pesca elétrica da marca Hans Grassl, modelo EL 62 gerador DC, 600 V

e Espectrometro de absor¢cdo molecular de feixe simples, marca GENESYS 10S UVVis

e Espectrometro de feixe duplo da marca Hitachi, modelo U2001, com banho termostatizado e
sistema de circulacdo de 4gua da marca Grant.

e Espectrometro de fluorescéncia de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-5001 PC

e Homogeneizador de tipo Potter, da marca TRI-R STIR-R, Model K41

e Lupa estereoscdpica da marca Leitz Dialux 20 microscépica com camara Leica DC 300

o Placa de agitacdo da marca Labinco, modelo L34

e Potenciometro da marca Metrohm, modelo 691

o Supercentrifuga da marca Hermle, modelo Z323 K

e Ultracentrifuga, da marca Beckman Optima LE-80K

¢ Vortex da marca Heidolph, modelo Reax 2000

2.5. Reagentes

e 1,1,3,3-tetrametoxipropano, 96,0%, Sigma, St. Louis

e 1-butanol, 99,5 %, Panreac, Barcelona

e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, 97,0%, Sigma, St. Louis

e 2 4-dinitrofenil-S-glutationo, 97,0%, Sigma, St. Louis

o 2’ 7’-diclorofluoresceina, 90,0%, Sigma, St. Louis

o 6-fosfogluconolactona, 90,0%, Sigma, St. Louis

e 7-etoxicumarina, 99,5%, Sigma, St. Louis

e 7-hidroxicumarina, 98,0%, Sigma, St. Louis

e Acido D,L-isocitrico, 99,0%, Sigma, St.Louis

e Acido etilenodiaminotetracético, 99,0%, Sigma, St.Louis

e Acido tiobarbitdrico, pro-analise, 99,0 %, Merck, Darmstadt
e Acido UDP-glicurénico, 98,0%, Sigma, St.Louis

e Albumina do soro bovino, 98,0%, Sigma, St. Louis

e Azul de tetrazolio, 99%,0, Merck, Darmstadt

e Carbonato de sodio anidro, pré-analise, 99,5 %, Merck, Darmstadt
e Cianeto de potéssio, 99,0%, Merck, Darmstadt

e Citocromo c, 99,0%, Merck, Darmstadt

e Cloreto de magnésio, 99,0 %, Sigma, St.Louis
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e Cloreto de potéassio, 99,5 %, Merck, Darmstadt

¢ Dihidrogenofosfato de potassio, pré-analise, 99,0 %, Merck, Darmstadt

¢ Dihidrogenofosfato de sodio, pré-analise, 99,0 %, Merck, Darmstadt

¢ Dinucledtido de nitotinamida e adenina (forma oxidada) pré analise, 98,0 %, Sigma, St. Louis
¢ Dinucled6tido de nitotinamida e adenina (forma reduzida) pr6 analise, 98,0 %, Sigma, St. Louis
¢ Ditionito de so6dio, 99%, Merck, Darmstadt

e Duodecilsulfato de sodio, 99,0%, Sigma, St. Louis

¢ Ferricianeto de potéssio, 99,0%, Merck, Darmstadt

o Fosfato de dinucledtido de nitotinamida e adenina (forma oxidada) 98,0%, Sigma St. Louis
e Fosfato de dinucledtido de nitotinamida e adenina (forma reduzida), 98,0 %, Sigma St. Louis
e Glicina, 99,0 %, Riedel-de Haén, Seelze

o Glicose-6-fosfato desidrogenase, 99,0 %, Sigma, St.Louis

e Glutationo dissulfureto, pro analise, 98,0 %, Sigma, St. Louis

e Glutationo redutase, Sigma, St.Louis

e Glutationo, pré analise, 98,0 %, Sigma, St. Louis

e Hidroxido de bario, pro andlise, 99,0 %, Merck, Darmstadt

o Hidréxido de sodio, pré analise, 99,0 %, Merck, Darmstadt

¢ Isocitrato desidrogenase, 99,0 %, Sigma, St. Louis

o N-etilmaleimida, 90,0%, Sigma, St. Louis

o o-ftalaldeido, 99,0 %, Sigma, St. Louis

e Perdxido de hidrogénio, pré analise, 30,0 %, Sigma, St. Louis

e Piridina, 99,0 %, Sigma, St. Louis

¢ p-nitrofenilfosfato, 99,0 %, Sigma, St. Louis

e p-nitrofenol, 99,0 %, Sigma, St. Louis

¢ Reagente fenolico, segundo Folin-Ciocalteau, pré analise, Sigma, St. Louis

e Sal sintético comercial, Coral Pro Sea, Red Sea, Verneuil s/Avre

e Sulfato de cobre penta-hidratado, pré analise, 102,9 %, Panreac, Barcelona

e Sulfato de magnésio hepta-hidratado, 99,0 %, Sigma, St. Louis

e Tartarato de sddio e potassio tetra-hidratado, pro analise, 99,9 %, Merck, Darmstadt

e t-butil hidroperéxido, 70,0%, Sigma, St. Louis

e Tris(hidroximetil)aminometano, pré analise, 99,9 %, Merck, Darmstadt

e Triton X-100, 98,0%, Merck, Darmstadt

e Xantina oxidase, 98,0%, Sigma, St. Louis

e Xantina, 99,5%, Sigma, St. Louis
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A leitura e discussédo dos resultados obtidos neste estudo foram dirigidas para avaliar 0
sucesso do recrutamento de populagdes de P. marinus de bacias hidrogréaficas portuguesas,
em termos de parametros morfométricos, contetidos e atividades enzimaticas de sistemas de
biotransformacdo, bem como conteddos e atividades enzimaticas marcadores de resposta ao
stress por juvenis de lampreia-marinha na fase de migracao trofica. Este capitulo reporta os
quatro momentos em que o estudo se subdividiu e inclui a: i) caracterizagdo da resposta a
salinidade por animais das bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego; ii) caracterizacdo
detalhada da resposta a salinidade por animais das bacias do Lima e VVouga; iii) caracterizacdo
da resposta a atrazina por animais em ambiente dulgaquicola, por animais da bacia do Lima;

iv) caracterizacdo da resposta & atrazina em ambiente salino, por animais da bacia do Lima.

3.1. Caracterizacdo da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-

marinha das bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego (Ensaio I)

Os resultados abordados neste sub-capitulo integram o estudo prévio da resposta a
salinidade por juvenis de lampreia-marinha, oriundos de quatro bacias hidrogréaficas
portuguesas (Ensaio 1), expresso em termos de evolucdo de parametros morfométricos, de
conteddos e de enzimas pertencentes a sistemas de biotransformacdo e/ou de resposta ao
stress oxidativo.

Neste ensaio, juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias hidrograficas do
Minho, Lima, Vouga e Mondego foram organizados em trés grupos de tratamentos distintos,
conforme previamente descrito no sub-capitulo 2.3. e designados por: (1) “controlo a
chegada”; (2) “controlo do ensaio” e (3) “exposto ao sal”.

A caracterizacdo morfométrica aqui descrita avalia parametros como o comprimento
total (TL), peso corporal (TW), peso do figado (LW), peso das branquias (GW), indice
hepato-somatico (HSI), indice branquio-somatico (GLSI), e fator de condi¢édo de Fulton (K).

A caracterizacdo bioguimica inclui o conteddo em hemo e as atividades enzimaticas
CPR e ECOD microssomais hepaticas, as atividades enzimaticas mGST e UDPGT da fracédo
microssomal hepatica e branquial, as atividades enzimaticas GST do citoplasma hepatico e
branquial, envolvidos em processos de biotransformacdo. Por outro lado, sdo também
apresentados e discutidos marcadores de stress oxidativo hepaticos e branquiais como o0s
conteddos em GSH, GSSG, tiois totais ndo proteicos (GSH+GSSG), ROS e MDA, razao
GSH/GSSG e as atividades enzimaticas GR, GPx, G6PD e CTT1.
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3.1.1. Biometria
O comprimento dos juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias hidrogréficas
do Minho, Lima, Vouga e Mondego variou entre 142 e 162 mm, valores muito préximos dos
descritos na literatura, para 0 mesmo periodo de captura e temperatura média da agua (Quadro
3.1) (10,15,270,304). O referido quadro revela também que os juvenis capturados na bacia do
Mondego apresentavam a chegada comprimento superior ao dos efetivos capturados em
qualquer das bacias hidrogréaficas selecionadas para este ensaio. Contudo, 0 comprimento que
0s animais provenientes das bacias do Minho e VVouga apresentavam a chegada era superior
ao dos animais oriundos da bacia do Lima, ndo diferindo entre si (p <0,05). O Quadro 3.1
permite ainda observar que durante o cativeiro em tanque, com ou sem exposi¢do ao gradiente
salino, ndo ocorreram alteracdes significativas no comprimento dos juvenis de qualquer das
bacias eleitas para este ensaio (p <0,05). O perfil de comprimento dos animais capturados em
cada bacia permaneceu assim idéntico ao perfil detetado no inicio das experiéncias, pelo que,
pode-se inferir que a exposi¢do ao gradiente de salinidade 35 n&o perturbou este parametro
morfométrico.
Quadro 3.1 — Parametros morfométricos de juvenis de lampreia-marinha das bacias hidrograficas do Minho
(azul claro), Lima (azul escuro), Vouga (verde claro) e Mondego (verde escuro) do Ensaio | no
grupo controlo a chegada (Grupo 1) e nos grupos de controlo do ensaio (Grupo 2) e submetidos a
uma escala crescente e gradual de salinidade 35, ao longo de 28 dias (Grupo 3). Os resultados
representam a média de 40 animais em cada grupo + erro padrdo da média. As médias de uma

mesma coluna assinaladas com letras diferentes (a-g) sdo significativamente diferentes, de acordo
com o teste de Duncan (p <0,05).

Bacia | Grupos
1

TL(mm) | TW (g) LW (q) HSI (%) GW (g) GLSI (%) K
155+1,7%® | 5,59+0,16% | 0,0431+0,0014% | 0,77+0,01% | 0,1144+0,0041% | 2,05+0,05° | 0,43+0,00°
153+1,5% |5,22+0,14 | 0,0390+0,0012% | 0,75+0,02° | 0,0906+0,0049° | 1,73+0,08" | 0,42+0,01°
153+1,7% | 4,97+0,15% | 0,0366+0,0012°® | 0,74+0,02% | 0,0666+0,0028° | 1,34+0,03% | 0,40+0,00°
146+1,4° |4,58+0,13% | 0,0235+0,0011" | 0,51+0,02° | 0,0544+0,00227 | 1,20+0,04% | 0,29+0,00°
143+1,7° | 4,31+0,12° | 0,0285+0,00119 | 0,67+0,02° | 0,0679+0,0026° | 1,58+0,05%" | 0,29+0,00°
142+1,8° | 4,47+0,15° | 0,0353+0,0016% | 0,79+0,02% | 0,0795+0,0032° | 1,79+0,06™ | 0,30+0,00°
151+1,8% |5,01+0,17° | 0,0388+0,0016° | 0,78+0,02? | 0,0774+0,0039% | 1,54+0,06" | 0,27+0,00°"
152+1,9% | 5,24+0,16* | 0,0409+0,0017% | 0,78+0,02? | 0,1005+0,0045 | 1,91+0,06% | 0,28+0,00
156+1,8™9 | 5,26+0,20% | 0,0344+0,0018° | 0,65+0,02° | 0,0722:+0,0034% | 1,38+0,04° | 0,260,007
161+1,9% | 6,53+0,19" | 0,0402+0,0014° | 0,62+0,01° | 0,0802+0,0027¢ | 1,25+0,04% | 0,29+0,00%
160+1,3"® | 599+0,16° | 0,0449+0,0015% | 0,750,022 | 0,1070+0,0038% | 1,80:0,05™ | 0,27+0,00™
3 | 35| 162+1,8° | 6,03+0,18° | 0,0479+0,0015° |0,80+0,02% | 0,1029+0,0045™ | 1,71+0,06" | 0,26+0,007
Salinidade (S), comprimento corporal (TL), peso corporal (TW), peso do figado (LW), indice hepato-somatico (HSI), peso
das branquias (GW), indice branquio-somatico (GLSI) e fator de condigdo de Fulton (K).

w w w
olo|q|e|elq|e|elr|e|e|wm

- (MW Minho
NFRPIWINFRPWIN|FRPIWIN

WILERG Vouga

O peso corporal dos juvenis capturados nas bacias hidrograficas do Minho, Lima,
Vouga e Mondego variou entre 4,31 e 6,53 g, valores muito semelhantes aos descritos pela
literatura para a mesma época de captura e temperatura média da agua (Quadro 3.1)
(10,15,49,304). O referido quadro mostra também que o peso corporal a chegada dos juvenis
capturados na bacia do Mondego era significativamente superior ao dos animais capturados
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nas restantes bacias eleitas para este ensaio. No entanto, os efetivos oriundos da bacia
hidrogréafica do Minho exibiam peso corporal superior ao dos efetivos provenientes das bacias
do Lima e do Vouga cujo peso do corpo nao apresentava diferencas com significado
estatistico (p <0,05). Por outro lado, observou-se um decréscimo significativo do peso
corporal dos juvenis oriundos das bacias do Minho e Mondego, mantidos em cativeiro ou
expostos ao gradiente de salinidade 35 em cativeiro, comparativamente com o que foi
registado nos animais do grupo controlo a chegada (p <0,05). Esta resposta poderad estar
relacionada com o jejum em que foram mantidos em cativeiro ou com perda osmotica de agua
para 0 meio circundante devido maioritariamente ao stress salino (23). No entanto, a
permanéncia em cativeiro de juvenis lampreia-marinha capturados nas bacias do Lima e do
\Vouga, com ou sem exposi¢cdo ao sal, ndo provocou qualquer alteracdo significativa do seu
peso do corporal. Apos a aclimatacdo ao sal, os juvenis capturados na bacia do Mondego
apresentavam o peso corporal mais elevado, seguindo-se os animais das bacias do Minho e
Vouga com peso intercalar, e no limite inferior os juvenis da bacia do Lima (Quadro 3.1)
(p <0,05). As diferencas de peso observadas em cada bacia espelham, provavelmente, o nivel
de reservas lipidicas que acumularam enquanto filtradores, vitais para assegurar a sua
sobrevivéncia durante a migracdo troéfica (3,23,29,259,305).

O peso do figado de juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias hidrogréaficas
do Minho, Lima, Vouga e Mondego variou entre 0,0235 g e 0,0479 g, valores muito proximos
dos descritos na literatura para lampreia-marinha (15,258), e outros animais aquaticos como a
Cyprinus carpio (266) ou a Tilapia mossambica (255).

O peso do figado dos animais das bacias do Minho, Vouga e Mondego pertencentes ao
grupo controlo a chegada, ndo apresentavam diferencas significativas (Quadro 3.1). Todavia,
esses valores eram superiores aos detetados em juvenis da bacia do Lima (p <0,05). Estes
resultados apontam para uma maior acumulacdo de materiais de reserva, homeadamente
lipidos, pelos juvenis das bacias do Minho, Vouga e Mondego até ao inicio da metamorfose,
essencial para garantir o sucesso da migracéo tréfica. Este facto poderd, em parte, ser devido a
presenca de menor quantidade de matéria orgénica na bacia do Lima, no Outono de 2010
(262). O Quadro 3.1 revela ainda que o peso do figado dos animais provenientes da bacia do
Minho, expostos ao gradiente de salinidade 35 em cativeiro, diminuiu significativamente em
relacdo ao determinado nos animais do grupo controlo a chegada. Como ndo se detetaram
alteracdes significativas entre os animais controlo do ensaio e 0s animais expostos ao
gradiente de salinidade, pode-se especular que a resposta observada deveu-se

maioritariamente a exposicao ao sal. O peso do figado (Quadro 3.1) dos animais capturados
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na bacia do Vouga e mantidos em gradiente de salinidade mostrou-se significativamente
inferior ao de qualquer dos controlos, pelo que a exposigéo ao sal parece ter sido determinante
no decréscimo do peso do 6rgédo. Por outro lado, na bacia do Lima detetou-se um aumento do
peso do figado dos juvenis mantidos em cativeiro, pertencentes ao grupo exposto a salinidade
e respetivo controlo do ensaio. No entanto, o valor mais elevado foi detetado nos animais
sujeitos ao gradiente de salinidade 35 (p <0,05). Um perfil de resposta idéntico parece ter
ocorrido nos animais da bacia do Mondego. Contudo, ndo foram detetadas diferencas
significativas no peso do 6rgdo entre os juvenis expostos a salinidade e o seu respetivo
controlo do ensaio. Assim, o efeito exercido pelo aumento gradual da salinidade no figado de
juvenis das bacias do Lima e Mondego mostrou-se oposto ao detetado nas bacias do Minho e
do Vouga.

O indice hepato-somatico (HSI) de juvenis de lampreia-marinha provenientes das
bacias hidrogréficas do Minho, Lima, Vouga e Mondego variou entre 0,51 e 0,80
(Quadro 3.1) intervalo correspondente a ordem de grandeza encontrada na literatura para
juvenis de lampreia-marinha (15,258) e de outros animais marinhos como a Cyprinus carpio
(266) ou a Tilapia mossambica (255).

O indice hepato-somatico de juvenis de lampreia-marinha das bacias do Minho e
Vouga, pertencentes ao grupo controlo a chegada, ndo diferiam entre si (p <0,05). Contudo
eram superiores aos detetados nos efetivos das bacias do Mondego e do Lima, sendo o menor
valor detetado nesta Gltima bacia (Quadro 3.1) (p <0,05). Estes resultados sugerem que 0s
animais das bacias do Lima e Mondego poderao ter iniciado a metamorfose um pouco mais
cedo do que os juvenis das bacias do Minho e Vouga. O Quadro 3.1 revela também que o
cativeiro ou a exposicao ao gradiente de salinidade 35 em cativeiro ndo provocaram alteracdes
significativas no indice hepato-somatico dos juvenis provenientes da bacia do Minho
(p <0,05). No entanto, o cativeiro e a exposic¢do ao sal provocaram um aumento do HSI nos
animais da bacia do Lima atingindo valores estatisticamente proximos dos detetados nos
juvenis das bacias do Minho e Mondego. Um resultado intrigante foi observado em juvenis
provenientes da bacia do Vouga onde o HSI dos efetivos sujeitos ao gradiente de salinidade
diminuiu face ao respetivo controlo do ensaio e controlo a chegada (p <0,05). Este indicador
de perturbagdes no crescimento, devido a mobilizacdo energética de reservas nutricionais ou a
hepato-toxicidade, nos animais provenientes da bacia do Vouga, podera ser explicado pela:
i) elevada mobilizagdo de reservas energéticas durante a exposicdo ao gradiente de salinidade

35; e ou ii) perda de funcGes hepéticas determinadas pelo contacto com poluentes no periodo
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que antecedeu a sua captura que se manifestaram durante a adaptacdo a salinidade e que
podem comprometer o sucesso da migragdo trofica (306).

O peso das branquias de juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias
hidrograficas do Minho, Lima, Vouga e Mondego variou entre 0,0544 e 0,1144 ¢
(Quadro 3.1), intervalo de variagdo proximo da ordem de grandeza encontrada na bibliografia
consultada para outros animais aquaticos (307). O referido quadro mostra também que a
chegada, o peso das branquias dos animais da bacia do Minho era superior ao de qualquer
animal das bacias estudadas, apresentando 0s juvenis da bacia do Lima o menor valor
(p <0,05). Embora, a chegada, o peso das branquias dos animais oriundos das bacias do
Vouga e do Mondego ndo diferissem entre si, eram significativamente superiores aos
determinados nos efetivos da bacia do Lima. O Quadro 3.1 revela ainda que o peso das
branquias dos juvenis provenientes da bacia do Minho e expostos ao gradiente de salinidade
35 era significativamente inferior ao do respetivo controlo do ensaio, sendo ambos inferiores
ao do grupo controlo a chegada. Apesar do peso das branquias dos animais capturados na
bacia do Vouga ter aumentado com o cativeiro, aqueles que foram sujeitos ao gradiente de
salinidade 35 exibiram um decréscimo significativo do peso do érgdo, apresentando um perfil
de resposta idéntico ao detetado na bacia do Minho. No entanto, o peso das branquias dos
juvenis pertencentes ao grupo controlo do ensaio, provenientes das bacias do Lima e do
Mondego aumentou com o cativeiro, sendo mais elevado nos animais da bacia do Mondego
(p <0,05). Por outro lado, as branquias dos animais provenientes da bacia do Mondego
apresentavam 0 peso mais elevado entre 0s juvenis expostos ao gradiente de salinidade 35.
Embora o peso das branquias dos juvenis da bacia do Vouga néo diferisse do determinado nos
animais das bacias do Lima e Minho, estes ultimos apresentavam peso branquial inferior ao
determinado nos efetivos da bacia do Lima expostos ao gradiente de salinidade 35 (p <0,05).

O indice branquio-somatico determinado em juvenis de lampreia-marinha oriundos
das bacias hidrograficas do Minho, Lima, Vouga e Mondego variou entre 1,20 e 2,05. A partir
do Quadro 3.1 pode observar-se que o referido indice dos efetivos capturados nas quatro
bacias seguiu um perfil idéntico ao descrito anteriormente para o peso das branquias. No
referido quadro pode ainda constatar-se que a exposi¢do ao gradiente de salinidade 35
contribuiu para um decréscimo da dimensdo das branquias relativamente ao peso corporal
apenas nos animais das bacias do Minho e Vouga. Considerando que o aumento da tolerancia
a salinidade por juvenis de lampreia-marinha encontra-se correlacionado com o
desenvolvimento de células ricas em mitocondrios (ICC) e células cloridricas (CC) branquiais

inequivocamente descrita para juvenis diferenciados (44,259,305,308), o decréscimo do
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pardmetro  GLSI poderd& ser um provavel indicador de debilidade no
desenvolvimento/crescimento branquial dos efetivos destas bacias comprometendo o sucesso
da sua migracao trofica.

O fator de condicdo Fulton (K) de juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias
hidrograficas do Minho, Lima, Vouga e Mondego variou entre 0,26 e 0,43, valores muito
proximos dos descritos na literatura para transformers oriundos das mesmas bacias
(Quadro 3.1) (15). O referido quadro, permite também observar que os animais oriundos da
bacia do Minho apresentavam a chegada, o valor mais elevado do fator K. Embora nédo se
tenham detetado, a chegada diferencas significativas entre o fator K de juvenis do Mondego,
Lima e Vouga, os efetivos do Vouga possuiam um valor inferior ao determinado para os
animais da bacia do Lima (p <0,05). Estes resultados estdo de acordo com o que foi descrito
por Almeida (2008) (15) que observou um aumento do parametro K com a latitude da bacia.
Este parametro biométrico assumiu valores dentro do intervalo observado por Almeida (2008)
(15) para transformers em fase final de metamorfose, sendo um pouco inferiores aos
calculados pelo mesmo autor para 0s animais da bacia do Minho. A partir do Quadro 3.1 pode
ainda observar-se gque as condicdes de cativeiro na auséncia de sal ndo afetaram o parametro
K dos animais capturados nas bacias do Minho, Lima e Vouga, embora tenha ocorrido um
decréscimo significativo nos animais do Mondego. A exposic¢do ao gradiente de salinidade 35
provocou ainda um decréscimo do fator de condicdo K nos animais das bacias do Minho e do
Vouga, ndo afetou os animais do Mondego e provocou um aumento significativo nos animais
do Lima. A aclimatagdo ao sal levou a que os animais das bacias do Minho e do Lima
apresentassem um fator de condi¢é@o K significativamente superior ao dos animais das bacias
do Vouga e Mondego sendo determinado nos animais da bacia do Minho os valores de K
mais elevados. Como a lampreia-marinha em metamorfose ndo se alimenta, é sedentéaria e
exibe baixa taxa metabdlica até ao final da migracao trofica, o fator K diminui a medida que a
metamorfose progride (269). Tal como o que foi descrito para a evolugdo do parametro HSI,
as diferencas entre fatores de condicdo K de juvenis das bacias do Minho e Lima e juvenis das
bacias de Vouga e Mondego permite inferir que o melhor estado nutricional dos animais das
bacias hidrograficas do Minho e do Lima no final do gradiente de salinidade 35, indicia para
esses animais maior sucesso na migragéo trofica (Quadro 3.1) (270).

Embora a chegada os juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima aparentassem
menor peso do corpo, do figado e das branquias, bem como menores indices hepato e
branquio-somaticos do que os efetivos da bacia do Vouga, a aclimatagdo a salinidade levou a

que os animais da bacia do Lima apresentassem uma evolucdo mais favoravel do peso do
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figado e branquias, dos indices hepato e branquio-somaticos, bem como do fator de condigdo
de Fulton, indiciadora de maior sucesso na migracdo trofica. Esta resposta poderd ter sido
previamente determinada por melhores condi¢des ambientais da bacia do Lima e contribuiu

para a escolha das bacias do Lima e Vouga para prosseguir este estudo no ensaio I1.

3.1.2. Biotransformacao
3.1.2.1. Tecido hepético

O sistema citocromo P450 corresponde essencialmente a uma cadeia de transporte de
eletrdes localizada no reticulo endoplasmético onde uma proteina monomérica CPR aceita 0s
equivalentes redutores do coenzima NADPH para os doar a um conjunto multivariado de
isoenzimas designados por citocromos P450, os aceitadores finais. Do ponto de vista
estrutural, os citocromos P450 sdo hemotiolato proteinas, nas quais o grupo hemo faz parte do
centro ativo (79,309). Deste modo, uma forma indireta de quantificar a quantidade total de
citocromos P450 passa pela quantificacdo do contetdo em hemo da fragcdo microssomal do
tecido em andlise, neste caso o tecido hepatico.

Assim, o conteddo em hemo microssomal hepatico detetado, neste ensaio, no grupo
controlo & chegada de juvenis da bacia do Minho foi superior ao estimado nos animais do
mesmo grupo de efetivos das bacias do Lima, Vouga e Mondego que ndo diferiam entre si
(p <0,05) (Figura 3.1A). O contetdo hematico microssomal dos animais das bacias do Minho,
Lima, Vouga e Mondego expostos a salinidade 35 ndo apresentavam diferencas significativas
do respetivo controlo de ensaio (p <0,05). Contudo, os animais capturados nas bacias do
Vouga e do Mondego do grupo controlo de ensaio de salinidade 35 apresentavam um
conteddo em hemo superior ao controlo a chegada (p <0,05). Esta alteracdo do conteido
hematico do figado de juvenis das bacias do Mondego e do Vouga permite indiciar um
aumento do conteudo em citocromos P450 hepaticos pelo cativeiro. Os animais da bacia do
Minho foram aqueles que apresentaram maior quantidade de hemo microssomal hepético
apos a aclimatacdo ao ambiente salino. Estes resultados sugerem que os efetivos capturados
na bacia do Minho expressavam citocromos P450 em quantidade superior a dos animais das
restantes bacias, eventualmente devido ao contacto prévio com xenobidticos no habitat

natural, durante o periodo que antecedeu a sua captura.
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Figura 3.1 - Conteddo em hemo (A) e atividades enziméticas CPR (B) e ECOD (C) da fracdo microssomal
hepética de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho (azul claro), Lima (azul escuro), Vouga
(verde claro) e Mondego (verde escuro) do Ensaio I, no grupo controlo & chegada (barras vazias) e
nos grupos de controlo do ensaio e submetidos a uma escala crescente e gradual de salinidade 35, ao
longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a media de 5 pools de 8# animais
+ erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras diferentes (a-e) séo
significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Prosseguindo com o sistema de biotransformacdo da Fase I, procurou-se avaliar os
niveis de atividade enzimatica CPR, o principal enzima envolvido na transferéncia de
equivalentes redutores (79,309). A Figura 3.1B mostra que a atividade enzimatica CPR
determinada na fragdo microssomal de tecido hepatico de juvenis de lampreia-marinha das
bacias Minho, Lima, Vouga e Mondego, era inferior a avaliada na mesma fracdo hepatica em
adultos de Cyprinus carpio por Solé (2000) (310). A referida figura revela ainda que a
chegada, o nivel de expressdo funcional deste enzima atingiu o valor mais elevado em juvenis
da bacia do Lima e mais baixo nos efetivos das bacias do Minho e do Vouga, apresentando
valor intermédio nos animais capturados no Mondego. O cativeiro ndo provocou alteraces
significativas em macroftalmias das bacias do Minho e Mondego. No entanto, os efetivos
expostos a salinidade 35 e respetivos controlos de ensaio, oriundos das bacias do Vouga e
Lima, exibiam niveis de atividade CPR superiores/inferiores ao dos seus grupos controlo a
chegada, respetivamente. Esta diferenca podera ser devida, ndo s6 a adaptacdo as condi¢oes
de cativeiro, mas também a mecanismos de memdria molecular associados as condi¢des em
gue estiveram expostos no seu habitat, no periodo que antecedeu a captura. Outro aspeto que
merece destaque prende-se com o facto de os animais da bacia do Vouga, expostos a
salinidade 35, apresentarem um nivel de atividade CPR superior a dos animais do Minho e
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Lima (p <0,05). Embora a expressdo de enzima CPR possa ter sido induzida por xenobidticos
presentes no ambiente dulgaquicola da bacia do Vouga, a sua atividade catalitica poderia
encontrar-se inibida pelo préprio indutor ou outro contaminante ambiental. No entanto a sua
transferéncia para ambiente controlado em tanque, livre desses contaminantes, podera ter
despoletado um aumento desta atividade enzimética, associado ao elevado conteldo
intracelular do enzima.

A Figura 3.1C representa a atividade enzimatica ECOD, referidas como marcadora das
familias CYP1A e CYP1B em diferentes espécies piscicolas (79). Os niveis de atividade
ECOD obtidos neste ensaio eram da mesma ordem de grandeza dos encontrados na literatura
para espécies piscicolas (54,311). Os juvenis de lampreia-marinha do grupo de controlo a
chegada, provenientes das bacias do Lima e do Vouga, possuiam maior atividade ECOD
hepéatica, ndo diferindo significativamente entre si (p <0,05). Os efetivos da bacia do
Mondego formaram um grupo a parte, com niveis intermédios de atividade ECOD hepética,
significativamente inferiores aos determinados nos animais das bacias do Lima e Vouga, mas
superiores aos encontrados nos efetivos da bacia do Minho que apresentavam os niveis mais
baixos. Embora o cativeiro ndo tenha perturbado a atividade ECOD hepatica dos animais das
bacias do Minho e do Lima, provocou um decréscimo significativo dessa atividade catalitica
nos efetivos do Lima, expostos ao gradiente de salinidade 35. O cativeiro despoletou nos
juvenis do Vouga um decréscimo da atividade ECOD hepatica, enquanto nos efetivos do
Mondego levou a um aumento da referida atividade catalitica. No entanto, a aclimatacdo ao
sal repbs os niveis da referida atividade enzimatica para valores proximos dos registados a
chegada em ambas as bacias (p <0,05). A exposicdo ao gradiente de salinidade 35 parece ter
uniformizado a expressao funcional destes enzimas, uma vez que apenas a atividade ECOD
hepética dos juvenis da bacia do Vouga, diferia da determinada nos animais das bacias do
Minho e Mondego, ndo tendo sido observadas diferencas, com significado estatistico, entre a
atividade ECOD hepética dos efetivos destas duas bacias e a dos juvenis da bacia do Lima
(p <0,05). Como a exposicao ao gradiente de salinidade, levou a que os efetivos da bacia do
Vouga apresentassem 0s niveis mais elevados de atividade catalitica, marcadoras das familias
CYP 1A e 1B, pode-se inferir que durante o periodo que precedeu a sua captura tenham
contactado, no seu habitat, com xenobidticos distintos dos que afetaram esta atividade
catalitica nos juvenis das outras bacias.

As atividades UDPGT e GST constituem um conjunto lato de enzimas envolvidos na

biotransformacdo de xenobidticos, participando em processos de desintoxicacdo que
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envolvem a conjugacdo dos xenobidticos ou dos seus derivados com o acido glicorénico ou
com o glutationo, respetivamente (126,312).

Os valores de atividade enzimatica UDPGT hepaticos calculados nas fracoes
microssomais de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho, Lima, Vouga e Mondego
encontravam-se, em alguns casos, préximos, e noutros, superiores aos consultados na
literatura (310). A atividade UDPGT hepética de localizacdo microssomal (Figura 3.2A), de
macroftalmias das bacias do Minho e do Mondego apresentavam a chegada valores inferiores
aos detetados nos animais do Lima mas diferentes entre si (p <0,05). A referida atividade
catalitica ndo foi detetada nos juvenis da bacia do Vouga. Os niveis de atividade UDPGT dos
animais da bacia do Minho ndo foram afetados pelo cativeiro, nem pela aclimatagéo a
salinidade 35. No entanto, os juvenis de lampreia-marinha capturados na bacia do Lima
apresentavam niveis de atividade UDPGT hepatica inferiores aos detetados no grupo controlo
a chegada, quer na auséncia, quer na presenca de sal, ndo diferindo entre si. Curiosamente, o
cativeiro provocou um aumento da atividade UDPGT hepatica dos efetivos capturados na
bacia do Vouga, quer na auséncia quer na presenca de sal, sendo significativamente mais
elevada nos animais que foram expostos ao gradiente de salinidade. Embora a expressdo dos
enzimas UDPGT hepaticos possa ter sido induzida por xenobioticos presentes no ambiente
dulcaquicola da bacia do Vouga, a sua atividade catalitica poderia encontrar-se inibida pelo
préprio indutor ou outro contaminante ambiental. No entanto a sua transferéncia para o
ambiente controlado em tanque, livre desses contaminantes, podera ter possibilitado a detecédo
da sua expressdo funcional pelo aumento da referida atividade enzimaética. Os juvenis do
Mondego incluem-se entre o grupo de efetivos que a chegada possuiam nivel de atividade
UDPGT mais baixo. Todavia a transferéncia desses animais para ambiente controlado em
tanque tornou indetetavel esta atividade catalitica, quer na auséncia quer na presenca de sal,
uma alteracdo inversa a detetada nos animais da bacia do Vouga. Considerando que a chegada
a expressao funcional dos enzimas UDPGT hepéticos era fraca, pode-se admitir que o
contacto ténue com eventuais indutores ndo foi suficiente para assegurar niveis detetaveis
desta atividade catalitica em cativeiro.

