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Resumo

A aquicultura € uma industria em franco desenvadvitn no mundo todo, apesar de a
criacdo de peixes marinhos no Brasil ainda estaéragdo seu potencial. O beijupira
(Rachycentron canadum) € uma espécie que vem despertando interesseriddsres,
devido as suas altas taxas de crescimento, adégddbi ao cultivo e aceitacdo no
mercado. As condi¢cbes de cultura intensiva podenargiatores de estresse aos
organismos que afetam seu estado fisioldégico. Néstealho, beijupiras foram
cultivados em dois sistemas de criacdo diferentestanqueindoor com sistema de
circulacdo de &gua aberto e um tanque-rede casteirparametros genotoxicos,
morfométricos e a atividade de enzimas da defesaexatante foram comparados ao
final de um periodo de 11 semanas de criacdo. Néeehdiferencas significativas nas
taxas de crescimento dos dois tanques, porém doetsaeta e 0 de micronucleo e
demais anormalidades nucleares detectaram um rdaimw ao DNA e uma maior
frequéncia de anormalidades nucleares nos peixesidona no tanquendoor. Esses
ensaios mostraram-se muito sensiveis para obsergatado fisioldgico de beijupiras
em cativeiro. A expressao da proteina p53, quéaéiomada a integridade do DNA, foi
detectada por imuno-histoquimica e ndo apresenfetedcas significativas entre os
dois tanques, porém o valor da sua expressaotépipgidendo indicar que a p53 estava
ativada para regular os danos ao DNA ja existemistectados pelo ensaio cometa. A
atividade das enzimas superéxido dismutase (SODjatmpna peroxidase (GPx) e
catalase também nao apresentaram diferencas sajivifis entre os peixes dos dois
tanques. A atividade destas enzimas precisa seélomettudada, pois ndo ha um padréo
de respostas conhecido para as diversas espécjpsxgs ja estudadas. Também foi
realizada uma exposicdo de beijupirag3-aaftoflavona (BNF) nas concentracdes
2mg/kg e 10mg/kg em condi¢cBes controladas de latravgpara compreender melhor
0S mecanismos de resposta desta espécie a um ¢omposnhecidamente toxico.
Foram avaliados parametros genotdxicos e enzinsioeadas a defesa antioxidante.
O ensaio cometa ndo detectou diferencas signifactno dano ao DNA entre os
beijupiras dos controles e expostos a BNF, poréemsaio de micronucleo e demais
anormalidades nucleares apresentou diferencadisigivias entre 0s peixes expostos as
duas concentracdes em relagdo aos controles. @s datectados pelo ensaio cometa
sdo quebras reparaveis que acontecem na fita de, @Nduanto as anormalidades

nucleares sdo danos permanentes, portanto, dwameiodo de exposicdo a BNF é
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possivel que o tempo tenha sido suficiente pareparo das quebras no DNA. Com
relacdo as enzimas, apenas a catalase apresefei@nchs significativas de atividade,
com uma inibicdo de atividade causada pela BNF ammsoncentracdo em relagcéo ao
controle. Analisando-se o0s dois experimentos, amnida@s de ensaio cometa e
micronucleo e demais anormalidades nucleares iralitaerem as mais sensiveis para
um monitoramento de beijupirds de cultivo, com atagem de ndo haver necessidade
de sacrificio dos organismos. Ainda sdo necessaras estudos com as enzimas da

defesa antioxidante, em busca de um padrdo na&spasta a substancias toxicas.

Palavras chave:Rachycentron canadum, dano genotdxico, defesa antioxidante, p53
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Abstract
The aquaculture production is continuously growingthe world, even though the

marine fish cultures in Brazil are still smalleathits potential. The intention of rearing
the cobia Rachycentron canadum) species is currently increasing due to its highwgh
rates, adaptability to captivity and acceptancetten market. The intensive culturing
conditions may cause stress to the organism, effeatiag its physiological state. In
this work, cobia has been reared in two differand& of tanks: the first one was an
indoor tank with open water circulation system #mel other one was a near shore cage
tank. Genotoxic and morphometric parameters anchthigity of antioxidant defense
enzymes were measured and compared at the end wfeés of culturing. There
weren't any significant differences between botiksaon the growth rate, but both the
comet assay and the micronuclei and others nual@@rmalities assay detected higher
DNA damage and nuclear abnormalities frequencyhenfish that were kept at the
indoor tank. The comet and the nuclear abnormaldassays seem to be more sensitive
to monitoring the physiological state of cobia dgrithe culture. The protein p53,
related to DNA integrity, expression was detectgdnbmunohistochemical and didn't
show significant differences, but the value of #eression was high, so it could
indicate that p53 was activated to regulate the Didnage that was detected by the
comet assay. The activity of the enzymes superogidmutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) and catalase also didn't demaastaay significant differences
between the fish at any of the tanks. As theré &y known response pattern for the
several species of fish that have already beeniestudnore studies are necessary
concerning these enzymes. In addition to the ewpari already mentioned, cobia were
exposed top-naphthoflavone (BNF) at concentrations of 2mg/kgl &0mg/kg on
laboratory controlled conditions to better underdtéhe response mechanisms of this
species to a toxic substance. The genotoxic paemeind the antioxidant defense
enzymes activity were measured. The comet assag'tddetect any significant
differences between the exposed to BNF and theaogtoups, however the nuclear
abnormalities assay showed significant differendestween the two exposed
concentrations and the control groups. The DNA dmsadentified by the comet assay
are breaks on the DNA strands, meanwhile, nuclémormnalities are permanent
damages. Therefore, during the exposed period st pessible that the time had been
sufficient to repair the breaks on DNA. Catalasévag had significant differences with

inhibition of the activity in cobia exposed to BN¥F higher concentration, the others



viii

enzymes didn't demonstrate results with significdifferences. Looking at both

experiments, the comet assay and nuclear abnomsalssay seem to be the most
sensitive to cobia's monitoring and they also htéieeadvantage that there is no need to
sacrifice the fish. Further studies on the antiariddefense enzymes are needed in

order to find a pattern on its response to toximgounds.

Key words: Rachycentron canadum, genotoxity damage, antioxidant defense, p53.
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Introducéo Geral

O consumaper capita de peixe vem aumentando desde a década 1960. Nesta
época o consumo médio anual era de 9,9kg, passaupalkg nos anos 1990, chegou
a 19,7kg em 2013 e, em 2014 e 2015, o consumo&leltespassar os 20kg, de acordo
com os célculos em andamento da FAO (2016). Camside a situacdo de producdo
relativamente estavel da pesca desde o final dos 8980, a aquicultura assume um
papel muito importante na producdo de pescadopsgumel a porcentagem de producao
de alimentos pela criacdo encontra-se em francecionento: em 1974 ela era
responsavel por apenas 7% da producédo total, edh jA9%avia aumentado para 26%,
em 2004 ja correspondia a 39% da producao e em @ixtdspondia a cerca de 44%
(FAO, 2016). Avaliando-se apenas a producao deepei porcentagem da aquicultura
na producao global aumentou ainda mais: em 200doetaspondia a 31,1%, em 2012
a42,1% e em 2014 ela era de 44,1% da producaoiah(RAO, 2016).

A aquicultura marinha no Brasil ainda é incipiensgesar de seu grande
potencial devido ao clima e ao tamanho do litorakleiro. Uma das espécies que tem
sido estudada por causa do seu grande potencabpaiacdo comercial € o beijupira
(Rachycentron canadum). Esta espécie é considerada de interesse pagaieuléura
devido sua alta taxa de crescimento (LIAO; LEANOQ?), facilidade de desova em
cativeiro (FRANKS et al., 2001; ARNOLD et al.,, 20020UZA-FILHO; TOSTA,
2008), resposta positiva a vacinacéo (LIN et &8l06), adaptabilidade ao confinamento,
aceitacdo de dietas extrusadas (CRAIG et al., 2806adrne de excelente qualidade
(LIAO et al., 2004; CRAIG et al., 2006; LIAO; LEAN(007). Paises como China,
Taiwan, Estados Unidos (WEIRICH et al., 2004), @dRrico, Belize, Ilhas Reunido
(GAUMET et al., 2007), Japdo (NAKAMURA, 2007), Imisia (WAHJUDI;
MICHEL, 2007), México, Tailandia, Ird, Republica mmicana, Bahamas, Matrtinica e
Panama (BENETTI et al., 2008) ja possuem relatoxridedo com esta espécie, porém
apenas a China, responsavel por cerca de 80% diugdm e o Taiwan sao
considerados produtores em larga escala dessesgB&XISER; HOLT, 2007).

Além da extensa aplicacdo em monitoramento andiéviAN der OOST et al.,

2003), os biomarcadores podem ser ferramentas nitéte para o aprimoramento da



aquicultura e monitoramento do estado fisiolégios drganismos em cativeiro. Eles
sdo capazes de detectar alteragdes nos organisragsodem ocorrer tanto em niveis
celulares, bioquimicos, moleculares ou fisioldgi¢chdM; GRAY, 2003), devido a
fatores enddgenos e exdgenos de diferentes foriietas alteracbes podem
comprometer o crescimento, a engorda, o desenvehtongonadal, a reproducédo e a
capacidade imunoldgica (PRUNET et al., 2012; NAKAB(Cal., 2013; SKULSTAD et
al., 2013; GOOD et al., 2014; HOSEINI et al., 201A¥m de ser possivel realizar
testes para verificar os motivos de uma reducaorelcimento dos peixes criados, 0s
biomarcadores podem esclarecer diversos problemasiacdo como, por exemplo, a
tolerancia dos organismos a hipoxia, a compostvegeinados, a contaminantes e a
variagbes na qualidade ambiental (RODRIGUES et28l11; PRUNET et al., 2012,
MAHFOUZ et al., 2015; KALANTZI et al., 2016), mesnamtes que a saude do animal
esteja muito comprometida ou que a mortalidaderac@utra aplicacdo extremamente
promissora dos biomarcadores é no estudo das taspiss individuos a suplementos
alimentares e novas formulacdes das ragdes (LHl,&2010; LIU et al., 2013).

Antes de utilizar os biomarcadores no ambientengpse recomendavel realizar
testes em laboratorio com diferentes concentrad@esna substancia de referéncia para
avaliar a resposta do organismo em condi¢coes dadé® (VAN der OOST et al.,
2003). Conhecendo-se as respostas fisioldgicas mmexperimento controlado de
laborat6rio, torna-se mais facil avaliar as resgwstbtidas no ambiente com todas as

suas flutuag6es naturais inevitaveis.

O objetivo inicial deste trabalho foi verificareficiéncia de biomarcadores para
avaliar alguns aspectos do estado fisiologico dpipeas criados em dois sistemas
diferentes, utilizando biomarcadores genotoxicosereimaticos. Como néo foi
encontrado nenhum controle de laboratorio com espécie na literatura, também foi
realizado um experimento preliminar com exposigdandividuos desta espécie a uma

substancia de toxicidade conhecida em outros peafesaftoflavona (BNF).



Parte I: Avaliacao do estado fisiol6gico de juvenide beijupiras
durante o periodo de engorda em dois sistemas deagdo diferentes



. Introducéo
A producdo proveniente da aquicultura no Brasietam grande crescimento

nas ultimas décadas. Segundd-@d and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO, 2012), em 1980 eram produzidas 808,6 melahas de produtos, destas
804,9 mil toneladas provenientes da captura e ap&damil toneladas da aquicultura;
ja em 2011 foram produzidas 1432,6 mil toneladasgds 803,3 mil toneladas vindas da
captura e 629,3 mil toneladas da aquicultura. Nkimas 30 anos, a captura de pescado
no Brasil se manteve praticamente estavel e taglenmento na producgéo disponivel no
mercado foi devido ao crescimento da aquicultura. 2014, foram produzidos, em
nosso pais, 562,2 mil toneladas de derivados d&uwgua, sendo 0s principais
produtos peixes de agua doce (474,3 mil toneladaslscos (22,1 mil toneladas) e
crustaceos (65,1 mil toneladas) (FAO, 2016).

Ainda que a maior parte da aquicultura no Brasid@ncentre em peixes de agua
doce e invertebrados marinhos, ha um crescimenttemanda de peixes marinhos, ja
que entre 1980 e 2011 houve uma diminuicdo de 18%radducdo pesqueira (FAO,
2012). Devido ao tamanho do litoral e a demandandaado, a piscicultura marinha
apresenta grandes possibilidades, apesar de a&ndacgpiente. Existem iniciativas de
pesquisa dirigidas para algumas espécies comopbéijiRachycentron canadum),
robalo-peva e flecha Centropomus parallelus e C. undecimalis) e linguado
(Paralichthys orbignyanus). Existe ainda algum interesse na criacdo de dafltugil
liza), cioba (utjanus analis), garoupa Epinephelus marginatus), pampo {rachinotus
marginatus e T. carolinus) e peixe-rei Qdonthestes argentinensis) (HAMILTON et al.,
2013).

O beijupira foi a espécie alvo deste trabalho, per uma das principais
candidatas para a criacdo de peixes marinhos ega lescala no Brasil. Ele é
encontrado em todo o litoral do pais, e distriluem aguas tropicais e subtropicais de
todos os continentes. E uma espécie neritica elégipa de habito natatorio ativo e
comportamento migratério (SHAFFER; NAKAMURA, 198%eu habito alimentar é
predador incluindo, em sua dieta, nécton e zookeatmnentando-se preferencialmente
de peixes e crustaceos, embora possa eventualroenseimir bivalves (MEYER;
FRANKS, 1996; ARENDT et al., 2001).



A criacdo desta espécie foi iniciada em Taiwanl®®5 e, devido ao sucesso,
sua produgcdo comercial comegou a crescer paraletam@ desenvolvimento de
técnicas para produgdo em massa de juvenis (LIA®.,e2004). Atualmente, naquele
pais, a criacado € feita em tanques-rede e a produdastinada ao mercado interno e a
exportacdo para o Japao (LIAO; LEANO, 2007; MIACakf 2009). Apés 0 sucesso da
criagdo em Taiwan, a producdo de beijupirds comegsa expandir para as demais
partes do mundo. Existem relatos de criacdo eatinveis de pesquisa na China (ZHOU
et al., 2016), Vietna (HUY et al., 2006), TaiwanAD et al., 2004), Estados Unidos
(WEIRICH et al.,, 2004; RICHE et al., 2013), Portac® Belize, llhas Reunido
(GAUMET et al., 2007), Japdao (NAKAMURA, 2007), Indésia (WAHJUDI;
MICHEL, 2007), México, Tailandia, Ird, Republica Dmicana, Bahamas, Martinica,
Panama, Australia, llhas Marshall (BENETTI et aDP8) e india (GOPAKUMAR et
al., 2012; PHILIPOSE et al., 2013). Trabalhos nmatentes, como os de Benetti et al.
(2010), Guo et al. (2015), Petersen et al. (20Lign et al. (2016) e Zhou et al. (2016),

apenas citam os anteriores.

Houve um crescimento na producdo desta espécié@ltim®s anos: em 2000,
eram produzidas 2,6 mil toneladas sendo o Taiwamico produtor com dados de
producao; em 2003, a China também passou a terpuodacao significativa com o
total produzido aumentando para 18,6 mil tonelaglaslesde entdo, ela € o maior
produtor da espécie; em 2008, o Vietnd também passapresentar uma grande
producédo e a producao mundial era de 26,5 mil éolasl, em 2012, a producao era de
40,1 mil toneladas e, em 2014, de 40,3 mil tonald&AO, 2011-2016). Entre 2001 e
2014, paises, como Bahamas, Belize, Colémbia, RiepuBPominicana, Martinica,
Mayotte, Panama, Porto Rico e Singapura, apresentarma pequena producao
segundo o FishStatJplataforma de dados de pesca e aquicultura da)FB@ém
destes apenas o Panama vinha apresentado um tenstascimento até 2014. No
Brasil, foram feitos testes em fazendaffshore em Recife e em pequenos
empreendimentos préximos a costa no litoral deFdo e do Rio de Janeiro e todas
essas formas se mostraram economicamente viaveisppoducfes de cerca de 316
toneladas na primeira e 3,7 toneladas na segundZHBRA et al., 2016). Nao ha
dados da producdo brasileira de beijupirds na FA@s entre 2013-2014 foram

produzidas aproximadamente 25 toneladas nas fazepelguenas em tanques-rede



costeiros e estima-se que esta producdo aumerte@aa de 110 toneladas em 2014-
2015 (ROMBENSO et al., 2015).

O grande interesse no desenvolvimento da aquiaultie beijupirds reside
principalmente na sua alta taxa de crescimento Q.IAEANO, 2007), facilidade de
desova em cativeiro (FRANKS et al., 2001; ARNOLDakt 2002; SOUZA-FILHO;
TOSTA, 2008), relativa tolerancia as variacdes almisade (FAULK; HOLT, 2006),
resposta positiva a vacinacdo (LIN et al., 200@)aptabilidade ao confinamento,
aceitacdo de dietas extrusadas (CRAIG et al., 2806arne de excelente qualidade
(LIAO et al., 2004; CRAIG et al., 2006; LIAO; LEANQ007).

Os maiores problemas encontrados ao longo dos dmasiacdo se referem
principalmente a alimentacdo, patdgenos e necelssida mais pesquisas para um
melhor conhecimento da espécie. Em alguns paisesp €hina, Taiwan e Vietna,
ainda se utilizam restos de peixe e espécies deepegamanho sem valor comercial
como alimentacdo das criacdes de beijupiras, paré@ferta destes peixes é limitada
(TIEN et al., 2016; ZHOU et al., 2016). O desenunknto da formulacdo de racdes
também esta atrasado se comparado com a de oeires pnarinhos que séo criados
em larga escala, como salmao, e, apesar dos divessindos que estdo sendo
realizados, ainda ndo se sabe, com maior profudejdas exigéncias nutricionais da
espécie (TIEN et al.,, 2016). Com relacdo aos patigyéhotobacterium damselae e
Sreptococcus iniae s@o as principais bactérias encontradas que cayrsentles taxas de
mortalidade e, por esse motivo, estdo sendo testautidticos que tratam e previnem
a contaminacao por essas bactérias (GUO et alb)200utros tipos de parasitas, como
o dinoflageladoAmyloodinium ocellatum e o platelmintoNeobenedenia sp., também
causam reducdo no crescimento e altas taxas dalitiade nas criacoes (LIAO et al.,
2004). Apesar dos diversos estudos ja realizadloda @do se sabe as caracteristicas de
um ambiente 6timo para o crescimento de beijupiadsexigéncias nutricionais de
individuos nas diferentes fases do ciclo de vids eespostas da espécie as diferentes
situacOes de estresse ambiental; por isso aindaex@ssarios estudos basicos sobre
essa espécie para otimizar o processo produtiviN{SIHEN, 2014). Este trabalho
possui uma vertente principalmente dirigida a unmomaonhecimento da espécie,
buscando metodologias que permitam avaliar mellsoregpostas fisiologicas dos

beijupiras em relacdo a estressores presentedtivmcu



No Brasil, apesar do interesse na criagdo do fejuos estudos sobre a
piscicultura da espécie ainda sdo escassos (CAVALHAMILTON, 2009;
YASUMARU et al., 2014). A reproducdo em cativeieogcorre regularmente com o
uso de reprodutores capturados no mar, porém aigiodde juvenis ainda € limitada,
mas suficiente para atender a pequena demanda docaduoe H4, no entanto,
necessidade de melhorar a tecnologia de criacatargas, pois as tentativas de
larvicultura em larga escala ainda ndo alcancarasuncesso obtido em outros paises
(CAVALLI; HAMILTON, 2009). Estudos de crescimentoodbeijupird em aguas
brasileiras costeiras vém apresentando resultadosigsores (SAMPAIO et al., 2011).
Apesar de o crescimento ainda ser inferior a oupafses, como Reino Unido,
Indonésia, Japéo e Caribe, hd como melhorar adgulglidas racdes disponiveis, que
ainda ndo sao de 6tima qualidade, e os procesdasvimiltura e producao de juvenis,
ja que os juvenis produzidos também apresentanrescimento inferior se comparado
ao de outros paises (SAMPAIO et al., 2011).

O ciclo produtivo do beijupird ainda estd em estymbrém o método de criacdo
mais bem estabelecido é o do Taiwan, por ser egs@soonde esta atividade esta
desenvolvida por um maior periodo de tempo. Nesi®, o periodo de crescimento de
10-20g até 1000g, peso no qual os peixes podentrasesferidos para tanques-rede
offshore, é feito em viveiros e tanques-rede, ambos prégientinha de costa (LIAO et
al., 2004). Porém, devido a dependéncia das coesliciiméaticas destas duas formas de
criagcdo, principalmente durante o inverno dos gafkehemisfério norte, ha tentativas
de desenvolvimento de alternativas, em condi¢cOdseatais controladasdoor, para a
criacdo destes juvenis (WEBB Jr. et al., 2007).t&le®sso trabalho, os organismos
foram criados em tanque-rede localizados na regdgieira e também em tanque
indoor com sistema de circulacdo de agua aberto, quee@ncontrar em um local
fechado facilitaria o controle das condicbes amnthisn por estar menos exposto as
flutuacbes das mesmas. Ao final do periodo expertahefoi feita uma avaliacdo do

estado fisiolégico dos organismos criados nas doagicoes.