Outro enzima localizado no reticulo endoplasmatico hepatico é a mGST (79), cujo
perfil de atividade representado na Figura 3.2B, revela que a referida atividade catalitica era
da mesma ordem de grandeza da determinada em embrides da espécie piscicola Danio rerio
(313). A referida figura mostra que os juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e do
Vouga exibiam a chegada os niveis mais elevados de atividade mGST hepatica, sendo

seguidos pelos efetivos oriundos das bacias do Mondego e do Minho (p <O0,05).
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Surpreendentemente, os efetivos da bacia do Minho que apresentavam a chegada os niveis
mais baixos de atividade mGST, ndo foram afetados quer pelo cativeiro quer pela aclimatacédo
a salinidade (p <0,05). O cativeiro e/ou a aclimatacdo a salinidade 35 dos juvenis das bacias
do Lima e do Vouga também ndo provocaram qualquer perturbacdo na atividade mGST
(p <0,05).
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Figura 3.2 - Atividades enzimaticas UDPGT (A) e mGST (B) da fragcdo microssomal e cGST (C) do citosol
hepatico de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho (azul claro), Lima (azul escuro), Vouga
(verde claro) e Mondego (verde escuro), do Ensaio |, no grupo controlo a chegada (barras vazias) e
nos grupos de controlo do ensaio e submetidos a uma escala crescente e gradual de salinidade 35, ao
longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 8# animais
+ erro padrdo da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-h) sdo
significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Contudo, o cativeiro levou a que o0s animais oriundos da bacia do Mondego
apresentassem niveis de atividade mGST superiores aos detetados em qualquer dos grupos
analisados, efeito que parece ter sido atenuado pela aclimatacéo ao sal, para valores idénticos
aos dos efetivos provenientes das bacias do Lima e do Vouga. Em qualquer dos grupos
analisados, os juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima, Vouga e Mondego exibiam
niveis de atividade superiores (~10x) aos detetados nos animais da bacia do Minho.
Provavelmente, o0s juvenis capturados nas outras bacias desenvolveram maior capacidade de
desintoxicagdo microssomal de xenobioticos, por conjugacdo com o glutationo, devido a
exposicdo prévia com contaminantes ambientais do seu habitat, no periodo que antecedeu a

sua captura.
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As reacles de conjugacdo com o glutationo também podem ocorrer no citoplasma do
tecido hepatico (cGST), mas catalisadas por proteinas heterodiméricas estruturalmente
distintas das que catalisam a atividade mGST que sdo homotrimeros (79). A Figura 3.2C
revela o perfil de atividade cGST detetado nos animais provenientes das 4 bacias analisadas
neste ensaio, mostrando valores de atividade enzimatica superiores aos obtidos por Vieira
(2014) em Astyanax altiparanae (194). A semelhanca do que foi detetado para a mGST, os
animais oriundos da bacia do Minho apresentavam a chegada os niveis mais baixos de
atividade cGST hepatica (p <0,05). Por outro lado, foram os animais da bacia do Vouga
aqueles que apresentaram a chegada os valores mais elevados desta atividade catalitica,
possuindo as macroftalmias das bacias do Lima e do Mondego, valores intermédios de
atividade cGST, mas significativamente diferentes entre si. O cativeiro conservou o perfil de
atividade cGST dos transformers das quatro bacias, proximo do detetado a chegada, mas
provocou um decréscimo da referida atividade enzimaética nos efetivos da bacia do Minho,
VVouga e Mondego. A aclimatagdo ao sal acentuou o decréscimo da atividade cGST hepatica
dos juvenis das bacias do Lima e Vouga e manteve em baixa a referida atividade catalitica nos
efetivos do Mondego. A semelhanca do que foi descrito para os isoenzimas mGST, o0s
animais capturados nas bacias do Lima Vouga e Mondego possuiam atividade cGST muito
superior as dos juvenis da bacia do Minho que foi afetada pelo cativeiro mas nao se alterou
pela exposicdo ao gradiente de salinidade 35. Provavelmente, os niveis mais elevados de
atividade cGST detetados nos efetivos do Lima, Vouga e Mondego foram determinados pela
presenca de contaminantes comuns nas referidas trés bacias que ndo estavam presentes na
bacia do Minho (Figura 3.2C).

Apesar de a exposicdo ao gradiente de salinidade 35 ter provocado um decréscimo da
atividade cGST hepética em todos os juvenis de lampreia-marinha analisados neste ensaio, a
inducdo pré-cativeiro foi menos influente nos juvenis da bacia do Minho. Assim, é admissivel
que as diferencas de expressdo funcional aqui descritas resultem de mecanismos de inducao

distintos.

3.1.2.2. Tecido branquial

Os enzimas da Fase Il da biotransformacdo, como UDPGT e GST com localizacéo
branquial, sdo usualmente descritos na literatura como biomarcadores de contacto e/ou de

risco de espécies piscicolas com xenobidticos. Deste modo, inicia-se a leitura dos resultados
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relativos aos enzimas do reticulo endoplasmaético envolvidos na conjugacao de xenobidticos
e/ou dos seus derivados com o &cido glicoronico ou com o tripéptido glutationo (119).

A Figura 3.3A traca o perfil de resposta do enzima UDPGT branquial nas 4 bacias
analisadas neste ensaio, representando valores superiores aos encontrados na literatura para
espécies piscicolas (310). A Figura 3.3A revela também que os juvenis de lampreia-marinha
das bacias do Minho e do Mondego apresentavam a chegada idéntica atividade UDPGT
branquial, mas inferior as dos efetivos das bacias do Lima e do Vouga, apresentando 0s
animais da bacia do Vouga os niveis mais elevados da referida atividade catalitica (p <0,05).
Conveém ainda destacar que os niveis de atividade catalitica UDPGT branquial foram sempre
superiores aos detetados no tecido hepatico dos animais de cada bacia, sendo a maior
diferenca registada nos animais capturados nas bacias do Vouga e do Mondego, algo
expectavel, tendo em conta a maior vulnerabilidade das branquias como porta de contacto
com contaminantes ambientais (p <0,05). A Figura 3.3A permite ainda observar que 0
cativeiro e a aclimatacdo ao sal ndo afetaram a atividade catalitica UDPGT branquial dos
efetivos da bacia do Minho (p <0,05). Por outro lado, a referida figura mostra também que
atividade UDPGT branquial dos efetivos da bacia do Lima aumentou com exposi¢cdo ao
gradiente de salinidade 35, para niveis idénticos aos do grupo controlo a chegada. O cativeiro
provocou um decréscimo da atividade UDPGT branquial dos juvenis de lampreia-marinha
pertencentes ao controlo de ensaio de salinidade 35, oriundos da bacia do Vouga que atingiu
valores proximos dos determinados no tecido branquial dos efetivos das bacias do Minho e do
Mondego.

A elevada atividade UDPGT branquial que os animais da bacia do Vouga
apresentavam a chegada, sugere a sua inducdo por fatores ambientais da bacia. Contudo, a
reversdo do efeito em cativeiro, quer na auséncia quer na presenca de sal, podera justificar-se
com a auséncia de contacto com o indutor. Por outro lado, o decréscimo da atividade UDPGT
detetado nos animais da bacia do Mondego, ap6s exposi¢cdo ao gradiente de salinidade 35
permite inferir perda de funcionalidade destes enzimas pela exposi¢éo ao sal, resposta idéntica
a detetada no tecido hepatico (Figura 3.2A) onde estes animais exibiram, a chegada, niveis
muito baixos de atividade UDPGT que se tornaram indetetaveis apds exposi¢édo as condigdes
de cativeiro. Esta resposta podera ter sido influenciada por algum atraso no desenvolvimento
destes animais, condicionado ou nédo por fatores ambientais. De qualquer forma, os juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Minho poderéo ter maior dificuldade em responder a poluentes
ambientais por conjugagdo com o acido glicorénico apds aclimatagdo ao sal e assim ver

comprometido o sucesso da sua migracéo trofica.

Marta Candeias 93



Sistemas de biotransformagao e de resposta ao stress de

Resultados e Discussdo Petromyzon marinus
= 2000 r 100
2 g
2 1500 | o O
= £ b O 0P
E £ 60 coc
= £ c
3 1000 F 3 T
g E40 | a
- e I
© 500 F %20 |
a) (O]
=) E
0 0 .
0 0 35 0 0
Salinidade E Salinidade
= 400
(=}
=1
£ 30 d
£
E b
3 200 | a
E | o
I
£ 100
O}
o
0
0
Salinidade

Figura 3.3 - Atividades enzimaticas UDPGT (A) e mGST (B) da fragdo microssomal, e cGST (C) do citosol
branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias do Minho (azul claro), Lima (azul escuro),
Vouga (verde claro) e Mondego (verde escuro), do Ensaio I, no grupo controlo a chegada (barras
vazias) e nos grupos de controlo do ensaio e submetidos a uma escala crescente e gradual de
salinidade 35, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5
pools de 3# animais + erro padrdo da media. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras
diferentes (a-f) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

No que diz respeito as reagdes de conjugacdo com o glutationo do reticulo
endoplasmatico (mGST) (79), a Figura 3.3B mostra que a atividade enzimatica mGST
branquial assumiu valores na mesma ordem de grandeza e superiores aos determinados por
Andrade (2016), para embrifes da espécie piscicola Danio rerio (313). A referida figura
revela também que os juvenis provenientes da bacia do Minho foram aqueles que exibiram
menor atividade catalitica mGST branquial, ndo tendo sido detetadas diferencas significativas
entre os grupos controlo a chegada dos efetivos das restantes bacias. O cativeiro e/ou a
exposicdo ao gradiente de salinidade 35 ndo provocaram alteragGes significativas da referida
atividade catalitica nos efetivos de quase todas as bacias analisadas neste ensaio. Apenas 0s
juvenis de lampreia-marinha pertencentes ao grupo controlo de ensaio de salinidade 35 e
expostos a salinidade 35, capturados na bacia do Vouga, apresentaram um aumento
significativo da atividade mGST branquial. O perfil de resposta aqui descrito, aponta para a
ocorréncia de contacto prévio dos animais das bacias do Lima, Vouga e Mondego com
agentes quimicos comuns no seu habitat que despoletaram a referida atividade catalitica. O
cativeiro, com ou sem exposic¢do ao gradiente de salinidade ndo perturbou a indugdo prévia

determinante da resposta que acabou de ser aqui descrita, nos juvenis da maior parte das
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bacias analisadas neste ensaio, exceto nos juvenis da bacia do Vouga onde ocorreu um
aumento da atividade mGST. Convém ainda referir que a atividade mGST do tecido branquial
foi, na maior parte dos casos, da mesma ordem de grandeza das detetadas no tecido hepatico,
com excecdo dos animais capturados na bacia do Minho onde a essa atividade catalitica
mostrou-se sempre superior a do tecido hepatico (Figura 3.2B).

A Figura 3.3C representa o perfil de atividade enzimética glutationo S-transferase
citoplasmatica (cGST) de juvenis de lampreia-marinha pertencentes as quatro bacias
analisadas neste estudo. Na referida figura pode observar-se que os animais do grupo a
chegada possuiam valores idénticos aos descritos pela literatura para enguias (Anguilla
anguilla) (123), espécie migradora que se utilizou para comparacéo, uma vez que a literatura
¢ omissa gquanto ao nivel de atividade cGST branquial de juvenis de lampreia-marinha. Os
niveis de atividade cGST mais baixos foram detetados em branquias de juvenis pertencentes
ao grupo controlo a chegada, das bacias do Minho e do Vouga que foram superados pelos
determinados em macroftalmias das bacias do Lima e do Mondego, apresentando os efetivos
da ultima bacia os niveis de atividade mais elevados (p <0,05) (Figura 3.3C). O cativeiro e/ou
o gradiente de salinidade ndo perturbaram a atividade cGST branquial de juvenis oriundos das
bacias do Minho e Mondego. Apesar do cativeiro ter provocado um decréscimo significativo
desta atividade catalitica nos juvenis da bacia do Lima, a exposicdo a esse gradiente de
salinidade, repds a atividade cGST para niveis idénticos aos do controlo a chegada (p <0,05).
Curiosamente, o0 cativeiro provocou um aumento significativo da atividade cGST dos animais
oriundos da bacia do Vouga (Figura 3.3C). Contudo, ndo foram detetadas diferencas
significativas entre os juvenis de lampreia-marinha do Vouga, expostos ao gradiente de
salinidade 35 e o respetivo controlo de ensaio. A inducdo da expressdo destes enzimas,
determinada pelo contacto prévio dos juvenis das bacias do Vouga e do Mondego e, em
menor extensdo do Lima, com contaminantes do ambiente dulcaquicola onde foram
capturados, podera ter despoletado um aumento da atividade cGST que permaneceu elevada
ap6s a exposicdo ao gradiente de salinidade 35, uma marca distinta da detetada em
transformers oriundos da bacia do Minho que sempre exibiram atividade cGST mais baixa.

Este mecanismo de memoria molecular, para além de constituir um marcador de
exposicdo, permite inferir uma maior ativacao das vias de conjugacao de xenobidticos com o
glutationo, em juvenis de lampreia-marinha onde foi detetada atividade cGST mais elevada. A
partir das Figuras 3.2C e 3.3C, pode-se constatar que a atividade cGST branquial era inferior
a do tecido hepatico nos animais provenientes das bacias do Lima, Vouga e Mondego. Em

qualquer dos casos, a atividade cGST branquial e hepética dos juvenis da bacia do Minho foi
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sempre muito inferior a detetada em juvenis das outras bacias, apontando para uma menor

exposicdo destes animais a contaminantes aquéticos.

3.1.3. Stress oxidativo e defesas antioxidantes
3.1.3.1. Tecido hepético

Citoplasma

O tripeptido glutationo constitui a principal reserva de enxofre ndo-proteico dos tecidos
animais e é descrito pela literatura como um eficiente antioxidante que contribui para a
estabilizacdo do ambiente redutor intracelular (79,314). Os contetdos em GSH, GSSG e ti6is
totais ndo-proteicos (GSH + GSSG) quantificados no tecido hepético de juvenis de
lampreia-marinha das bacias Minho, Lima, Vouga e Mondego, eram proximos dos
encontrados na literatura para juvenis da espécie piscicola Leporinus elongatus descrito por
Filho (314) ou de espécies de lagostins (315).

A Figura 3.4A representa o contetdo hepético do tripéptido glutationo (GSH)
quantificado nos efetivos das quatro bacias hidrograficas eleitas para este ensaio. A referida
figura revela que os niveis intracelulares de GSH de juvenis de lampreia-marinha do grupo
controlo & chegada das bacias do Minho, Lima e Mondego ndo apresentavam diferengas com
significado estatistico. Contudo, os juvenis capturados na bacia do Vouga possuiam niveis
hepéaticos de GSH significativamente inferiores aos das outras bacias, resultado que aponta
para uma mobilizacdo excessiva do tripéptido para conjugacdo com xenobidticos via GST, na
captura de ROS via GPx ou por equilibrio quimico. O cativeiro ou a aclimatacéo ao sal ndo
causaram alteracGes significativas neste pardmetro, resultados que suportam a hipotese de
inducdo prévia de alguns enzimas da Fase Il de biotransformacao pelo habitat, no periodo que
antecedeu a captura.

Por outro lado, a Figura 3.4B revela que os juvenis do grupo controlo a chegada
possuiam um perfil do contetdo hepatico em GSSG, produto da oxidacdo do GSH, distinto do
descrito na Figura 3.4A, ou seja, 0S animais provenientes da bacia do Minho, eram aqueles
gue possuiam niveis de GSSG mais elevados (p <0,05). No entanto, entre 0os animais das
restantes bacias ndo se detetaram diferencas significativas. O cativeiro apenas induziu
aumento do contelldo em GSSG hepético nos animais oriundos da bacia do Lima (p <0,05),
resposta que aponta para um aumento do consumo de GSH pela via antioxidante
eventualmente assistida pela inducdo da sintese e/ou regeneragdo endogena de GSH. A

exposicdo ao gradiente salinidade 35 sO produziu um aumento significativo dos niveis de
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GSSG em juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias do Minho e do Mondego,
permanecendo estaveis ao sal, os niveis hepaticos de GSSG de juvenis das bacias do Lima e
do Vouga. Assim foram os animais da bacia do Minho que chegaram aos tanques e
permaneceram em cativeiro com a resposta antioxidante mediada pelo glutationo mais
elevada (p <0,05).
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Figura 3.4 - Contetdos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razdo GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol hepatico de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho (azul claro), Lima
(azul escuro), Vouga (verde claro) e Mondego (verde escuro), do Ensaio I, no grupo controlo a
chegada (barras vazias) e nos grupos de controlo do ensaio e submetidos a uma escala crescente e
gradual de salinidade 35, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a
média de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro barras assinaladas com
letras diferentes (a-f) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Salinidade

A partir da Figura 3.4C pode-se observar que o conteudo hepatico em tiois totais ndo
proteicos eram estatisticamente idénticos nos animais do controlo a chegada, capturados nas
bacias Minho, Lima e Mondego, apresentando os juvenis do Vouga valores de GSH+GSSG
significativamente inferiores aos dos animais das restantes bacias. O cativeiro provocou um

aumento significativo das reservas de enxofre ndo-proteicas do tecido hepatico, nos animais
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oriundos da bacia do Minho, um fator adicional de protecéo antioxidante hepatica dos juvenis
desta bacia, face a auséncia de alteracfes nos efetivos das restantes bacias (p <0,05). A
aclimatacdo ao sal ndo induziu alteracBes significativas neste parametro nos efetivos de
qualquer das bacias estudadas neste ensaio, permanecendo esse contetdo mais elevado nos
animais capturados na bacia do Minho. Por outro lado, os animais do Vouga foram aqueles
onde esse parametro ndo foi afetado quer pelo cativeiro, quer pela aclimatacdo ao sal, mas que
manifestaram sempre menor conteldo em GSH+GSSG. Tal resposta podera conferir maior
debilidade hepéatica no que diz respeito a protecdo antioxidante mediada pelo glutationo.
Deste modo o sucesso da migragdo tofica dos animais do Vouga podera ficar comprometido,
caso a ocorréncia de danos oxidativos comprometam os mecanismos de metabolizacdo de
nutrientes pelo figado.

Quando observamos a Figura 3.4D constatamos surpreendentemente que eram 0S
juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias do Lima e do Mondego do grupo controlo
a chegada que possuiam uma razdo hepatica de GSH/GSSG significativamente superior a dos
animais da bacia do Minho e Vouga, entre 0s quais ndo se detetaram diferencas com
significado estatistico (p <0,05). O cativeiro provocou um decréscimo significativo da razédo
GSH/GSSG nos animais capturados nas bacias do Lima e do Mondego, para niveis proximos
dos detetados nos animais oriundos da bacia do Minho e do Vouga. No que diz respeito a
aclimatacdo ao sal, apenas os animais da bacia do Minho e do Mondego manifestaram um
decréscimo significativo deste parametro hepatico, grupos onde se observou a maior marca de
stress oxidativo associada a exposi¢cdo ao gradiente de salinidade 35. No entanto, 0s animais
das quatro bacias em estudo neste ensaio, ndo apresentavam diferencas significativas na razao
GSH/GSSG, ap0os a aclimatacdo ao sal.

O contedo em espécies reativas de oxigénio (ROS), expresso em termos de quantidade
de perdxido de hidrogénio citoplasmatico, encontram-se representados na Figura 3.4E,
correspondendo aos valores superiores aos encontrados na literatura para espécies piscicolas
(171,316,317). A referida figura revela ainda que este parametro assumiu valores mais
elevados no figado de juvenis de lampreia-marinha do grupo controlo a chegada capturados
na bacia do Minho, sendo os animais das bacias do Lima e do Vouga aqueles que
apresentavam o menor nivel de ROS (p <0,05). O cativeiro e a aclimatacdo ao sal, ndo
provocou alteragdes significativas do parametro nos animais de qualquer das bacias,
permanecendo mais elevado no figado dos efetivos do Minho e do Mondego (p <0,05).

O contetdo hepatico de malonaldeido (MDA), um dos produtos da peroxidacdo lipica, é

utilizado com frequéncia como biomarcador de danos celulares (99). A Figura 3.4F revela que
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0 contetido hepéatico de MDA estimado em juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho,
Lima, Vouga e Mondego eram da mesma ordem de grandeza mas inferiores aos detetados em
juvenis de Leporinus elongatus (314). A referida figura revela também que os niveis de MDA
a chegada hepaticos dos animais da bacia do Minho eram inferiores aos detetados nos efetivos
das outras bacias, parametro que ndo foi perturbado quer pelo cativeiro quer pelo contacto
com o sal (p <0,05). Por outro lado, os animais provenientes da bacia do Mondego
manifestavam maior ocorréncia de danos oxidativos, uma vez que a chegada e em qualquer
das outras situacGes o conteudo em MDA foi sempre significativamente superior ao de
qualquer dos grupos analisados neste ensaio, resposta compativel com o elevado nivel de
ROS descoberto anteriormente (p <0,05). Os juvenis capturados nas bacias do Lima e do
Vouga apresentavam niveis intermédios de MDA e consequentemente superiores aos dos
animais do Minho, exibindo os efetivos do VVouga niveis superiores aos do Lima (p <0,05). O
cativeiro despoletou um acréscimo de danos oxidativos nos juvenis do Lima e do Mondego
enquanto nos animais da bacia do Vouga nédo sofreu variagfes. Apesar da aclimatacdo ao sal
conservar o nivel de danos oxidativos idéntico ao detetado nos grupos controlo a chegada do
Minho, Vouga e Mondego, nos juvenis da bacia do Lima ocorreu com um decréscimo
significativo do conteddo em MDA (p <0,05). Estes resultados permitem inferir que o0s
juvenis capturados nas bacias do Minho e Lima estariam sujeitos a menor pressdo ambiental
no seu habitat natural, enquanto, que os animais do Vouga e, em particular, do Mondego,
apresentavam a chegada maior indice de danos oxidativos no tecido hepatico. Provavelmente,
0s juvenis capturados nas bacias mais a sul, onde é maior a pressao ambiental da industria
quimica e agricola viriam a ter pior adaptacdo a fase parasitica. A confirmar-se o que acabou
de ser postulado, o conteudo em MDA do citoplasma hepéatico poderd vir a ser um bom
indicador da qualidade do ambiente dulcaquicola de lampreia-marinha.

A Figura 3.5 exibe quatro representacdes graficas que permitem avaliar a resposta
antioxidante enzimatica mediada pelo ciclo de oxidacdo reducdo do glutationo, pela via das
pentoses fosfato e pela catalase citoplasmatica do tecido hepatico de macroftalmias. A
consulta bibliografica revelou que as atividades enzimaticas GR e GPx citoplasmaticas do
tecido hepatico de juvenis de lampreia-marinha das bacias do Minho, Lima, Vouga e
Mondego eram inferiores as publicadas para a fracdo pds-mitocondrial de Wallago attu (32),
sendo a atividade enziméatica GPx mais proxima desses valores. As Figuras 3.5A e B revelam
que as atividades enzimaticas envolvidas no ciclo de oxidacdo-reducdo do glutationo,
nomeadamente GR e GPx hepaticas, dos grupos controlo a chegada, ndo exibiam diferencas

com significado estatistico entre si, com excecdo da atividade GPx do par de juvenis de
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lampreia-marinha Mondego/Lima. Deste modo torna-se razoavel assumir que uma eventual
pressdo ambiental do habitat sobre o contedtdo em GSH, GSSG, tidis totais ndo proteicos e
razdo GSH/GSSG discutida a proposito da Figura 3.4A-D, poderdo ser maioritariamente
devidas a resposta antioxidante do tripéptido hepatico por equilibrio redox, sem envolvimento

direto destas atividades cataliticas.
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Figura 3.5 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C) e CTT1 (D) do citosol hepatico de juvenis de
lampreia-marinha das bacias Minho (azul claro), Lima (azul escuro), Vouga (verde claro) e
Mondego (verde escuro), do Ensaio I, no grupo controlo a chegada (barras vazias) e nos grupos de
controlo do ensaio e submetidos a uma escala crescente e gradual de salinidade 35, ao longo de 28
dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 8# animais + erro padréo
da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-f) séo significativamente
diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

O cativeiro provocou um aumento da atividade GR hepatica dos animais provenientes
da bacia do Lima (Figura 3.5A) (p <0,05). Contudo, foi detetado um efeito inverso nos
juvenis provenientes da bacia do Vouga. O aumento da capacidade hepética para regenerar 0
GSH, via GR em cativeiro, podera ter suprido as necessidades hepéaticas de GSH na resposta
ao aumento das atividades mGST e cGST, sendo nesse caso de admitir uma contribui¢do
relevante do enzima GR para a estabilizagcdo do ambiente redutor citoplasmatico. A exposi¢do
ao gradiente de salinidade 35 levou a um aumento da atividade GR hepatica de juvenis da
bacia do Minho, mas nédo afetou a referida atividade catalitica dos efetivos das bacias do
Lima, Vouga e Mondego.

No que diz respeito a outra atividade enzimatica do ciclo do glutationo, GPx

(Figura 3.5B) as condigdes de cativeiro também n&o afetaram esta atividade catalitica nos
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animais oriundos das bacias do Minho e Lima. Contudo, observou-se um decréscimo da
atividade GPx nos animais capturados nas bacias do VVouga e Mondego, para valores idénticos
aos detetados em transformers capturados na bacia do Lima, mas inferiores aos apresentados
pelos animais do Minho. Admitindo que a atividade GPx podera ser um bom indicador de
contacto com xenobidticos, pode-se considerar que esses ou outros fatores abidticos presentes
nos locais de captura das bacias do Vouga e Mondego nédo estavam presentes nas condigdes
de cativeiro, deixando assim de se manifestar a referida inducdo enzimatica.

A atividade G6PD, um enzima chave da via das pentoses fosfato, disponibiliza os
equivalentes redutores sob a forma de NADPH que assistem ao adequado funcionamento do
ciclo do GSH (99). A Figura 3.5C permite constatar que o nivel de atividade enzimatica
G6PD de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho, Lima, Vouga e Mondego era
inferior ao determinado na fracdo pos-mitocondrial do tecido hepatico de juvenis de
Oreochromis niloticus (33). A referida figura permite ainda observar que os juvenis do grupo
controlo a chegada, capturados na bacia do Minho exibiam os niveis de atividade G6PD
hepéatica mais elevados das quatro bacias analisadas, muito acima dos detetados nos animais
do Lima, Vouga e Mondego, onde os efetivos das duas Ultimas bacias, correspondem aos
animais com menor atividade G6PD hepaética (p <0,05). As condicGes de cativeiro sem ou
com exposicdo ao gradiente de salinidade 35, apenas afetaram a atividade G6PD dos animais
oriundos da bacia do Minho, atingindo valores muito inferiores aos detetados em juvenis do
controlo a chegada, tendo sido registado o menor valor de atividade G6PD em macroftalmias
expostas ao gradiente de salinidade 35 (p <0,05). O nivel muito baixo de atividade G6PD dos
efetivos das bacias do Lima, Vouga e Mondego, poderdo ter contribuido para atenuar o ciclo
de oxidagdo-reducdo do glutationo, em particular quando o consumo do tripéptido, por
reacOes de conjugacdo mediadas por glutationo S-transferases, permanece elevado.

A atividade CTT1 desempenha um papel fulcral na desintoxicacédo de peroxidos que se
formam em diferentes processos bioldgicos (99,202). A Figura 3.5D permite observar que
essa atividade catalitica hepéatica de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho, Lima,
Vouga e Mondego, apresenta valores inferiores aos encontrados na literatura para as espécies
A. altiparanae e C. auratu (194,318). A referida figura, a chegada, revela também que esse
mecanismo de defesa antioxidante era mais evidente nos juvenis de lampreia-marinha
capturados na bacia do Minho, sendo mais fraco nos juvenis na bacia do Vouga (p <0,05).
Curiosamente, apenas a atividade CTT1 hepética de macroftalmias do Minho aumentou nos
animais expostos ao gradiente de salinidade 35. Esta alteracdo poderia facilitar uma melhor

adaptacdo destes animais ao ambiente salino, uma vez que parece compensar a atividade GPx,
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modulada negativamente pela perda de equivalentes redutores sob a forma de NADPH,
disponibilizados pelo enzima G6PD.

3.1.3.2. Tecido branquial

Citoplasma
O tecido branquial corresponde aquele que maior contacto estabelece com constituintes
abioticos ambientais, e por esse motivo, alguns autores afirmam que poderé ser o que sofrera
mais estimulos indutores de stress oxidativo capazes também de despoletar respostas
antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas (79,314).

Os contetdos em GSH, GSSG e tiois totais ndo-proteicos do tecido branquial de
juvenis de lampreia-marinha das bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego do grupo
controlo a chegada, eram semelhantes e proximos dos descritos na literatura para juvenis da
espécie piscicola Leporinus elongatus (314), ou de lagostins (315) (Figura 3.6A-C).

O cativeiro, ndo afetou o contetdo intracelular do tripéptido GSH nos animais das
bacias do Minho e do Lima, resposta distinta da detetada nos efetivos do Vouga e do
Mondego onde aumentou (Figura 3.6A) (p <0,05). Apesar do gradiente de salinidade 35 néo
ter afetado o nivel citoplasmatico branquial do tripéptido dos efetivos do Vouga e do
Mondego, os animais capturados na bacia do Lima manifestaram um decréscimo significativo
desse parametro comparativamente com o respetivo controlo de ensaio, mas permanecendo
idéntico ao grupo controlo a chegada. O nivel elevado de GSH branquial dos juvenis da bacia
do Minho poderéa ser justificado, em parte, pela boa capacidade do tecido para regenerar o
GSH, sem aumento significativo do seu consumo pelas atividades de biotransformacdo mGST
e cGST.

A partir da Figura 3.6B pode-se constatar que o contedtdo em GSSG dos grupos
controlo a chegada ndo apresentavam diferencas com significado estatistico entre bacias
(p <0,05). Apesar de as condicdes de cativeiro ndo terem perturbado os niveis de dissulfureto
de glutationo (GSSG) em juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima, Vouga e
Mondego, observou-se um acréscimo significativo deste conteido nos individuos
pertencentes ao grupo controlo de ensaio da bacia do Minho. A exposicdo ao gradiente
salinidade causou um acréscimo significativo deste contetido nos animais da bacia do Minho,
ndo afetando o conteudo em GSSG dos individuos das restantes bacias (p <0,05). Estes
resultados permitem inferir que as condigdes de cativeiro e em particular o contacto com o sal

despoletaram, na bacia do Minho, uma resposta antioxidante mediada por este par redox.
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Figura 3.6 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tiois totais ndo-proteicos (C), razdo GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias Minho (cor azul claro),
Lima (cor azul escuro), Vouga (cor verde claro) e Mondego (cor verde escuro), do Ensaio I, no
grupo controlo a chegada (barras vazias) e nos grupos de controlo do ensaio e submetidos a uma
escala crescente e gradual de salinidade 35, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados
representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro barras
assinaladas com letras diferentes (a-e) séo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A Figura 3.6C mostra que o conteudo branquial em tidis totais ndo proteicos era

idéntico em todos os grupos controlo a chegada (p <0,05). No entanto, o cativeiro despoletou

um aumento desse contedldo nos animais das bacias do Minho, Vouga e Mondego (p <0,05).

A aclimatacdo ao sal apenas provocou um aumento das reservas de enxofre ndo proteicas nos

efetivos do Minho. De acordo com o descrito nas Figuras 3.4A-C, pode-se inferir que a

exposicdo de juvenis de lampreia-marinha ao gradiente de salinidade 35, despoletou uma

resposta distinta da detetada nos animais da bacia do Minho.
A razdo GSH/GSSG (Figura 3.6D), determinada nos individuos do grupo controlo a

chegada, da bacia do Vouga, era inferior a dos juvenis do Minho. O ambiente mais oxidante

detetado no citoplasma branquial dos animais do Vouga permite considerar que esses
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individuos encontravam-se sujeitos a maior stress ambiental do que os juvenis do Minho no
instante da captura. Contudo, o cativeiro e a aclimatacdo ao sal, néo perturbaram o ambiente
redutor do citoplasma branquial dos juvenis das bacias do Minho, Vouga e Mondego. Apenas
foi detetado um decréscimo significativo da razdo GSH/GSSG branquial dos juvenis da bacia
do Lima (p <0,05).