Existe uma grande variedade de tipos de tanques-tanto em relagdo a sua
forma, como material utilizado, sendo quatro osgipasicos principais: fixo, flutuante,
submersivel e submerso. Beveridge (2004) descrestes quatro tipos basicos
conforme explicado a seguir. Os tanques fixos stersi em redes suportadas por

estruturas que vao da superficie ao fundo de untago ou enseada, e sdo comumente



usados em paises tropicais, como as Filipinas;casto de producdo € baixo e sua
estrutura é simples de construir, porém séo restat ambientes abrigados com solo
adequado e possuem forma e tamanho limitados. langses-rede flutuantes, que
foram utilizados neste trabalho, sdo os mais enapiesy sendo sua rede suportada por
um colar ou um quadro flutuante, com uma grandewgao de tamanhos e formas; os
colares flutuantes podem ser confeccionados deiraaimples utilizando apenas boias
e cordas, porém, desta forma, o manejo é dificolt&dbr esse motivo, € mais comum
que o colar seja mais largo e rigido de forma gitirca manutencéo. Caso o local seja
muito dinamico, € mais comum que o colar sejaVigxiOs tanques-rede submersiveis,
ao contrario dos demais, ndo possuem um colame usha aparelhagem ou um quadro
gue mantém sua forma; a principal vantagem pem@mteutras formas é que pode-se
mudar a posicdo do tanque na coluna d'agua, ndntlava exploracdo de s6 uma
regido; os tanques sdo mantidos na superficie eimdps de calmaria e sdo submersos
quando o tempo estd com condi¢des adversas ouaoande unbloom de algas. Por
sua vez, os tanques-rede submersos sdo mais ddgizaa aquicultureoffshore,
possuem um grande numero de modelos propostosn@inéla sédo pouco utilizados; é
uma solucéo alternativa para minimizar o impactesioesse mecanico causado pelas
ondas, porém possui um maior custo, ja que a rpaite do manejo da criacdo deve ser
mecanizado (como o processo de alimentacdo eerrsisie monitoramento), devido a
dificuldade e ao custo de se chegar ao local (PAPRAULAKIS et al., 2013).

As principais vantagens dos tanques-rede sdo mn&aguen investimento mais
baixo em relacdo a outras formas de criacéo, iidsidlacdo, em casos de emergéncia
pode ser movido para outro lugar e a despescaildafde. Como desvantagens, ha a
dificuldade de controlar a qualidade da agua, pmberer perda de ragéo, caso ela ndo
seja completamente consumida enquanto passa peleetae ha maior possibilidade de
furtos.

Ja os tanquasdoor sao aqueles localizados em terra e podem sergimts de
diversos materiais, como fibra de vidro e lona comacdes de metal. Esses tanques
podem ser abastecidos por um sistema fechado,aidgum sistema de recirculacdo e
filtracdo da agua utilizada, ou por um sistematab&io qual a 4gua é constantemente
renovada e ndo é reaproveitada no sistema. Comtagean possui uma maior
facilidade de manejo e como desvantagem ha umasidade de um grande volume de

agua em regides proximas, gastos com manutenggiatidade da agua e aeracao.



As condic¢des de cultura intensiva proprias dadpuira podem gerar fatores
estressantes decorrentes, por exemplo, do aumentgmressividade no sistema de
criacdo. Uma das consequéncias do estresse eag@beda atividade metabdlica, com
consequente aumento da producdo de espécies sealevaoxigénio (EROS) que
interferem nos mecanismos homeostaticos dos anigsA$iIN et al.,, 2014). Os
radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions détroes livres na sua o6rbita, por isso
possuem uma instabilidade muito grande, meia vid#onturta e uma alta capacidade
reativa. Os radicais livres sdo fundamentais pdrane desenvolvimento do organismo,
ja que sdo necessarios no processo de respiraltdar gpie ocorre nas mitocondrias
das células para a geracdo de ATP. Quando em exa@dsetanto, estes compostos
podem causar sérios danos, tais como oxidacdo debraea lipidica, proteinas,
alteracédo no balanco das reacoes de reducao-oaiffacibx) e nos acidos nucleicos da
célula (BIHARI; FANFADEL, 2004; OLIVEIRA et al., 218; MACHADO et al.,
2014a).

Os agentes estressores podem, portanto, causas efen diversos niveis de
organizacdo dos individuos, incluindo o DNA queaes base da maioria dos outros
processos de niveis mais elevados de organizagdreDos radicais livres resultantes
da aceleracdo das reagGes metabdlicas, destacad@rgen superoxido (0), o radical
hidroxilado (OH), o hidroperoxido (HO;), o 6xido nitrico (NO e o dioxido de
nitrogénio (NQ’) (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Ainda que o radical hakilado
possua maior reatividade na inducéo de lesdes ncutas celulares, o peréxido de
hidrogénio é capaz de atravessar a membrana nulealuzir danos na molécula de
DNA (ANDERSON, 1996).

Danos ao material genético ja foram associadosdacéo do crescimento,
anormalidades no desenvolvimento e diminuigdo haesovéncia de larvas, juvenis e
adultos de uma grande variedade de organismosiempidLEE; STEINERT, 2003),
fatores fundamentais para o bom desenvolvimentontk criacdo. O ensaio cometa €
um meétodo muito utilizado para a deteccdo dessessdaor ser relativamente rapido,
de baixo custo, alta sensibilidade e requerer wpg numero de células (GOMES et
al., 2012; ROCHA et al., 2012; HASUE et al., 20Isicamente, ele consiste em uma
eletroforese que separa o DNA intacto daquele fesqgado por algum agente estressor.
Ao migrar, devido a carga elétrica, o DNA fragmeotdorma uma cauda dando ao

nacleo um aspecto de cometa. O aspecto e mediddivas aos cometas podem ser
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avaliados visualmente ou em programas de analisendgens, permitindo que se
relacione a quantidade de fragmentos com o gréippale contaminag¢ao, o ambiente,
etc (SINGH et al., 1988).

Os danos ao material genético, detectados pelmicensmeta, podem ser de
diferentes intensidades e, em grande parte, podegnreparaveis por mecanismos
complexos controlados por proteinas especificaspa p53. Esta € conhecida por ser
supressora de tumores e possui um importante pepelegulacdo da apoptose e
proliferagcéo celular, sendo que a geracao de ER@Bzida pelo estresse celular, pode
regular a atividade da p53 (CHENG et al., 2015). &&lulas normais, esta proteina
encontra-se em estado latente, ndo interferindiestino celular. Quando as células séo
expostas a estressores, a p53 pode ser rapidaateaiga, induzindo a paralisagao do
ciclo celular na fas&1, o que permite o reparo do DNA antes da fas replicacao
(OREN et al., 2002). Se o dano for irreparavel, anexnos de apoptose sao ativados
para eliminar a célula (CARDOSO, 2013). Muitos desJja provaram que a p53 possui
respostas regulatérias relacionadas a uma gramiedade de estressores celulares
(IBRAHEM; IBRAHIM, 2014). Neste trabalho, foi ansfida a expressao da p53,

atraveés de ensaios imuno-histoquimicos.

Outro ensaio confiavel e de facil execucao reflamio a genotoxicidade € o de
identificacdo de micronucleos e outras anormalidaneleares. Os micronucleos fazem
parte dos danos irreparaveis e consistem de pesgjwenpos contendo DNA formados
por fragmentos de cromossomos acéntricos ou cramss inteiros que ndo foram
incluidos no nucleo principal apos a anafase, m&sab mitotica; a formagdo dos
micronucleos pode ocorrer espontaneamente ou wayzmr variagcbes ambientais e
poluicdo (AL-SABTI; METCALFE, 1995). O ensaio de gronucleo é uma técnica
simples, muito empregada, com a vantagem de poelerutdizada em qualquer
populacdo de células proliferativas (CAMPOS, 200BEssa técnica consiste,
basicamente, em identificar e quantificar os midobeos e outras anormalidades
genéticas na forma do nucleo (CARRASCO et al., L9%pesar de os mecanismos de
deformacgdo dos eritrocitos nucleares ainda naonsbem explicados e ndo haver um
consenso sobre suas reais causas, € aconselhévab@ge realizar o ensaio cometa,
também se realize o esfregaco para andlise demimewms, ja que seu procedimento €
simples e rapido, além de fornecer uma analisentistporém complementar, da
genotoxicidade (STRUNJAK-PEROVIC et al., 2009; MARS; COSTA, 2015).
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Além do microndcleo, as outras anormalidades nueseacomo nucleos lobados,
segmentados e reniformes, também podem ser avgligmos, em peixes, ja foi
demonstrada uma correlagdo positiva entre micrendceé as demais anormalidades,
apesar da frequéncia de ocorréncia do primeirbesarmenor (STRUNJAK-PEROVIC
et al., 2009).

Ainda néo ha registros de trabalhos com ensaicetanexpressao da proteina
p53 e teste de microndcleo e demais anormalidadelgares com beijupiras, o que
reforca o interesse em aplicd-las para avaliar tenptal de sua utilizagdo na

identificacdo de lesBes genotdxicas em individessa espécie.

Organismos aerobicos possuem diferentes mecanidmaoefesa antioxidante,
0S quais podem ser ndo-enzimaticos ou enzimatimrgre 0s mecanismos enzimaticos
gque atuam diretamente na reducéo e decomposicdRI3aS, estdo incluidas a acdo da
superoéxido dismutase (SOD), da glutationa peroerid@&Px) e da catalase (CAT). A
enzima SOD catalisa a dismutacdo do anion superéeid oxigénio molecular e
perdxido de hidrogénio, que é subsequentementsfdramado pela GPx, que faz uso de
alguns redutores e peréxidos como co-substrataiipmodo agua e produtos reduzidos.
A enzima CAT decompde o perdxido de hidrogénio gmag gas oxigénio (LESSER,
2006). Estas trés enzimas sao importantes na def@smtegridade celular, pois
verificou-se que uma significativa reducao na pgddude EROS ocorre quando o nivel
delas € mais alto (CHENG et al., 2015). Diverstsdes ja foram realizados, utilizando
a atividade destas enzimas d®n canadum, para testar diferentes tipos de ragdao,
diferentes salinidades e temperaturas (YANG ekabDy/; LIU et al., 2010; GUO et al.,
2011; ZHOU et al., 2011; ZHOU et al., 2012; LIU at, 2013), por isso também &

importante avaliar se a forma de criacdo tambéne ptidrar estes niveis.
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II. Hipotese
O estado fisiol6gico, avaliado pelos métodos pstgm) de beijupiras, em fase

de engorda, mantidos em tanque-rede é melhor do gagueles mantidos em tanques

indoor com sistema aberto de circulacdo de 4gua.

[ll. Objetivo
Este trabalho tem como objetivos estabelecer eoper metodologias

aplicaveis em beijupirds para analisar efeitos divesse oxidativo e utilizar este
protocolo para avaliar o estado fisiolégico de widlios desta espécie. Para isso foram

estipulados os seguintes objetivos especificos:
o Estimar o crescimento dos individuos durante copgerexperimental;

o Avaliar o dano genotdxico dos organismos por mei@mlsaio cometa e ensaio

de micronudcleo e demais anormalidades nucleares;

o Quantificar a atividade das enzimas glutationa xdese, superoxido

dismutase e catalase;
0 Mensurar a expressao da proteina p53 por meiccdeééimuno-histoquimica;

o Comparar o crescimento, o dano genotéxico e ossstrexidativo dos peixes
criados nos diferentes sistemas, utilizando odtestas obtidos pela aplicacéo

dos métodos selecionados.

Os experimentos foram realizados com animais emiog®e de engorda,
mantidos em tanqu@door com sistema aberto de circulacdo de agua e emdaege

localizado proximo a regido costeira.
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IV. Materiais e métodos
IV.1. Pré-teste

Foi realizado um pré-teste em abril de 2015 patetz de amostras visando o
estabelecimento da metodologia a ser utilizadaxperemento com os beijupiras. Para
este teste, foram coletados 10 peixes das duas;éesdlistintas, sendo 5 provenientes
do tanque-rede localizado no Saco da Ribeira e Fadgueindoor. Estes foram os
mesmos tanques onde foi realizado o experimentd. fds peixes eram remanescentes
de experimentos anteriores e, por esse motivoha@a dados exatos sobre densidade e
periodo de permanéncia nos dois locais. Sabe-sgagmpie, inicialmente, todos os
peixes estavam alocados no tandguaoor e foram transferidos para o tanque-rede a

medida que foram crescendo.

Em novembro de 2015 foi realizado outro pré-tgste estabelecimento das
condi¢cdes do ensaio cometa, sendo também realzammtrole positivo do método.
Apenas os resultados do controle positivo foranessgrtados, pois os demais testes de
metodologia do ensaio cometa foram referentes apanmastabelecimento da melhor

diluicdo para as amostras. Todos os procedimestéas detalhados abaixo.

IV.2. Experimento
Os beijupiras utilizados para este experimentonfobtidos da Rede Mar

Alevinos, localizada em llha Bela, em dezembro @®42 Eles foram mantidos na Base
do Instituto Oceanografico da USP "Clarimundo deudé em Ubatuba. Os alevinos
foram mantidos inicialmente no tangureloor até atingirem um tamanho aproximado
de 150g, sendo entdo, transferidos para os tamgqdes-Um maior detalhamento dos

tanques sera dado nas seccbes IV.2.2 e IV.2.3.

Com um peso aproximado de 400g, os juvenis deipeis foram divididos
entre o tanque-rede e o tanqodoor, mantendo-se uma densidade média de 1,5kg/m3
nos dois tanques para iniciar a fase experimeatdizada de 1° de setembro a 30 de
novembro de 2015. Dentro desse periodo de temmmntanas foram consideradas
como de aclimatacdo dos organismos aos sistema$agéo apds o manuseio. Durante
o0 mesmo, um individuo morto era reposto por oug@eso semelhante. Passado esse
tempo, as 11 semanas restantes foram consideradas geriodo experimental, ndo

havendo mais reposi¢cado dos mortos.
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IV.2.1. Transporte e aclimatacao
Antes de serem transferidos para os respectivgsi¢anns organismos passaram

por um banho de agua doce com 6éleo de cravo (1demileo de cravo para cada 10L
de agua) que variou entre 5 a 7 minutos. O banl&mda doce possui a funcdo de matar
possiveis parasitas que 0s peixes poderiam tellecode cravo foi utilizado como

anestésico para facilitar a pesagem dos organienmmisimizar o estresse.

Apés serem anestesiados e antes de serem cologaddsngues, 0S peixes
foram pesados em balanca digital portétil e sessgéoram contabilizados de forma
gue a densidade dos dois tanques fosse aproximatamh&kg/m3 e a média de peso

dos individuos de cada tanque fosse similar.

A transferéncia para o tanqueloor foi realizada utilizando-se redes de 1m x
1m x 1m e malha 25mm de n6 a n6 dentro de caixagu@ de 200L com agua do mar.
Ja para o tanque-rede, os peixes foram apenagetidns de um compartimento para

outro.

Com relacao a alimentac&o, os organismos, antesoifr 0 experimento, eram
alimentados com a racdao Aquamar 01 (Tabela 1),ndebeda pela equipe do
Laboratério de Aquicultura Marinha, sob coordenagéoProf. Dr. Daniel Lemos, e,
durante o experimento, os peixes foram alimentados racdo comercial Matsutia
Esta troca de racdo foi realizada gradualmententiira periodo de aclimatacao
misturando-se as duas racdes até que os peixesetaraassem com a ragcdo comercial.

Essa racdo € bastante utilizada em sistemas ¢éaii@ peixes.

Tabela 1: Formulagao da racdo Aquamar utilizada plimentar os beijupirds antes do experimento e
durante o periodo de aclimatacgéo.

Aquamar 01
Ingrediente %
Glaten de trigo 5
Farinha de peixe nacional 50
Farinha de visceras de aves 10
Farinha de lula 10
Farinha de sangue 3
Farinha de trigo 10
Lecitina de soja 1
Oleo de peixe 5
Aquavit 4
Premix de vitaminas e minerais 1
Cr,0; 0,5
Taurina 0,5
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IV.2.2. Tanque-rede
O tanque-rede era localizado no Saco da Ribeirdreme a Base do Instituto

Oceanografico em Ubatuba, SP. O Saco da Ribeirangiaese em direcdo oeste em
relacdo a Enseada do Flamengo, a qual é orienpadaimadamente na direcdo Norte-
Sul e abre-se diretamente para o mar; seu decbuawe com maximo de profundidade
de cerca de 25m proximo a llha Anchieta; sua lirdea costa € constituida

predominantemente por costdes rochosos bastantetadas; a regido de toda a
enseada possui uma circulacdo moderadamente irgedgaotegida das vagas de alto
mar, devido a orientacdo e profundidade; comoeud® existem cursos d'agua que
drenam a regido, a agua doce que flui para o Sac®ideira ndo possui muita

influéncia na érea, sendo que o maior carregamsgdonentar e detritico ocorre em

épocas de maior precipitacdo (SASSI; KUTNER, 1982).

O tanque-rede possuia um formato quadrado conmenddes de 3m de largura
e comprimento e 1,2m de profundidade, totalizarmdovalume de 10.000L. A malha de
rede utilizada foi de 25mm de n6 a nd. Neste tanfjwam colocados 43 peixes com
peso médio de 466,98 + 26,69g.

A alimentagdo dos organismos do tanque-rede eta fariamente, até a
saciedade, em um horario proximo ao de alimentagdotanqueindoor. Uma
determinada quantidade de racdo, em excesso,sdgantes do oferecimento, e o que
restava era também pesado; a diferenca entre fiesmmsiderada como a quantidade
consumida. A alimentacdo foi feita apenas uma \edia, pois ndo ha diferencas
significativas entre o crescimento d& canadum alimentados com uma mesma
quantidade fracionada em uma, duas, trés, quatsei® vezes ao dia (COSTA-
BOMFIM et al., 2014).

Com relacdo aos parametros ambientais, iniciaknantemperatura da agua,
salinidade, concentracdo de oxigénio dissolvidoggriagem de saturacdo de oxigénio
(todas feitas com um oximetro da Y$hodelo "850xygen, Conductivity, Temperature
& Salinity"), nivel de turbidez (medida com Disco de SecgbH, concentracdo de
nitrito e concentracdo de amodnia (medidas com #iés aquario da Alfakit e
LabconTest) eram medidos todos os dias, porém, devido & &ocist dos trés Gltimos,
estes passaram a ser medidos uma vez por semama@mais continuaram a ser

medidos diariamente.
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IV.2.3. Tanqueindoor
O tanqueindoor esta instalado na Base "Clarimundo de Jesus" ditubos

Oceanografico da USP em Ubatuba, SP. Seu formafocélar com dimensdes de
4,95m de didmetro e 0,7 m de altura (Figura 1plim#ndo um volume de agua de
13.000L. Nele foram colocados 56 beijupiras conopeédio de 470,71 + 15,929.

~ # Bomba de
W™ recirculagio
de dgua

Figura 1: Tanquéndoor utilizado para manutencéo dos beijupirds duramtermdo experimental.

Seu sistema de circulacdo de &gua era do tipdoalmym uma bomba para
recirculagcdo da agua do tanque e aeracdo da me€srtenque também possuia um
sistema para entrada e saida constante de agudmavar com uma vazao de 18L/min.
Como sistema de filtracdo de agua haviam dkiimmers, um que funcionava como
uma barreira de retencdo de detritos e o outro comdiltro de agua; o primeiro
skimmer tinha como principal funcdo a retirada de fezescapa envoltéria das fezes
dos organismos e o segundkimmer era utilizado para remocdo de compostos
nitrogenados, pois era dotado de um sistema dachid (Figura 2). O tanque foi
sifonado diariamente pela manha com troca de 80%otlone de agua no inicio do
experimento e a partir da 72 semana o sifonamexs®op a ser realizado duas vezes por

dia, pela manha e pela tarde.

O alimento foi fornecido uma vez ao dia apés ccedimento de limpeza do

tanque, sendo a racdo pesada em excesso antesreoiroénto e o que restava apos
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alimentacdo também era pesado para, pela difereafalar o total consumido. A
alimentacgéo era realizada apenas uma vez ao dsano foram constatadas diferencas
significativas entre o crescimento d& canadum alimentados com uma mesma
guantidade fracionada em uma, duas, trés, quatsei®e vezes ao dia (COSTA-
BOMFIM et al., 2014).

Os parametros ambientais foram medidos diarianaertes do procedimento de
limpeza dos tanques. A temperatura da agua, satiejdconcentracdo de oxigénio
dissolvido e percentual de saturacdo do oxigéniniamedidos pelo oximetro da YSI
modelo "850xygen, Conductivity, Temperature & Salinity” , a concentracéo de nitrito e

amoénia e o pH eram medidas por kits de aquériol@if’ e LabconTest

Figura 2:Skimmers utilizados durante o periodo de criacdo experialaig beijupirds no tanquedoor.
Al e A2 correspondem a ugkimmer que retém particulas em suspensao; Bl ékimmer que retém
compostos nitrogenados; B2 filtro do interiorsommer.
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IV.3. Biometria
No inicio e ao final do experimento todos 0s orgamtis tiveram suas massas

umidas medidas em balanca digital portatil. Ao Ifina comprimento total, o
comprimento padrdo e a massa Uumida do figado dedi¥iduos de cada local de
criacado também foram medidos, os dois primeiroscéométro e o terceiro em balanca
digital semi-analitica. No pré-teste, os mesmosrpatros foram avaliados em 10
peixes, sendo 5 de cada sistema de criacdo. Tedogyanismos amostrados nos dois

experimentos eram sexualmente imaturos.

O fator de conversdo alimentar (FCA) foi calculgoiy meio da divisdo da
quantidade total de racdo consumida (kg) pelo galehbiomassa (kg) apds o periodo

experimental.