Surpreendentemente, o conteddo em ROS ao determinado nos individuos das restantes
bacias (p <0,05). Um perfil idéntico desse conteudo foi observado nos efetivos do grupo
controlo de ensaio de salinidade. Contudo, a exposicdo ao gradiente de salinidade 35,
provocou um decréscimo aproximado de 60%, no contetdo em ROS branquial dos animais da
bacia do Minho, que passou a assumir valores préximos dos determinados nos individuos das
bacias do Vouga e do Mondego. Destacam-se ainda os juvenis de lampreia-marinha da bacia
do Lima por terem apresentado o menor contetdo em ROS das quatro bacias analisadas neste
ensaio. Embora este conjunto de resultados volte a ser discutido um pouco mais adiante, a
propdsito do perfil de atividade enziméatica G6PD (Figura 3.7C), o nivel elevado de ROS,
detetado nos grupos controlo da bacia do Minho, parecem ter sido atenuados pela exposicao
ao gradiente de salinidade 35, uma vez que os efetivos dessa bacia exibiam conteido em ROS
idéntico ao detetado nos animais das bacias do Vouga e do Mondego. O aumento do contetido
em GSH, GSSG e tidis totais ndo-proteicos poderd ter sido o principal mecanismo
compensatério que determinou a queda desses niveis de ROS branquiais (p <0,05).

O conteudo branquial de MDA (Figura 3.6F), determinado em juvenis de lampreia-
marinha das bacias analisadas neste ensaio, era igual ou superior ao detetado em branquias
das espécies piscicolas Oncorhynchus mykiss, Cyprinus carpio, Carassius auratus (318.1).

Os juvenis das bacias do Minho e do Lima, apresentavam a chegada niveis de MDA
estatisticamente inferiores aos detetados em individuos do Vouga e Mondego que eram
idénticos entre si (p <0,05) (Figura 3.6F). O cativeiro em agua doce provocou um aumento
significativo do contetdo em MDA das branquias dos efetivos das bacias do Lima, Vouga e
Mondego. Os animais expostos ao gradiente de salinidade 35 das bacias do Minho, Vouga e
Mondego, ndo apresentavam diferencas significativas relativamente ao seu respetivo controlo
de ensaio. Contudo, o nivel de MDA diminuiu nos efetivos do Lima para valores idénticos
aos do grupo controlo a chegada (p <0,05) (Figura 3.6F). O indice de danos oxidativos mais
elevado foi detetado nos efetivos da bacia do Vouga e do Mondego, sendo superior nos
efetivos da Ultima bacia do Mondego (p <0,05). No entanto, 0s juvenis das bacias do Minho e

do Lima apresentavam a chegada, contetdo vestigial em MDA branquial (p <0,05). O menor
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indice de peroxidacao oxidativa detetado nos juvenis da bacia do Lima, ap6s a aclimatacdo ao
sal, sugere um ambiente dulgaquicola mais pristino nesta bacia.

A Figura 3.7A mostra que os individuos do controlo a chegada das bacias do Minho e
Mondego apresentavam atividade GR branquial significativamente superior a determinada
nos individuos do Lima e do VVouga, ainda que inferior aos encontrados na literatura (169). O
cativeiro ndo perturbou significativamente esta atividade enzimética das branquias de juvenis
de lampreia-marinha provenientes da bacia do Minho e Lima, tendo no entanto, ocorrido um
aumento significativo da atividade GR branquial nos efetivos oriundos da bacia do Vouga e
um decréscimo nos individuos do Mondego (p <0,05). Todavia, a exposi¢do ao gradiente de
salinidade 35, ndo provocou alteracbes com significado estatistico da atividade GR dos
juvenis das bacias do Minho, Lima e Vouga (p <0,05). No caso dos individuos da bacia do
Minho, Lima e Mondego até permaneceu estatisticamente idéntica a determinada nos grupos
controlo a chegada de cada bacia. Nos juvenis do Mondego, observou-se um aumento desta
atividade catalitica, comparativamente com o seu grupo controlo de salinidade 35. Assim,
parece que a capacidade regenerativa do GSH branquial foi amplamente melhorada pelas
condicdes do cativeiro, nos animais capturados na bacia do Vouga, facto que sugere uma pior
qualidade do ambiente dulgaquicola dessa bacia.

A Figura 3.7B revela que a atividade GPx branquial dos efetivos do controlo a chegada,
das bacias do Lima e do Vouga ndo apresentava diferencas com significado estatistico, mas
era superior a detetada nos individuos capturados nas bacias do Minho e do Mondego, entre
0s quais ndo existiam diferencas significativas (p <0,05). Por outro lado, os valores
representados na referida figura eram de ordem de grandeza inferior a descrita na literatura
(32). O cativeiro ndo alterou o perfil de atividade enziméatica GPx branquial dos efetivos das
quatro bacias analisadas neste ensaio. Contudo, a exposi¢do ao gradiente de salinidade 35
provocou um decréscimo da atividade GR presente nas branquias de juvenis do Lima e do
Vouga, para niveis idénticos aos detetados nos efetivos do Minho e do Mondego,
uniformizando a capacidade antioxidante branquial desses animais para eliminar peroxidos e

lipoperoxidos.
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Figura 3.7 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C) e CTT1 (D) do citosol branquial de juvenis de
lampreia-marinha das bacias Minho (azul claro), Lima (azul escuro), Vouga (verde claro) e
Mondego (verde escuro), do Ensaio I, no grupo controlo & chegada (barras vazias) e nos grupos de
controlo do ensaio e submetidos a uma escala crescente e gradual de salinidade 35, ao longo de 28
dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padréo
da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras diferentes (a-e) sdo significativamente
diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A atividade enziméatica G6PD branquial representada graficamente na Figura 3.7C
mostrou-se inferior a determinada na fracdo pos-mitocondrial do tecido branquial de Wallago
attu (169). A referida atividade catalitica detetada nos grupos controlo a chegada era
significativamente mais elevada nos juvenis capturados na bacia do Minho, ocorrendo um
minimo nos efetivos provenientes da bacia do Vouga (p <0,05). O cativeiro provocou um
decréscimo significativo da atividade G6PD nos individuos das bacias do Minho e do
Mondego. Além disso, a exposicdo ao gradiente de salinidade 35 acentuou essa variagdo
negativa nos efetivos das bacias do Minho e do Lima (p <0,05). Por outro lado, o perfil de
atividade G6PD dos individuos da bacia do Minho parece sobrepor-se ao seu perfil de
conteddo em ROS branquial discutido a propésito da Figura 3.6E. Os niveis elevados de
atividade G6PD detetados nessa bacia, bem como a consequente geracdo de equivalentes
redutores sobre a forma de NADPH, poderdo ter contribuido para estabilizar o ambiente
redutor das células branquiais, prevenindo a ocorréncia de danos oxidativos associados aos
niveis de ROS elevados que foram detetados nesses animais. Deste modo, o stress salino
parece ter exercido um efeito modulador comum nos niveis de ROS e de atividade G6PD que

merece ser clarificado em estudos futuros.
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A Figura 3.7D revela que os niveis de atividade CTT1 branquial dos individuos do
controlo a chegada, das bacias do Minho e Lima, ndo diferiam entre si e eram estatisticamente
superiores aos determinados nos juvenis das bacias do Vouga e do Mondego, detetando-se
nos individuos do Vouga, o menor valor dessa atividade catalitica (p <0,05). Por outro lado, a
atividade CTT1 representada na referida figura assumiu valores inferiores aos descritos pela
literatura (194,313). O cativeiro levou apenas ao aumento da atividade CTT1 dos juvenis da
bacia do Minho. Por outro lado, a exposicdo ao gradiente de salinidade 35 provocou um
aumento da atividade catalase citoplasmatica branquial dos juvenis de lampreia-marinha das
bacias do Vouga e do Mondego, sem afetar a dos efetivos do Minho e do Lima. Destaca-se
ainda que os animais da bacia do Minho, mantidos em gradiente de salinidade, apresentavam

atividade CTT1 mais elevada do que os animais do Lima e do Vouga.

3.2. Caracterizacdo detalhada da resposta a salinidade por juvenis de

lampreia-marinha das bacias do Lima e Vouga (Ensaio 1)

Os resultados apresentados e discutidos neste sub-capitulo (Ensaio Il) integram o
estudo detalhado da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha oriundos apenas de
duas bacias hidrograficas portuguesas, Lima e Vouga, expresso em termos de evolucdo de
pardmetros morfométricos, de conteudos e de enzimas pertencentes a sistemas de
biotransformacéo e/ou de resposta ao stress oxidativo.

Neste ensaio, juvenis de lampreia-marinha capturados nas bacias hidrograficas do
Lima e Vouga, foram organizados em sete grupos de tratamentos distintos, conforme
previamente descrito no sub-capitulo 2.3. e designados por “controlo a chegada”, “controlo do
ensaio salinidade 10”, “exposto a salinidade 10”, “controlo do ensaio salinidade 25, “exposto
a salinidade 25”, “controlo do ensaio salinidade 35, “exposto a salinidade 35”.

A semelhanca do que foi descrito no Ensaio |, a caracterizagdo morfométrica aqui
descrita inclui parametros como o comprimento total (TL), peso corporal (TW), peso do
figado (LW), peso das branquias (GW), indice hepato-somatico (HSI), indice branquio-
somatico (GLSI), e o fator de condi¢édo de Fulton (K).

A caracterizagcdo bioquimica engloba o conteddo em hemo, atividades enzimaéticas
ALP, CPR e ECOD microssomais hepaticas, atividades enzimaticas mGST e UDPGT
microssomais hepaticas e branquiais e as atividades enzimaticas cGST citoplasmaticas
hepaticas e branquiais que participam em processos de biotransformacao. Ainda sdo descritos

e discutidos marcadores de stress oxidativo hepéaticos e branquiais como os contetidos em
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GSH, GSSG, GSH+GSSG, a razdao GSH/GSSG, ROS e MDA, bem como as atividades
enzimaticas GR, GPx, G6PD, SOD1 e CTT1.

3.2.1. Biometria

O Quadro 3.2 revela que o comprimento dos juvenis de lampreia-marinha pertencentes
aos grupos controlo a chegada, controlo do ensaio e expostos ao sal das bacias do Lima e do
Vouga nao apresentava, na maior parte dos casos, diferencas com significado estatistico,
assumindo valores que variavam entre 140 e 152 mm, da mesma ordem de grandeza dos
descritos pela literatura (1-4). Apenas foram detetadas diferencas significativas, entre os
animais expostos a salinidade 10 ou 35 da bacia do VVouga e os animais da bacia do Lima
expostos a salinidade 10 ou 35 e controlo do ensaio de salinidade 25 ou 35. O comprimento
dos animais determinados neste ensaio era idéntico aos registados nos juvenis de
lampreia-marinha capturados em 2010 em ambas as bacias e que foram utilizados no Ensaio |
(Quadro 3,1).

Quadro 3.2 — Parametros morfométricos de juvenis de lampreia-marinha das bacias hidrograficas do Lima e
Vouga do Ensaio Il no grupo controlo a chegada (Grupo 1), controlo do ensaio salinidade 10
(Grupo 2), exposto a salinidade 10 (Grupo 3), controlo do ensaio salinidade 25 (Grupo 4), exposto
a salinidade 25 (Grupo 5), controlo do ensaio salinidade (Grupo 6), exposto a salinidade 35 (Grupo
7). Os resultados representam a média de 40 animais em cada grupo + erro padrdo da média. As
médias de uma mesma coluna assinaladas com letras diferentes (a-d) sdo significativamente
diferentes, de acordo com o teste de Duncan (p <0,05).

Bacia | Grupo TL (mm) TW (9) LW (g) HSI (%) GW (g) GLSI (%) K
144415 | 4,87+0,16" | 0,0363+0,0014% | 0,75+0,02° | 0,0710+0,0034%* | 1,50+0,08% | 0,32+0,01®
147+1,4%° | 4,63+0,13° | 0,0376+0,0011* | 0,82+0,02*¢ | 0,0696+0,0032®" | 1,51+0,06® | 0,28+0,00%
10 | 144+1,5® | 5,05+0,18% | 0,0368+0,0016® | 0,73+0,02° | 0,0840+0,0058° | 1,63+0,07% | 0,33+0,00°
0 | 140+1,5® | 5,06+0,18%° | 0,0359+0,0017% | 0,75+0,04®* | 0,0790+0,0038% | 1,64+0,10° | 0,35+0,00°
25 | 148+3,6™ | 5,05+0,18% | 0,0394+0,0018" | 0,77+0,01°™ | 0,0738+0,0036% | 1,46+0,05® | 0,31:+0,01%*
0 | 143+1,3% | 4,39+0,11% | 0,0338+0,0011% | 0,77+0,02° | 0,0681+0,0027® | 1,56+0,06® | 0,29+0,00°
35 | 143+14° | 4,49+0,12% | 0,0341%0,0012% | 0,76+0,01**% | 0,0609+0,0036° | 1,34+0,06° | 0,30+0,00*™*
148+2,1%° | 521+0,14% | 0,0355+0,0013%® | 0,69+0,02° | 0,1004+0,0055° | 2,00+0,12° | 0,32+0,02
0 | 148+1,8% | 5,23+0,18™ | 0,0375+0,0014% | 0,72+0,02* | 0,0793:+0,0045% | 1,51+0,07%° | 0,300,013
10 | 152+1,7° | 5,30+0,15" | 0,0372+0,0016® | 0,70+0,02° |0,0739+0,0030*° | 1,41+0,05® | 0,29+0,00¢
0 | 147+1,6™ | 5,09+0,16%® | 0,0384+0,0019% | 0,76+0,03* | 0,0798+0,0039% | 1,57+0,06® | 0,30+0,01%*
25 | 147+1,3%° | 518+0,16° | 0,0389+0,0020% | 0,75+0,03* | 0,0703+0,0035%® | 1,38+0,07° | 0,300,013
0 | 15042,0° | 5,52+0,20° | 0,0441+0,0017¢ | 0,81+0,02* | 0,1116+0,0055° | 2,04+0,08° | 0,31+0,01*°
7 35 | 152+15° | 543+0,14° | 0,0450+0,0015° | 0,83+0,02 | 0,0775+0,0033% | 1,42+0,04® | 0,30+0,00°
Salinidade (S), Comprimento corporal (TL), peso corporal (TW), peso do figado (LW), indice hepato-somatico (HSI), peso
das branquias (GW), indice branquio-somatico (GLSI) e fator de condigao de Fulton (K).

[
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O Quadro 3.2 permite também observar que o peso corporal de juvenis de lampreia-
marinha (4,39 - 5,43 g) das bacias do Lima e Vouga era proximo da ordem de grandeza
descrita pela literatura (p <0,05) (1-4). Por outro lado, revela ainda que o peso corporal dos

animais da bacia do Lima e do Vouga néo foi afetado significativamente pela exposicdo a
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salinidade 10, 25 e 35 (p <0,05). Apesar dos animais da bacia do Lima exibirem, na maior
parte dos casos, peso corporal, idéntico ao determinado nos efetivos da bacia do Vouga, 0s
juvenis da bacia do Lima pertencentes aos grupos expostos a salinidade 35 e respetivo
controlo do ensaio apresentavam peso corporal inferior ao dos animais da bacia do Vouga
(p <0,05). A referida perda de peso corporal poderd ter resultado de menor acumulagdo de
nutrientes na fase larvar, enquanto filtradores, ou a terem sido capturados numa fase mais
tardia da metamorfose (23), uma vez que no Ensaio | ndo foi detetado um perfil idéntico de
resposta quer ao cativeiro quer ao gradiente de salinidade 35 (Quadro 3.1).

O peso do figado de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Vouga pertencentes aos
grupos gradiente de salinidade 35 e respetivo controlo do ensaio, apresentava valores
superiores aos registados para outros animais da mesma bacia ou da bacia do Lima, facto que
leva a inferir aumento da proliferacdo hepatica com o aumento da salinidade. Na literatura
encontram-se descritos valores para o peso do figado de juvenis de lampreia-marinha da
mesma ordem de grandeza dos determinados neste ensaio (0,03-0,05 g) (Quadro 3.2)
(15,258), assim como para outros animais marinhos como a Cyprinus carpio (266) ou a
Tilapia mossambica (255).

O peso do figado dos juvenis capturados em 2010 (Ensaio 1) na bacia do Lima, do
grupo controlo a chegada era inferior ao que foi determinado nesse grupo em 2011
(Ensaio 11). A exposicdo ao gradiente salinidade 35 provocou um aumento do peso do Orgéao
para valores proximos dos anotados em 2011 (Ensaio Il). Porém, em 2011, a exposicdo ao
gradiente de salinidade 35 ndo afetou estatisticamente o peso do figado dos animais da bacia
do Lima. Provavelmente, os efetivos capturados em 2010 encontrar-se-iam numa fase da
metamorfose um pouco mais atrasada, uma vez que a captura foi precoce devido a maior
pluviosidade no més de outubro de 2010 que antecipou o inicio da migracdo tréfica.

Por outro lado, o perfil do peso do figado dos juvenis da bacia do Vouga de 2010
(Ensaio |) foi diferente do detetado neste ensaio. Em 2010, o peso do figado dos juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Vouga diminuiu significativamente nos animais expostos a
salinidade 35. Contudo, em 2011 deu-se um aumento desse parametro biométrico nos grupos
exposto a salinidade 35 e respetivo controlo de ensaio, efeito que ndo parece ser devido a
exposicao ao gradiente de salinidade como ja foi previamente discutido.

O indice hepato-somatico (HSI) calculado para os juvenis de lampreia-marinha
capturados nas bacias do Lima e Vouga (0,69 — 0,83) (Quadro 3.2) sé&o da mesma ordem de

grandeza dos que se encontram descritos na literatura (15,255,258,266).
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O referido quadro também permite constatar que o HSI dos animais oriundos das bacias
do Lima e do Vouga e expostos a salinidade 10, 25 e 35, ndo diferia dos respetivos controlos,
com excecao do par controlo do ensaio salinidade 10/exposto a salinidade 10 dos efetivos da
bacia do Lima onde se observou um decréscimo do HSI. Surpreendentemente, o parametro
HSI dos animais do Vouga, expostos ou ndo ao gradiente de salinidade 35, aumentou com o
cativeiro.

O indice hepato-somatico dos juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima,
capturados em 2010 e expostos ao gradiente de salinidade 35 era significativamente superior
ao calculado para os animais controlo do ensaio e ambos significativamente superiores aos do
grupo controlo a chegada, um perfil diferente do observado no Quadro 3.2 para os efetivos
capturados em 2011. Contudo, o indice hepato-somatico de juvenis de lampreia-marinha da
bacia do Vouga, capturados em 2010, expostos ao mesmo gradiente de salinidade era inferior
aos determinados para os grupos controlo a chegada e controlo do ensaio, perfil de resposta
diferente do registado em 2011 no Ensaio Il. A ocorréncia de elevada pluviosidade no inicio
de Outubro de 2010, na bacia do Lima, descrita no capitulo Metodologia (262), podera ter
contribuido para o precoce inicio de migracdo trofica, com antecipacdo do periodo de captura.

O peso das branquias (0,0609 e 0,1116 g) era inferior ao descrito na literatura para o
teledsteo Oreochromis niloticus adulto (307) (Quadro 3.2). O referido quadro revela ainda
gue o peso das branquias dos efetivos da bacia do Lima, expostos até salinidade 10 mostrou-
se significativamente superior ao registado para o respetivo controlo de ensaio. Como 0s
restantes grupos de animais da bacia do Lima, ndo exibiram diferencas significativas entre si,
0 aumento do peso do referido 6rgdo, devido a exposicao dos animais a salinidade 10, podera
corresponder a uma alteracdo adaptativa pontual ao sal que se dissipou ao longo do gradiente
de salinidade.

O peso das branquias dos efetivos da bacia do VVouga, pertencentes aos grupos controlo
a chegada e controlo do ensaio para salinidade 35 era significativamente superior aos
determinados nos restantes grupos de animais (Quadro 3.2). Assim, o cativeiro afetou
negativamente o peso branquial dos efetivos do VVouga que no caso da exposi¢éo a salinidade
10 e 25 assumiram valores proximos dos detetados em animais da bacia do Lima. Como 0s
juvenis da bacia do Vouga expostos a salinidade 35 exibiam peso branquial
significativamente inferior ao respetivo controlo de ensaio, admite-se que a exposicdo a
salinidade 35 exerceu um efeito normalizador na dimensédo do 6rgéo (p <0,05).

Neste ensaio ndo se detetaram diferencas significativas entre o peso das branquias dos

juvenis oriundos da bacia do Lima, expostos a salinidade 35 e o seu controlo de ensaio ou
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controlo a chegada, resposta distinta da que foi observada no Ensaio | (2010) onde o peso
branquial aumentou com o cativeiro e/ou com a exposicao a salinidade 35 (Quadro 3.1). Esta
diferenca podera ser devida a alteracGes ambientais na bacia do Lima onde em 2010 ocorreu
pluviosidade elevada, no curto espaco de tempo que antecedeu a captura dos animais,
condicBes que poderdo ter despoletado precocemente a fase de migragdo trofica. Por outro
lado, neste ensaio, 0s animais da bacia do VVouga sujeitos a salinidade 35 apresentavam peso
das branquias inferior ao determinado no respetivo controlo de ensaio, um perfil semelhante
ao detetado em 2010 (Ensaio 1). Todavia em 2011 ndo foram detetadas diferencas
significativas entre o controlo do ensaio e o controlo a chegada, facto que contraria
parcialmente o registado em 2010.

O Quadro 3.2 mostra que o indice GLSI calculado para os juvenis de lampreia-marinha
das bacias Lima e Vouga variou entre 1,34 e 2,04. O referido quadro mostra que juvenis de
lampreia-marinha da bacia do VVouga dos grupos controlo a chegada e controlo de salinidade
35 apresentavam indice branquio-somatico (GLSI) (=2,0) superior ao determinado nos
restantes grupos de animais analisados neste ensaio e que néo diferiam entre si (p <0,05).

Por outro lado, o indice branquio-somatico (GLSI) dos animais das bacias do Lima e
Vouga capturados em 2010 (Ensaio I) e em 2011 (Ensaio Il) expostos a salinidade 35 era da
mesma ordem de grandeza. No que diz respeito aos juvenis da bacia do Lima capturados em
2010 observou-se um aumento deste parametro biométrico quer com o cativeiro quer com a
exposicdo ao gradiente salinidade 35, perfil que ndo foi seguido em 2011 pelos animais da
mesma bacia. Relativamente aos efetivos capturados na bacia do Vouga observou-se quer em
2010 quer em 2011 um decréscimo do parametro GLSI com a exposicdo ao gradiente de
salinidade. O decréscimo do indice branquio-somatico devido a exposicdo dos juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Vouga, ao referido gradiente de salinidade, permite inferir
maior dificuldade dos efetivos dessa bacia em se adaptarem ao sal, como previamente
discutido no sub-capitulo 1.1. Essa perturbacdo podera estar relacionada com pior qualidade
do ambiente dulcaquicola a que os efetivos do Vouga estiveram expostos até a sua captura.

A partir do Quadro 3.2 pode observar-se que o fator de condigdo de Fulton K calculado
para os juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e do Vouga, cujo comprimento
variou entre 140 e 150 mm, assumiu valores entre 0,28 e 0,35 para 0s animais do Lima e entre
0,29 e 0,32 para os efetivos do Vouga, valores proximos dos calculados por Almeida (2008)
(15) para uma amostragem semelhante de animais oriundos das referidas bacias.

O Quadro 3.2 permite ainda observar que o fator de condi¢do de Fulton K calculado

para os juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do grupo de controlo do ensaio para
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salinidade 25 era superior ao calculado para os restantes grupos de animais das bacias Lima e
Vouga. Por outro lado, os transformers da bacia do Vouga expostos a salinidade 10
apresentaram o menor valor de K de ambas as bacias em estudo. Surpreendentemente, 0s
animais da bacia do Lima, expostos a salinidade 10 apresentavam um fator K superior ao seu
controlo de ensaio.

Embora a exposi¢do em cativeiro de juvenis de lampreia-marinha a salinidade tenha
provocado no Ensaio | (2010) um aumento com significado estatistico do parametro K nos
animais oriundos da bacia do Lima e um decréscimo significativo nos animais capturados na
bacia do Vouga, esse perfil de resposta ndo foi confirmado no Ensaio 11 (2011) quer para 0s
animais da bacia do Lima quer para os animais da bacia do VVouga. Esta diferenca poderéa estar
relacionada com o melhor estado nutricional exibido a chegada pelos animais de qualquer das
bacias eleitas para este estudo em 2011, eventualmente devido ao regime pluviométrico mais
tardio registado em 2011 ter condicionado o inicio mais tardio da migracdo trofica.

Em suma, pode-se assumir que o comprimento, o peso corporal e o peso do figado de
juvenis de lampreia-marinha, das bacias do Lima e Vouga, ndo foram perturbados pela
exposicdo a salinidade 10, 25 e 35. Contudo, a exposi¢do dos efetivos da bacia do Lima a
salinidade 10 provocou um decréscimo do indice hepato-somatico, um aumento do peso das
branquias e do fator de condicdo de Fulton, parametro que diminuiu a salinidade 25. Por outro
lado, nos animais da bacia do Vouga ocorreu um decréscimo do peso das branquias e do
indice branquio-somatico a salinidade 35. Apesar da resposta ao gradiente de salinidade 35,
em termos de pardmetros morfométricos, nem sempre se sobrepor ao observado no Ensaio I,
devido a condicionantes climéaticos como a pluviosidade, o decréscimo do peso das branquias
e do indice branquio-somatico, detetados em juvenis de lampreia-marinha da bacia do Vouga,
em ambos 0s ensaios, podera determinar maior dificuldade destes animais em concluir com
sucesso a migracao trofica, comparativamente com os efetivos da bacia do Lima, cujo perfil
de par@metros morfométricos durante a aclimatacdo a salinidade, se mostrou préximo do que
se encontra descrito na bibliografia consultada e coerente com o que foi postulado no
sub-capitulo 1.1 (44).
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3.2.2. Biotransformacao
3.2.2.1. Tecido hepético

Os isoenzimas fosfatase alcalina (ALP) reconhecem substratos com uma carateristica
estrutural comum, um grupo fosfato localizado em posicdo terminal, que pode ser libertado
para 0 meio celular ou transferido para um substrato aceitador. O perfil de expresséo
funcional destes enzimas depende da espécie, do tipo de tecido e das condi¢fes ambientais a
que cada individuo se encontra exposto, sendo utilizado como marcador de biotransformacéo
e de resposta ao stress pelos organismos do meio aquatico, uma que vez reflete a mediacédo de
processos bioldgicos fundamentais (82,83,89).

A Figura 3.8A mostra que atividade ALP hepatica de transformers das bacias do Lima
e do Vouga assumiu valores da mesma ordem de grandeza dos descritos na literatura para
juvenis de Argyrosomus regius (319). A referida figura revela ainda que nas duas bacias, a
atividade enzimatica ALP do figado de juvenis de lampreia-marinha pertencentes ao grupo
controlo a chegada ndo diferia significativamente da detetada nos animais dos controlos de
ensaio de salinidade e expostos a salinidade 10, 25 e 35, facto que permite inferir que as
condicdes de cativeiro e a exposicdo ao gradiente de salinidade ndo perturbaram a mediacao
de processos bioldgicos hepéticos de transformers que envolvam a mediacdo de grupos
fosfato disponibilizados pelos ALP.

O contetdo em hemo presente no reticulo endoplasmatico hepatico é usualmente
considerado como um bom marcador dos niveis de citocromo P450 presentes nessa fracdo
celular. Embora o conteddo em hemo microssomal hepético, dos efetivos das bacias do Lima
e do Vouga, pareca estar segregado em dois grupos distintos até salinidade 25, deixou-se de
observar diferencas significativas entre os efetivos das duas bacias quando se evoluiu para
salinidade 35, ocorrendo um decréscimo desse conteldo nos efetivos do Lima, para niveis
idénticos aos do Vouga (Figura 3.8B). Estes resultados apenas se sobrepdem com o que foi
observado no Ensaio | para os juvenis do Vouga, uma vez que neste ensaio, os efetivos do
Lima exibiam a chegada conteudo em hemo, superior ao detetado no Ensaio | (Figura 3.1A).

Como referido anteriormente, a atividade enzimatica CPR microssomal constitui um
bom indicador da eficiéncia da transferéncia de equivalentes redutores que ocorre no ciclo
mediado pelo citocromo P450 (79,309). Ao comparar a atividade enzimatica CPR da fracdo
microssomal do figado de juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e do VVouga com a
literatura consultada, constata-se que Solé (2000) obteve valores superiores dessa atividade

catalitica na mesma fracdo celular de individuos adultos da espécie piscicola Cyprinus carpio
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(310). A Figura 3.8C, mostra que o cativeiro e a exposi¢cdo ao gradiente de salinidade 35
provocou um decréscimo da atividade CPR hepética dos juvenis da bacia do Lima, enquanto
nos efetivos do Vouga apenas ocorreu um aumento significativo no grupo exposto a
salinidade 35. O perfil de resposta ao gradiente de salinidade registado neste ensaio, ndo se
sobrep6s ao que foi observado no Ensaio |, apesar do decréscimo da atividade CPR com o

cativeiro ser coincidente nos dois ensaios (Figura 3.1B).
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Figura 3.8 - Atividade enziméatica ALP (A) do citosol, conteddo em hemo (B) e atividades enzimaticas CPR (C)
e ECOD (D) da fracdo microssomal hepética de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul
escuro) e Vouga (verde claro), do Ensaio I, no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio
salinidade 10, 25 ou 35 (linhas a tracejado) e expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas).
Os resultados representam a média de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada
pard@metro pontos assinalados com letras diferentes (a-e) s@o significativamente diferentes, teste de
Duncan (p <0,05).

Os citocromos P450 constituem uma familia de isoenzimas fortemente implicada na
metabolizacdo de xenobidticos. A atividade ECOD microssomal exibida por membros da
familia | tem sido referida na literatura como um bom marcador de exposicdo a poluentes
aromaticos. (54,79,119). A partir da Figura 3.8D pode observar-se que a exposicao ate
salinidade 25 ndo afetou significativamente a atividade ECOD microssomal hepética dos
animais das bacias do Lima e do Vouga. Contudo nos animais do Lima expostos a salinidade
35 detetou-se um decréscimo desta atividade enzimatica que, no entanto, ficou acima do
registado no controlo a chegada (Figura 3.8D). Contrariamente, ao que foi observado no
Ensaio I, o cativeiro, ndo introduziu alteracbes com significado estatistico desta atividade

microssomal hepatica dos animais capturados na bacia do Vouga. Curiosamente, o aumento
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de atividade ECOD, descrito neste ensaio para os animais do Lima, coincide com o que foi
observado no Ensaio | (Figura 3.1C). Fatores ambientais do seu habitat no periodo de
pré-captura podem ter estado na origem das alterac6es de expressao funcional do enzima, uma
vez que no Ensaio I, os juvenis dos grupos controlos a chegada destas duas bacias, exibiam o
triplo da atividade ECOD determinada neste ensaio. Assim, os animais capturados em 2010
em ambas as bacias pareciam mais estimulados a responder ao contacto com xenobidticos
aromaticos pelos P450 da familia CYP 1A e 1B.

As vias de biotransformacdo incluem outros sistemas enzimaticos implicados no
reconhecimento e modificagdo quimica de xenobioticos e/ou dos seus derivados, entre 0s
quais se destacam os enzimas microssomais UDPGT e GST microssomais e citoplasmaticos,
vulgarmente incluidos na Fase 1l (54,79). A Figura 3.9A mostra que a atividade enzimatica
UDPGT determinada na fracdo microssomal do tecido hepatico de juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima era da mesma ordem de grandeza que Solé (2000)
determinou na mesma fracdo molecular de Cyprinus carpio adultos (310). A referida figura
revela também que a atividade catalitica UDPGT hepatica dos efetivos pertencentes aos
grupos controlo do ensaio de salinidade 10 e 25, da bacia do Lima, aumentou
significativamente durante o periodo de cativeiro, assumindo no final do ensaio valores
idénticos aos do controlo a chegada (p <0,05). A aclimatacdo a salinidade 10 e 25 provocou
um decréscimo da atividade UDPGT dos juvenis da bacia do Lima, ocorrendo o efeito inverso
com a exposicao a salinidade 35. A referida atividade catalitica também diminuiu nos efetivos
do Vouga expostos a salinidade 25. O perfil de atividade UDPGT registado no Ensaio Il
contraria o que foi descrito para Ensaio I.