IV.3.1. Fator de condicdo de Fulton
O fator de condicao de Fulton (K) foi calculadonfmmme a seguinte formula:

K =100 x (WW =+ L3)

sendo WW a massa corpérea umida e L o comprimeatbdp (RICKER, 1975).
Também foram calculados a média e o erro padrdocdagintos de individuos
amostrados provenientes de cada forma de criacao.

IV.3.2. Crescimento somético
Com base no peso médio inicial e final do expembmédoi calculada a taxa de

crescimento somatico (SGR) com a média de pesqeéiees para cada sistema de

criacao, conforme a seguinte expressao:
SGR = (e® — 1) x 100
sendo
g = (In(W;) —In(Wy)) + (t; — t1)

onde W e W, sdo as meédias de massa corporea nos gliastt respectivamente
(IMSLAND et al., 2001).
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IV.3.3. indice hepato-somatico
O indice hepato-somatico (HSI) foi calculado pao@los os organismos

amostrados de cada forma de criagdo, conformeuansedormula:

massa total do figado
HSI = — x 100
massa total do individuo

(BUSACKER et al., 1990). Também foram calculadosédia e o erro padrdo dos

conjuntos de peixes de cada forma de criacéo.

IV.4. Ensaio cometa
O ensaio cometa detecta quebras na fita do DNAnpm@Eo da migracdo dos

fragmentos, durante a eletroforese, formando uméces de cauda ao redor do nucleo.
Assim, quanto maior a quantidade de quebras no MBAIMa célula, maior sera a
cauda do cometa, sendo possivel analisar quadiaiate o dano ao DNA do

individuo.

Neste trabalho, o ensaio cometa foi realizadoarom# descrito por Singh et al.
(1988) com modificacbes baseadas nos protocoldsceect al. (2000) e Gontijo e Tice
(2003).

Todo o procedimento do ensaio cometa até a fixdeddaminas foi realizado
no escuro, para evitar que ocorram quebras no DBMidd & exposi¢cdo a luz. O
procedimento foi realizado no frio, com solu¢cOelmdas, para evitar danos ao material

bioldgico e que o gel descole das laminas.

IV.4.1. Preparacgao das laminas e coleta de sangue
Antes do inicio do experimento todas as laminksrénulas foram lavadas com

detergente, Extran 10%, agua destilada e alcool.

As laminas foram previamente preparadas com ummeada de gel de agarose
NMP (Normal Melting Point) 1,5%, sendo a agarose dissolvida em agua. Para a
preparacdo das laminas o gel foi mantido em bamh@aglecimento a 60°C. Uma

lamina por vez foi colocada sobre placa aquecedd@QL de gel foram pipetados
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sobre ela. Apés o espalhamento do gel por todperfécie da lamina por processo de

extensdo, as mesmas foram colocadas para seaang®@riodo minimo de 12 horas.

O sangue de 10 peixes de cada sistema de criac&etifado do Ducto de
Cuvier, utilizando-se seringas de insulina, e ummia gleste sangue foi adicionada em
um vial ambar com 1mL de PBS (Tampéao Fosfato Salidor,4). Devido ao grande
namero de eritrocitos, foi realizada uma diluic@10% desta suspensao também em
PBS.

O gel de agarose LMR.¢w Melting Point) 1,0% foi preparado dissolvendo-se a
agarose em PBS e mantido em banho de aguecimeB®W(G Cerca de 2L da
suspensao celular a 10% foram misturados all@e gel de agarose LMP 1,0%, sendo
a mistura colocada em uma lamina ja preparada c@mneira camada de agarose
NMP e coberta com uma laminula para o espalhantmigel com os eritrocitos. As

laminas foram entéo levadas a geladeira por 30tosmara que o gel se solidificasse.

IV.4.2. Lise
Apos o gel solidificar, as laminulas foram retaadnanualmente, deslizando-as

delicadamente sobre o gel, e as laminas foram rdhadas na solugdo de lise por 2
horas a 4°C.

A solucéo de lise foi composta por uma solucdogest (NaCl 2,5M, N&EDTA
100mM e Tris 10mM com pH10), na qual foram adicoos Triton X-100 1% e
DMSO 10% logo antes do uso. Essa solucdo tem camoigal funcdo romper as
organelas, membranas celulares e nucleares e tanreémover ou dissolver

componentes citoplasmaticos e proteinas nucleares.

Com o término do periodo de lise, as laminas foratinadas e colocadas na
vertical em uma bandeja, para escorrer o excessiguldo e depois lavadas 5 vezes
com agua destilada gelada, com o objetivo de remmepletamente a solucéo de lise

e quaisquer componentes celulares que poderianfeniteo ensaio.
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IV.4.3. Unwiding e Eletroforese
As laminas foram posicionadas na cuba de elews#oe imersas em tampéo de

eletroforese (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH maior di#®, por 5 minutos a 4°C,

para o relaxamento do DNA. Esta etapa € conheoia@ anwiding.

Apo6s ounwiding, as laminas foram submetidas a eletroforese poni2Qtos a
uma voltagem de 20V (0,74V/cm) e amperagem de 300MAuba de eletroforese
utilizada possui uma distancia de 27,0cm entre lesrodos com as seguintes
dimensdes: 29,5cm de largura e 21,0cm de compranedtcuba tem capacidade para

conter 16 laminas.

Terminada a eletroforese, as laminas foram cobxath vertical em uma

bandeja para escorrer o excesso de tampao.

IV.4.4. Neutralizag&o e Fixacao
Para a neutralizacdo, as laminas foram lavadadarapnte com uma solucao

gelada de Tris 0,4M e pH 7,5 e, a seguir, foramiramente cobertas por esta solucéo

por 5 minutos, sendo este procedimento repetidez8ds:

As laminas foram colocadas para escorrer o excdsssolucdo e por fim
mergulhadas em etanol P.A. gelado, por 5 minutaxg fixacdo. Apds este periodo no

etanol, foi necessario deixar as laminas secaremgminimo 2 horas.

IV.4.5. Coloragéo por prata
A coloracdo com prata foi iniciada com as lamicasmpletamente secas. A

primeira parte do processo foi uma nova fixacaol@aas com solucdo de fixacdo de
coloracao (acido tricloroacético 15%, sulfato decaiheptahidratado 5% e glicerol 5%)
por 10 minutos. Depois, as laminas foram lavadaslpminuto com agua destilada 3

vezes e deixadas para semarnight.

Para a coloracdo todas as solucdes foram previanaguecidas a 37°C e
mantidas nesta temperatura. As laminas foram, em&dratadas por 3 minutos e

depois imersas na solucdo de coloracéo por um teampvel entre 1 e 5 minutos. Foi
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necessario verificar a coloracdo das laminas freigngente em microscopio optico até

gue todas as células estejam coradas.

A solucao de coloragéo foi preparada logo antesedeitilizada e foi composta
de uma mistura de 66mL de uma solucao de nitragorat@ (nitrato de amonio 0,1%,
nitrato de prata 0,1%, acido silicotungstico 0,1f#rmaldeido 0,1% ) e 34mL de

solucéo de carbonato de sadio 0,5%.

Apés as laminas atingirem a coloracdo desejadss @&ram rapidamente
transferidas para a solucédo de interrupcédo (acodtica glacial 1%), a temperatura
ambiente, por 5 minutos. Para finalizar, as lamipassaram por um banho de agua
destilada e foram colocadas para secar a tempa@nbiente.

IV.4.6.Controle positivo
O controle positivo foi realizado para testariai@hcia do método em detectar a

fragmentacdo do DNA. Para isso, as células foraposasin vitro a diferentes
concentracdes de peroxido de hidrogénio, 5uM, 1020MM e 40uM (VIGNARDI et
al., 2015).

A exposicéo foi feita antes de as laminas serdocadas na lise e foi realizada
uma eletroforese apenas com laminas expostas aamigemara evitar contaminagao

das amostras com este composto.

Apos retirar a laminula do gel solidificado, amil@as foram cobertas com as
solucbes de diferentes concentracdes de peréxitiddagénio por 30 minutos, depois

lavadas 3 vezes com PBS e imersas na solucacede lis

IV.4.7. Andlise dos cometas
As preparacOes feitas em campo foram microfotagef em microscopio

Optico de luz para posterior analise. De cada larforam fotografadas um total de 100
células para serem analisadas. As bordas das Ignecim@etas muito proOXimos ou perto
de bolhas de ar foram evitados, pois nessas regdaiks haver uma maior migracao de

DNA durante a eletroforese, devido a pequenasagfies de corrente elétrica.
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Para a analise dos resultados é importante desfaedoram consideradas duas
regibes dos cometas: a cabega cauda. Devido a diferenca de cargas elétriaas d
eletroforese, os fragmentos de DNA migram do nufddemando uma espécie de cauda
ao redor do mesmo. Assim, quanto mais intensamfagequebras do DNA, maior sera
a migracado dos fragmentos e, consequentementes matomprimento da cauda e

menor a cabec¢a do cometa.

A andlise dos cometas foi realizada de duas fomistintas. Na primeira, o
observador classificou os cometas encontrados @se bm um indice de danos e a
segunda consistiu em uma analise computadorizataatgem utilizando-se software
CometScor®,

IV.4.7.1. Analise visual
Para realizar a analise visual, foi necessariabestcer um padrdo para a

classificacdo dos danos ao DNA com base no matersgr analisado. Essa etapa foi
necessaria por se tratar de um material novo, anth@rfologia dos cometas poderia
apresentar variagfes conforme as caracteristitalares tipicas da espécie. A andlise

foi baseada na descrita por Collins (2004).

Utilizando as microfotografias, 100 células deac#mina foram classificadas
segundo seu grau de dano, variando de 0 (menodgréagmentacao) a 4 (maior grau
de fragmentacao), seguindo o padréo de classearde astabelecido para o material

analisado (Figura 3).

(E T 3 =
Classes: 0 1 2 3 &

Figura 3: Classes de dano ao DNA obtidas pelo ersaneta de beijupiras

Ao terminar a classificacdo dos cometas, foi datbmo indice de Dano (ID) de

cada lamina, conforme a seguinte formula:

ID=(0xNyg)+ (1xN;)+(2xNy)+ (3xN3)+ (4xN,)
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sendo Ny numero de cometas classificados como pertencantksse 0; Nnumero de
cometas classificados como pertencentes a cladgeniimero de cometas classificados
como pertencentes a classe 2;Mimero de cometas classificados como pertencantes

classe 3 e Nnumero de cometas classificados como pertencartiesse 4.

Com o célculo do ID de cada lamina, foi calculadaédia para cada organismo.

IV.4.7.2. Andlise computadorizada de imagens
A andlise computadorizada de imagens foi realizgulo software

CometScor8, que gera uma série de parametros de medicdo ometas. Os
escolhidos para este trabalho foram a porcentage®NA da cauda e o momento de

cauda, por serem o0s mais utilizados na literatura.

O momento de cauda é um parametro mais completoagporcentagem de
DNA, pois envolve tanto o tamanho da cauda comoregntagem de DNA na mesma
(LEE; STEINERT, 2003):

(% DNAcauda X Tamanhocauda)
100

Momento de cauda =

Antes de se realizar as analises no programandoessario converter cada
microfotografia para tons de cinza e inverter soaes. Para isto foi utilizado o

programa ImageConverterCOMET.

Os resultados obtidos pelo programa foram tabslaskndo também feita uma
média dos parametros escolhidos por lamina e, comadia das laminas, foi feita uma

média por organismo.

IV.5. Ensaio de micronucleo e anormalidades nucleas eritrocitarias
O sangue para o0 ensaio de anormalidades nucleanexigrias (ENA) foi

retirado, assim como o que foi utilizado para ocaengometa, do Ducto de Cuvier

utilizando-se seringas de insulina para a realzalg extensdes sanguineas. No preé-
teste foi coletado sangue de 10 organismos, sengi@Enientes de cada forma de
criacdo, e no experimento final o sangue foi cdietde 20 peixes, sendo 10 de cada

sistema.
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As laminas utilizadas foram previamente lavadam déxtran 10%, agua
destilada e alcool. Elas foram deixadas de molhssae solugbes por um periodo
minimo de 2 horas e abundantemente enxaguadasegagkis. Apos serem lavadas e

secas, as laminas foram acondicionadas em cabrasl&s.

Com uma gota do sangue coletado foi realizaddreges;o dos peixes de cada
forma de criacdo, em duplicata. Apos as extensdiggusneas estarem secas, as laminas

foram fixadas em metanol P.A., por 10 minutos.

A coloracéo foi realizada posteriormente utilizarsg® Giemsa 10%, por 30
minutos. Apds este periodo as laminas foram lavadas agua corrente, a seguir em

agua destilada e colocadas para secar.

As laminas foram analisadas no microscoépio éptieduz, sendo contabilizadas
1.000 células por lamina. Foram calculadas as &megas de células reniformes,
lobadas, segmentadas e com micronucleos (Figurdafbéem foi feito o calculo do
ENA (%0), que consiste na soma de todas as célwas micronlicleo e demais

anormalidades encontradas.

O ENA e a frequéncia das anormalidades de cadeidod foram calculados

por meio da média entre as duplicatas.

Normal Segmentada Lobada Reniforme Micronucleo

Figura 4: Tipos de células encontradas em ensaioictentcleo de beijupiras

IV.6. Imuno-histoquimica
Os meétodos imuno-histoquimicos permitem detectéwcalizar determinadas

proteinas, como a p53, por meio da utilizacdo deaatitorpo especifico. O método
consiste na formacdo de um complexo entre a peoteiros compostos que Sao
adicionados permitindo sua visualizacdo. Estes ostop sdo: um anticorpo primario

hY

especifico a proteina, um anticorpo secundario eusal, um composto de
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estreptovidina com peroxidase que amplifica o stlts anticorpos e um cromogeno

que é responsavel pela coloracdo de todo o complexo

IV.6.1. Coleta e fixacao dos tecidos
Os peixes a serem sacrificados foram anestes&dogelo e a seguir foi feito

um corte na coluna vertebral de forma que sofresseminimo possivel. Foram
coletadas amostras de figado de 5 organismos @d@eal de criacdo no pré-teste e de
10 individuos de cada tanque no experimento fi. tecidos foram cortados,
utilizando bisturi, em secc¢bes de 0,5cm x 0,5cnolecados em cassetes para fixagcéo
em paraformoldeido 4%.

O processo de fixacdo durou 24 horas e em segosdaassetes foram
transferidos para tampéo fosfato 0,1M e conservadageladeira até a emblocagem. Os
cassetes podem permanecer no tampao fosfato 0,dMhpperiodo de até 2 meses, se

estiverem conservados em geladeira com trocas sesrdgmtampao.

IV.6.2. Confeccao de blocos e laminas para microgua
Para a emblocagem dos tecidos, os cassetes foansferidos para alcool 70°

por um periodo devernight e sob agitacdo. Apos o alcool 70°, as amostrasrmfor
colocadas em alcool 90°, 100° e uma mistura corapest50% alcool e 50% xilol; em
todas essas solucdes os cassetes permaneceramgitaghoae por um periodo de 2

horas. Este procedimento foi feito para desidratagétecido.

Para o clareamento do tecido, os cassetes foraadds em xilol por 2 horas
também sob agitacdo. Apds o xilol, as amostrasnfoteansferidas para parafina
histologica Erv-PlaSte deixadas em estufa a 60°C. A parafina foi tracduhs vezes,
sendo que os cassetes permaneceram em cada usi@atelan periodo de 2 horas. A

emblocagem foi realizada utilizando-se moldes dmailio proprios para cassetes.

As laminas a serem utilizadas para as prepardofm® previamente banhadas
em uma solucdo de 2% de 3-aminopropiltrietoxi-sil@m acetona por 2 minutos,
depois banhadas duas vezes em agua destiladaseeseoastufa. Esta solugdo reage
com o grupo -OH do vidro, o que facilita a aderértn tecido a lamina por formar uma

superficie coloidal.
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Foram cortadas seccfes derbdos blocos para serem colocadas nas laminas
em micrétomo automatico de navalhas descartaveinataa Leic& (RM2255). Cada
lamina recebeu entre 3 e 5 cortes de tecido. Azapsedes foram colocadas na estufa a
60°C por um periodo variavel entre 1 e 4 horas, adimalidade de retirar o excesso de

parafina dos cortes.

IV.6.3. Ensaio imuno-histoquimico
Para a revelacdo da proteina, foi necessario,epamente, retirar qualquer

excesso de parafina que ainda pudesse haver nam$am reidratar os tecidos. Este
procedimento foi realizado utilizando-se xilol aloso para desparafinizar; solugcdes

com concentracdes decrescentes de alcool (100%0pergua destilada para reidratar.

Para recuperacao dos antigenos bloqueados pat@idixdos tecidos, as laminas
foram mergulhadas em tampao citrato a pH 6,0 ecidpge a temperatura de 90°C por
15 minutos. Logo depois, foram lavadas com agutlalds e, em seguida, com tampéao
fosfato salino, contendo Trit8nX-100, conhecido como tamp&o imuno-histoquimico
(ICC). As lavagens foram realizadas em cubetaslbgitas e repetidas 2 vezes por 2
minutos cada vez, no caso da agua, e 1 vez pon6&tesi no caso do ICC; todas as
lavagens foram realizadas sob agitacao leve. Am&arioram, entdo, mergulhadas em
uma solucdo contendo 225mL de metanol e 25mL d&xjoler de hidrogénio 30% por
30 minutos e mantidas a -4°C, sendo que esse [nueeid teve por objetivo bloquear
as peroxidases enddgenas. Em seguida, as lamnaas fmvamente lavadas trés vezes

com ICC por 5 minutos com agitagéo leve.

Para que cada corte recebesse cerca e @5 solucdes descritas a seguir, 0S
tecidos foram circundados com caneta histolégicagri@eiro tratamento foi com a
solucéo bloqueadora de proteinas composta pomeager 20 minutos. Essa solucéo
foi removida com auxilio de ponteira estéril acdpla uma bomba a vacuo. Depois, 0s
tecidos foram cobertos com o anticorpo primariaidib em tampé&o citrato (1:8.000) e
incubados por 20 horas. O anticorpo primario dacen&igm& (P5813) utilizado nos

experimentos foi monoclonal (BP53-12), tendo o aasimmgo como hospedeiro.

O primeiro corte de cada lamina foi utilizado commntrole negativo. Para

tanto, este teve tratamento semelhante aos ouirtesscmas nao recebeu o anticorpo
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primario, sendo este substituido pelo tampao oitratdiluente do mesmo. A funcgao

desse corte é validar a eficiéncia do método.

Assim que o anticorpo primario foi retirado, reatam-se trés lavagens das
laminas com tampédo ICC por 5 minutos sob agitag#e;lo anticorpo secundario
conjugado a biotina foi adicionado a todos os spitelusive ao controle negativo, por
15 minutos e, a seguir, as laminas foram novanlantelas 3 vezes por 5 minutos com
o tampdo ICC, sob agitacdo leve. Na sequéncia,aasnas receberam solucéo
estreptavidina conjugada com a peroxidase, tamb@nil® minutos e foram, entéo,
lavadas mais 3 vezes por 5 minutos com o tampdG@@gesob agitacéo leve. Por fim,
as laminas receberam o cromogeno DAB por 90 seguadoram, entdo, lavadas 2

vezes por 5 minutos em agua destilada, sob agitagéo

Para a coloracéao do tecido de fundo, os cortesfaorados em hematoxilina,
por 30 segundos, e depois lavados em agua coppent20 minutos. A coloracdo de
fundo dos tecidos com hematoxilina é importantes gda facilita a visualizacdo da
marcacdo da proteina, ja que ela cora o tecidart#fem tons de azul e o cromdgeno
DAB marca as proteinas com diferentes tonalidademarom conforme a intensidade

da expresséo proteica.

As laminas foram, por fim, desidratadas em bankes solu¢cbes com
concentracdes crescentes de etanol em agua dagifléeh a 100% de etanol). Depois,
elas foram banhadas 2 vezes em xilol e montadaslamimulas fixadas com resina

Permount. E necessario aguardar 72 horas para a secagessiiia nas laminas.

Antes de aplicar o método nas preparacfes defsitifoi necessario realizar
testes de diluicdo do anticorpo primario em tamgfato para se estabelecer a mais

adequada para o tecido hepéatico desta espécie.

IV.6.4. Andlise das laminas
As laminas foram microfotografadas em microscdgitico. Antes de se iniciar

a andlise, foi estabelecido um critério para ordesaniveis de intensidade de coloracao

com base no material que seria analisado (Figura 5)
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Figura 5: Padraadle andlise para a marcacdo da expressao da prpt&Srem figado de beijupira 0
representa nenhuma expressfppuca express; 2 expressdo moderada e 3 expressao in

Para a andlise dos resultados, a quantificacdocélagas positivas para
proteina p53oi feita pelo método Hscore modificado (McCARTY. ét al., 1986). /
pontuacdo consiste na soma da porcentagem de scélmadas multiplicada por u
valor corresponde a intensidade de coloracéo (@goonde a nenhuma, 1 a fraca,

moderada e 3 a forte):
Hscore = (0x1y) + (1xI;) + (2x1,) + (3x13)

Os resultados, entédo, variam de 0 a 300, ou sejacdhuma a intensa marcagao.
cada corte histologico foram escolhidos, ao acasopos que foram microfotografac
e tiveram suas células cadas e classificadas. Para cada individoi@nh analisada3

[aminas, com 3 cortemm cada uma del.