A Figura 3.9B revela que a atividade enzimatica mGST hepatica era inferior a detetada
em embrides da espécie piscicola Danio rerio (313). Porém, pode-se constatar que 0s animais
capturados na bacia do Lima exibiam a chegada atividade enzimatica mGST hepatica inferior
a dos juvenis oriundos da bacia do Vouga (p <0,05). A exposicao a salinidade 10, 25 e 35 nédo
perturbou significativamente esta atividade catalitica, exceto nos efetivos expostos ao
gradiente de salinidade 35 onde aumentou. Os animais utilizados neste ensaio exibiam valores
de atividade mGST inferiores (10 a 20x) aos detetados no Ensaio | (Figura 3.2B). Todavia, 0
perfil de resposta ao cativeiro e ao sal permaneceu idéntico nos animais das duas bacias,
exceto nos efetivos da bacia do Vouga expostos a salinidade 35. As diferencas assinaladas
podem ter sido condicionadas por alteracdes nos niveis de expressdao do enzima mGST,

determinados pelas condic¢des do seu habitat (119).
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Figura 3.9 - Atividades enziméticas UDPGT (A), mGST (B) da fracdo microssomal e cGST (C) do citosol
hepético de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul escuro) e Vouga (verde claro), do
Ensaio I, no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio salinidade 10, 25 ou 35 (linhas a
tracejado) e expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas). Os resultados representam a
média de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro pontos assinalados
com letras diferentes (a-g) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A atividade cGST do tecido hepatico de juvenis de lampreia-marinha, capturados nas
bacias do Lima e do Vouga, atingiu niveis proximos dos encontrados na literatura (Figura
3.9C) (194). O cativeiro e a exposicdo ao gradiente de salinidade 35 ndo perturbaram a
atividade citoplasmatica cGST hepética de juvenis de lampreia-marinha provenientes das
bacias do Lima e Vouga. Curiosamente observou-se uma segregacao dos efetivos de cada
bacia, em termos de atividade cGST, sendo o0s juvenis do VVouga aqueles que apresentaram 0s
valores mais elevados. Contudo, a atividade cGST registada neste ensaio era inferior aos
detetados no Ensaio | (Figura 3.2C) (p <0,05).

Além disso, no Ensaio I, a resposta ao gradiente de salinidade pelo tecido hepatico dos
individuos de ambas as bacias traduziu-se num decréscimo significativo da atividade cGST,
resposta distinta da que foi descrita neste ensaio. A diferenca aqui reportada entre o Ensaio |
e 0 Ensaio Il, para este parametro, permite inferir que os animais capturados em 2010 e 2011
constituem populacfes diferentes em termos de expressdo funcional de glutationo
S-transferases, provavelmente regulada por mecanismos de inducdo distintos. Essas
diferencas populacionais podem ter sido determinadas pela pluviosidade precoce registada em
2010 e/ou pela exposicdo das lampreias-marinhas parentais a poluentes do oceano Atlantico,

antes de iniciarem a migracao reprodutora.
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3.2.2.2. Tecido branquial

O tecido branquial constitui nos juvenis de lampreia-marinha uma das principais vias de
contacto com fatores ambientais exdgenos, pelo que a caracterizacdo de sistemas de
biotransformacdo, em particular da Fase 1l, é frequentemente utilizada por diversos
investigadores (320).

A atividade enzimética ALP branquial de juvenis das bacias do Lima e do Vouga,
Figura 3.10, assumiu valores de ordem de grandeza muito inferior a descrita para 0s parcos
exemplos encontrados na literatura como Solea senegalensis em fase larvar ou
Oreochromis sp em fase adulta (89,321). A referida figura mostra também que a atividade
enzimética ALP das brénquias de transformers pertencentes ao grupo controlo a chegada nao
diferia significativamente da detetada nos animais controlo de ensaio de salinidade e expostos
a salinidade 10, 25 e 35, exceto no que diz respeito ao grupo exposto a salinidade 25 da bacia
do Lima que se mostrou significativamente superior a do seu respetivo controlo de ensaio
(p <0,05). Mais uma vez, pode-se considerar que as condic¢des de cativeiro e de exposi¢édo ao
sal, ndo perturbaram a mediacdo de processos bioldgicos branquiais de transformers que
envolvam grupos fosfato disponibilizados pelos ALP, apesar da divergéncia singular que se

acabou de referir.
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Figura 3.10 - Atividade enzimatica ALP do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima
(azul escuro) e Vouga (verde claro), do Ensaio Il, no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio
salinidade 10, 25 ou 35 (linhas a tracejado) e expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas).
Os resultados representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada
parametro pontos assinalados com letras diferentes (a-c) sdo significativamente diferentes, teste de
Duncan (p <0,05).

A Figura 3.11A mostra que os juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima exibiam a
chegada, atividade UDPGT branquial semelhante a determinada nos efetivos do Vouga, mas
superiores aos encontrados na literatura (21). A referida figura representa também a evolucéo
da atividade enzimatica UDPGT com o cativeiro e/ou aclimatacdo ao sal, ao longo do
gradiente de salinidade 35. A partir da referida figura, pode-se constatar que o cativeiro

provocou um aumento da atividade UDPGT branquial dos efetivos do Lima e do Vouga,
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efeito apenas contrariado nos efetivos do grupo controlo de salinidade 35. A aclimatagéo ao
sal afetou negativamente a atividade UDPGT branquial de juvenis de lampreia-marinha da
bacia do Lima, expostos a salinidade 25, bem como a dos juvenis da bacia do Vouga,
expostos a salinidade 10 e 25 (p <0,05). Todavia, nos efetivos do Vouga, expostos a
salinidade 35, ocorreu um aumento da referida atividade enzimética, para nivel idéntico ao

determinado nos efetivos do Lima (p <0,05).
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Figura 3.11 - Atividades enzimaticas UDPGT (A), mGST (B) da fracdo microssomal e ¢cGST (C) do citosol
branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul escuro) e Vouga (verde claro), do
Ensaio 11, no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio salinidade 10, 25 ou 35 (linhas a
tracejado) e expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas). Os resultados representam a
média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro pontos assinalados
com letras diferentes (a-€) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Como neste ensaio, a atividade UDPGT branquial dos juvenis das bacias do Lima e do
Vouga expostos a salinidade 35, estabilizou em torno de 340 pmol/min/mg, pode-se especular
que o gradiente de salinidade exerceu um efeito modulador na expressdo funcional do enzima,
compensando os efeitos adquiridos em ambiente dulgaquicola e dotando as branquias desses
animais com maior capacidade para participarem em reacfes que envolvam a conjugacdo de
xenobidticos com o glicoronato, uma condi¢do bioldgica importante para sobrevivéncia
animal.

Contudo, os valores de atividade UDPGT registados neste ensaio eram inferiores aos
determinados no Ensaio | (Figura 3.3A). Além disso, o perfil de resposta as condigdes de

cativeiro e de exposicao ao gradiente de salinidade também foi divergente.
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A Figura 3.11B permite observar a ocorréncia de dois niveis distintos de atividade
mGST do tecido branquial de juvenis de lampreia-marinha, apresentando os efetivos da bacia
do Lima valores muito proximos dos encontrados na literatura e os animais do VVouga valores
mais elevados (313). A referida figura mostra também que a aclimatacdo a salinidade 35, ndo
produziu efeitos significativos na atividade mGST branquial dos efetivos de ambas as bacias,
apesar de o cativeiro ter levado a um aumento da referida atividade enzimatica nos juvenis da
bacia do Vouga (p <0,05). Além disso, observou-se segregacdo dos animais das bacias do
Lima e do Vouga, em termos de atividade mGST, em dois grupos distintos, quer a chegada,
quer na exposicdo ao sal, quer nos respetivos controlos de ensaio de salinidade, ocorrendo
sempre valores mais elevados dessa atividade catalitica nos juvenis do Vouga. Este perfil de
resposta sugere que o0s juvenis da bacia do Vouga dispunham, no reticulo endoplasmatico, de
um mecanismo de conjugacdo de xenobio6ticos com o glutationo, mais ativo do que 0s
efetivos do Lima.

Provavelmente, fatores ambientais da bacia do Vouga e de memoéria molecular dos
juvenis da referida bacia terdo contribuido, mais uma vez, para o efeito observado, uma vez
que apos o cativeiro ou a aclimatacdo ao sal, os juvenis da bacia do VVouga, quer no Ensaio |
(Figura 3.3B), quer no Ensaio Il (Figura 3.11B), possuiam niveis de atividade mGST
branquial superiores a dos animais da bacia do Lima. O contacto prévio com xenobidticos
podera ter ativado o mecanismo de expressdo destes enzimas, provavelmente, ao nivel dos
recetores Ah.

De acordo com o que foi descrito anteriormente, a conjugacdo de xenobidticos com o
tripéptido glutationo pode também ser observada no citoplasma branquial, sendo mediada
pela familia de enzimas glutationo S-transferase (cGST) (79). A Figura 3.11C mostra o perfil
de atividade cGST, onde se encontram representados valores semelhantes aos publicados na
literatura consultada (194). A referida figura revela também que a atividade cGST de juvenis
de lampreia-marinha da bacia do Lima ndo sofreu alteragdes significativas na adaptacdo ao
cativeiro, nem ao gradiente de salinidade 35 (p <0,05). Contudo, a atividade cGST branquial
dos efetivos da bacia do Vouga mostrou um comportamento oscilatério entre salinidade 10 e
25, aparentemente modulado pela exposi¢do ao sal. Além disso, observaram-se diferencas
significativas entre a atividade cGST dos efetivos do Lima e do VVouga, quer a chegada quer a
salinidade 35, condicdo que aponta para a influéncia de fatores ambientais distintos no
ambiente dulgaquicola. A semelhanca do que foi discutido para os enzimas mGST branquiais,
0 sistema de biotransformacdo dos juvenis capturados na bacia do Vouga, onde participa o

glutationo, parecia encontrar-se mais desperto do que nos animais da bacia do Lima.
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A atividade cGST determinada a chegada, neste ensaio, era inferior a detetada em
juvenis do Ensaio | (Figura 3.3C). O perfil de resposta ao cativeiro e ao gradiente de
salinidade, também se revelou distinto. Condi¢gdes ambientais, provavelmente determinadas
por fendmenos atmosféricos poderdo ter condicionado mecanismos de memdria molecular
nos efetivos de cada bacia. Todavia, o cativeiro ou a exposi¢éo ao gradiente de salinidade 35,
mantiveram nos juvenis do VVouga, niveis de atividade cGST mais elevados. Tal facto permite
inferir um maior contacto dos animais do Vouga com Xenobidticos passiveis de serem

metabolizados pelos enzimas cGST.

3.2.3. Stress oxidativo e defesas antioxidantes
3.2.3.1. Tecido hepético

Citoplasma

O contetido em glutationo (GSH) é frequentemente utilizado como um dos indicadores
da capacidade de resposta antioxidante presente num determinado tecido. O conteldo em
GSH, GSSG e tiois totais ndo-proteicos quantificado no tecido hepatico de juvenis de
lampreia-marinha das bacias do Lima e Vouga, eram proximos dos descritos em juvenis da
espécie piscicola Leporinus elongatus (314) ou em lagostins (315).

Deste modo, a Figura 3.12A-C mostra que o conteddo em GSH, GSSG e tidis-totais ndo
proteicos de juvenis de lampreia-marinha oriundos da bacia do Lima dos grupos controlo a
chegada e expostos a salinidade 10, 25 e 35 era superior ao quantificado nos animais da bacia
do Vouga. Este facto podera dever-se a um maior consumo do tripéptido, nos efetivos do
Vouga, por vias de desintoxicacdo celular mediadas pelos enzimas de biotransformacéo
MGST e cGST hepaticos. Além disso, o conteido em GSH dos animais de ambas as bacias
ndo se alterou com a exposi¢do ao sal (p <0,05), uma resposta semelhante a que foi descrita
para esta situacdo nos animais analisados no Ensaio | (Figura 3.4A).

A Figura 3.12B mostra ainda que o cativeiro ndo provocou altera¢des significativas no
conteddo em GSSG hepatico dos juvenis da bacia do Vouga, mas provocou um aumento deste
parametro nos efetivos do Lima, apenas no final do ensaio, um perfil de resposta idéntico ao
detetado no Ensaio I. No entanto a salinidade 35 o conteudo em GSSG e tidis totais ndo
proteicos do tecido hepatico dos efetivos do Lima era mais elevado nos animais sujeitos ao
gradiente de salinidade do que no respetivo controlo de ensaio (Figura 3.12B e C), uma
resposta distinta da detetada no Ensaio | (Figura 3.4B e C). A razdo GSH/GSSG ¢ referida

por alguns autores como um bom indicador de stress oxidativo. A Figura 3.12D mostra que a
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razdo GSH/GSSG dos juvenis de lampreia marinha do Lima e do Vouga ndo apesentavam a
chegada e ap0s o cativeiro diferencas significativas. Embora, os efetivos da bacia do Lima
ndo exibissem alteracOes significativas ao longo do gradiente de salinidade 35, os efetivos da
bacia do Vouga expostos a salinidade igual ou superior a 25, apresentavam um decréscimo da
referida razdo, um sinal de que a aclimatacdo a salinidade 25 ou superior induziu stress
oxidativo (p <0,05). Todavia, valores da razdo GSH/GSSG inferiores a 1,4, o valor comum
em eucariontes quando a determinacéo é feita pelo método Hissin (279), é indicador de stress
oxidativo que pode, em parte, refletir a qualidade do ambiente dul¢aquicola em que foram
capturados. Um perfil semelhante foi detetado nos animais utilizados no Ensaio | (Figura
3.4D), embora os valores da razdo, localizados entre 1,0 e 2,0, indiciem uma melhor

qualidade do ambiente dulgaquicola de origem.
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Figura 3.12 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razdo GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol hepatico de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul escuro) e
Vouga (verde claro), do Ensaio Il, no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio salinidade 10,
25 ou 35 (linhas a tracejado) e expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas). Os resultados
representam a média de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro pontos
assinalados com letras diferentes (a-f) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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A determinagdo do conteddo em ROS é também utilizada como marcador de stress
oxidativo. A Figura 3.12E representa o contetldo em peroxido de hidrogénio, frequentemente
considerado como marcador do ROS total. A referida figura revela também que os niveis de
ROS dos juvenis de lampreia-marinha, no grupo controlo a chegada da bacia Lima eram
significativamente inferiores aos da bacia Vouga (p <0,05). Pode observar-se ainda que as
condigdes de cativeiro e a habituacdo ao sal ndo provocaram alteracdes significativas nos
niveis de ROS hepatico dos efetivos do Lima. Contudo, nos efetivos da bacia do Vouga,
expostos a salinidade 10, ocorreu um decréscimo significativo desse conteudo para valores
proximos dos detetados nos juvenis da bacia do Lima. Um perfil de resposta idéntico ao
observado no Ensaio | (Figura 3.4E). Destaca-se ainda que os niveis de ROS hepéticos
determinados nos animais capturados neste ensaio eram superiores aos determinados no
Ensaio | nos pontos de leitura comuns. Esta diferenca dever-se-a, provavelmente, a alteracfes
ambientais da bacia como a elevada pluviosidade precoce ocorrida em 2010 que
condicionaram a resposta observada.

O MDA, um produto da peroxidacdo lipidica € frequentemente utilizado como
marcador de danos celulares. A Figura 3.12F mostra que ndo existiam diferencas
significativas no conteudo de MDA de juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e do
Vouga pertencentes ao grupo controlo a chegada, tendo alcancado valores inferiores aos
detetados em juvenis de Leporinus elongatus (314). No entanto, o cativeiro provocou um
decréscimo significativo deste parametro hepatico nos efetivos do Lima (p <0,05). A
exposicdo a salinidade 35 provocou um decréscimo do conteddo em MDA hepatico nos
juvenis da bacia do Vouga, um indicador de menor ocorréncia de danos oxidativos,
eventualmente relacionada com o aumento da capacidade de desintoxicacdo de ROS, via
mGST. O perfil de resposta ao gradiente de salinidade € distinto do que foi observado no
Ensaio | (Figura 3.4F).

O ciclo de oxidacdo-reducdo do glutationo envolve dois enzimas: GR e GPx que
asseguram maioritariamente a homeostase do glutationo (99). A Figura 3.13A representa a
atividade catalitica GR ao longo do processo de aclimatacéo ao sal e mostra valores inferiores
aos consultados na literatura (169,314). A referida figura mostra que os niveis de atividade
GR hepética ndo foram afetados pelas condi¢bes de cativeiro, nem pelo gradiente de
salinidade 35 nos animais capturados na bacia do Lima. Nos efetivos da bacia do Vouga sé
foi observado um perfil de resposta idéntico ao cativeiro e ao gradiente de salinidade, até
salinidade 25, uma vez que a 35 observou-se um aumento significativo desta atividade

catalitica, para niveis proximos dos observados nos animais da bacia do Lima, ocorrendo
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neste cado um aumento da capacidade de regeneracdo do GSH hepético, condicionada pela
exposicdo ao sal. Outro aspeto a referir, prende-se com o facto dos niveis da atividade GR dos
juvenis oriundos da bacia do Lima serem quase sempre estatisticamente superiores aos
detetados em efetivos oriundos da bacia do Vouga, facto que pode ter contribuido para os
niveis de estado estacionario mais elevados de GSH nos animais da bacia do Lima (p <0,05).
A estabilizacdo da atividade GR hepética de juvenis de lampreia-marinha das bacias
do Lima e do Vouga com o cativeiro, observada neste ensaio contraria a variacdo observada
no Ensaio | (Figura 3.5A). Por outro lado, o aumento da atividade GR detetado, neste ensaio,
nos efetivos do Vouga expostos ao gradiente de salinidade 35, ndo coincide com a
estabilidade da referida atividade catalitica observada nos juvenis dessa bacia no Ensaio I.
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Figura 3.13 - Atividades enziméticas GR (A), GPx (B), G6PD (C), SOD1 (D) e CTT1 (E) do citosol hepético de
juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul escuro) e Vouga (verde claro), do Ensaio Il, no
grupo controlo a chegada, controlo do ensaio salinidade 10, 25 ou 35 (linhas a tracejado) e expostos
a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas). Os resultados representam a média de 5 pools de 8#
animais * erro padrdo da média. Para cada pardmetro pontos assinalados com letras diferentes (a-€)
sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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A partir da Figura 3.13B pode observar-se que 0s niveis de atividade GPx dos efetivos
capturados nas bacias do Lima e VVouga néo sofreram alteracgdes significativas com o cativeiro
ou com a exposicao ao gradiente de salinidade, com excecédo da resposta a salinidade 35 pelos
animais do Lima, onde a atividade GPx diminuiu. A presenca de sal parece ter contrariado
alteracOes nesta atividade catalitica condicionada pelo cativeiro. O decréscimo da atividade
GPx detetado neste ensaio, nos juvenis da bacia do Lima, expostos a salinidade 35, nédo
coincidiu com o que tinha sido previamente observado no Ensaio | (Figura 3.5B).

Considerando que a via das pentoses-fosfato e em particular o enzima G6PD,
constituem um dos principais fornecedores de equivalentes redutores sob a forma de NADPH
que assistem ao funcionamento do ciclo do glutationo (99), tornou-se pertinente avaliar a sua
resposta nas condicOes descritas neste estudo. A Figura 3.13C revela que a atividade G6PD
hepética, detetada a chegada e ao longo do gradiente de salinidade, em juvenis da bacia do
Lima foi sempre mais elevada do que a dos efetivos do Vouga (p <0,05), evidenciando, em
qualquer dos casos, valores inferiores aos encontrados na literatura (322). As condi¢fes de
cativeiro ndao perturbaram a atividade G6PD hepatica dos animais da bacia do Vouga, mas
provocaram um aumento da referida atividade catalitica, nos efetivos da bacia do Lima. Os
niveis mais elevados de atividade G6PD em qualquer dos instantes de andlise, poderdo ter
assistido com mais eficdcia ao funcionamento do ciclo do glutationo, condicionando o
aumento dos niveis hepaticos do tripéptido, prevenindo assim a ocorréncia de stress oxidativo
no figado dos efetivos do Lima. Em geral, a aclimatacdo ao sal ndo perturbou a atividade
G6PD hepatica dos animais das bacias do Lima e do Vouga, embora a salinidade 10 e 25 a
atividade G6PD dos juvenis do Lima tenha aumentado e diminuido, respetivamente, face ao
controlo de ensaio.

O perfil de resposta da atividade G6PD hepética ao gradiente de salinidade 35,
descrito neste ensaio € idéntico ao observado no Ensaio | (Figura 3.5C), isto €, na auséncia de
alteragOes significativas da referida atividade catalitica nos juvenis das bacias do Lima e do
Vouga.

Os metalo-enzimas SOD, metabolicamente localizados a montante das peroxidases,
participam na dismutacao do radical anido superoxido a perdxido de hidrogénio, minimizando
os efeitos nocivos desse radical. O radical anido superoxido, uma espécie reativa de oxigénio
que pode formar-se por diversos processos bioticos e abioticos, tem sido correlacionado com
a peroxidacgdo lipidica e o envelhecimento celular (175). Os enzimas SOD1 de localizagdo

citoplasmatica desempenham assim um papel relevante na desintoxica¢do do radical anido
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superoxido gerado por peroxidases citoplasmaticas e sistemas de biotransformacéao
localizados no reticulo endoplasmaético (177).

A atividade catalitica SOD1 hepética de juvenis das bacias do Lima e do Vouga,
Figura 3.13D, assumiu valores da mesma ordem de grandeza da descrita na literatura para
Oreochromis mossambicus adultos (323). A referida figura revela ainda que a atividade
SOD1 do figado de juvenis de lampreia-marinha, pertencentes ao grupo controlo a chegada,
ndo diferia significativamente da detetada nos animais controlo de ensaio de salinidade e
expostos a salinidade 10, 25 e 35 (p <0,05), facto que permite inferir que as condicdes de
cativeiro e a exposicdo ao gradiente salinidade 35 poderdo nédo ter afetado esta via de
desintoxicacdo do radical anido superdxido do citoplasma hepatico de transformers.

A Figura 3.13E mostra que a atividade CTT1 dos juvenis de lampreia-marinha
capturados na bacia do Lima sofreu um aumento significativo com o cativeiro, mas ndo foi
afetada pelo gradiente de salinidade 35. Por outro lado, os juvenis provenientes da bacia do
VVouga exibiam niveis de atividade CTT1 estatisticamente inferiores aos determinados nos
animais da bacia do Lima. Os niveis vestigiais desta atividade catalitica hepatica sugerem que
no caso dos efetivos do Vouga a desintoxicacdo do perdxido de hidrogénio e lipoperéxidos
decorreu predominantemente via GPx, enquanto nos efetivos do Lima a atividade CTT1
parece dar uma melhor contribuicdo. Deste modo, observou-se a segregacdo dos animais de
cada bacia em termos de atividade antioxidante catalase hepatica. O perfil de resposta ao
gradiente de salinidade 35, quer no Ensaio | (Figura 3.5D), quer neste ensaio, foram
semelhantes. Na bibliografia consultada, também se detetaram niveis de atividade CTT1
citosolica da mesma ordem de grandeza da determinada no tecido hepatico, de juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima (194). Num desses casos, a exposicdo de individuos da
espécie Astyanax altiparanae a aguas provenientes de uma regido com intensa atividade

agricola, determinou um aumento significativo da referida atividade catalitica (186,194).

3.2.3.2. Tecido branquial

O tecido branquial é descrito varias vezes na literatura como aquele que melhor
responde a fatores de stress, por ser uma primeira frente de contacto nos organismos
aquaticos. Os conteddos em GSH, GSSG e tiois totais ndo-proteicos quantificados no tecido
branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e Vouga, eram proximos dos
encontrados na literatura para outra espécie piscicola, como foi o caso de juvenis de

Leporinus elongatus (314) ou em lagostins (315).
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A Figura 3.14A mostra que o contedo em GSH branquial de juvenis de lampreia-
marinha capturados nas bacias do Lima e do Vouga nédo foi perturbado pelas condigdes de
cativeiro. Embora a aclimatacdo ao sal ndo tenha afetado o conteudo em GSH branquial dos
efetivos do Vouga, efeito semelhante sé ocorreu nos juvenis do Lima expostos até salinidade
25, uma vez que a salinidade 35 detetou-se um aumento desse contetdo (p <0,05). No
entanto, os animais da bacia do Lima apresentavam, em qualquer dos instantes de anélise,
niveis de GSH estatisticamente superiores aos detetados nos animais da bacia do Vouga
(~2x), facto que aponta para a existéncia de maior capacidade de defesa antioxidante, no

primeiro grupo de animais.
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Figura 3.14 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul escuro) e
Vouga (verde claro), do Ensaio II, no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio salinidade 10,
25 ou 35 (linhas a tracejado) e expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas). Os resultados
representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro pontos
assinalados com letras diferentes (a-¢) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A partir da Figura 3.14B pode observar-se que o conteudo em GSSG dos efetivos da

bacia do Lima ndo foi estatisticamente afetado pelas condigdes de cativeiro (p <0,05). O
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mesmo aconteceu com o grupo de animais sujeitos a gradiente salinidade 10 e 25, uma vez
que era estatisticamente idéntico ao dos controlos a chegada e de ensaio (p <0,05). No
entanto, a salinidade 35 ocorreu um aumento do referido contetdo nos efetivos de ambas as
bacias, embora permanecesse menor nos juvenis da bacia do Vouga (p <0,05). O perfil de
resposta ao gradiente de salinidade 35 descrito para os efetivos do Lima e do Vouga foi
diferente do descrito no Ensaio | (Figura 3.6B), onde ndo se observaram alteracOes
significativas com o gradiente de salinidade 35 (p <0,05).

O contetido em tidis totais ndo proteicos branquial dos efetivos da bacia do Lima,
representado graficamente na Figura 3.14C néo sofreu alteragOes significativas pelo cativeiro
(p <0,05). Embora a exposi¢do a salinidade 10 e 25 ndo tenha gerado alteracbes com
significado estatistico, o contetdo em GSH + GSSG, a salinidade 35 era superior ao do seu
controlo de ensaio (p <0,05). O cativeiro, quer no Ensaio I, quer neste ensaio, ndo provocou
alteracbes com significado estatistico no contetdo total em tidis ndo proteicos dos animais da
bacia do Lima (p <0,05). Contudo, a exposi¢do ao gradiente de salinidade 35 divergiu do que
tinha sido observado no Ensaio I, uma vez que neste ensaio, a exposi¢do a salinidade 35
provocou um aumento do referido conteddo (Figura 3.6C) (p <0,05). O facto de os niveis de
tiois totais ndo proteicos dos animais da bacia do Lima serem, em qualquer dos grupos
analisados, estatisticamente superiores aos dos efetivos congéneres do VVouga, permite inferir
gue um fator externo podera ter estimulado um maior consumo de enxofre ndo proteico nos
efetivos da bacia do Vouga, via mGST e/ou cGST.

A Figura 3.14D mostra que a razdo GSH/GSSG branquial dos animais de qualquer das
bacias analisadas neste ensaio, ndo foi afetada pelo cativeiro, nem pela exposicao a salinidade,
resposta distinta da detetada no Ensaio | (Figura 3.6C) (p <0,05). Por outro lado, o valor da
razdo GSH/GSSG branquial determinado nos juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima,
em qualquer dos instantes de analise, foi sempre estatisticamente superior ao dos efetivos da
bacia do Vouga (p <0,05). Embora se possa admitir que os animais do Lima se encontravam
em condicOes de stress oxidativo, uma vez que a referida razéo era inferior a 1,4, o estado de
stress oxidativo dos efetivos da bacia do Vouga, permaneceu muito superior aos dos animais
capturados na bacia do Lima.

O contetido em ROS das branquias (Figura 3.14E) era, a chegada, significativamente
mais elevado nos juvenis de lampreia-marinha da bacia do Vouga (p <0,05), facto que
confirma o que foi discutido da Figura 3.14D, relativamente ao estado de stress oxidativo dos
juvenis da bacia do Vouga. O contetdo em RSO das branquias de juvenis de

lampreia-marinha, de qualquer das bacias, ndo foi significativamente afetado pelo cativeiro ou
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pela exposicdo ao gradiente de salinidade (Figura 3.14E) (p <0,05), perfil de resposta comum
ao que foi detetado no Ensaio I (Figura 3.6E).

A Figura 3.14F mostra que o contedtdo em MDA detetado a chegada, no tecido
branquial de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima e do Vouga era estatisticamente
semelhante (p <0,05) e da mesma ordem de grandeza da detetada em juvenis de Leporinus
elongatus (314). A referida figura mostra que as condicOes de cativeiro e a exposicdo ao sal
ndo afetaram o conteudo em MDA branquial, exceto no caso dos efetivos da bacia do Lima
expostos a salinidade 35 que apresentavam niveis de MDA estatisticamente superiores aos do
controlo de Ensaio, bem como aos de qualquer dos grupos da bacia do Vouga (p <0,05). Este
perfil € comum ao que foi descrito, neste ensaio, para o contelldo em GSSG, uma possivel
justificacdo para o aumento de danos oxidativos no tecido branquial. Porém, o referido perfil
ndo se assemelha ao detetado no Ensaio | (Figura 3.6F), onde no caso dos juvenis do Lima, a
exposicdo a salinidade 35, reverteu o conteldo em MDA para valores semelhantes aos
detetados a chegada e, no caso dos efetivos do Vouga, o cativeiro induziu um aumento desse
contetdo.

A atividade GR branquial (Figura 3.15A) do ciclo do glutationo, de juvenis de
lampreia-marinha das bacias do Lima e do Vouga, ndo sofreu alteragcOes significativas pelo
cativeiro ou pela exposi¢do ao gradiente de salinidade, ndo se detetando também diferencas
com significado estatistico entre os efetivos de qualquer das bacias, um perfil de resposta
idéntico ao observado no Ensaio | (Figura 3.7A), para os efetivos da bacia do Lima. Além
disso, os valores de atividade GR aqui discutidos mostraram-se inferiores aos detetados na
fracdo pos-mitocondrial de tecido branquial de Wallago attu (169).

A Figura 3.15B revela que a atividade GPx detetada a chegada, no tecido branquial de
juvenis das bacias Lima e do Vouga era estatisticamente semelhante (p <0,05) e da mesma
ordem de grandeza dos valores detetados na literatura (169). A dita figura revela também que
0 cativeiro provocou um decréscimo significativo da atividade GPx branquial de transformers
da bacia do Lima, resposta distinta da que foi observada nos efetivos da bacia do Vouga, onde
nédo ocorreram alteragdes significativas (p <0,05). Por outro lado, a exposicao a salinidade 35,
levou a um aumento da atividade GPx, nos efetivos da bacia do Vouga. Este perfil de resposta
mostrou-se distinto do que foi detetado no Ensaio | (Figura 3.7B), onde a aclimatacdo ao sal
provocou um decréscimo significativo da atividade GPx em ambas a bacias (p <0,05).
Considerando que os valores do controlo a chegada, determinados no Ensaio I, eram
superiores aos determinados neste ensaio, poderd admitir-se estar a estimar-se populacées

diferentes, devido a condicGes climéticas distintas do habitat em cada ano de ensaio.
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Figura 3.15 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C), SODI1 (D) e CTT1 (E) do citosol branquial
de juvenis de lampreia-marinha das bacias Lima (azul escuro) ¢ Vouga (verde claro), do Ensaio II,
no grupo controlo a chegada, controlo do ensaio salinidade 10, 25 ou 35 (linhas a tracejado) e
expostos a salinidade 10, 25 ou 35 (linhas continuas). Os resultados representam a média de 5 pools
de 3# animais + erro padrio da média. Para cada parametro pontos assinalados com letras diferentes
(a-e) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A atividade enzimatica G6PD branquial de transformers da bacia do Lima era superior
a detetada nos efetivos da bacia do Vouga (Figura 3.15C) e inferior a descrita pela literatura
(169). A referida figura mostra também que o cativeiro provocou um decréscimo significativo
da atividade G6PD branquial de transformers da bacia do Lima, resposta divergente da
detetada nos animais da bacia do Vouga que ndo variou (p <0,05). Apenas a exposicdo a
salinidade 25 provocou um aumento significativo da atividade G6PD dos efetivos do Lima.
Contudo, no final do ensaio os juvenis do Lima possuiam atividade G6PD significativamente
inferior & determinada no controlo chegada (p <0,05). Esta diferenga parece justificar em
parte os niveis elevados do contetdo em GSSG discutidos anteriormente, uma vez que a
quebra na disponibilidade de equivalentes redutores, necessarios a regeneracdo do GSSG em
GSH pelo ciclo do glutationo, poderad ter contribuido para esse efeito. Estes resultados
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também divergiram do que foi observado no Ensaio | (Figura 3.7C), onde a atividade G6PD
diminuiu nos efetivos da bacia do Lima expostos a salinidade 35.

Embora, a atividade enzimatica SOD1 branquial de juvenis de lampreia-marinha do
Lima fosse estatisticamente superior a determinada nos efetivos do Vouga (Figura 3.15D), era
em qualquer dos casos de ordem de grandeza idéntica a descrita para Oreochromis
mossambicus adultos (p <0,05) (323). A referida figura mostra ainda que o cativeiro e a
exposicdo ao gradiente de salinidade 35 ndo afetaram significativamente a atividade SOD1
dos animais oriundos da bacia do Vouga (p <0,05). Contudo, transformers do Lima, expostos
a salinidade 10 e 25 exibiam atividade SODL1 significativamente inferior a detetada nos
respetivos controlos de ensaio (p <0,05).

A Figura 3.15E permite observar que a chegada, a atividade CTT1 branquial de
juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e do Vouga ndo apresentavam diferencas
estatisticas (p <0,05), assumindo valores da mesma ordem de grandeza dos determinados por
Vieira (2014), autor que também observou um aumento dessa atividade enziméatica com a
exposicdo a poluentes (194). A partir da dita figura pode-se ainda constatar que o cativeiro
provocou um aumento da atividade CTT1 branquial dos efetivos da bacia do Lima, mas ndo
afetou os efetivos da bacia do Vouga (p <0,05).