IV.7. Enzimas dadefesa antioxidant
O estresse oxidativo € um bom indicador do esteitidgico dos organismo

sendo que o metabolisn@oelerelacionado possuiias enzimaticas e n-enzimaticas.
A catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a&xido (ismutase (SOD) forai
escolhidas neste trabalho por estarem tcenvolvidasna defesa antioxidar. A
primeira e a segunda enzimas s&o onsaveis pela decomposicae peroxidos,

enguanto qua terceira esta relacionaa dismutacado radical superoxid

No préteste foram coletados figado, branquia, coracaasento de 5 peixes (

cada forma de criacdpara definir o tecidccom melhor resposta se utilizado no
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experimento final. Com base nos resultados obtidoBgado de 10 peixes de cada

sistema de criacao foi coletado no experimentd.fina

IV.7.1. Coleta e armazenamento dos tecidos
Os peixes a serem sacrificados foram anestesrazlgelo e depois tiveram sua

coluna vertebral seccionada de forma que sofressaninimo possivel. Os tecidos
foram coletados, colocados amovials e armazenados, imediatamente, em nitrogénio
liquido. Todo o manuseio das amostras foi realizaatwe placas de gelo em ambiente

refrigerado para a conservagao das proteinas efmzasa

IV.7.2. Preparacdo do homogeneizado
Para preparar os homogeneizados, os tecidos fma@rarados em tampéao Tris-

HCIl 100mM em proporc¢éo de 1:5 (massa/volume). Aestras foram, entdo, sonicadas
e depois centrifugadas a 10.000rpm (12.8579) enriftega refrigerada a 4°C por 10

minutos. Apos a centrifugacéo, o liquido foi retmee considerado como extrato bruto
e, em seguida, foram feitas as diluicdes a serstadas, também utilizando o tampao
Tris-HCI.

Foram realizados testes com o tampé&o Tris-HClerwitt fenilmetilsulfonil
fluoreto (PMSF), um bloqueador de peroxidases,magte influenciou nas leituras da
SOD.

IV.7.3. Atividade enzimatica da catalase (CAT)
IV.7.3.1. Andlise
A mensuracdo da atividade da CAT foi feita em esp®tometro Beckmédh

com medidas de absorbancia a 240nm a 25°C.

O sistema de reacdo foi composto de peroxido deodgnio 12mM, tampao
fosfato de sédio 100mM e agua ultra pura. Em unieeteude 700uL foi adicionado
500uL de sistema de reacdo e uma aliquota da amd$inlL), o que permite ler a
variacdo da absorbéncia com o tempo. As leiturasfaias por um periodo de 2

minutos com intervalos de 15 segundos entre elas.
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Ha um decaimento da absorbancia com o decorreteipo, pois ha um
consumo do substrato pela enzima, ou seja, a satalacompde o perdxido de
hidrogénio em gas oxigénio e agua:

CAT
H2020) — Oz¢g) + H20(

Devido ao inicio de reacédo turbulento e a formagédolhas na cubeta ao final da
reacdo, que interferem na leitura da absorbanociagdcolhido o intervalo de 30

segundos a 1,5 minutos para calcular a variacabsigrbancia no tempo.
O calculo da atividade da catalase foi realizadizando-se a equagéo abaixo:

(AAbs/min) x Volume da cubeta X Diluicdo
EH202 X Volume da amostra X Quantidade de proteinas do extrato

U _
/mgCAT -

sendo AAAbs/min obtido pela inclinacdo da reta dos valatesabsorbancia em funcéo
do tempo e @202 0 coeficiente de extingdo molar do perdxido dedgénio € =
0,04mM%Y).

A atividade da enzima foi calculada em unidaderivdcional (U), considerando
que 1U é a quantidade de enzima que catalisa sfdramacdo de 1umol de substrato

em produto no periodo de 1 minuto.

IV.7.3.2. Testes de diluicdo
Foram realizados testes de diluicdo (Figura 6)htmsogeneizados de todos os

tecidos, com o objetivo de determinar a diluicaaldoara as medidas e de verificar a
precisdo do procedimento, ja que as diluicbes dewamtemplar atividades

proporcionais aos volumes de amostra.
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Figura 6: Testes de diluicbes para medicdo dadatid enzimatica da catalase em figado, branquia,
musculo e coracgdo de beijupira.

Por fim, foram definidas as diluicbes de 1:10 fgado, 1.5 para branquia e

coracao e extrato bruto para o musculo.

IV.7.4. Atividade enzimatica da Glutationa Peroxidae (GPx)
IV.7.4.1. Analise
Para a analise da GPx, as medidas foram feitasesgactrofluorimetro de

microplacas de 384 pocos a 340nm a 25°C.

Como o processo de reducdo do peroxido de hidiogiria GPx ndo possui
nenhum composto que absorva luz, € necessarioaaaopl sistema auxiliar para que a
absorbancia seja determinada. O sistema acopladoapaostras de figado foi o de
reducdo do NADPFH" em NADP por meio da glutationa redutase (GRED), o qual
permite leituras de absorbancia do NADPH restante. Quando a GPx reduz gDk
gera glutationa oxidada (GS-SG) que é reduzida NADPHH" formando NADP e
glutationa reduzida (GSH), em reacédo catalisada peltationa redutase (GRED)
(Figura 7). Assim, foi possivel determinar a vaiimagla concentracdo do substrato por

meio da variacdo de absorbancia em 340nm e, coaisienoiente, a atividade da GPx.
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NADPH+H* NADP*
GRED
2 GSH G$-5G
PEROXIDO DE GPx
HIDROGENIO OXIGENIO
(substrato)
H,0

Figura 7: Mecanismo de visualizacdo da atividaderdama glutationa peroxidase (GPx) através de um
sistema acoplado, sendo GRED a glutationa redu@Sel, a glutationa reduzida e GS-SG a glutationa
oxidada.

Para medir a atividade da GPx, o sistema de reaifémado foi composto de
tampao fosfato de sédio 50mM, GSH 1mM, NADPH 0,15n2dTA 0,5mM, GRED
0,23U/mL, azida sodica 2mM (responsavel pela idibigla atividade da catalase) e
agua ultra pura. Assim, 60uL do sistema de reagéa,aliquota de 10uL de amostra e
10pL do substrato (perdxido de hidrogénio 2,4mhmlioperdxido de cumergmM)
foram adicionados em um pogo da microplaca.

O célculo da atividade da GPx foi realizado detarmio a atividade do sistema
de reacdo sem amostra (branco). Para isso, foraoramtlos 60uL do sistema de
reacao, 10uL de agua ultra pura e 10uL do substalderenca entre as leituras com e

sem amostra corresponde a atividade da GPx.

Também hé diferenga na metodologia utilizada aoméoo tecido. Devido a alta
atividade da catalase no figado, para este teoidwetessario adicionar azida sédica no
sistema de reacdo para inibir a atividade destananznquanto que para bréanquia,
coracdo e musculo, este composto ndo foi necesdddotambém diferencas no
substrato utilizado, pois para branquia, coracémisculo foi utilizado o hidroperéxido
de cumene, sendo que ele ndo pode ser utilizadoopifgado por também ser substrato
da glutationa-S-transferase, utilizando-se, paeatesido, o peroxido de hidrogénio.
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O calculo da atividade da GPx foi feito com a saguequacao:

((AAbs/minamostra) — (AAbs/minbranco)) X Diluicdo X Volume da cubeta
& X Volume de amostra X Quantidade de proteinas do extrato

U
/mgGPx =

sendo 0AAbs/min,,ostra @ Variagdo da absorbancia no tempo obtida utdiaas® o
sistema de reacdo, a amostra e o subsiafes/miny,..,., @ Variacdo da absorbancia
no tempo do enddgend, é o coeficiente de extingdo molar do NADPH (€ =
6,22mM%).

A atividade foi calculada em unidade internaciofid), considerando que 1U
representa a quantidade de enzima que catalisensfdrmacéo de 1pumol de substrato

em produto no periodo de 1 minuto.

IV.7.4.2. Testes de diluicao
Foram realizados testes de diluicdo (Figura 8)tedos os tecidos, com o

objetivo de, além de determinar a diluicdo das am®para analise, verificar a precisao
do procedimento, ja que as diluicbes devem terrealae atividade enzimatica

proporcionais a diluicido da amostra.

Além disso, durante a realizacdo dos testes dedd, constatou-se que a GPx
deve ser a primeira enzima a ser analisada, paisatvidade, ap0s a preparacdo do
extrato, decai rapidamente em fungao do tempo.
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Figado Branquia
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Figura 8: Testes de diluicbes para medicao dadatidd enzimatica da glutationa peroxidase (GPx) em
figado, branquia e coracado de beijupira.

Ao final do pré-teste, foram estabelecidas asigdiks de 1:10 para figado e

coracao, 1:5 para branquia e extrato bruto parascuato.

I\V.7.5. Atividade enzimatica da Superéxido Dismutas (SOD)
IV.7.5.1. Analise
A mensuracdo da atividade da SOD foi realizadaespectrofluorimetro de

leitor de microplacas com 96 pocos a 560nm a 25°C.

O método utilizado se baseia na capacidade dad&QObibir a redugcédo do NBT
pelo superéxido, j& que a SOD, na defesa antiotedanresponsavel pela dismutacéo
deste radical livre. O superéxido é produzido mEleomposicdo da hidroxilamina em
meio alcalino. A absorbancia medida foi do azufatenazan, formado na reducéo do

NBT (Figura 9).
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Figura 9: Modelo simplificado para a leitura davigthde da superéxido dismutase (SOD).

O sistema de reacao utilizado para medir a atMidiesta enzima foi composto
por tampd&o carbonato de sodio 100mM, EDTA 17,5uBTNmM e &gua ultra pura.
Para as medidas foram adicionados 143uL do sisiemneac&do, uma aliquota de 20uL
de amostra e 37uL de hidroxilamina, que é um gerddosuperoxido. Foram feitas
duas leituras, a do sistema de reacéo, hidroxireimmostra, e outra apenas com o
sistema de reacdo gerador de superoxido, contedddr@ilamina e agua. A partir

destas duas leituras foi feito o calculo da inibida superoxido feita pela SOD.

O célculo da atividade da SOD foi realizado witido-se a seguinte formula:

(AAbS/minSRehidroxilamina _ 1) X DIIUIQQO
AAbs/mingmostra

U =
/mgSOD Volume de amostra X Quantidade de proteinas

sendo AAbs/mingg ¢ hidroxilamina @ Variagcdo de absorbancia do sistema gerador de
superoxido no tempdAbs/min,,osira @ Variagdo da absorbéncia no tempo utilizando,

além do sistema de reacao e do substrato, a amostra

A atividade foi calculada em unidade internaciofld), considerando U a

quantidade de enzima que inibe em 50% a reduc&Bdopelo superoxido.

IV.7.5.2. Testes de diluicdo
Foram realizados testes de diluicdo (Figura 10)tedos os tecidos, com o

objetivo de, além de determinar a diluicdo apra@idas amostras para as analises,
verificar a precisdo do procedimento, ja que asidailes enzimaticas devem ser

proporcionais as diferentes diluicbes testadas.
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Figura 10: Testes de diluicbes para medicdo dadate enzimatica da superéxido dismutase (SOD) em
figado, masculo e coracao de beijupira.