Por outro lado, a aclimatacdo ao sal ndo perturbou a atividade CTT1 de transformers
das duas bacias aqui analisadas (p <0,05). Contudo, a atividade CTT1 dos juvenis do Lima,
expostos a salinidade 25 ou superior era mais elevada do que a determinada nos efetivos do
Vouga. Este facto permite inferir que a desintoxicacdo do peroxido de hidrogénio, via CTT1,
nos animais da bacia do Lima encontrava-se melhor assegurada por este enzima. Neste ensaio,
o perfil de atividade CTT1 dos efetivos da bacia do Lima, apenas ndo coincidiu com o que foi
descrito no Ensaio | para o cativeiro (Figura 3.7D).

Contudo, a auséncia de alteracdes significativas quer com o cativeiro quer com a
exposicao a salinidade na bacia do Vouga, diverge do que foi discutido para o Ensaio I, onde
a exposicdo a salinidade nessa bacia, provocou um aumento desta atividade catalitica.
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3.3. Caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha

da bacia do Lima em ambiente dulgaquicola (Ensaio I11)

Os resultados abordados neste sub-capitulo (Ensaio Ill) permitem descrever como
juvenis de lampreia-marinha, sem contacto prévio com o ambiente salino, responderam a
varios niveis de exposicdo de atrazina ao longo de 30 dias. Neste ensaio, transformers
oriundos da bacia do Lima foram homogeneamente organizados em 6 grupos de tratamentos
distintos, conforme previamente descrito no sub-capitulo 2.3 e designados por: “controlo a
chegada”, “controlo do ensaio”, “exposto a atrazina 1 pg/L”, “exposto a atrazina 10 pg/L”,
“exposto a atrazina 50 pg/L” e “exposto a atrazina 100 ug/L”. A determinacdo de parametros
morfométricos, bem como de conteldos e atividades enzimaticas de biotransformacéo e de
resposta ao stress oxidativo pelo tecido hepatico e branquial foi realizada em cada grupo de
animais.

A caracterizacdo morfométrica e bioquimica aqui descrita incluem parametros
idénticos aos que foram analisados nos Ensaios | e Il. Para além disso, inclui ainda
marcadores de stress oxidativo hepaticos e branquiais, como o contetdo em GSH, GSSG,
GSH+GSSG, ROS e MDA, a razdo GSH/GSSG e as atividades enzimaticas GPx e SOD2

mitocondriais.

3.3.1. Biometria

O TL (144 - 150 mm) e 0 TW (4,05 - 4,69 g) de juvenis de lampreia-marinha da bacia
do Lima analisados neste ensaio (Quadro 3.3) sdo proximos dos descritos pela literatura para
macroftalmias capturadas nas mesmas condi¢es de temperatura e periodo de captura
(10,15,49,304). O mesmo quadro mostra ainda que o contacto de macroftalmias com a
atrazina (1, 10, 50 e 100 pg/L) em ambiente dul¢aquicola controlado, ndo provocou alteracdes
com significado estatistico nos parametros morfométricos comprimento e peso corporal
(p <0,05).

O LW (0,0284 - 0,0365 g) e o indice HSI (0,667-0,780 g) (Quadro 3.3), calculado para
juvenis de lampreia-marinha que participaram neste ensaio sdo da mesma ordem de grandeza
dos descritos em publicacBes cientificas (10,15,23,49,304). O valor de HSI permitiu
confirmar o estadio de desenvolvimento dos animais capturados na bacia do rio Lima de
acordo com a bibliografia consultada Al-Ghais (2013), Pedro (2013) e Wang (2013)
(255, 258, 266).
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O peso do figado e o parametro HSI de macroftalmias dos grupos controlo a chegada,
controlo do ensaio, e expostos a atrazina 1, 10 e 50 pg/L, ndo diferiam significativamente
entre si (Quadro 3.3). Apenas os efetivos expostos a atrazina 100 pg/L exibiam peso do
figado e valores de HSI significativamente inferiores aos efetivos do controlo do ensaio,
diferenga que pode indiciar efeitos hepatotdxicos, para este nivel de exposicdo ao produto

fitofarmacéutico.

Quadro 3.3 — Parametros morfométricos de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do Ensaio Il no
grupo controlo a chegada (Grupo 1), controlo do ensaio (Grupo 2), exposto a atrazina 1pg/L
(Grupo 3), exposto a atrazina 10pg/L (Grupo 4), exposto a atrazina 50ug/L (Grupo 5), exposto a
atrazina 100pg/L (Grupo 6). Os resultados representam a média de 24 animais em cada grupo +
erro padrdo da média. As médias de uma mesma coluna assinaladas com letras diferentes (a-d) sdo
significativamente diferentes, de acordo com o teste de Duncan (p <0,05).

Bacia | Grupo | ATZ | TL (mm) | TW (qg) LW (9) HSI (%) GW (g) GLSI (%) K

1 0 |150+2,9% | 4,69+0,16% | 0,0365+0,0013% | 0,78+0,02% | 0,0968+0,0044% | 2,12+0,12% | 0,29+0,01%
0 |145+1,8%|4,39+0,14% | 0,0333+0,0012% | 0,76+0,01% | 0,0721+0,0047° | 1,60+0,07° | 0,28+0,00°
1 |144+1,6° | 4,18+0,14% | 0,0304+0,0011°7 | 0,73+0,01% | 0,0693+0,0032° | 1,65+0,04° | 0,27+0,00%
10 |144+1,9% | 4,12+0,16® | 0,0311+0,0012™% | 0,76+0,02% | 0,0615+0,0031° | 1,48+0,04° | 0,27+0,00°
50 |144+1,3%[4,05+0,12% | 0,0291+0,0010° | 0,72+0,02% | 0,0703+0,0026" | 1,74+0,04° | 0,27+0,00°

6 100 | 145+1,4%| 4,27+0,11° | 0,0284+0,0009° | 0,67+0,01° | 0,0711+0,0024" | 1,66+0,03" | 0,28+0,00
Concentragdo de atrazina em pg/L (ATZ), Comprimento corporal (TL), peso corporal (TW), peso do figado (LW), indice
hepato-somatico (HSI), peso das branquias (GW), indice branquio-somatico (GLSI) e fator de condicéo de Fulton (K).

g lwiN

O Quadro 3.3 permite observar que neste ensaio, 0 GW e o indice GLSI variaram entre
0,0615 g e 0,0968 g e entre 1,48 e 2,12, respetivamente. A partir do referido quadro pode
também observar-se que o grupo controlo a chegada de transformers da bacia do Lima
apresentava GW e indice GLSI significativamente superior ao dos outros grupos de animais,
controlo e expostos a atrazina que ndo diferiam entre si (p <0,05). As condi¢des de cativeiro
poderdo ter sido a causa provavel desse tipo de resposta.

O fator de condicdo de Fulton calculado neste ensaio, para 0s 6 grupos de juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima, eram significativamente semelhantes, apresentando
valores entre 0,27 e 0,29 proximos dos encontrados na literatura (271).

Assim, o contacto de macroftalmias da bacia do Lima com a atrazina (1, 10, 50 e
100 pg/L) em ambiente dulgaquicola controlado, ndo afetou o TL, o TW e do LW, os indices
HSI e GLSI, assim como o fator de condi¢do de Fulton K. Apenas os efetivos expostos a
atrazina (100 pg/L), exibiam LW e valores de HSI inferiores aos efetivos dos restantes
grupos, diferenca que pode indiciar efeitos hepatotoxicos provocados por este nivel de

exposicao ao produto fitofarmacéutico, um potencial candidato a biomarcador de exposicao.
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3.3.2. Biotransformacao

Esta aproximagdo teve como principal preocupacgédo analisar e discutir os resultados
obtidos em laboratério com juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima expostos a
diferentes niveis de concentracdo de atrazina em ambiente dulcaquicola. Nesse contexto, tem
0 seu inicio com a leitura e discussao dos resultados relativos a sistemas de biotransformacéo
do tecido hepético, sub-capitulo 3.3.2.1., prosseguindo com a leitura e interpretacdo dos

resultados relativos a sistemas de biotransformacéo do tecido branquial, sub-capitulo 3.3.2.2.

3.3.2.1. Tecido hepatico

A partir da Figura 3.16A podemos observar que todos os grupos de juvenis de
lampreia-marinha expostos a atrazina (1-100 ug/L) em ambiente dulgcaquicola, apresentavam
atividade ALP hepatica idéntica a dos grupos controlo a chegada e de ensaio, apesar de este
ultimo grupo de animais possuirem atividade ALP superior a detetada a chegada (p <0,05),
mas em qualquer dos casos proxima dos valores encontrados na literatura consultada (88,89).
Assim, pode-se assumir que a capacidade hepatica para disponibilizar grupos fosfato ndo foi
perturbada pela exposicao a atrazina em agua doce. Como o0 metabolismo energético da célula
depende maioritariamente de reacGes deste tipo, pode-se especular que essa funcdo néao foi
perturbada pela triazina no tempo e nivel de exposicéo descritos neste ensaio.

A Figura 3.16B mostra que o conteddo em hemo microssomal hepéatico de
macroftalmias ndo foi afetado pela exposicdo a atrazina (1-100 pg/L) em ambiente
dulcaquicola (p <0,05). O perfil de resposta aqui descrito para o conteudo em hemo
microssomal sugere que o cativeiro e a exposicdo a atrazina em ambiente dulcaquicola, ndo
perturbaram o nivel de expressdo de hemotiolatoenzimas microssomias (p <0,05).

A Figura 3.16C revela que a atividade enzimatica CPR da fracdo microssomal
hepatica de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima era inferior a da literatura
consultada (310). A partir da referida figura, pode-se constatar que a exposi¢do a atrazina
(10 e 100 pg/L) em &gua doce provocou um decréscimo significativo da atividade CPR
hepéatica (p <0,05). Nessas condi¢cBes ensaio, a triazina podera ter bloqueado o fluxo de
equivalentes redutores desde o coenzima NADPH até aos citocromos P450, efeito mais
evidenciado para o nivel de exposi¢cdo mais elevado (p <0,05).

Os resultados representados na Figura 3.16D mostram que a atividade ECOD néo foi
perturbada pelo cativeiro, nem pela exposicéo a atrazina (1-100 pg/L) (p <0,05). Esta resposta

dever-se-a, por um lado, a esta atividade enzimatica microssomal hepatica ser também de
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expressdo constitutiva, e por outro, ter sido insensivel & presenca deste contaminante quando

ainda se encontravam em agua doce.
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Figura 3.16 - Atividade enzimatica ALP (A) do citosol, conteido em hemo (B) e atividades enzimaticas CPR
(C) e ECOD (D) da fragdo microssomal hepatica de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima
do Ensaio III no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100
pg/L) em meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a
média de 3 pools de 8# animais * erro padrdo da média. Para cada parametro barras assinaladas com
letras diferentes (a-c) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

As reacBes de conjugacdo constituem uma importante via de defesa contra
xenobioticos. No reticulo endoplasmatico hepatico as atividades UDPGT e GST de espécies
piscicolas assumem em geral um papel relevante na desintoxicacdo de poluentes (79). A
Figura 3.17A mostra que apenas a exposi¢cdo a atrazina (1 pg/L) provocou um aumento
significativo da atividade catalitica UDPGT hepatica (p <0,05). Deste modo, os hepatocitos
de juvenis de lampreia-marinha ndo mostraram elevada sensibilidade a atrazina em ambiente
dulcaquicola, sobretudo para niveis de concentracdo igual ou superior a 10 pg/L.

Os enzimas mGST e cGST catalisam a conjugacdo do glutationo com xenobioticos,
outra reacdo importante da segunda fase de biotransformacédo (79). Os valores de atividade
mGST hepatica de juvenis de lampreia-marinha representados na Figura 3.17B sdo da mesma
ordem de grandeza dos descritos pela literatura (313). A referida figura revela que o contacto
com a triazina provocou um aumento da atividade mGST hepatica, ocorrendo a variacdo mais
elevada nos animais expostos a atrazina (50 e 100 pg/L) em ambiente dulcaquicola (p <0,05).
Estes resultados indiciam que o aumento de atividade catalitica mGST podera ter resultado da

inducdo monofuncional do enzima por complexos recetores nucleares diferentes do complexo
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AhR, uma vez que nédo se detetou inducdo concertada com as atividades CPR e ECOD. Esta
resposta microssomal poderé ter contribuido para uma melhor sobrevivéncia de transformers
a atrazina, em ambiente dulcaquicola, devido ao aumento da capacidade de desintoxicacao

hepatica de produtos fitofarmacéuticos da familia das triazinas.
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Figura 3.17 - Atividades enzimaticas UDPGT (A), mGST (B) da fracdo microssomal ¢ ¢cGST (C) do citosol
hepaticos de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio III no grupo controlo a
chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao
longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 3 pools de 8# animais
+ erro padrdo da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-c) sdo
significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A atividade cGST hepatica de juvenis de lampreia-marinha, determinada neste ensaio,
variou entre 34,3 e 142 nmol.min"t.mg™ prot (Figura 3.17C), valores proximos dos descritos
pela literatura (311). O efeito provocado pela exposicdo a triazina foi distinto do detetado com
a mGST hepética, uma vez que o cativeiro provocou um decréscimo da atividade cGST para
niveis inferiores aos detetados a chegada. A exposi¢do a atrazina (10 e 100 pg/L) em agua
doce, levou a um aumento da referida atividade catalitica para niveis superiores aos do
controlo de ensaio, enquanto a exposi¢do a atrazina (50 pg/L) despoletou o efeito inverso
(p <0,05). Este tipo de alteracOes podem ter sido influenciadas pela forma como a atrazina
modulou a expressao génica das subunidades que constituem os heterodimeros que asseguram
a atividade GST do citoplasma hepatico. O efeito inibitorio, exercido pela atrazina sobre a
atividade cGST, podera ter sido compensado pela atividade desintoxicante da congénere

microssomal, em particular para a exposicao de atrazina (50 pg/L).
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A atividade mGST do reticulo endoplasmatico hepatico de juvenis de
lampreia-marinha, foi de todos os parametros de biotransformacgédo analisados, aquele que
respondeu de forma inequivoca a triazina, candidatando-se a constituir um bom biomarcador
de contacto com a atrazina em meio dul¢aquicola. Embora atividades enzimaticas hepaticas,
como a cGST e a UDPGT permitissem indiciar alguma sensibilidade dos juvenis de
lampreia-marinha a este produto fitofarmacéutico, ndo deram respostas tdo claras como a
mGST.

3.3.2.2. Tecido branquial

A partir da Figura 3.18 pode-se observar que a atividade ALP branquial corresponde
aproximadamente a quinta parte dos valores de atividade ALP do tecido hepético e néo foi
afetada pela exposicdo a atrazina (p <0,05). A disponibilizacdo de grupos fosfato mediada
pela ALP branquial, ndo foi afetada pela exposicdo a atrazina em agua doce, parecendo, por
esse motivo, desempenhar um papel mais importante no tecido hepéatico de juvenis de

lampreia-marinha.
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Figura 3.18 - Atividade enzimatica ALP (A) do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do
Lima, do Ensaio III, no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou
100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados
representam a média de 3 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras
assinaladas com letras diferentes (a-¢) s@o significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A Figura 3.19A revela que a atividade UDPGT branquial era trés a cinco vezes
superior a determinada no tecido hepatico. Estes resultados apontam para um papel relevante
destes enzimas no tecido branquial, eventualmente justificado por serem eficazes na
desintoxicacdo celular de um tecido que em espécies piscicolas corresponde a primeira linha
de contacto com contaminantes ambientais. A referida figura mostra ainda que a atividade
UDPGT do controlo de ensaio era significativamente inferior a detetada nas branquias de
juvenis do controlo a chegada, ndo se observando qualquer relacdo de dependéncia com a

exposicao a atrazina em ambiente dul¢aquicola (p <0,05).
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Como referido anteriormente, outro sistema relevante de biotransformacdo de
xenobioticos inclui diversas familias de isoenzimas que promovem a conjugacdo desses
compostos com o glutationo, como acontece com os enzimas GST (79). Deste modo, a Figura
3.19B revela que a atividade mGST branquial era semelhante a descrita pela literatura (313),
sendo uma vez e meia a trés vezes superior a que foi detetado no tecido hepético. No entanto,
contrariamente ao que foi observado no tecido hepédtico, ndo se detetaram alteracGes
significativas desta atividade catalitica entre qualquer dos grupos estudados (p <0,05).

A atividade cGST branquial (Figura 3.19C) de juvenis de lampreia-marinha da bacia
do Lima diminuiu significativamente nos animais expostos a atrazina (10, 50 e 100 pg/L) em
ambiente dulcaquicola, ndo tendo sido observadas diferencas com significado estatistico entre
0s animais controlo a chegada e controlo ensaio, bem como entre 0s animais expostos a

atrazina (1 pg/L) e respetivos controlos (p <0,05).
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Figura 3.19 - Atividades enzimaticas UDPGT (A), mGST (B) da fra¢do microssomal e ¢cGST (C) do citosol
branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio III, no grupo controlo a
chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao
longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 3 pools de 3# animais
+ erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras diferentes (a-c) sdo
significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Tal como descrito na literatura (311) para diversas espécies piscicolas, esta atividade
catalitica parece ter exibido elevada sensibilidade a atrazina, em particular para niveis de
exposicao iguais ou superiores a 10 pug/L em agua doce. Considerando que a atividade media
das branquias era idéntica a detetada no tecido hepatico, pode-se inferir a relevancia deste
sistema de biotransformacdo para a integridade destes tecidos, eliminando xenobidticos.

Contudo, os efeitos observados no tecido branquial e no tecido hepatico podem comprometer
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essa capacidade, caso 0s animais ainda em &agua doce sejam expostos acidental ou
permanentemente a niveis de atrazina iguais ou superiores a 10 pg/L. Pode-se ainda
acrescentar que a atividade enzimatica cGST branquial poderd constituir um bom
biomarcador de exposicdo a atrazina de juvenis de lampreia-marinha, quando ainda néo

contataram com o ambiente salino.

3.3.3. Stress oxidativo e defesas antioxidantes
3.3.3.1. Tecido hepético

Citoplasma

O contacto do tecido hepatico de espécies piscicolas com agentes quimicos exogenos
pode em alguns casos criar condi¢Oes para a ocorréncia de stress oxidativo. Por esse motivo,
houve a preocupacdo de avaliar parametros indicadores do estado redox, danos celulares e
capacidade antioxidante dos hepatdcitos de juvenis de lampreia-marinha expostos a atrazina.
Os contetdos em GSH, GSSG e tiois totais ndo-proteicos do citoplasma hepatico de juvenis
de lampreia-marinha da bacia Lima (Figura 3.10 A-C) eram proximos dos encontrados na
literatura para outra espécie piscicola, como foi o caso de juvenis de Leporinus elongatus
(314), ou de espécies de lagostins (315).

A Figura 3.20A revela que 0s animais que estiveram expostos a atrazina (1 pg/L), em
ambiente dulgaquicola, exibiam niveis de GSH citoplasmatico significativamente inferiores
aos dos controlos e de qualquer dos restantes tratamentos (p <0,05). Por outro lado, 0s juvenis
expostos a atrazina 10 e 50 pg/L apresentavam niveis de GSH citoplasmaticos idénticos aos
dos animais controlo de ensaio. Embora pareca que as condicdes de cativeiro possam ter
contribuido para o decréscimo do conteido em GSH citoplasmatico hepatico, os animais
expostos ao nivel mais elevado de atrazina (100 upg/L) exibiam uma reversdo desse efeito
(p <0,05). Assim, embora a exposi¢do a niveis de concentracdo baixos de atrazina, possa ter
comprometido a disponibilidade citoplasmatica hepatica do tripéptido, o aumento da
concentracdo do xenobidtico parece ter induzido a sua biossintese para eventualmente ser
utilizado como co-substrato dos enzimas GST.

Surpreendentemente, a Figura 3.20B mostra que o conteddo em GSSG dos animais
expostos a atrazina (1-100 ng/L), em agua doce, era estatisticamente semelhante ao dos
animais pertencentes aos grupos controlo, ndo diferindo entre si (p <0,05).

A partir da Figura 3.20C pode-se constatar que o cativeiro provocou um decréscimo

significativo do conteddo em ti0is totais ndo-proteicos citoplasmaticos hepaticos de
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transformers da bacia do Lima, mas a exposicdo a atrazina (100 pg/L), em ambiente

dulcaquicola, provocou um aumento com significado estatistico (p <0,05).
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Figura 3.20 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol hepatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio III, no
grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio
dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 3
pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras
diferentes (a-c) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

O citoplasma hepatico de juvenis de lampreia-marinha sujeitos atrazina (1-100 ug/L),
em ambiente dulcaquicola, ndo apresentava alteracfes do estado redox intracelular mediado
pelo GSH, GSH/GSSG, ROS, sugerindo que nas referidas condi¢bes experimentais ndo foi
despoletado stress oxidativo (Figura 3.20D e E). Os resultados obtidos sdo da mesma ordem
de grandeza dos que se encontram descritos na literatura para a razdo GSH/GSSG
determinada em Anguilla anguilla (197) e conteldo em ROS de “Antarctic fishes” (316).

A Figura 3.20F revela que ndo se detetaram diferencas significativas entre os niveis de
MDA hepaticos dos juvenis expostos a atrazina e os respetivos controlos, exceto nos animais

expostos a atrazina (100 pg/L), cujo nivel de MDA hepatico era duas vezes superior ao

Marta Candeias 139



Sistemas de biotransformacao e de resposta ao stress de
Resultados e Discussdo Petromyzon marinus

controlo de ensaio (p <0,05). Este resultado surpreendente parece ndo ter uma explicacdo
diretamente relacionada com os niveis de ROS estimados em termos de quantidade de
perdxido de hidrogénio e de potencial redox estabilizado pelo GSH. Uma explicacdo para esta
alteracdo remete-se para o papel da atrazina como principio ativo de herbicidas em que se
comporta como inibidor da cadeia de transporte de eletrdes do cloroplasto. E possivel que
esse mecanismo possa igualmente atuar sobre outras cadeias de transporte de eletrbes com
localizagdo membranar, muito provavelmente ao nivel do reticulo endoplasmatico. Como
referido no sub-capitulo 3.3.2.1 a atividade enzimatica CPR do reticulo endoplasmatico
hepéatico sofreu um decréscimo significativo nos animais que contataram com a atrazina
(100 pg/L). O bloqueio da cadeia de transporte de eletrbes localizada no reticulo pode ter
contribuido para gerar espécies reativas de oxigénio, que ndao o H,O,, como o radical
hidroxilo, uma espécie reativa capaz de desencadear a peroxidacdo lipidica, e que tem como
produto final, entre outros, 0 MDA

No que diz respeito a resposta antioxidante mediada pelo enzima GR, a Figura 3.21A
mostra que a exposi¢cdo de juvenis de lampreia-marinha a atrazina provocou um decréscimo
significativo dessa atividade catalitica, comparativamente com o controlo de ensaio (p <0,05).
Este perfil de resposta parece constituir um bom marcador de exposi¢cdo a triazina em
ambiente dulgaquicola que no caso da atrazina mostrou-se sensivel a niveis de exposicao entre
1 e 100 pg/L. A atividade GPx do citoplasma hepatico de juvenis de lampreia-marinha, da
bacia do Lima, ndo foi afetada pelo cativeiro, nem pela exposi¢do a atrazina (1-50 pg/L) em
agua doce. Apenas os efetivos que contactaram com atrazina (100 pg/L) exibiam um valor de
atividade catalitica significativamente inferior ao dos controlos e ao dos restantes tratamentos
(Figura 3.21B) (p <0,05). O referido decréscimo desta atividade enzimatica podera, em parte,
justificar o aumento do conteudo em MDA discutido anteriormente. Assim parece plausivel
utilizar esta atividade enzimatica como marcadora de exposicdo a triazina, em ambiente
dulcaquicola, para nivel de exposicao igual ou superior a 100 pg/L.

A Figura 3.21C mostra que transformers expostos a atrazina (50 pg/L) apresentavam
atividade G6PD significativamente superior a que foi determinada nos grupos controlo e
expostos a atrazina (1 e 10 pg/L), ndo diferindo dos animais sujeitos ao nivel de concentracao
mais elevado que foi utilizado neste ensaio. Porém, a atividade G6PD representada na referida
figura era inferior a encontrada na literatura consultada para Oreochromis niloticus (322).

A tentativa dos hepatdcitos de juvenis de lampreia-marinha ampliarem a sua
disponibilidade em equivalentes redutores ndo parece ter sido dirigida ao seu usual

consumidor, o ciclo do glutationo, uma vez que o fluxo de eletrbes encontrava-se
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parcialmente bloqueado ao nivel do enzima GR. Provavelmente estaria a ser mobilizado pela

biossintese de novo de lipidos, uma via que assiste a proliferagéo celular.
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Figura 3.21 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C), SOD1 (D) e CTT1 (E) do citosol hepatico de
juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio III, no grupo controlo a chegada (barra
vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias
(barras preenchidas). Os resultados representam a média de 3 pools de 8# animais + erro padrdo da
média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-c) sdo significativamente
diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

As atividades SOD1 e CTT1 de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima (Figura
3.21D e E) ndo sofreram qualquer alteracdo com significado estatistico nos animais que
contataram com a atrazina (1-10 ug/L) em ambiente dulcaquicola (p <0,05), facto
eventualmente justificado por ndo se terem detetado alteracGes nos niveis de ROS hepaético.
Os valores de atividade CTT1 encontram-se proximos dos descritos pela literatura para
Astyanax altiparanae embora o aumento de atividade CTT1 detetado nesse ser vivo para
concentracdo crescente de ATZ seja distinto do que foi aqui observado em juvenis de
lampreia-marinha (194).
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Mitocondrio

A Figura 3.22A-D mostra que o cativeiro e a exposi¢do a atrazina ndo provocaram
alteracdes significativas no conteido em GSH, GSSG, tidis totais ndo proteicos e razao
GSH/GSSG de mitocéndrios de juvenis de lampreia-marinha (p <0,05). Estes resultados
sugerem que 0 contacto com a atrazina em ambiente dulcaquicola ndo afetou a capacidade
redox mitocondrial modulada pelo glutationo. Contudo, a Figura 3.22E revela que os niveis
de ROS mitocondriais dos efetivos expostos a atrazina (1 e 50 pg/L) eram superiores aos do
controlo do ensaio. O aumento do contetdo em ROS parece, ter contribuido para os niveis
elevados de MDA mitocondriais (Figura 3.22F), dos juvenis expostos a atrazina (50 pg/L) em
agua doce. Neste caso, a ocorréncia de danos oxidativos mitocondriais pode estar relacionada
com o0 aumento dos niveis de ROS, sobre as quais o tripéptido e a atividade GPx mitocondrial

(Figura 3.23A) ndo exerceram acgdo preventiva.
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Figura 3.22 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tiois totais ndo-proteicos (C), razdo GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do mitocondrio hepatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio,
III no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em
meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de
3 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras
diferentes (a-c) sao significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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A atividade SOD?2 (Figura 3.23B) sofreu um aumento significativo nos mitocondrios
de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima expostos a atrazina (1 pg/L). Esse aumento
podera ter evitado a acumulacdo de danos oxidativos no mitocéndrio, apesar dos niveis de
ROS elevados que foram detetados no organelo. Convém ainda referir que no tecido hepatico
de transformers, o nivel de MDA do citoplasma hepatico de juvenis de lampreia-marinha em
ambiente dulgaquicola, era muito inferior (3%) ao do mitocondrio (Figura 3.22F). A referida
disparidade de contetdos, podera ser devida a ativacdo inicial do metabolismo respiratorio
hepético e aos niveis baixos de atividade GPx mitocondrial, inferior (10x) aos detetados no
citoplasma. Assim, a exposi¢ao a atrazina podera ter comprometido o metabolismo energético
hepético de juvenis de lampreia-marinha, ao provocar danos oxidativos ao nivel de membrana

interna mitocondrial.
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Figura 3.23 - Atividades enzimaticas GPx (A) e SOD2 (B) do mitocondrio hepatico de juvenis de lampreia-
marinha da bacia do Lima, do Ensaio III, no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a
atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os
resultados representam a média de 3 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada
parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de
Duncan (p <0,05).

3.3.3.2. Tecido branquial

Citoplasma

As branquias, primeira linha de contacto das espécies piscicolas com xenobidticos,
constituem o local preferencial para serem despoletados mecanismos de resposta ao stress que
compensem os efeitos desses agentes exdgenos ou dos seus produtos da sua degradacéo,

eliminando-os sem prejudicar tecidos mais internos (79,99).
A Figura 3.24 resume a influéncia da atrazina sobre as reservas em tidis ndo-proteicos
do tecido branquial, bem como sobre a capacidade antioxidante por eles exercidas no sentido
de assegurar o saudavel ambiente redutor da célula. O conteudo em GSH, GSSG e tidis totais

ndo-proteicos determinados no tecido branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia
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Lima eram préximos dos encontrados na literatura para outra espécie piscicola, como juvenis

de Leporinus elongatus (314), ou em espécies de lagostins (315).
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Figura 3.24 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio III, no
grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio
dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 3
pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras
diferentes (a-d) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A Figura 3.24A revela que o conteudo em GSH aumentou significativamente com o
cativeiro (p <0,05). No entanto, essa resposta foi atenuada nos juvenis tratados com atrazina
1, 10 e 50 pg/L, embora para o nivel de exposi¢ao mais elevado ja ndo tenham sido detetadas
diferencas significativas do controlo de ensaio (p <0,05). Contudo, o contetdo em GSSG
branquial citoplasmatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima (Figura 3.24B), o
produto de oxidacdo do tripéptido GSH, ndo foi afetado quer pelo cativeiro, quer pela
exposicao a atrazina (p <0,05).

O conteudo em tidis totais ndo-proteicos (Figura 3.24C) e a razdo GSH/GSSG
citoplasmaticos (Figura 3.24D) exibem um perfil de resposta ao cativeiro e a exposi¢ao a
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atrazina sobreponivel com o determinado para o0 GSH. Consequentemente, as reservas de
enxofre ndo proteico e o ambiente redutor citoplasmatico modulado pelo GSH parecem ter
sido afetados pelo contacto com a atrazina (1, 10 e 50 ug/L), contrariando a resposta ao
cativeiro.

Surpreendentemente, a Figura 3.24E revela que a quantidade de ROS branquial
citoplasmatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima n&o foi afetada pelo cativeiro
em ambiente dulcaquicola, mas aumentou significativamente devido a exposi¢do a atrazina,
exceto para a concentragdo de 10 pg/L. No entanto, os niveis de danos celulares
citoplasmaticos resultantes da peroxidacéo lipidica e inferidos pela concentracdo de MDA
(Figura 3.24F) diminuiram significativamente em todos os grupos de juvenis de
lampreia-marinha tratados com o produto fitofarmacéutico, exceto nos efetivos expostos a
atrazina (10 pg/L) que possuiam um conteudo do dialdeido idéntico ao de qualquer dos
controlos, valores inferiores aos descritos pela literatura (p <0,05) (314).

A Figura 3.25 ilustra a resposta a atrazina por enzimas antioxidantes do tecido
branquial. A Figura 3.25A e D revelam que o contacto de juvenis de lampreia-marinha com
qualquer dos niveis de exposicdo a atrazina ndo produziu alteracBes significativas nas
atividades enzimaticas GR e SOD1 branquiais (p <0,05). A partir da Figura 3.25B pode-se
também constatar que a atividade GPx de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima
aumentou significativamente com o cativeiro em ambiente dulcaquicola, efeito que foi
revertido pela exposicdo a atrazina (1, 50 e 100 pg/L) (p <0,05).

Os niveis de atividade G6PD do citoplasma branquial detetados nos efetivos da bacia
do Lima eram inferiores aos encontrados na literatura (169). Apesar de o cativeiro em agua
doce ndo ter perturbado a atividade G6PD dos efetivos da referida bacia, a exposicdo dos
animais a atrazina (50 e 100 pg/L) provocou um decréscimo da dita atividade enzimatica.
Esta resposta podera ter atenuado a regeneracdo de equivalentes redutores sob a forma de
NADPH que assistem ao funcionamento do ciclo do glutationo, minimizando a resposta
antioxidante do tripéptido (Figura 3.25C). A atividade G6PD candidata-se assim a
biomarcador de contacto com a atrazina em ambiente dulcaquicola para niveis superiores a
50 pg/L.

A Figura 3.25E revela que os niveis de atividade CTT1 branquiais de juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima, eram muito inferiores aos encontrados na literatura
(194,313), e correspondiam aproximadamente a 1/7 dos valores detetados no tecido hepatico
(Figura 3.21E). Por outro lado, a atividade catalitica destas hemoproteinas aumentou nos

efetivos expostos a atrazina 1, 50 e 100 pg/L (p <0,05). Estes resultados evidenciam uma
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resposta complementar a que foi previamente descrita para o enzima GPx, sugerindo a
triazina podera ter despoletado um mecanismo citoplasmatico de protecdo contra a

peroxidacdo lipidica branquial, alternativo ao ciclo de oxidagédo-reducédo do glutationo.
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Figura 3.25 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C), SODI (D) e CTT1 (E) do citosol branquial
de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do Ensaio III no grupo controlo a chegada (barra
vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias
(barras preenchidas). Os resultados representam a média de 3 pools de 3# animais + erro padrdo da
média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-c) s@o significativamente
diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A elevacdo dos niveis de ROS branquial citoplasmatico, ap6s exposicao a atrazina (50
e 100 pg/L) em agua doce, podera ser devida a perda de capacidade para desintoxicar
perdxidos e lipoperoxidos via GPx, bem como de regenerar equivalentes redutores sob a
forma de NADPH que assistem ao adequado funcionamento do ciclo do glutationo no
citoplasma. A inducéo pelo contacto com a atrazina (50 e 100 pg/L) da atividade CTT1, terd
sido insuficiente para consumir o excesso de ROS acumulado pela atenuagdo do ciclo do

glutationo, devido ao nivel branquial da referida atividade enzimatica ser muito inferior ao do
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tecido hepatico. Surpreendentemente, células branquiais expostas ao produto
fitofarmacéutico, ndo exibiram niveis de MDA citoplasmaticos elevados. Na maior parte dos
casos, 0s niveis deste dialdeido eram inferiores ao dos controlos, o que permite inferir que 0s
niveis elevados de ROS ndo foram capazes de provocar danos oxidativos adicionais, um

aspeto que devera ser aprofundado em estudos futuros.

Mitocondrio
A Figura 3.26A-D, revela que o cativeiro e a exposi¢do a atrazina (1-100 ug/L) nédo
afetaram significativamente o contetdo em GSH, GSSG, tidis totais ndo proteicos e razao
GSH/GSSG mitocondrial de branquias de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima.
Contudo, o conteido em ROS e MDA aumentou com a exposic¢ao a atrazina 10 e 100 (ug/L) e
10 e 50 (pg/L), respetivamente (p <0,05) (Figura 3.26E e F).
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Figura 3.26 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do mitocondrio branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio
III, no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em
meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de
3 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras
diferentes (a-d) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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Embora a atividade antioxidante GPx mitocondrial, (Figura 3.27A) dos juvenis da
bacia do Lima, do controlo a chegada, seja superior a dos outros grupos em anélise, ndo se
detetaram diferencas significativas entre os animais que contataram com a atrazina
(1-100 pg/L) e o grupo controlo de ensaio (p <0,05), resposta distinta da observada no
citoplasma branquial que em qualquer dos casos minimizou a protecdo adequada contra
peroxidos ou lipoperdxidos. A atividade SOD2 branquial de mitocondrios dos efetivos da
bacia do Lima n&o foi perturbada pelo cativeiro, nem pela exposicéo a atrazina (1-100 pg/L)
em ambiente dulcaquicola, perfil de resposta semelhante ao descrito para a SOD1
citoplasmatica (Figura 3.27B).

A auséncia de resposta das atividades GPx e SOD2 dos mitocéndrios branquiais de
juvenis de lampreia-marinha, ap6s exposicao a atrazina (1-100 pg/L), podera ter contribuido
para incrementar a ocorréncia de danos oxidativos no mitocondrio. Embora o contelido em
ROS citoplasmatico (Figura 3.24E) fosse superior (15x) ao do mitocdndrio (Figuras 3.26E), o
elevado conteldo em tidis totais ndo proteicos citoplasmatico (Figura 3.24C), superior
(6 a 7x) ao do mitocondrio (Figuras 3.26C), bem como da atividade GPx (Figura 3.25B),
superior (3x) a mitocondrial (Figura 3.27A), parecem ter evitado de forma mais eficaz a
ocorréncia de danos oxidativos no citoplasma branquial (Figura 3.24F), que correspondiam a
aproximadamente 2/5 dos detetados no mitocondrio (Figura 3.26F). Provavelmente,
dificuldades no transporte do GSH do citoplasma para 0 mitocondrio poderao ter contribuido
para aumentar a ocorréncia de danos oxidativos, nesse organelo das branquias de juvenis de

lampreia-marinha da bacia do Lima, essencial ao sucesso da migracéo trofica (44,305,324).

15

60
g a
> 5
g 40 S 10 a a a .
£ b b b g a
% b b é a
E 2ot § 5
EN 7]
O]

0 0

0 0 1 10 50 100 0 0 1 10 50 100

[ATZ] (ug/L) E [ATZ] (ug/L)

Figura 3.27 - Atividades enzimaticas GPx (A) e SOD2 (B) do mitocondrio branquial de juvenis de lampreia-
marinha da bacia do Lima do Ensaio III no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a
atrazina (1, 10, 50 ou 100 pg/L) em meio dulgaquicola, ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os
resultados representam a média de 3 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada
parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de
Duncan (p <0,05).
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A continuacéo deste estudo exigiu a selecdo de dois niveis de exposicao a atrazina que
permitissem avaliar a influéncia da atrazina sobre pardmetros biométricos, sistemas de
biotransformacdo e de resposta ao stress do figado e branquias de juvenis de
lampreia-marinha, expostos ao gradiente de salinidade 35. Optou-se pela exposicdo a atrazina
(50 e 100 pg/L), por serem os que mais afetaram os parametros analisados em ambiente
dulcaquicola, particularmente os juvenis da bacia do Lima que contataram com a atrazina
(50 pg/L).

3.4. Caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha

da bacia do Lima em ambiente salino (Ensaio 1V)

Os resultados descritos neste sub-capitulo (Ensaio 1V) possibilitaram avaliar como a
exposicao a atrazina 50 e 100 pg/L influenciou a resposta de macroftalmias ao gradiente de
salinidade 35. Neste ensaio, juvenis de lampreia-marinha provenientes da bacia do Lima
foram homogeneamente distribuidos por 4 grupos de tratamentos distintos, conforme
previamente descrito no sub-capitulo 2.3. e designados por: “controlo a chegada”, “controlo
do ensaio”, “exposto a atrazina 50 pg/L em meio salino” e “exposto a atrazina 100 pg/L em
meio salino”.

A caracterizacdo morfométrica e bioquimica aqui descrita inclui a determinacéo de

parametros idénticos aos que foram analisados no Ensaio 111 em cada grupo de animais.

3.4.1. Biometria

O Quadro 3.4 mostra que o TL (140 — 142 mm), o TW (4,33 — 4,53 g), 0 LW
(0,0333 — 0,0369 g) e o parametro HSI (0,74 — 0,86) de juvenis de lampreia-marinha da bacia
do Lima sdo préximos dos valores encontrados na literatura (10,15,49,304). O referido quadro
mostra ainda que as condicBes de gradiente salinidade ou de exposicdo a atrazina
(50 ou 100 pg/L) em gradiente salinidade, ndo contribuiram para induzir alteracdes com
significado estatistico dos referidos pard@metros, com excec¢do do indice HSI que diminui com
a exposic¢éo a atrazina (50 ou 100 ug/L) (p <0,05).

Aparentemente, a aclimatacdo ao sal em gradiente de salinidade podera ter prevenido a
perda de peso do tecido hepético despoletado pela exposicéo a atrazina 100ug/L. No entanto o
decréscimo do indice hepato-somatico detetado nos efetivos expostos a atrazina
(50 e 100 pg/L), em gradiente de salinidade 35, indicia manifestacdo de toxicidade hepética,

efeito igualmente detetado em juvenis expostos a atrazina (100 pg/L) em agua doce.
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O GW (0,051 - 0,066 g) e o indice GLSI (1,163 - 1,390%) de juvenis de
lampreia-marinha diminuiram apds exposicédo a atrazina (50 pg/L) em gradiente de salinidade
(Quadro 3.4) (p <0,05) ndo tendo sido detetadas diferencas significativas entre os restantes
grupos de animais analisados neste ensaio, resposta que ndo foi observada nos efetivos de
agua doce.

Quadro 3.4 —Parametros morfométricos de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do Ensaio 1V no
grupo controlo a chegada (Grupo 1), controlo do ensaio (Grupo 2), exposto atrazina 50ug/L
(Grupo 3), exposto atrazina 100pg/L (Grupo 4). Os resultados representam a média de 40 animais

em cada grupo * erro padrdo da média. As médias de uma mesma coluna assinaladas com letras
diferentes (a-d) sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste de Duncan (p <0,05).

Bacia | Grupo | S |ATZ | TL (mm) | TW (g) LW (g) HSI (%) GW (g) GSI (%) K
1 0] 0 [141#1,6°]4,53+0,11%| 0,0333+0,0010° | 0,74+0,02° | 0,0586+0,0029® | 1,30+0,06® | 0,32+0,00°
2 [35] 0 |142+1,3%]4,33+0,11%]0,0369+0,0012° | 0,86+0,02° | 0,0597+0,0022% | 1,39+0,05% | 0,30+0,01°
3 |35] 50 |140+1,3%]4,47+0,17%]0,0346+0,0017% | 0,78+0,03* | 0,0512+0,0034° | 1,16+0,07° | 0,31+0,01*
4 |35] 100 | 141+1,1% | 4,27+0,10% | 0,0361+0,0010% | 0,75+0,02% | 0,0661+0,0025° | 1,55+0,04° | 0,30+0,00°

Salinidade (S), concentragido de atrazina em pg/L (ATZ), salinidade (S), comprimento corporal (TL), peso corporal (TW),
peso do figado (LW), indice hepato-somatico (HSI), peso das branquias (GW), indice branquio-somético (GLSI) e fator de
condicéo de Fulton (K).

O fator de condicdo de Fulton K (0,297 - 0,320) assumiu neste ensaio valores
préximos dos descritos pela bibliografia consultada (15,270) (Quadro 3.4). A partir do
referido quadro pode-se ainda constatar que apenas os juvenis de lampreia-marinha do
controlo de ensaio de exposicdo ao gradiente salinidade, apresentou um fator K
significativamente inferior ao calculado para os animais do controlo a chegada, mas idéntico
ao de macroftalmias expostas a atrazina em gradiente de salinidade, alteracdo pontual que nédo

repete o observado no Ensaio 111 (Quadro 3.3).

3.4.2. Biotransformacao

Este texto dedica-se a caracterizacdo da resposta a atrazina, em termos de
biotransformacdo, por juvenis de lampreia-marinha, durante a adaptacdo ao gradiente de
salinidade 35, uma vez que a literatura assume em diversas situacOes experimentais que a

salinidade condiciona o efeito dos xenobi6ticos em espécies piscicolas (38,45,46).

3.4.2.1. Tecido hepatico

O cativeiro e a exposicao a atrazina (50 ou 100 ug/L) em gradiente de salinidade 35
ndo provocaram alteragdes significativas no conteddo em hemo, nem nas atividades
enzimaticas ALP, CPR e ECOD do tecido hepatico de lampreia-marinha (Figura 3.28),

apresentando valores préximos dos encontrados na literatura consultada (310).
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O cativeiro em gradiente de salinidade 35 provocou um aumento significativo das
atividades mGST e cGST (Figura 3.29B e D), comparativamente com as detetadas a chegada,
exibindo valores superiores aos encontrados na literatura (311,313). Todavia, a presenca de

atrazina (50 pg/L) reverteu o aumento da atividade mGST (Figura 3.29B) (p <0,05).
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Figura 3.28 - Atividade enzimatica ALP (A) do citosol, conteido em hemo (B) e atividades enzimaticas CPR
(C) e ECOD (D) da fragdo microssomal hepatica de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima
do Ensaio IV no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 ¢ 100 pg/L) em
meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados
representam a média de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras
assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05

A atividade UDPGT (Figura 3.29A) de transformers, expostos a atrazina (50 pg/L),
em gradiente de salinidade 35, duplicou em relagdo a qualquer dos grupos analisados neste
ensaio (p <0,05).

As alteracbes descritas para as atividades CPR, mGST e ¢cGST dos animais expostos a
atrazina (50 ou 100 ug/L) (Figuras 3.16C e 3.17B e C ), em ambiente dulgaquicola, deixaram
de se observar nos efetivos que estiveram sujeitos ao gradiente de salinidade 35
(Figuras 3.28C e 3.29B e C) (p <0,05). Convém, também destacar que 0s animais do grupo
controlo & chegada, exibiam atividades de biotransformacdo diferentes das que foram
registados no estudo com a atrazina em ambiente dulgaquicola, nomeadamente as atividades
ECOD e cGST (Figuras 3.28D e 3.29C) que, neste ensaio, correspondiam, a chegada, a 1/6 e
1/5, respetivamente das atividades ECOD e cGST dos controlos a chegada do Ensaio IlI
(Figura 3.16D e 3.17C) o qual decorreu em ambiente dulgaquicola. No entanto, as atividades

microssomais da segunda fase de biotransformacdo, UDPGT e mGST (Figuras 3.29A e B),
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determinadas neste ensaio, eram, mais elevadas (3x e 31x) do que as detetadas no controlo a

chegada do Ensaio IlI.
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Figura 3.29 - Atividades enzimaticas UDPGT (A), mGST (B) da fragdo microssomal ¢ ¢cGST (C) do citosol
hepatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia hidrografica do Lima do Ensaio IV no grupo
controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 ug/L) em meio aquatico com 35
de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5
pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras
diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Os resultados descritos no paragrafo anterior sugerem que os efetivos capturados no
final de 2012 terdo estado sujeitos a uma pressdo ambiental distinta dos que foram capturados
entre o final de 2011 e o inicio de 2012, pelo que pode-se assumir que os parametros de
biotransformacdo hepaticos, aqui analisados, estimam populacdes de juvenis de

lampreia-marinha distintas em cada ano de ensaio.

3.4.2.2. Tecido branquial

A Figura 3.30 mostra que a exposicdo a atrazina (100 ug/L) em gradiente de
salinidade 35 provocou um aumento significativo da atividade ALP de juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima que ndo diferia significativamente dos valores
determinados nas branquias dos efetivos tratados com atrazina (50 pg/L), nem do controlo a
chegada (p <0,05). Embora, se possa admitir que a exposi¢do ao produto fitofarmacéutico
promoveu a disponibilizacdo intracelular de grupos fosfato no tecido branquial, tal
interpretagdo podera ser um pouco abusiva, uma vez que os valores registados nos efetivos
expostos a atrazina (100 pg/L) eram estatisticamente idénticos aos detetados no controlo a

chegada.
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Figura 3.30 - Atividade enzimatica ALP (A) do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do
Lima do Ensaio IV no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100
pg/L) em meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os
resultados representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada
parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de
Duncan (p <0,05).

O contacto dos transformers da bacia do Lima com a atrazina (50 e 100 pg/L)
provocou um decréscimo significativo da atividade UDPGT (Figura 3.31A), para niveis
inferiores (3x) aos de qualquer grupo controlo (p <0,05). Um bloqueio tdo pronunciado de
reacOes de conjugacao deste tipo pode ter contribuido para a acumulacgéo da triazina no tecido
branquial de juvenis de lampreia-marinha. O enzima UDPGT candidata-se assim a

biomarcador da exposi¢do branquial & atrazina em gradiente de salinidade 35.
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Figura 3.31 - Atividades enzimaticas UDPGT (A), mGST (B) da fra¢do microssomal ¢ ¢cGST (C) do citosol
branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do Ensaio IV no grupo controlo a
chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio aquatico com 35 de
salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools
de 3# animais + erro padrao da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes
(a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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A Figura 3.31B e C, para além de representar valores superiores aos encontrados na
literatura (311,313), mostra que o contacto com a atrazina (50, 100 pg/L), a salinidade 35 nédo
provocou alteragdes significativas nas atividades enzimaticas mGST e c¢GST do tecido
branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima (p <0,05). Contudo, o perfil de
resposta a triazina, em termos de atividade cGST foi distinto do detetado no Ensaio Il
(Figura 3.19B e C). No entanto, as atividades mGST e cGST dos efetivos do grupo controlo a
chegada (Figuras 3.31B e C), eram superiores aos determinados nos mesmos grupos, em
ambiente dulcaquicola. Pode-se assim admitir que os efetivos analisados neste ensaio se

encontravam metabolicamente mais estimulados contra a atrazina.

3.4.3. Stress oxidativo e defesas antioxidantes

Neste texto, procura-se avaliar e caracterizar a resposta de marcadores de stress
oxidativo e de danos celulares ao contacto com a atrazina, em gradiente de salinidade 35.
Mais uma vez, convém referir que muitas das alteracdes observadas para a exposicdo a
xenobidticos em ambiente dulcaquicola podem ser parcial ou totalmente revertidas se

acontecerem em gradiente de salinidade (99).

3.4.3.1. Tecido hepético

Citoplasma

As Figuras 3.32A-E e 3.33A-D revelam que o ambiente redutor celular hepatico
modulado pelo glutationo em juvenis de lampreia-marinha, expresso em termos de contetdo
em GSH, GSSG, tidis totais ndo-proteicos, razdo GSH/GSSG e niveis de ROS, bem como nas
atividades enziméticas GR, GPx, G6PD e SOD1, ndo sofreram alteragdes significativas com a
exposicao a atrazina (50, 100 ug/L), em gradiente de salinidade 35 (p <0,05), tendo alcancado
valores proximos dos encontrados na literatura (29, 30, 32, 33). Este perfil diverge do que foi
observado em ambiente dulcaquicola (Ensaio I11) nos animais expostos a atrazina (100 pg/L),
relativamente ao contetdo em GSH, tidis totais ndo-proteicos e atividades GR e GPx, bem
como a atividade GR nos animais expostos a atrazina 50 pg/L (Figuras 3.20A e C,
3.21A e B). No entanto, observou-se um decréscimo significativo dos niveis de MDA
(Figura 3.32F), em transformers mantidos em cativeiro, efeito que foi acentuado nos animais
gue contataram com atrazina (50 pg/L), mas que contraria o que foi detetado em ambiente
dulcaquicola (Ensaio I1) (Figura 3.20F). Além disso, a atividade CTT1 (Figura 3.33E), cujos

valores eram muito inferiores aos descritos pela literatura (194,313), diminuiu
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significativamente no tecido hepatico de qualquer dos grupos de juvenis tratados com atrazina
(p <0,05), uma resposta igualmente distinta da descrita no Ensaio Il (Figura 3.21E). Convém
também referir que o contelldo em GSSG (Figuras 3.32A) e as atividades enzimaticas GR e
G6PD (Figura 3.33A e B) citoplasmaticos, registados a chegada neste ensaio, correspondiam
a metade, um quarto e um terco, respetivamente, dos valores determinados para 0S mesmos
grupos no Ensaio Ill (Figuras 3.20A e 3.21A e C). Observou-se ainda que o conteudo em
ROS e MDA (Figura 3.32 E e F) dos animais controlo a chegada, utilizados neste ensaio eram
superiores (9x e 5x), respetivamente, aos determinados nos mesmos controlos do Ensaio il
(Figura 3.20E e F). A divergéncia registada entre os resultados obtidos com os grupos
controlo & chegada de cada ensaio, apontam para a diferente pressdo ambiental exercida, em

cada ano, pelo habitat no periodo que precedeu a sua captura.
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Figura 3.32 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tiois totais ndo-proteicos (C), razdo GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol hepético de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio IV, no
grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio aquatico
com 35 de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média
de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras
diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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Figura 3.33 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C), SOD1 (D) e CTT1 (E) do citosol hepatico de
juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do Ensaio IV no grupo controlo a chegada (barra
vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de
28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 8# animais + erro
padrio da média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo
significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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Mitocbndrio
As Figuras 3.34A,C-E e 3.35A e B revelam que a exposi¢do de macroftalmias a
atrazina (50 e 100 pg/L) ndo causou alteracdes significativas no conteido mitocondrial
hepatico em GSH, tidis totais ndo-proteicos, razdo GSH/GSSG e ROS, bem como nas
atividades mitocondriais GPx e SOD2. Contudo, detetou-se um aumento significativo do
conteddo em GSSG, nos animais expostos a atrazina (50 pg/L) e do conteido em MDA nos
efetivos expostos a atrazina (50 e 100 pg/L) (p <0,05) (Figura 3.34B e F).
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Figura 3.34 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do mitocondrio hepatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio
IV, no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio
aquatico com 35 de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam
a média de 5 pools de 8# animais + erro padrio da média. Para cada parametro barras assinaladas
com letras diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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Figura 3.35 - Atividades enzimaticas GPx (A) e SOD2 (B) do mitocondrio hepatico de juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima do, Ensaio IV, no grupo controlo a chegada (barra vazia) e
submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de 28 dias
(barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 8# animais + erro padrdo da
média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente
diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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Apesar do contedo em ROS citoplasmatico hepatico, dos juvenis do grupo controlo a
chegada (Figura 3.32E), ser superior (15x) ao determinado na fracdo mitocondrial
(Figura 3.34E), a razdo GSH/GSSG (Figuras 3.32D e 3.34D), bem como os niveis de MDA
citoplasmaticos (Figura 3.32F) diminuiram ou ndo se alteraram com a exposicdo a triazina,
enquanto o conteddo em MDA mitocondrial (Figura 3.34F) aumentou (p <0,05). Este tipo de
resposta dever-se-4, provavelmente, a capacidade tamp&o redox do glutationo, uma vez que
no citoplasma hepéatico ocorreram niveis mais elevados do conteddo em tigis totais
ndo-proteicos (6x) (Figura 3.32C e 3.34C) e de atividade da GPx (5x) (Figuras 3.33B e
3.35A).

3.4.3.2. Tecido branquial

Citoplasma

O contetido em GSH, tiois totais ndo-proteicos, razdo GSH/GSSG e ROS (Figura 3.36
A, C, D e E), bem como as atividades enzimaticas antioxidantes GR, SOD1 e CTT1 do
citoplasma branquial (Figura 3.37A, D e E) ndo sofreram alteracdes significativas com o
cativeiro (p <0,05).

O contetido em GSH, tidis totais ndo-proteicos e razdo GSH/GSSG (Figura 3.36 A, C
e D), bem como as atividades enziméticas antioxidantes GR, GPx e SOD1 do citoplasma
branquial (Figura 3.37A, B e D) que assumiram valores idénticos aos da literatura (314,315),
ndo foram afetados pela exposicdo a atrazina, em gradiente de salinidade 35 (p <0,05),
resposta divergente da que foi detetada em meio dulcaquicola, onde os juvenis de lampreia-
marinha expostos a atrazina (50 pg/L), exibiram um decréscimo do contedo em GSH, tiois
totais ndo-proteicos e da razdo GSH/GSSG, bem como da atividade GPx, extensivel aos
efetivos expostos a atrazina (100 pg/L).

A Figura 3.36B revela também que o contedo em GSSG do citoplasma branquial de
macroftalmias do Lima, pertencentes ao controlo de ensaio, era superior ao controlo a
chegada e foi superado nos efetivos, expostos a atrazina (50 pg/L) em gradiente de salinidade
35 (p <0,05).
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Figura 3.36 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do citosol branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, do Ensaio IV, no
grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio aquatico
com 35 de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média
de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras
diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

A partir da Figura 3.36E pode-se constatar que o contetdo branquial em ROS do
citoplasma de transformers tratados com atrazina (50 pg/L) era superior ao determinado em
qualquer dos controlos que n&o diferiam entre si, e ao estimado em juvenis expostos a atrazina
(100 pg/L) (p <0,05).

A exposicdo a atrazina (50 e 100 pg/L) (Figura 3.36F) provocou um decréscimo
significativo do contetdo em MDA do citoplasma branquial (p <0,05), perfil de resposta
parcialmente idéntico ao observado no Ensaio Ill, onde este marcador de danos celulares
diminuiu face aos controlos a chegada e de ensaio.

A atividade G6PD de macroftalmias da bacia do Lima apresentou-se inferior a
avaliada na fracdo pos-mitocondrial do tecido branquial da espécie piscicola Wallago attu
(169). A referida figura revela também que o cativeiro em gradiente de salinidade 35
provocou um aumento da atividade G6PD (p <0,05). A Figura 3.37C mostra ainda que a
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atividade G6PD diminuiu nos juvenis de lampreia-marinha expostos a atrazina (100 pg/L)
(p <0,05), perfil de resposta que ja tinha sido observado em ambiente dulcaquicola nos
animais que contactaram com o0s dois niveis de exposicdo ao produto fitofarmacéutico
(Figura 3.25C). Este perfil de resposta a salinidade que diverge do que foi observado quer no
Ensaio | quer no Ensaio Il, parece indiciar neste ensaio, uma ativagdo da via das pentoses
fosfato branquial pela salinidade, tendo em vista aumentar a disponibilidade de equivalentes
redutores que assistem ao ciclo de oxidacdo-reducdo do glutationo. Nessa perspetiva, parece
ser um esforco metabolico futil devido a atividade GR néo ter sido afetada e a atividade GPx

mostrar-se inferior a do controlo a chegada.
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Figura 3.37 - Atividades enzimaticas GR (A), GPx (B), G6PD (C), SOD1 (D) e CTT1 (E) de citosol branquial
de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima do Ensaio IV, no grupo controlo a chegada (barra
vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de
28 dias (barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 3# animais + erro
padrdo da média. Para cada pardmetro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sao
significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).
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A atividade enziméatica CTT1 apresentou valores proximos dos descritos na literatura
consultada (194,313) (Figura 3.37E). A referida atividade catalitica parece ter desempenhado
um papel relevante na prevencdo de danos celulares pelo perdxido de hidrogénio no tecido
branquial dos transformers que contactaram com atrazina (50 pg/L), uma vez que ocorreu um
aumento significativo da atividade CTT1, nesse grupo de animais (p <0,05). Esta resposta
poderd ter contribuido para o decréscimo dos niveis de MDA (Figura 3.36F) ja descrito
anteriormente.

Convem também referir que se detetaram, nos juvenis de lampreia-marinha do grupo
controlo & chegada deste ensaio, niveis superiores de GSH (3x), GSSG (2x), tiois totais ndo-
proteicos (2,5x), ROS (4x), MDA (4x) e da razdo GSH/GSSG (1,5x) (Figura 3.36A-F), bem
como das atividades enzimaticas GPx (4x) e CTT1(4x), (Figura 3.37B e E), aos do controlo a
chegada do Ensaio Ill. Por outro lado, as atividades enzimaticas GR e G6PD (Figura 3.37A e
C), do controlo a chegada, dos efetivos analisados neste ensaio correspondiam a metade e a
décima parte dos valores determinados nos grupos congéneres do Ensaio I11.

De novo, este conjunto de resultados sugerem que a pressao ambiental exercida pelas
condi¢cdes do habitat natural nos animais capturados no final de 2012, e utilizados neste
ensaio era muito diferente daquela a que estiveram sujeitos 0s juvenis capturados para o

ensaio Ill no final de 2011.

Mitocbndrio

A Figura 3.38 A-D revela que o cativeiro em gradiente de salinidade 35 provocou um
aumento significativo do contelldo em GSH e tidis totais ndo proteicos do mitocondrio de
branquias de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, mas ndo afetou o contetdo em
GSSG, nem a razdo GSH/GSSG (p <0,05). A referida figura revela também que a exposicéo a
atrazina (50 pg/L) provocou um aumento significativo do contetdo em GSH, GSSG e tidis
totais ndo proteicos de mitocondrios branquiais de transformers do Lima, mas ndo afetou a
razdo GSH/GSSG. Contudo o cativeiro em gradiente de salinidade 35 e a exposi¢ao a atrazina
(50 pg/L) provocaram um aumento significativo dos niveis de ROS de mitocdndrios

branquiais de transformers do Lima (Figura 3.38E) (p <0,05).
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Figura 3.38 - Contetidos em GSH (A), GSSG (B), tidis totais ndo-proteicos (C), razio GSH/GSSG (D), ROS (E)
e MDA (F) do mitocondrio branquial de juvenis de lampreia-marinha da bacia hidrografica do Lima
do Ensaio IV no grupo controlo a chegada (barra vazia) e submetidos a atrazina (50 e 100 pg/L) em
meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de 28 dias (barras preenchidas). Os resultados
representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da média. Para cada pardmetro barras
assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

O nivel de MDA mitocondrial das branquias de transformers da bacia do Lima
(Figura 3.38F) ndo foi afetado quer pelo cativeiro em gradiente de salinidade 35, quer pela
exposicao ao produto fitofarmacéutico.

Relativamente a atividade enzimatica GPx da fracdo mitocondrial das branquias de
juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima (Figura 3.39A), apenas 0s animais que
contactaram com atrazina (100 pg/L) exibiram um aumento significativo desse parametro,
resposta que podera ter sido responsavel pelo decréscimo dos niveis de ROS (Figura 3.38E)
dos mitocondrios branquiais nesse grupo de animais, bem como pela prevencéo da ocorréncia
de danos oxidativos (p <0,05). A Figura 3.39B revela que o cativeiro em gradiente de
salinidade 35 despoletou um aumento significativo da atividade SOD2, mas ndo foi

perturbado pelo contacto com a atrazina (p <0,05).
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Figura 3.39 - Atividades enzimaticas GPx (A) e SOD2 (B) do mitocondrio branquial de juvenis de lampreia-
marinha da bacia hidrografica do Lima do Ensaio IV no grupo controlo a chegada (barra vazia) e
submetidos a atrazina (50 ¢ 100 pg/L) em meio aquatico com 35 de salinidade ao longo de 28 dias
(barras preenchidas). Os resultados representam a média de 5 pools de 3# animais + erro padrdo da
média. Para cada parametro barras assinaladas com letras diferentes (a-b) sdo significativamente
diferentes, teste de Duncan (p <0,05).

Apesar de a Figura 3.36E revelar que o conteddo em ROS citoplasmético de branquias
de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima era superior (~33X) ao detetado nos
mitocondrios dos referidos animais (Figura 3.38E), ndo se observaram indicadores de danos
celulares compativeis com a referida diferenca. Tal facto dever-se-a a estabilizacdo do
ambiente redutor celular mediada pelo conteddo em tidis totais ndo-proteicos (Figura 3.38C),
superior ao do citoplasma (19x), bem como a elevada atividade GPx (Figura 3.37B) que na

fracdo citoplasmatica era superior (~24x) a do mitocondrio (Figuras 3.39A).
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A caracterizagdo biométrica de juvenis de lampreia-marinha das quatro bacias
analisadas neste ensaio mostrou que os juvenis capturados na bacia do Minho, apresentavam
maior peso do figado e de branquias, indices hepato e branquio-somaticos e fator de condicédo
de Fulton, sugerindo que se encontravam em melhores condicGes de crescimento e
nutricionais. Contudo foram os animais do Lima aqueles que possuiam menor comprimento,
peso do corpo, peso do figado e branquias, e indices hepato e branquio-somaticos, apontando
para um inicio mais precoce da fase de migracdo trofica, eventualmente despoletado por
condicdes pluviométricas da bacia do Lima. No entanto, foi nos efetivos da bacia do Vouga
que se detetou o fator de condicdo de Fulton mais baixo, facto que aponta para um pior estado
nutricional de P. marinus da referida bacia.

O fator de condicdo de Fulton calculado para os juvenis de lampreia-marinha das
bacias do Lima, Vouga e Mondego assumiu valores idénticos aos de individuos em fase final
de metamorfose, usualmente designados pela bibliografia consultada por transformers ou
macroftalmias.

Os juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e do Vouga destacam-se entre 0s
individuos das quatro bacias, por serem aqueles onde ocorreram maior nimero de alteracdes
contrastantes dos parametros biométricos analisados, uma vez que observou-se nos efetivos
do Vouga um decréscimo do peso do figado e das branquias, do indice hepato e branquio-
somatico e do fator K, com a aclimatacdo a salinidade 35, resposta contraria a detetada nos
animais do Lima, uma indicacdo de mobilizacdo de reservas energéticas superior nos animais
do Vouga durante a adaptacdo ao referido gradiente de salinidade. A maior debilidade do
crescimento branquial nos efetivos da bacia do Vouga, comum a dos individuos da bacia do
Minho poderd comprometer o sucesso da sua migracdo trofica. Por outro lado, o melhor
estado nutricional dos animais da bacia hidrografica do Lima, determinado a salinidade 35,
permite indiciar para esses animais maior sucesso na migracao trofica.

A caracterizagdo dos sistemas de biotransformacéo e de resposta ao stress hepaticos e
branquiais dos juvenis de lampreia-marinha das bacias analisadas neste ensaio, mostrou que
os transformers capturados na bacia do VVouga possuiam ou encontravam-se nos grupos de
animais com menor contetdo em hemo e UDPGT hepaticos e cGST branquiais, GSH, GSSG,
reservas de enxofre ndo proteico, razdo GSH/GSSG hepaticos, bem como atividades G6PD e
CTT1 hepaticas e branquiais. Além disso situavam-se também entre 0s que possuiam maior
conteddo em MDA branquial. Estes resultados destacam os individuos da bacia do Vouga

como aqueles que exibiam maior nimero de indicadores de stress oxidativo, eventualmente
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despoletados pelo maior contacto com xenobidticos do seu habitat, assim como pela
incapacidade dos seus sistemas de biotransformacéo para a sua desintoxicagéo.

Por outro lado, os juvenis de P. marinus capturados na bacia do Lima agrupam-se
entre os efetivos que exibiam menores condi¢des de stress oxidativo, devido eventualmente
ao menor contacto com poluentes aquaticos na bacia de origem, mas também a maior
expressdo funcional do sistema citocromo P450 e de conjugacdo de xenobidticos com o
glicuronato hepaticos, assim como de conjugacdo com o glutationo no citoplasma branquial.

A aclimatacdo ao sal apenas afetou a resposta ao stress pelos juvenis da bacia do
Minho que se refletiu em termos de aumento do contetdo em GSH hepatico, GSSG hepético
e branquial e atividade GR hepatica, acompanhado por um decréscimo da razdo GSH/GSSG
hepatica, atividade G6PD hepatica e branquial e do conteido em ROS branquial. Deste modo,
0 contacto com o sal parece ter despoletado stress oxidativo no figado de transformers do
Minho, devido a uma atenuacéo do ciclo do glutationo, por indisponibilidade de equivalentes
redutores sob a forma de NADPH.

No que diz respeito aos efetivos da bacia do Mondego, a resposta ao stress oxidativo
também foi perturbada, com aumento do contetdo em GSSG hepatico e das atividades
enziméticas GR e CTT1 branquiais, acompanhada por um decréscimo da razdo GSH/GSSG e
do conteido em MDA hepéticos. No entanto, também se observaram alteracGes na resposta
por sistemas de biotransformacdo, com decréscimo das atividades ECOD e mGST hepaticas e
UDPGT branquiais. Assim, o contacto com o sal parece ter despoletado stress oxidativo
hepatico, sem contudo ocorrer aumento dos danos oxidativos, provavelmente devido aos
sistemas de reposta antioxidantes ainda conseguirem responder adequadamente ao aumento
do contetdo em GSSG e a atenuacéo de atividades enzimaticas de biotransformacao.

A aclimatacdo ao sal nas bacias do Lima e do Vouga, ndo afetou os sistemas de
resposta ao stress hepéaticos, mas despoletou um aumento da capacidade branquial dos
efetivos do Vouga para consumir peroxido de hidrogénio via CTT1, uma marca de morte
celular por apoptose, alteragdo que ndo foi detetada nas branquias dos animais da bacia do
Lima, onde ocorreu uma atenuacdo de diversos marcadores de stress oxidativo como o
contetdo em GSH e ROS ou as atividades enziméticas G6PD e GPx.

Alem disso, alteragdes de marcadores de biotransformacdo hepaticos como as
atividades cGST e ECOD também foram detetados nas duas bacias. Embora o decréscimo da
atividade cGST hepaética seja comum aos efetivos de ambas as bacias, a atividade ECOD
hepéatica aumentou nos juvenis do Vouga, mas diminuiu nos animais do Lima, alteracdo que

surge combinada com um decréscimo dos niveis de danos oxidativos nesse tecido. O facto de
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também se terem observado perturbacGes nos parametros de biotransformacdo UDPGT e
cGST branquiais, apenas nos juvenis de lampreia-marinha, capturados na bacia do Lima,
constitui um fator adicional de discriminacdo destas duas bacias.

As diferencas assinaladas nos paragrafos anteriores permitiram selecionar as bacias do
Lima/Vouga como bacia pristina/com indice de exposi¢do a poluentes mais elevado, para dar
continuidade a este estudo no Ensaio 1.

A andlise dos parametros morfométricos determinados a chegada em juvenis de
lampreia-marinha ndo permitiu distinguir, no Ensaio Il os efetivos das bacias do Lima e do
Vouga, com exce¢do do peso das branquias e do indice branquio-somatico que se revelaram
mais elevados nos animais do Vouga.

A analise detalhada da exposicdo de juvenis de lampreia-marinha ao gradiente de
salinidade 35, revelou que em geral, os parametros morfométricos comprimento, peso do
corpo, figado e brénquias, indices hepato e branquio-somaticos e o fator de condigdo de
Fulton ndo foram perturbados pela exposicéo a salinidade 10, 25 e 35. Perturbagdes pontuais
foram detetadas nos efetivos do Vouga expostos a salinidade 35, onde ocorreu um decréscimo
do peso das branquias e do indice branquio-somatico, um sinal de toxicidade pelo sal. Além
disso, detetou-se nos juvenis da bacia do Lima, expostos a salinidade 10, um decréscimo do
indice hepato-somatico e um aumento do peso das branquias e do fator de condi¢do de Fulton,
alteracdes singulares ao contacto com o sal que se dissiparam ao longo do gradiente de
salinidade 35.

Apesar da resposta ao gradiente de salinidade 35, em termos de parametros
morfométricos, do Ensaio Il, nem sempre se sobrepor ao observado no Ensaio I, devido a
condicionantes climaticos como a pluviosidade nos locais de captura, o decréscimo do peso
das branquias e do indice branquio-somatico, detetados em juvenis de lampreia-marinha da
bacia do Vouga, em ambos 0s ensaios, podera indiciar dificuldade persistente destes animais
em concluir com sucesso a migracado trofica, comparativamente com os efetivos da bacia do
Lima, cujo perfil de pardmetros morfométricos durante a aclimatacdo a salinidade 35,
mostrou-se mais proximo do que se encontra descrito na bibliografia consultada.

A andlise dos pardmetros de biotransformacdo e de resposta ao stress hepéticos e
branquiais, permitiu observar que os juvenis da bacia do Vouga possuiam a chegada niveis
mais baixos de hemo, CPR, GSH,GSSG, tiois totais ndo proteicos, GR, G6PD e CTT1
hepéticos, bem como de GSH, GSSG, tiois totais ndo proteicos, razdo GSH/GSSG, G6PD e
SOD1 branquiais, permanecendo a mesma relagcdo ao longo de todo o ensaio nos niveis de

GSH, GSSG e tiois totais ndo proteicos e CTT1 hepaticos, bem como os niveis de GSH e a
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razdo GSH/GSSG branquiais. Por outro lado, observou-se que 0s animais do VVouga possuiam
a chegada niveis mais elevados de mGST, c¢cGST e de ROS hepéaticos e branquiais,
permanecendo a mesma relacdo ao longo de todo o ensaio nos niveis de cGST do figado e
mGST das branquias. Assim, a chegada, os juvenis de P. marinus da bacia do Vouga
apresentavam menor capacidade de metabolizacdo de xenobiéticos pelo sistema citocromo
P450, traduzido pelo menor conteddo de hemo microssomal e de atividade CPR hepaéticos.
Além disso, também se encontrava diminuida a capacidade de resposta antioxidante hepatica
e branquial mediada pelo glutationo, traduzida pelo menor conteiddo em GSH e GSSG,
reservas de enxofre ndo proteico do figado e branquias, bem como menor razdo GSH/GSSG
no tecido branquial, menor nivel de atividades cataliticas GR, GPx e CTT1 hepaticas, bem
como G6PD e SOD1 branquial. Em simultaneo, os juvenis de lampreia-marinha da bacia do
Vouga exibiam maior capacidade de conjugacdo de xenobidticos com o glutationo, traduzida
por niveis de atividade mGST e cGST hepaticos e branquiais mais elevados, uma marca de
contacto com xenobidticos usualmente referida na literatura para espécies aquaticas. Este
facto parece ser ainda confirmado pelos niveis de ROS hepaticos e branquiais, mais elevados
em juvenis da referida bacia.

Embora grande parte dos parametros morfométricos ndo tenham sido perturbados pelo
gradiente de salinidade, tal com descrito pela literatura consultada quando compararam
juvenis de lampreia-marinha expostos a salinidade 0 e 35, a resposta molecular ao aumento da
salinidade por sistemas de biotransformacdo e de resposta ao stress oxidativo hepéticos e
branquiais, nem sempre acompanhou o referido raciocinio, uma vez que foram detetadas
diversas perturbagdes nos referidos sistemas ao nivel de contetdos e atividades enzimaticas.
Assim, em transformers da bacia do Lima expostos a salinidade 10, detetou-se um
decréscimo das atividades UDPGT hepatica, GPx e SOD1 branquiais, enquanto nos efetivos
do Vouga foi detetado uma diminuicdo do conteudo em ROS hepatico, bem como das
atividades UDPGT hepaética e cGST branquial. A maior parte destas alteracdes metabdlicas
parecem ter sido pontuais, uma vez que a salinidade 25, apenas as atividades enzimaticas
UDPGT hepatica e SOD1 branquial dos juvenis de P. marinus do Lima, assim como a
atividade UDPGT branquial dos efetivos do Vouga conservaram o referido decréscimo. Os
resultados obtidos com juvenis de lampreia-marinha sujeitos a salinidade 25 foram também
acompanhados pelo decréscimo dos niveis de MDA hepatico e das atividade G6PD hepatica,
ALP e UDPGT branquiais, dos efetivos do Lima, bem como das atividades ALP branquial e
razdo GSH/GSSG hepética de transformers da bacia do Vouga. Entre as alteragdes descritas

para salinidade 25, apenas o decréscimo da razdo GSH/GSSG hepaética de juvenis da bacia do
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Vouga continuou a ser observada nos efetivos da mesma bacia a salinidade 35, uma indicagéo
de que a exposicdo de juvenis P. marinus da bacia do Vouga a salinidade superior a 25
induziu stress oxidativo no tecido hepatico, resposta aparentemente comprometedora do
sucesso da adaptacéo a fase trofica por estes animais.

Surpreendentemente, as atividades UDPGT hepatica de juvenis da bacia do Lima,
UDPGT e GPx branquiais da bacia do Vouga aumentaram com a exposi¢éo a salinidade 35.
Embora o aumento da atividade GPx tivesse sido também detetado nas branquias dos animais
da bacia do Vouga, ndo foi confirmado a salinidade 25, onde apenas ocorreu um aumento da
atividade G6PD. Contudo, em juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, expostos a
salinidade 35 detetou-se um aumento do conteldo em GSSG e tidis totais ndo proteicos e das
atividades CPR e mGST hepaticos, bem como do contetdo em GSH, GSSG, tiois totais ndo
proteicos e MDA branquiais.

Assim, os resultados obtidos no Ensaio Il confirmam uma resposta distinta ao
gradiente de salinidade 35, pelos animais de cada bacia, uma vez que nos animais do Lima se
observou atenuacdo de componentes do sistema P450 e inducdo da capacidade de conjugacao
de xenobioticos com o glicuronato, bem como um aumento das reservas de enxofre nao
proteico hepético e branquial. Por outro lado, na bacia do Vouga observou-se um aumento da
capacidade de transferéncia de equivalentes redutores sob a forma de NADPH, para 0s
citocromos P450, bem como da capacidade de conjugacao de xenobioticos com o glutationo
hepéticos. Contudo, em juvenis de P. marinus da referida bacia ocorreu uma transicdo do
saudavel ambiente redutor dos hepatdcitos para um ambiente mais oxidante, facto que
constitui uma marca de stress oxidativo. Parece que o aumento da capacidade branquial dos
juvenis da bacia do VVouga para aumentar as reservas de enxofre e de eliminacdo de ROS, pelo
ciclo do glutationo, em resposta ao stress salino, ndo ocorreu no tecido hepatico, uma
fragilidade que pode justificar, em parte, as condi¢Oes de stress oxidativo descritas para este
tecido.

A segregacéo de juvenis de P. marinus capturados nas bacias do Lima e do Vouga em
dois grupos distintos, quer a chegada quer na resposta ao gradiente de salinidade 35, por
alguns marcadores biométricos e maioritariamente por diversos marcadores moleculares de
biotransformacdo e de resposta ao stress, sugere que fatores ambientais e de memoria
molecular dos juvenis de cada bacia terdo contribuido, para o efeito observado. Assim torna-
se plausivel suspeitar que o contacto prévio ou ndo com xenobiéticos de natureza quimica
distinta podera ter modulado mecanismos de expressdo enzimatica como 0s que envolvem

recetores Ah, que urge esclarecer em estudos posteriores. Este conjunto de resultados
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permitiram confirmar a escolha da bacia do Lima como a mais pristina das duas bacias
analisadas neste ensaio, tal como aconteceu no Ensaio I. Deste modo foi selecionada para o
prosseguimento deste estudo no Ensaio Ill, onde se caracterizou a resposta a diferentes
concentracdes do herbicida atrazina, em ambiente dulgaquicola.

O contacto de transformers da bacia do Lima com a atrazina (1, 10, 50 e 100 pg/L) em
ambiente dulgaquicola controlado, ndo afetou o comprimento, o peso do corpo e do figado, o
indice hepato e branquio-somatico, assim como o fator de condi¢do de Fulton. Apenas os
efetivos expostos a atrazina (100 pg/L), exibiam o peso do figado e valores de HSI inferiores
ao controlo de ensaio, diferenca que pode indiciar efeitos hepatotoxicos provocados por este
nivel de exposicdo ao produto fitofarmacéutico, um potencial candidato a biomarcador de
exposicao.

A eficécia do sistema P450 hepatico de transformers da bacia do Lima, em ambiente
dulcaquicola, podera ter sido afetada pela exposicdo a atrazina (10 e 100 ug/L), devido ao
bloqueio do fluxo de eletrdes do coenzima NADPH até aos citocromos P450, associado ao
decréscimo da atividade CPR.

O aumento da atividade mGST hepética de transformers da bacia do Lima que
contataram com a atrazina, em particular nos niveis de exposi¢cdo 50 e 100 (pg/L), em
ambiente dulgaquicola, podera ter contribuido para uma melhor sobrevivéncia desses juvenis
a triazina em agua doce, potenciando a sua capacidade de desintoxicacdo hepatica. Todavia,
uma inducdo monofuncional desse enzima, envolvendo complexos recetores diferentes do
complexo AhR, parece constituir um sinal de debilidade na resposta ao produto
fitofarmacéutico, uma vez que ndo se detetou inducdo concertada com as atividades CPR e
ECOD.

A resposta diferencial da atividade cGST hepatica de transformers da bacia do Lima, a
atrazina em ambiente dulcaquicola, traduzida num acréscimo, para os niveis de exposicdo 10
e 100 (ug/L) e num decréscimo para o nivel de exposicdo 50 (ug/L), podera ter resultado do
modo como a triazina modulou a expressdo génica das subunidades peptidicas dos
heterodimeros que asseguram a atividade GST no citoplasma hepatico. O efeito inibitorio
exercido pela exposicéo a atrazina (50 pg/L), podera ter sido compensado pelo seu congénere
microssomal. Assim, a atividade mGST do reticulo endoplasmatico hepatico de juvenis de
lampreia-marinha, destacou-se entre os parametros de biotransformacéo analisados no figado,
como aquele que respondeu de forma inequivoca a triazina, candidatando-se a constituir um
bom biomarcador de contacto com a atrazina em ambiente dulgaquicola. Embora as atividades

enzimaticas hepéaticas cGST e UDPGT indiciem alguma sensibilidade dos juvenis de
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lampreia-marinha ao referido produto fitofarmacéutico, a resposta ndo foi tdo clara como a
dos enzimas mGST. Por outro lado, a atividade UDPGT parece ter desempenhado um papel
relevante na desintoxicacdo de triazinas no tecido branquial de transformers da bacia do
Lima, uma vez que se mostrou trés a cinco vezes superior a detetada no tecido hepatico dos
mesmos animais.

O decréscimo da atividade cGST branquial de transformers da bacia do Lima devido
ao contacto com atrazina (10 pg/L) ou superior, expressa a elevada sensibilidade das
branquias, primeira linha de contacto com contaminantes ambientais em espécies piscicolas,
ao referido produto fitofarmacéutico. A relevancia deste sistema de biotransformagéo de
juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, para preservar a integridade dos tecidos
hepatico e branquial, eliminando xenobioticos, pode ainda ser inferida pelo facto de a
atividade média cGST branquial ser idéntica a detetada no tecido hepatico. Todavia, os efeitos
observados, quer no tecido branquial, quer no tecido hepatico podem comprometer seriamente
a eficiéncia dessa resposta, caso 0s animais ainda em agua doce sejam expostos acidental ou
permanentemente a niveis de atrazina iguais ou superiores a 10 pg/L, pelo que pode-se ainda
especular que a atividade enzimatica cGST branquial constitui um bom biomarcador de
exposicdo a atrazina em juvenis de lampreia-marinha que ainda ndo contataram com o0
ambiente salino.

Embora a exposicdo, em ambiente dulcaquicola, ao nivel mais baixo de atrazina
(1 ng/L) pareca comprometer a disponibilidade hepatica de GSH citoplasmatico, a exposi¢ao
a atrazina (100 pg/L) contribuiu para aumentar a disponibilidade em enxofre ndo proteico e
GSH, para ser provavelmente utilizado como co-substrato dos enzimas GST.

A primeira vista, a exposi¢do a atrazina (1-100 ng/L), em ambiente dulcaquicola,
parece ndo ter despoletado stress oxidativo no citoplasma hepéatico, uma vez que o contetdo
em GSH e ROS, bem como a razdo GSH/GSSG de juvenis de P. marinus ndo se alterou.
Contudo, duplicou o contetdo em MDA citoplasméatico hepatico. Este resultado
surpreendente parece ndo ser compativel com os niveis de ROS estimados em termos de
quantidade de peroxido de hidrogénio e do potencial redox estabilizado pelo GSH. Uma
explicacdo para esta alteracdo remete-se para o papel da atrazina como principio ativo de
herbicidas em que se comporta como inibidor da cadeia de transporte de eletrdes do
cloroplasto. E possivel que esse mecanismo possa igualmente atuar sobre outras cadeias de
transporte de eletrbes com localizagdo membranar, muito provavelmente ao nivel do reticulo
endoplasmatico. Como referido no sub-capitulo 3.1 a atividade enzimatica CPR do reticulo

endoplasmatico hepatico sofreu um decréscimo significativo nos animais que contataram com
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a atrazina (100 pg/L). O bloqueio da cadeia de transporte de eletrdes localizada no reticulo
pode ter entdo contribuido para gerar espécies reativas de oxigénio que ndo o H,O,, como o
radical hidroxilo, capaz de desencadear danos celulares. Alem disso a atividade GPx do
citoplasma hepatico de transformers, da bacia do Lima, em agua doce diminuiu com o
contacto com atrazina (100 pg/L). O referido decréscimo poderd, também, justificar o
aumento do contetdo em MDA, devido a perda de capacidade do citoplasma hepético para
eliminar lipoperoxidos. Por outro lado, a exposicdo de juvenis de lampreia-marinha a atrazina
(1-100 ug/L), em ambiente dulgaquicola, provocou um decréscimo da atividade GR, afetando
a regeneracdo hepatica do GSH. Assim, parece plausivel utilizar as atividade enzimaticas GPx
e GR como marcadores de exposicdo a triazina, em ambiente dulcaquicola, no primeiro caso
para exposicao igual ou superior a 100 ug/L e, no segundo caso, para o intervalo entre 1 e
100 pg/L. Além disso, a exposicdo de transformers da bacia do Lima a atrazina (50 pg/L)
provocou um aumento da atividade G6PD, uma eventual tentativa dos hepatdcitos para
gerarem equivalentes redutores que ndo parece dirigida ao ciclo do glutationo, o seu usual
consumidor, uma vez que o fluxo de eletrdes via GR parece encontrar-se parcialmente
bloqueado. Provavelmente esse excesso estaria a ser mobilizado para biossintese de novo de
lipidos, um processo que assiste a proliferacao celular.

Embora pareca que o cativeiro e o contacto com a atrazina, em ambiente dulcaquicola
ndo tenha afetado o ambiente redutor mitocondrial, modulado pelo glutationo, a exposi¢cdo a
atrazina (1 e 50 pg/L) levou a um aumento dos niveis de ROS mitocondriais, contribuindo
para aumento de danos oxidativos, estimados pelo conteudo em MDA mitocondrial que
aumentaram em transformers expostos a atrazina (50 pg/L). Assim, neste caso, a ocorréncia
de danos oxidativos mitocondriais podera ser devido ao abrandamento do ciclo do glutationo
que atenuou a sua acao preventiva. Por outro lado, a exposicédo a atrazina (1 pg/L) despoletou
um aumento da atividade SOD2 de juvenis de P. marinus. O aumento observado para o
referido nivel de exposicdo podera ter prevenido a ocorréncia e a acumulacdo de danos
oxidativos no mitocondrio, apesar do contedo em ROS detetado no organelo ter aumentado.

O nivel de MDA do citoplasma hepatico de juvenis de lampreia-marinha mostrou-se
muito inferior (~3%) ao do mitocondrio. A disparidade de conteudos registada, podera ser
devida a inducdo inicial do metabolismo respiratorio e aos niveis baixos de atividade GPx
mitocondrial. Assim, admite-se que a exposicdo a atrazina possa ter comprometido o
metabolismo energético hepatico de juvenis de lampreia-marinha, ao provocar danos

oxidativos na membrana interna mitocondrial hepatica.
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O conteudo em GSH, as reservas de enxofre ndo proteico e a capacidade para
estabilizar o ambiente redutor citoplasmético branquial de juvenis de lampreia-marinha da
bacia Lima, em agua doce, aumentou com o cativeiro. No entanto, essa resposta foi
contrariada pela exposicdo a atrazina (1- 50 pg/L).

Os niveis de ROS e de atividade CTT1 citoplasméticos branquiais de transformers da
bacia do Lima, aumentaram com exposi¢cdo a atrazina (50 e 100 pg/L), em ambiente
dulcaquicola, enquanto os niveis de MDA e as atividades GPx e G6PD diminuiram. Este
perfil de resposta podera ter atenuado a regeneracéo de equivalentes redutores sob a forma de
NADPH que assistem ao funcionamento do ciclo do glutationo, minimizando a resposta
antioxidante do tripéptido. Por outro lado, o aumento da atividade CTT1 evidencia resposta
complementar a do enzima GPx contra a peroxidacdo lipidica branquial, comportando-se
assim como via alternativa ao ciclo do glutationo, uma vez que os danos celulares diminuiram
quando o contetdo em ROS aumentou.

O contetdo em ROS e MDA mitocondriais de transformers da bacia do Lima
aumentou com a exposicdo a atrazina (10 e 100 pg/L) e atrazina (10 e 50 pg/L),
respetivamente. Falhas no transporte do GSH citoplasmatico para o mitocdndrio, bem como a
auséncia de resposta pelas atividades GPx e SOD2 dos mitocondrios branquiais de
transformers do Lima, apds exposic¢do a atrazina (1-100 ug/L), poderdo estar na origem do
aumento de danos oxidativos, provocados pelo aumento de ROS mitocondrial. Esse perfil de
resposta indicia perda da funcionalidade mitocondrial que pode ter sido despoletada pelo
bloqueio da cadeia respiratoria, perturbacdo capaz de prejudicar o sucesso da migracdo tréfica
de juvenis de P. marinus.

A continuacéo deste estudo exigiu a selecdo de dois niveis de exposicao a atrazina que
permitissem avaliar a influéncia do produto fitofarmacéutico sobre parametros biométricos,
sistemas de biotransformacdo e de resposta ao stress do figado e branquias de juvenis de
lampreia-marinha, expostos a gradiente de salinidade 35. Optou-se pela exposicdo a atrazina
(50 e 100 ug/L), por serem o0s niveis de exposicdo em ambiente dulcaquicola que mais
afetaram os pardmetros analisados em termos biométricos, sistemas de biotransformagéo,
antioxidantes e sistemas de resposta ao stress oxidativo.

O comprimento, o peso do corpo e o fator de condi¢do de Fulton de juvenis de
lampreia-marinha ndo foram afetados pela exposicdo a atrazina (50 ou 100 pg/L), em
gradiente de salinidade 35, perfil de resposta idéntico ao detetado em ambiente dulcaquicola

analisado no Ensaio IllI.
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O indice hepato-somatico de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima diminuiu
com a exposicao a atrazina (50 ou 100 ug/L) em gradiente de salinidade 35, enquanto 0 peso
das branquias e o indice branquio-somatico apenas diminuiram com a atrazina (50 pg/L). Um
decréscimo no indice hepato-somatico foi também observado em ambiente dulcaquicola nos
efetivos expostos a atrazina (100 pg/L). Contudo, o decréscimo do indice branquio-somatico
ndo foi detetado nos efetivos tratados em &gua doce. Alteragdes no indice hepato e branquio-
somatico, provocadas pela exposicdo a atrazina (50 pg/L) ou superior, em gradiente de
salinidade 35, indiciam a ocorréncia de efeitos toxicos nas branquias e figado de transformers
da bacia do Lima que poderdo comprometer o sucesso da migracgdo trofica.

As alteracbes descritas das atividades enzimaticas CPR, mGST e ¢GST nos animais
expostos a atrazina (50 ou 100 pg/L), em ambiente dulgaquicola, deixaram de se observar nos
efetivos que estiveram sujeitos a triazina em gradiente de salinidade 35.

A duplicacdo da atividade UDPGT de juvenis de P. marinus, expostos a atrazina
(50 pg/L), em gradiente de salinidade 35, comparativamente com o controlo de ensaio, sugere
que a atrazina, neste nivel de exposicao, possa ter sido eliminada pelo tecido hepético, via
conjugacdo com o glicuronato.

A exposicdo de juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima a atrazina (100 ug/L),
em gradiente de salinidade 35, promoveu a disponibilizacdo intracelular de grupos fosfato no
tecido branquial, uma vez que provocou um aumento da atividade ALP.

O bloqueio de reacbes de conjugacdo com o glicuronato, evidenciado pelo decréscimo
da atividade UDPGT, detetado em juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima, expostos a
atrazina (50 e 100 pg/L) em gradiente de salinidade 35, podera ter contribuido para a
acumulacdo da triazina ou de algum dos seus derivados toxicos no tecido branquial, facto que
permite considerar a referida atividade enziméatica como biomarcador de exposi¢édo branquial
de juvenis de P. marinus a atrazina, em ambiente salino.

Os niveis de atividade mGST e cGST branquiais de juvenis de lampreia-marinha
mostraram-se, neste ensaio, superiores aos detetados no Ensaio I1l. Como o perfil de resposta
a triazina, em termos de atividade cGST foi distinto do detetado em ambiente dulgaquicola,
onde diminuiu para os niveis de exposic¢do 50 ou 100 ug/L, é razoavel assumir que a protecédo
branquial contra a atrazina foi maior quando a exposic¢do de transformers da bacia do Lima,
ao produto fitofarmacéutico decorreu em gradiente de salinidade 35.

O ambiente redutor do citoplasma hepatico, caraterizado pela razdo GSH/GSSG e

niveis de ROS, bem como os sistemas de resposta antioxidante hepaticos, estimados pelo
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conteldo em GSH, GSSG, tiois totais ndo proteicos e atividades enzimaticas GR, GPx, G6PD
e SOD1, de macroftalmias da bacia do Lima, ndo foram afetados pelo cativeiro, nem pela
exposicao a atrazina (50 e 100 ug/L), em gradiente de salinidade 35, perfil de resposta que
diverge daquele que foi observado em ambiente dulgaquicola nos animais expostos a atrazina
(100 pg/L), em termos de conteudo em GSH, tiodis totais ndo-proteicos e atividades GR e
GPx, bem como de atividade GR nos animais expostos a atrazina (50 pg/L). Como os niveis
de MDA e de atividade CTT1 hepaticos diminuiram em transformers da bacia do Lima que
contactaram com atrazina (50 pg/L) ou atrazina (50 ou 100 pg/L), respetivamente, resposta
mais uma vez divergente da que foi observada em ambiente dulcaquicola, pode-se assumir
que a salinidade conferiu maior protecdo contra danos oxidativos despoletados pela atrazina
no citoplasma hepatico de juvenis de lampreia-marinha.

A divergéncia registada entre os resultados obtidos nos grupos controlo a chegada dos
Ensaios Ill e 1V, em termos de conteddo em GSSG, atividades GR e G6PD que eram
inferiores em ambiente salino e dos conteudos em ROS e MDA superiores nos efetivos
expostos ao sal, apontam para diferente pressdo ambiental exercida pelo habitat em cada
periodo que precedeu a captura.

O ambiente redutor mitocondrial hepatico de macroftalmias da bacia do Lima,
caraterizado pela razdo GSH/GSSG e pelo conteddo em GSH, tidis totais ndo proteicos e
ROS, bem como pelas atividades antioxidantes GPx e SOD2 ndo foi aparentemente afetado
pela exposicdo a atrazina (50 e 100 pg/L) em ambiente salino. Surpreendentemente, o
contelldo em GSSG e o nivel de danos oxidativos mitocondriais, estimados pelo contetido em
MDA, aumentaram em transformers da bacia do Lima expostos a atrazina (50 pg/L) e (50 ou
100 pg/L), respetivamente. Embora o conteddo em ROS citoplasmatico hepatico fosse, a
chegada, superior (15x) ao determinado nos mitocondrios, a razdo GSH/GSSG e os niveis de
MDA citoplasmaticos diminuiram ou ndo se alteraram com a exposi¢do de juvenis de P.
marinus do Lima a triazina, enquanto o contetdo em MDA mitocondrial aumentou. Este tipo
de resposta dever-se-4, provavelmente, a capacidade tampé&o redox do glutationo, uma vez que
no citoplasma hepéatico ocorreram niveis mais elevados do conteddo em tidis totais
ndo-proteicos (6x) e de atividade GPx (5x). Falhas de funcionalidade mitocondrial hepatica
poderdo perturbar o metabolismo energético e consequentemente comprometer o sucesso da
migracdo trofica de juvenis de P. marinus do Lima, quando expostos a niveis de atrazina
iguais ou superiores a 50 pg/L, em ambiente salino. O conteudo em MDA mitocondrial

hepético candidata-se deste modo, a marcador de exposicdo a agentes de stress como a
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atrazina, reforcando o que ja tinha sido observado em estudo preliminar realizado neste
laboratério (157).

A exposicdo a atrazina (50, 100 ug/L), em gradiente de salinidade 35, ndo afetou o
contedudo citoplasmatico branquial em GSH, tidis totais ndo-proteicos e razdo GSH/GSSG,
bem como as atividades GR, GPx e SOD1, resposta divergente da detetada no Ensaio IlI,
onde macroftalmias expostas a atrazina (50 pg/L), exibiram uma quebra do conteddo em
GSH, tiodis totais ndo-proteicos e da razdo GSH/GSSG, bem como da atividade GPx
extensivel aos efetivos expostos a atrazina (100 ug/L) na referida fracdo celular.

O contetdo em GSSG e ROS citoplasmatico branquial de macroftalmias do Lima
aumentou com a exposicao a atrazina (50 pg/L), em gradiente de salinidade 35. Além disso, a
atividade enzimatica CTT1 também aumentou nas mesmas condi¢des de ensaio, resposta que
podera ter contribuido para a desintoxicacdo do perdxido de hidrogénio, no tecido branquial,
favorecendo o decréscimo dos niveis de MDA, observada nos efetivos expostos a atrazina
(50 ou 100 pg/L), maioritariamente idéntica a detetada no Ensaio Ill, para 0s mesmos niveis
de exposicédo ao referido produto fitofarmacéutico.

A exposicdo a atrazina (100 pg/L) causou um decréscimo da atividade enzimatica
G6PD de juvenis de lampreia-marinha, resposta idéntica a determinada, em ambiente
dulcaquicola, para os dois niveis de exposicdo ao produto fitofarmacéutico que podera ter
provocado uma atenuacdo da resposta metabdlica pelo ciclo do glutationo do citoplasma
branquial, devido a geracdo limitante de equivalentes redutores, sob a forma de NADPH, pela
via das pentoses fosfato.

Os juvenis de lampreia-marinha do Lima, analisados no Ensaio IV, possuiam a
chegada niveis citoplasmaticos branquiais muito superiores de GSH, GSSG, tidis totais
ndo-proteicos, ROS, MDA, da razdo GSH/GSSG e de atividades enziméaticas GPx e CTT1,
aos determinados no Ensaio Ill. Por outro lado, os referidos animais, exibiam a chegada
niveis de atividade GR e G6PD citoplasmaticos muito inferiores aos detetados a chegada do
Ensaio Ill. Estes resultados sugerem mais uma vez que a pressdo ambiental exercida pelas
condic¢des do habitat dos animais capturados no final de 2012, e analisados neste ensaio era
muito diferente daquela a que estiveram sujeitos 0s juvenis capturados para o Ensaio Ill no
final de 2011.

A exposicdo a atrazina (50 pg/L) provocou um aumento do contetdo em GSH, GSSG
e tidis totais ndo proteicos e ROS de mitocondrios branquiais de transformers do Lima, mas
néo afetou a razdo GSH/GSSG.
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O nivel de MDA mitocondrial das branquias de juvenis de P. marinus da bacia do
Lima néo foi afetado pela exposicdo ao produto fitofarmacéutico. Apenas o0s juvenis de
P. marinus da bacia do Lima que contataram com atrazina (100 pg/L) exibiram um aumento
da atividade GPx dos mitocondrios das branquiais, resposta que podera ter condicionado o
decréscimo dos niveis de ROS nesse grupo de animais, bem como a prevengdo da ocorréncia
de danos oxidativos.

Embora o ambiente mais redutor do mitocdndrio branquial, estimado pela razéo
GSH/GSSG, possa ser explicado pelo menor conteldo em ROS presente no referido organelo,
torna-se dificil encontrar uma explicacdo para o fato, uma vez que o contetdo em ti6is totais
nédo-proteicos e a atividade GPx mitocondriais eram muito inferiores aos determinados no
citoplasma de juvenis de P. marinus da bacia do Lima, pelo que este resultado merece ser

melhor esclarecido em estudos posteriores.
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Anexo A — Ensaio |

Quadro Al — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de biometria referente a
caracterizacdo da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha das bacias do Minho, Lima,

Vouga e Mondego (Ensaio ).

A . - Graus de . Sig.
Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados liberdade Variancia F (95g%)
Entre grupos 19548,606 11 1777,146 15,269 0,000
TL (mm) No interior dos grupos 54468,375 468 116,385
Total 74016,981 479
Entre grupos 199,147 11 18,104 16,989 0,000
TW (g) No interior dos grupos 498,727 468 1,066
Total 697,874 479
Entre grupos 0,020 11 0,002 21,564 0,000
LW (9) No interior dos grupos 0,040 468 0,000
Total 0,060 479
Entre grupos 0,151 11 0,014 25,387 0,000
GW (g9) No interior dos grupos 0,254 468 0,001
Total 0,405 479
Entre grupos 3,376 11 0,307 21,847 0,000
HSI No interior dos grupos 6,575 468 0,014
Total 9,951 479
Entre grupos 32,521 11 2,956 26,440 0,000
GLSI No interior dos grupos 52,330 468 0,112
Total 84,851 479
Entre grupos 1,816 11 0,165 203,673 0,000
K No interior dos grupos ,379 468 0,001
Total 2,195 479

Quadro A2 —Resultados da anélise de variancia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de biotransformagéo
hepéticos referente a caracterizagdo da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha das
bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego (Ensaio I).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados Ici;l;:?cfa(éi Variéncia F (985:%/'0)
Hemo Entre grupos 11,476 11 1,043 11,121 0,000
(nmol/mg) No interior dos grupos 4,503 48 0,094
Total 15,978 59
CPR Entre grupos 824,321 11 74,938 6,543 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 549,771 48 11,454
Total 1374,092 59
ECOD Entre grupos 15269,188 11 1388,108 14,006 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 4757,020 48 99,105
Total 20026,208 59
UDPGT Entre grl_Jpos 392098,681 11 35645,335 39,256 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 43585,303 48 908,027
Total 435683,984 59
mGST Entre grgpos 80227,557 11 7293,414 47,268 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 7406,304 48 154,298
Total 87633,861 59
cGST Entre grupos 2237423,711 11 203402,156 189,647 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 51481,352 48 1072,528
Total 2288905,064 59
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Quadro A3 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de biotransformagio
branquiais referente a caracterizacdo da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha das
bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego (Ensaio I).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados I?br:rudsa?jee Variancia F (955'%@
UDPGT Entre grupos 6671348,162 11 606486,197 24,784 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 1174580,039 48 24470,417
Total 7845928,200 59
mGST Entre grupos 12444,988 11 1131,363 19,611 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 2769,193 48 57,692
Total 15214,181 59
Entre grupos 367129,354 11 33375,396 24,186 0,000
(nmc;:llc-;n?i-lr;/mg) No interior dos grupos 66236,726 48 1379,932
Total 433366,080 59

Quadro A4 — Resultados da anélise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos parametros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes hepaticos referente & caracterizacdo da resposta a salinidade por juvenis de
lampreia-marinha das bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego (Ensaio I).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados I(_Bi[)iuriigge Variancia F (955'%@
GSH Entre grupos 189747,403 11 17249,764 7,046 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 117520,204 48 2448,338
Total 307267,608 59
GSSG Entre grupos 252484,307 11 22953,119 14,944 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 73723,594 48 1535,908
Total 326207,900 59
Entre grupos 621896,790 11 56536,072 9,530 0,000
GSH+GSSG No interior dos grupos 284770,439 48 5932,717
Total 906667,230 59
Entre grupos 6,204 11 0,564 13,433 0,000
GSH/GSSG No interior dos grupos 2,015 48 0,042
Total 8,220 59
ROS Entre grupos 594019,735 11 54001,794 13,064 0,000
(umolig) No interior dos grupos 198410,536 48 4133,553
Total 792430,271 59
MDA Entl_'e grupos 604973,585 11 54997,599 68,519 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 38527,559 48 802,657
Total 643501,144 59
GR Entre grupos 472,658 11 42,969 7,390 0,000
(nmol/min/mg) _II\_loot;Ttenor dos grupos :72;&;(7)2; gg 5,814
P Entre grupos 4730537598,379 11 430048872,580 24,313 0,000
(nmoIC/Sm;(n /mg) No interior dos grupos 849014495,911 48 17687801,998
Total 5579552094,291 59
G6 Entre grupos 253,885 11 23,080 55,685 0,000
PD No interior dos grupos 19,895 48 0,414
(nmol/min/mg) iz 273,780 59
CTTI Elntretgrgpos 9222#3 411{1; Siggg 45,885 0,000
; o interior dos grupos , ,
(umol/min/img) o) 1046,490 59
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Quadro A5 —Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes branquiais referentes a caracterizacdo da resposta a salinidade por juvenis de
lampreia-marinha das bacias do Minho, Lima, Vouga e Mondego (Ensaio I).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados I_Gi{)?;rj;:dee Variéancia F (Ség% )
GSH Entre grupos 353727,253 11 32157,023 5,970 0,000
(nmolig) No interior dos grupos 258551,458 48 5386,489
Total 612278,711 59
GSSG Entre grupos 466900,123 11 42445,466 10,176 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 200210,259 48 4171,047
Total 667110,381 59
Entre grupos 1550042,372 11 140912,943 8,857 0,000
GSH+GSSG No interior dos grupos 763670,435 48 15909,801
Total 2313712,807 59
Entre grupos 1,373 11 0,125 2,310 0,023
GSH/GSSG No interior dos grupos 2,594 48 0,054
Total 3,967 59
ROS Entre grupos 8759064,637 11 796278,603 23,052 0,000
(umolig) No interior dos grupos 1658082,651 48 34543,389
Total 10417147,288 59
MDA Entre grupos 266762,368 11 24251,124 71,949 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 16178,976 48 337,062
Total 282941,344 59
GR Entre grupos 1065,504 11 96,864 10,872 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 427,668 48 8,910
Total 1493,171 59
GPx Entre grupos 1185726,290 11 107793,299 38,432 0,000
g No interior dos grupos 134628,083 48 2804,752
(nmolfmin/mg) — 7pay 1320354,373 59
G6PD Entre grupos 296,475 11 26,952 36,406 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 35,536 48 0,740
Total 332,011 59
CTT1 Entre grupos 103,711 11 9,428 10,907 0,000
(umol/min/mg) No interior dos grupos 41,492 48 ,864
Total 145,202 59
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Quadro B1 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de biometria referente a
caracterizacdo detalhada da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima
e Vouga (Ensaio I1).

A . - Graus de . Sig.
Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados liberdade Variancia F 95 %A))
Entre grupos 6122,736 13 470,980 2,729 0,001
TL (mm) No interior dos grupos 94236,091 546 172,594
Total 100358,827 559
Entre grupos 58,242 13 4,480 4,364 0,000
TW (g) No interior dos grupos 560,528 546 1,027
Total 618,770 559
Entre grupos 0,006 13 0,000 4,347 0,000
LW (g) No interior dos grupos 0,053 546 0,000
Total 0,059 559
Entre grupos 0,091 13 0,007 10,355 0,000
GW (g) No interior dos grupos 0,370 546 0,001
Total 0,461 559
Entre grupos 0,888 13 0,068 3,247 0,000
HSI No interior dos grupos 11,480 546 0,021
Total 12,367 559
Entre grupos 22,827 13 1,756 8,391 0,000
GLSI No interior dos grupos 114,256 546 0,209
Total 137,083 559
Entre grupos 0,182 13 0,014 4,699 0,000
K No interior dos grupos 1,625 546 0,003
Total 1,806 559

Quadro B2 —Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de biotransformacéo

hepéticos referente & caracterizacdo detalhada da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-
marinha das bacias do Lima e Vouga (Ensaio I1).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados Eg:?jagz Variancia F (985'%/'0)
ALP Entre grupos 0,873 15 0,058 1,357 0,197
- No interior dos grupos 2,746 64 0,043
(nmol/min/mg) 1y 3,619 79
Hemo Entre grupos 25,254 15 1,684 6,236 0,000
(nmol/mg) No interior dos grupos 17,279 64 0,270
Total 42,532 79
CPR Entre grupos 243,585 15 16,239 8,058 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 128,972 64 2,015
Total 372,556 79
ECOD Entre grupos 9336,072 15 622,405 10,741 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 3708,745 64 57,949
Total 13044,817 79
UDPGT Entre grupos 92733,974 15 6182,265 25,469 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 15535,120 64 242,736
Total 108269,094 79
mGST Entre grupos 130,005 15 8,667 4,922 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 112,705 64 1,761
Total 242,710 79
cGST Entre grupos 95729,973 15 6381,998 16,369 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 24952,543 64 389,883
Total 120682,516 79
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Quadro B3 — Resultados da andlise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de biotransformagio
branquiais referente a caracterizacdo detalhada da resposta a salinidade por juvenis de lampreia-

marinha das bacias do Lima e Vouga (Ensaio II).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados ﬁgg?jazz Variéancia F (955'9%)
ALP Entre grupos 0,312 15 0,021 3,296 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 0,404 64 0,006
Total 0,716 79
UDPGT Entre grupos 1803829,922 15 120255,328 15,199 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 506371,931 64 7912,061
Total 2310201,853 79
mGST Entre grupos 120525,989 15 8035,066 16,870 0,000
- No interior dos grupos 30483,077 64 476,298
(nmol/min/mg)
Total 151009,066 79
Entre grupos 27160,461 15 1810,697 6,404 0,000
(nmocI/GmSi-rrl/mg) No interior dos grupos 18095,409 64 282,741
Total 45255,870 79

Quadro B4 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA 1) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes hepéaticos referente a caracterizacdo detalhada da resposta a salinidade por

juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e Vouga (Ensaio ).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados I(i;br:?dsa?ji Variancia F (55'9% )
GSH Entre grupos 120778,848 15 8051,923 7,783 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 66208,730 64 1034,511
Total 186987,578 79
GSSG Entre grupos 457246,572 15 30483,105 18,737 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 104122,020 64 1626,907
Total 561368,592 79
Entre grupos 967566,976 15 64504,465 16,172 0,000
GSH+GSSG No interior dos grupos 255267,230 64 3988,550
Total 1222834,206 79
Entre grupos 1,081 15 0,072 3,614 0,000
GSH/GSSG No interior dos grupos 1,276 64 0,020
Total 2,356 79
ROS Entlfe grupos 1422058,632 15 94803,909 3,314 0,000
(umolig) No interior dos grupos 1830935,911 64 28608,374
Total 3252994,543 79
MDA Entfe grupos 17735,000 15 1182,333 4,854 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 15587,512 64 243,555
Total 33322,512 79
GR Entlfe grupos 738,939 15 49,263 5,526 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 570,569 64 8,915
Total 1309,508 79
GPx Entlfe grupos 167761,499 15 11184,100 5,646 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 126766,759 64 1980,731
Total 294528,258 79
G6PD Entre grupos 414,513 15 27,634 17,501 0,000
h No interior dos grupos 101,059 64 1,579
(nmolfmin/mg) gy 515,571 79
SoD1 Entre grupos 11,847 15 0,790 1,764 0,060
(Ulmg) No interior dos grupos 28,657 64 0,448
Total 40,504 79
CTTL Entre grupos 3998,841 15 266,589 27,257 0,000
(umol/min/mg) No interior dos grupos 625,964 64 9,781
Total 4624,805 79
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Quadro B5 — Resultados da andlise de variancia (modelo “ANOV A I””) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes branquiais referentes a caracterizacéo detalhada da resposta a salinidade por

juvenis de lampreia-marinha das bacias do Lima e Vouga (Ensaio II).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados I(iBtISIEJdSazZ Variancia F (955'%@
GSH Entfe grupos 838886,972 15 55925,798 21,336 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 167756,983 64 2621,203
Total 1006643,954 79
GSSG Entfe grupos 434846,693 15 28989,780 7,064 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 262639,743 64 4103,746
Total 697486,436 79
Entre grupos 2146258,572 15 143083,905 14,757 0,000
GSH+GSSG No interior dos grupos 620563,610 64 9696,306
Total 2766822,182 79
Entre grupos 3,341 15 0,223 11,493 0,000
GSH/GSSG No interior dos grupos 1,240 64 0,019
Total 4,582 79
ROS Entre grupos 5596545,656 15 373103,044 4,394 0,000
(umol/g) No interior dos grupos 5434398,018 64 84912,469
Total 11030943,675 79
MDA Entre grupos 5975,393 15 398,360 3,295 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 7736,440 64 120,882
Total 13711,833 79
GR Entre grupos 298,614 15 19,908 1,424 0,163
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 894,444 64 13,976
Total 1193,058 79
GPx Entre grupos 385824,276 15 25721,618 10,225 0,000
: No interior dos grupos 161002,452 64 2515,663
(nmolfmin/mg) 7oy 546826,728 79
G6PD Entre grupos 487,514 15 32,501 3,939 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 528,016 64 8,250
Total 1015,530 79
SOD1 Entre grupos 53,194 15 3,546 2,974 0,001
(Ulmg) No interior dos grupos 76,314 64 1,192
Total 129,508 79
cTT1 Entre grupocsj 79,885 15 5,326 12,851 0,000
. No interior dos grupos 26,523 64 0,414
(mol/min/mg) 1y 106,408 79
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Anexo C — Ensaio |11

Quadro C1 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de biometria referente a
caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente
dulgaquicola (Ensaio I11).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados I?t::?ja((jiz Variancia F (955'9%)
Entre grupos 497,745 5 99,549 0,693 0,629
TL (mm) No interior dos grupos 19388,865 135 143,621
Total 19886,610 140
Entre grupos 5,718 5 1,144 1,454 0,000
TW (9) No interior dos grupos 106,199 135 0,787
Total 111,917 140209
Entre grupos 0,001 5 0,000 3,642 0,004
LW (g) No interior dos grupos 0,007 135 0,000
Total 0,008 140
Entre grupos 0,015 5 0,003 5,970 0,000
GW (g) No interior dos grupos 0,068 135 0,001
Total 0,083 140
Entre grupos 0,183 5 0,037 3,245 0,008
HSI No interior dos grupos 1,522 135 0,011
Total 1,705 140
Entre grupos 5,085 5 1,017 6,231 0,000
GLSI No interior dos grupos 22,033 135 0,163
Total 27,117 140
Entre grupos 0,007 5 0,001 1,198 0,314
K No interior dos grupos 0,151 135 0,001
Total 0,158 140

Quadro C2 — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de biotransformacio
hepaticos referente & caracteriza¢do da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia
do Lima em ambiente dulgaquicola (Ensaio I11).

Parémetros Origem de variancia Soma dos quadrados I(iBl;:;JSa?ii Variancia F (955'?%)
ALP Entre grupos 0,497 5 0,099 1,630 0,226
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 0,732 12 0,061
Total 1,229 17
Hemo Entre grupos 6,585 5 1,317 2,884 0,062
(nmol/mg) No interior dos grupos 5,479 12 0,457
Total 12,063 17
CPR Entre grupos 147,352 5 29,470 5,544 0,007
- No interior dos grupos 63,784 12 5,315
(nmol/min/mg) iy 211,137 17
ECOD Entre grupos 402,495 5 80,499 0,862 0,534
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 1120,604 12 93,384
Total 1523,099 17
UDPGT Entre grupos 20899,393 5 4179,879 6,957 0,003
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 7209,330 12 600,777
Total 28108,723 17
mGST Entre grupocsi 285,140 5 57,028 34,872 0,000
- No interior dos grupos 19,624 12 1,635
(nmolfmin/mg) — 75ay 304,764 17
cGST Entre grupos 24048,728 5 4809,746 22,104 0,000
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 2611,152 12 217,596
Total 26659,880 17
Marta Candeias 209



Sistemas de biotransformagao e de resposta ao stress de

Anexos Petromyzon marinus

Quadro C3 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de biotransformagio
branquiais referente a caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia

do Lima em ambiente dulcaquicola (Ensaio I11).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados I?t::rudsa((jjg Variancia F ( gsg%@
ALP Entre grupos 0,008 5 0,002 1,390 0,295
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 0,014 12 0,001
P 9 Total 0,023 17
UDPGT Entre grupos 1142696,387 5 228539,277 4,374 0,017
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 626926,431 12 52243,869
P Y Totl 1769622,818 17
mGST Entre grupos 123,523 5 24,705 1,046 0,435
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 283,315 12 23,610
Y Total 406,838 17
GST Entre grupos 5004,478 5 1000,896 11,651 0,000
(nmocl/min/m ) No interior dos grupos 1030,917 12 85,910
9 Totl 6035,395 17

Quadro C4 — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA 1) dos pardmetros de Stress oxidativo e
defesas antioxidantes hepaticos referente & caracterizacdo da resposta & atrazina por juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente dulgaquicola (Ensaio I11).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados ﬁ;tzgtjdsa(cjjz Variancia F (985'%@
GSH Entre grupos 71739,317 5 14347,863 9,510 0,001
(nmol/g) No interior dos grupos 18104,579 12 1508,715
Total 89843,896 17
GSSG Entre grupos 28367,913 5 5673,583 1,080 0,419
(nmol/g) No interior dos grupos 63047,646 12 5253,971
Total 91415,559 17
Entre grupos 138227,689 5 27645,538 3,396 0,038
GSH+GSSG No interior dos grupos 97682,145 12 8140,179
Total 235909,834 17
Entre grupos 0,542 5 0,108 2,008 0,150
GSH/GSSG No interior dos grupos 0,648 12 0,054
Total 1,190 17
ROS Entre grupos 1669,375 5 333,875 1,470 0,270
(umollg) No interior dos grupos 2725,124 12 227,094
Total 4394,499 17
MDA Entfe grupos 8302,517 5 1660,503 6,965 0,003
(nmol/g) No interior dos grupos 2861,031 12 238,419
Total 11163,548 17
GR Entre grupos 248,358 5 49,672 4,141 0,020
. No interior dos grupos 143,939 12 11,995
(nmolfmin/mg) 7 392,297 17
GPx Entre grupos 17084,481 5 3416,896 7,301 0,002
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 5615,992 12 467,999
Total 22700,473 17
G6PD Entre grupos 17,401 5 3,480 3,330 0,041
(nmol/min/mg) ?lgt:terlor dos grupos ;Sgﬁ 13 1,045
soD1 Entfe grupos 2,815 5 0,563 1,450 0,276
(Ulmg) No interior dos grupos 4,659 12 0,388
Total 7,475 17
c Entre grupos 58,126 5 11,625 1,929 0,163
TT.l No interior dos grupos 72,331 12 6,028
(umol/min/mg) 7.5y 130,457 17
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Quadro C5 — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes mitocondriais hepaticos referente a caracterizacdo da resposta a atrazina por

juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente dulcaquicola (Ensaio IlI).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados ﬁ;t:::];a?jz Variéancia F (985'%/‘0)
GSH Entlje grupos 1725,279 5 345,056 1,394 0,294
(nmol/g) No interior dos grupos 2969,807 12 247,484
Total 4695,086 17
GSSG Entre grupos 374,312 5 74,862 0,380 0,853
(nmol/g) No interior dos grupos 2364,631 12 197,053
Total 2738,943 17
Entre grupos 2944,948 5 588,990 1,273 0,337
GSH+GSSG No interior dos grupos 5551,742 12 462,645
Total 8496,691 17
Entre grupos 0,057 5 0,011 0,535 0,746
GSH/GSSG No interior dos grupos 0,255 12 0,021
Total 0,311 17
Entre grupos 4468,954 5 893,791 7,804 0,002
(uﬁgsg) No interior dos grupos 1374,369 12 114,531
Total 5843,323 17
MDA Entre grupos 1017039,318 5 203407,864 5,426 0,008
(nmol/g) No interior dos grupos 449865,172 12 37488,764
Total 1466904,490 17
GPx Entre grupos 311,430 5 62,286 1,342 0,312
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 557,049 12 46,421
Total 868,478 17
SOD2 Entre grupos 45,461 5 9,092 4,928 0,011
(Ulmg) No interior dos grupos 22,141 12 1,845
Total 67,602 17

Quadro C6 — Resultados da anélise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes branquiais referentes a caracterizacdo da resposta & atrazina por juvenis de
lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente dulcaquicola (Ensaio I11).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados ﬁ;tzgtjdsa(cjjz Variancia F (985'%@
GSH Entfe grupos 425391,050 5 85078,210 35,402 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 28838,829 12 2403,236
Total 454229,879 17
GSSG Entre grupos 59101,424 5 11820,285 2,613 0,080
(nmol/g) No interior dos grupos 54288,398 12 4524,033
Total 113389,822 17
Entre grupos 712046,690 5 142409,338 21,057 0,000
GSH+GSSG No interior dos grupos 81157,697 12 6763,141
Total 793204,387 17
Entre grupos 2,287 5 0,457 3,418 0,038
GSH/GSSG No interior dos grupos 1,606 12 0,134
Total 3,892 17
ROS Entfe grupos 135664,550 5 27132,910 6,749 0,003
(umollg) No interior dos grupos 48243,951 12 4020,329
Total 183908,501 17
MDA Entre grupos 1124,606 5 224,921 6,331 0,004
(nmol/g) No interior dos grupos 426,328 12 35,527
Total 1550,934 17
GR Entre grupos 50,944 5 10,189 0,562 0,728
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 217,741 12 18,145
Total 268,685 17
GPx Entre grupos 29701,718 5 5940,344 3,324 0,041
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 21443,332 12 1786,944
Total 51145,050 17
G6PD Entre grupos 84,990 5 16,998 4,956 0,011
. No interior dos grupos 41,154 12 3,429
(nmolfmin/mg) 7o 126,144 17
soD1 Entfe grupos 1,232 5 0,246 0,913 0,504
(Ulmg) No interior dos grupos 3,238 12 0,270
Total 4,470 17
CTT1 Entre grupos 1,543 5 0,309 7,068 0,003
(umol/min/mg) No interior dos grupos 0,524 12 0,044
Total 2,067 17
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Quadro C7 — Resultados da anélise de varidncia (modelo “ANOVA 17) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes mitocondriais branquiais referentes a caracterizacdo da resposta a atrazina por

juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente dulcaquicola (Ensaio IlI).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados I? g:ﬁ;agg Variéancia F (955'%/'0)
Entre grupos 4974,000 5 994,800 2,811 0,066
(n%:’;/'g) No interior dos grupos 4246,143 12 353,845
Total 9220,144 17
GSSG Entre grupos 3445,265 5 689,053 4,032 0,022
(nmol/g) No interior dos grupos 2050,904 12 170,909
Total 5496,169 17
Entre grupos 16435,977 5 3287,195 3,525 0,034
GSH+GSSG No interior dos grupos 11189,649 12 932,471
Total 27625,627 17
Entre grupos 0,073 5 0,015 0,374 0,857
GSH/GSSG No interior dos grupos 0,471 12 0,039
Total 0,545 17
ROS Entre grupos 8852,649 5 1770,530 12,375 0,000
(umolig) No interior dos grupos 1716,873 12 143,073
Total 10569,522 17
MDA Entre grupos 87120,532 5 17424,106 18,276 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 11440,635 12 953,386
Total 98561,167 17
GPx Entre grupos 1104,657 5 220,931 3,750 0,028
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 706,900 12 58,908
Total 1811,557 17
SOD2 Entre grupos 24,360 5 4,872 1,302 0,326
(Ulmg) No interior dos grupos 44,907 12 3,742
Total 69,267 17
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Anexo D — Ensaio 1V

Quadro D1 — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de biometria referente a
caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente
salino (Ensaio 1V).

A . A Graus de . Sig.
Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados liberdade Variancia F (95%/0)
Entre grupos 91,119 3 30,373 0,413 0,744
TL (mm) No interior dos grupos 11470,075 156 73,526
Total 11561,194 159
Entre grupos 1,765 3 0,588 0,901 0,442
TW (g) No interior dos grupos 101,900 156 0,653
Total 103,665 159
Entre grupos 0,000 3 0,000 1,538 0,207
LW (9) No interior dos grupos 0,010 156 0,000
Total 0,011 159
Entre grupos 0,004 3 0,001 4,641 0,004
GW (g) No interior dos grupos 0,050 156 0,000
Total 0,055 159
Entre grupos 0,404 3 0,135 5,967 0,001
HSI No interior dos grupos 3,617 156 0,023
Total 3,920 159
Entre grupos 3,076 3 1,025 8,110 0,000
GLSI No interior dos grupos 19,726 156 0,126
Total 22,803 159
Entre grupos 0,104 9 0,012 7,935 0,000
K No interior dos grupos 0,423 291 0,001
Total 0,527 300

Quadro D2 — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA 1) dos parametros de biotransformagio
hepéticos referente a caracterizagdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia
do Lima em ambiente salino (Ensaio 1V).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados %Z?dsa?j: Variancia F (955'%/'0)
ALP Entfe grupos 0,071 3 0,024 0,344 0,794
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 1,094 16 0,068
Total 1,165 19
Hemo Entre grupos 0,299 3 0,100 0,424 0,738
(nmol/img) No interior dos grupos 3,756 16 0,235
Total 4,054 19
CPR Entre grupos 27,026 3 9,009 1,760 0,195
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 81,897 16 5,119
Total 108,924 19
ECOD Entre grupos 271,264 3 90,421 3,613 0,036
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 400,395 16 25,025
Total 671,659 19
UDPGT Entre grupos 576919,631 3 192306,544 4,917 0,013
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 625726,312 16 39107,894
Total 1202645,942 19
mGST Entre grupos 1824,899 3 608,300 3,501 0,040
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 2780,037 16 173,752
Total 4604,936 19
cGST Entre grupos 1244,815 3 414,938 4,932 0,013
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 1346,152 16 84,135
Total 2590,967 19
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Quadro D3 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA I”) dos pardmetros de biotransformacéo
branquiais referente a caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de lampreia-marinha da bacia

do Lima em ambiente salino (Ensaio V).

Parémetros Origem de variancia Soma dos quadrados Ici;br:?dsa(ciiz Variancia F (985'?%)
ALP Entre grupos 0,052 3 0,017 2,388 0,107
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 0,115 16 0,007
P g Total 0,167 19
UDPGT Entre grupos 2149139,216 3 716379,739 20,940 0,000
(pmol/min/mg) No interior dos grupos 547366,727 16 34210,420
P g Total 2696505,943 19
GST Entre grupos 304,904 3 101,635 0,960 0,436
(nm(r)T/min/m ) No interior dos grupos 1694,698 16 105,919
g Total 1999,602 19
cGST Entre grupos 2009,634 3 669,878 0,792 0,516
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 13529,697 16 845,606
g Total 15539,331 19

Quadro D4 — Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA 1) dos pardmetros de stress oxidativo e

defesas antioxidantes hepaticos referente & caracterizagdo da resposta a atrazina por juvenis de

lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente salino (Ensaio 1V).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados I(i;br:?dsa?ji Variancia F (985'%@
GSH Entre grupos 9916,522 3 3305,507 1,296 0,310
(nmol/g) No interior dos grupos 40796,849 16 2549,803
Total 50713,371 19
GSSG Entre grupos 3779,250 3 1259,750 0,645 0,597
(nmol/g) No interior dos grupos 31236,386 16 1952,274
Total 35015,636 19
Entre grupos 10012,822 3 3337,607 0,576 0,639
GSH+GSSG No interior dos grupos 92700,086 16 5793,755
Total 102712,908 19
Entre grupos 0,515 3 0,172 2,092 0,142
GSH/GSSG No interior dos grupos 1,313 16 0,082
Total 1,828 19
0s Entre grupos 60894,931 3 20298,310 2,278 0,119
(uﬁml/g) No interior dos grupos 142589,215 16 8911,826
Total 203484,147 19
MDA Entre grupos 94824,586 3 31608,195 108,819 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 4647,457 16 290,466
Total 99472,043 19
GR Entre grupos 5,761 3 1,920 0,266 0,849
- No interior dos grupos 115,674 16 7,230
(nmol/min/mg) 7z 121,434 19
G Entre grupos 250,894 3 83,631 0,047 0,986
(nmol/nzi(n/mg) No interior dos grupos 28581,996 16 1786,375
Total 28832,890 19
G6PD Entre grupos 1,041 3 0,347 1,546 0,241
(nmol/min/mg) ?Igt;Tterlor dos grupos 2(532; 18 0,224
SoD1 Entre grgpos 0,536 3 0,179 0,267 0,848
(Ulmg) No interior dos grupos 10,705 16 0,669
Total 11,241 19
CTTI Entre grgpos 3,814 3 1,271 6,048 0,006
(umol/min/mg) No interior dos grupos 3,363 16 0,210
Total 7,177 19
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Quadro D5 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes mitocondriais hepaticos referente a caracterizacdo da resposta a atrazina por
juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente salino (Ensaio V).

Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados I(i;t::ﬁcfa((jjz Variancia F (955'?%)
GSH Entre gI’I:JpOS 36,745 3 12,248 0,241 0,866
(nmol/g) No interior dos grupos 812,329 16 50,771
Total 849,074 19
GSSG Entfe grupos 303,795 3 101,265 7,345 0,003
(nmol/g) No interior dos grupos 220,580 16 13,786
Total 524,375 19
Entre grupos 505,265 3 168,422 3,175 0,053
GSH+GSSG No interior dos grupos 848,807 16 53,050
Total 1354,072 19
Entre grupos 0,607 3 0,202 1,728 0,202
GSH/GSSG No interior dos grupos 1,875 16 0,117
Total 2,482 19
Entre grupos 374,273 3 124,758 1,796 0,189
(uﬁgsg) No interior dos grupos 1111,594 16 69,475
Total 1485,867 19
MDA Entre grupos 94647,321 3 31549,107 12,771 0,000
(nmol/g) No interior dos grupos 39526,250 16 2470,391
Total 134173,571 19
GPx Entre grupos 911,867 3 303,956 2,128 0,137
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 2285,881 16 142,368
Total 3197,748 19
SOD2 Entre grupos 7,824 3 2,608 1,485 0,256
(Ulmg) No interior dos grupos 28,094 16 1,756
Total 35,918 19

Quadro D6 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA 1) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes branquiais referentes a caracterizacdo da resposta a atrazina por juvenis de

lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente salino (Ensaio V).

Parametros Origem de variancia Soma dos quadrados I(i;br:?dsa?ji Variancia F (985'%@
GSH Entre grupos 242285,626 3 80761,875 3,058 0,059
(nmol/g) No interior dos grupos 422598,535 16 26412,408
Total 664884,161 19
GSSG Entre grupos 68532,323 3 22844,108 7,302 0,003
(nmol/g) No interior dos grupos 50052,463 16 3128,279
Total 118584,786 19
Entre grupos 564116,259 3 188038,753 4,869 0,014
GSH+GSSG No interior dos grupos 617918,716 16 38619,920
Total 1182034,975 19
Entre grupos 0,049 3 0,016 0,259 0,854
GSH/GSSG No interior dos grupos 1,002 16 0,063
Total 1,051 19
ROS Entre grupos 107323,875 3 35774,625 6,077 0,006
(umolig) No interior dos grupos 94195,763 16 5887,235
Total 201519,639 19
MDA Entre grupos 11986,220 3 3995,407 7,724 0,002
(nmol/g) No interior dos grupos 8276,841 16 517,303
Total 20263,061 19
GR Entre grupos 18,522 3 6,174 0,539 0,663
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 183,429 16 11,464
Total 201,951 19
GPx Entre grupos 96618,006 3 32206,002 7,147 0,003
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 72099,131 16 4506,196
Total 168717,137 19
G6PD Entre grupos 14,687 3 4,896 13,214 0,000
. No interior dos grupos 5,928 16 0,370
(nmolfmin/mg) — rora 20,614 19
SoD Entfe grt_Jpos 1,049 3 0,350 0,900 0,463
(U/mg) No interior dos grupos 6,213 16 0,388
Total 7,261 19
CTT1 Entre grupos 22,772 3 7,591 9,464 0,001
(umol/min/mg) No interior dos grupos 12,832 16 0,802
Total 35,604 19
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Quadro D7 — Resultados da anélise de varidncia (modelo “ANOVA 1”) dos pardmetros de stress oxidativo e
defesas antioxidantes mitocondriais branquiais referentes a caracterizacdo da resposta a atrazina por

juvenis de lampreia-marinha da bacia do Lima em ambiente salino (Ensaio V).

A - - Graus de . Sig.
Pardmetros Origem de variancia Soma dos quadrados liberdade Variancia F (95%/0)
Entre grupos 6270,212 3 2090,071 12,943 0,000
(nﬁ\i}ﬂ/g) No interior dos grupos 2583,771 16 161,486
Total 8853,983 19
Entre grupos 1084,937 3 361,646 8,905 0,001
(r?n?(?l%) No interior dos grupos 649,797 16 40,612
Total 1734,734 19
Entre grupos 12406,751 3 4135,584 17,023 0,000
GSH+GSSG No interior dos grupos 3887,107 16 242,944
Total 16293,858 19
Entre grupos 0,940 3 0,313 0,660 0,589
GSH/GSSG No interior dos grupos 7,600 16 0,475
Total 8,540 19
ROS Entre grupos 8855,525 3 2951,842 8,701 0,001
(umolig) No interior dos grupos 5428,196 16 339,262
Total 14283,721 19
MDA Entre grupos 1918,664 3 639,555 1,665 0,214
(nmol/g) No interior dos grupos 6144,114 16 384,007
Total 8062,779 19
GPx Entre grupos 347,831 3 115,944 8,377 0,001
(nmol/min/mg) No interior dos grupos 221,443 16 13,840
Total 569,275 19
SOD2 Entre grupos 93,754 3 31,251 2,840 0,071
(Ulmg) No interior dos grupos 176,057 16 11,004
Total 269,811 19

216

Marta Candeias