Ao final do pré-teste foram estabelecidas as séggidiluicdes para analise 1:50

para o figado e 1:20 para coragdo, musculo e bi@nqu

IV.7.6. Quantificacdo das proteinas totais
A atividade enzimatica é normalmente expressa eacdo a miligramas de

proteinas que a amostra contém, portanto é necegsantificar as proteinas totais da
amostra. A leitura das proteinas totais foi redizam espectrofluorimetro com leitor

de microplacas de 384 pocos em 560nm.

O procedimento foi realizado utilizando o Kit desgios QuantiProTM BCA
da Sigm&. Este método se baseia na formacdo de um comptexe as proteinas e o
fon Ctf* em meio alcalino, seguido da reducéo dé*@ara Cii. A quantidade de cobre
reduzido é proporcional a quantidade de proteinanutastra. O BCA forma com o Cu
um complexo azul em ambiente alcalino, o que permitantificar as proteinas. O

limite de deteccéo deste método é de 0,5 ag8@L de proteina.

Primeiramente foi preparado o reagente do métcolaforme as instrugdes do

kit. Os reagentes foram misturados nas seguinggmpoes: 25 partes de reagente QA
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(solucdo de carbonato de sodio, bicarbonato deo sdartarato de sédio em NaOH

0,2M e pH 11,25), 25 partes de reagente QB (solde&axido bicinconinico, conhecido

como BCA, 4% e pH 8,5) e 1 parte de reagente Q@igdo de sulfato de cobre Il

pentahidratado 4%). Depois de pronta, esta soldiggoentdo, misturada com a

amostra de proteina em proporcéo 1:1 e as preardgfiam incubadas por 1 hora a

60°C sob agitacéo.

Antes de realizar a leitura das amostras foi regees fazer uma curva padréo

com concentra¢gdes conhecidas de proteina para galdaftar a quantidade de proteinas

da amostra. Para esta curva foi utilizesgeum de albumina bovina nas seguintes
concentracdes: 2, 5, 10, 15, 25, 30, 40 ad@l (Figura 11).
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Figura 11: Curva padrao para proteinas totais fmta concentracdes conhecidas de albumina bovina
para a quantificac@o das proteinas totais das easaft tecidos de beijupira.

Assim como para todas as enzimas testadas, fosseoe realizar um teste de

diluicho para definir qual delas seria mais adegupdra a leitura das amostras,

observando o limite de deteccdo do método. A dituigefinida foi de 1:400 para todos

os tecidos.
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IV.8. Analises estatisticas
Os dados obtidos foram tabulados e tiveram suadiamée erro padréao

calculados.

Todos os resultados de cada organismo foram sidoeeta testes de
normalidade de D’Agostino-Pearson. Em caso deilolisg@go normal dos dados, foi
aplicado Teste T, considerandogsmenor que 10% como significativo. Caso os dados
nao apresentassem distribuicdo normal, foi aplicatiesste de Mann-Whitney, também

considerando-sp < 0,1 como significativo.



40

V. Resultados
V.1. Parametros fisico-quimicos dos tanques

Apesar de ndo ser possivel controlar a salinidedeperatura, concentracdes de
amonia, nitrito e oxigénio do tanque-rede, elasarformedidas diariamente, para
conhecer o ambiente onde os organismos estavano seiadlos. Para controlar os
parametros do tanquedoor a taxa de troca de agua era regulada, de acordoaco
capacidade do sistema.

A concentracdo de oxigénio e a porcentagem deaagdin de oxigénio se
mantiveram um pouco mais altas no tanisgeor do que no tanque-rede (Figura 12A),
devido ao eficiente sistema de aeracdo do tangqoknp esta diferenca nao foi
significativa. A boa oxigenacdo no tanqueloor € necessaria, jA que este € um

ambiente normalmente considerado como mais estitesda que o do tanque-rede.

As concentracdes de oxigénio se mantiveram, narnparte do tempo, entre
5,00 e 8,00mg/mL, tendo valores minimos no tangde-de 4,30mg/mL e 4,50mg/mL
no tanquendoor (Figura 12A). A porcentagem de saturacdo de oiggparmaneceu
entre 70 e 100% na maioria das medidas e os vaioi@mos foram 65% no tanque-

rede e 75% no tanquiedoor (Figura 12A).

N&o houve grandes variagOes entre a salinidadeteamperatura do tanque
indoor em comparacgéo ao tanque-rede (Figura 12B). Osesfte salinidade dos dois

tanques permaneceram entre 33 e 36 e a tempeeatweal 9,5 e 27,0°C.

As concentracdes de amoénia e nitrito do tanque-fEfmaneceram sempre
inalteradas, mantendo-se abaixo do limite de datedp método e, por esse motivo,
foram medidas semanalmente e ndo todos os diag, e@rieito no tanquadoor, pois
este tanquapresentou valores elevados de aménia no inicadozes mais elevados de
nitrito do meio para o final do experimento (Figa&C). Estes valores variaram entre 0

e 1,7mg/mL de nitrito e entre 0 e 1,3mg/mL para@mo

As medidas de transparéncia da agua realizaddaanqoe-rede com Disco de
Secchi tiveram como valor minimo 60cm e maximo 8ecth (Figura 12D). Em média,

os valores de transparéncia foram de 161,29 + £133c
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Figura 12: Parametros fisico-quimicos da agua dogues ao longo do tempo do experimento com
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beijupiras criados em tanquedoor (verde) e tanque-rede (azul). A: Porcentagem derasg@o e

concentracdo (mg/mL) de oxigénio dissolvido na &gBa Salinidade e temperatura (°C); C:
Concentracdo de amdnia (mg/mL) e nitrito (mg/mL) Dansparéncia do tanque-rede medida pela

profundidade do Disco de Secchi (cm).

V.2. Biometria

encontrado morto no quinto dia de experimentofalentdo reposto por outro de peso

semelhante.

Durante o periodo de aclimatacdo, apenas um peixeamdqueindoor foi
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Ao final do periodo experimental, os organismosashmueindoor atingiram um
peso médio de 884,28 + 35,80g, sendo 0 peso madand519,42g e o minimo de
421,90g. A taxa de crescimento somético dos orgassfoi de 0,66 e 0 aumento do
peso médio de 416,57g. A taxa de mortalidade foildg% (7 organismos), a
densidade final do tanque de 3,25kg/m3, o ganhbialmassa total foi de 16,97kg e o

fator de conversao alimentar de 2,74.

Ja no tanque-rede, a média de peso final dosichdig foi de 929,48 + 66,49¢,
sendo 0 maior organismo de 1292,00g e o menor @0 crescimento somatico dos
organismos foi de 0,73 e o aumento do peso médubde0g. A taxa de mortalidade
foi de 23,26% (10 organismos), e, além disso, td/iduos escaparam do tanque ou
foram retirados indevidamente por outras pessaasgue 0 tanque nao possuia
vigilancia de 24 horas. Devido a esse fato, a deds final foi igual a 1,86kg/m3, ndo
havendo ganho de biomassa e, portanto, o fatooneecsdo alimentar ndo pdde ser

calculado.

Tabela 2: Dados biométricos de beijupiras cultigaelm dois sistemas diferentes durante o experimento
final deste trabalho.

Tanquendoor Tanque-rede
Peso médio inicial (g 470,71 +1592 466,98 + 26,69
Peso médio final (g) 884,28 + 35,80 929,48 + 66,49
Mortalidade (%) 1250,00% 2326,00%
SGR 0,66 0,73
K 1,32 +£0,04 1,34 £ 0,04
HSI 3,17 £ 0,16 2,37 £ 0,14

O fator de condi¢cédo consiste em uma relacdo enassa e comprimento que
permite identificar o grau de desenvolvimento doxgeO fator de condigdo de Fulton
considera que 0s organismos possuem um crescinsem@trico com b = 3,0, ou seja,
0 peso aumenta com o comprimento elevado ao culbm@anie o pre-teste (Figura 13),
0s organismos do tanque-rede apresentaram uma méda do fator de condi¢do de
Fulton (1,12 + 0,02 no tanque-rede e 1,03 + 0,0%anqueindoor), havendo diferenca
significativa entre eles, comigual a 0,029. Porém, no experimento final (FigLBa

nao houve diferenca significativa entre o fatorcdedicdo de Fulton dos dois locais de
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criacao e seus valores foram bem proximos (1,34% Qo tanque-rede e 1,32 £ 0,04 no

tanqueindoor).
Pré-teste Experimento final
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Figura 13: Fator de condicéo de Fulton de beijgpinantidos em tanque-rede (quadrado) e taimgioer
(circulo) durante o pré-teste e o experimento final

O indice hepato-somatico (HSI) representa o panakde massa do figado em
relagcdo ao peso corporal, sendo uma forma de fuanta energia armazenada em
forma de glicogénio, ja que o figado é o maior medtério de glicogénio dos animais
(CYRINO et al., 2000; NAVARRO et al., 2006). Obsando a Figura 14, percebe-se
que, no pré-teste, houve um maior HSI nos peixketamns no tanque-rede (3,23 + 0,24
no tanque-rede e 2,21 + 0,0,09 no tanqodoor) e esta diferenca se mostra
estatisticamente significativa, comigual a 0,0042. Ja no experimento final (Figura
14), a diferenca continuou sendo significativa cprigual a 0,0049, porém valores
maiores de indice hepato-somatico foram encontradgspeixes criados no tanque

indoor (3,17 £ 0,16 no tanquedoor e 2,37 + 0,18 no tanque-rede).
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Figura 14: indice hepato-somatico de beijupiragdos em tanque-rede (quadrado) e tariqdeor
(circulo) durante o pré-teste e o experimento final

Durante a coleta dos organismos, observou-se aemga de parasitas
Neobenedenia sp. nos peixes dos dois tanques (Figura 15), pa@is ndo foram
guantificados e nem coletados para identificacdesgecie. Eles se concentravam na

cabeca e olhos dos beijupiras.

Figura 15: Beijupiras coletados com presenca dasfiasNeobenedenia sp na cabeca (circuladas em
branco).
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V.3. Ensaio cometa
O controle positivo do ensaio cometa foi realizadoa verificar se o0 método é

capaz de detectar quebras no DNA de beijupiras Bao foi feita uma exposicédn
vitro a diferentes concentracfes de peroxido de hidrog@&n 10, 20 e 40M), um
composto reconhecidamente genotdxico. Na analisealvie nos dois parametros
escolhidos da andlise de imagem, o dano ao DNA rioneradativamente de acordo
com o aumento das concentracdes, apenas nao segdificaivo entre as

concentracdes de 5 e|ld (Figura 16).
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Figura 16: Controle positivo de ensaio cometa eijufieas. Os dois primeiros gréaficos correspondem a
analise computadorizada de imagem e o terceircalisarvisual. As barras de erro representam o erro
padrdo das amostras e letras diferentes indicagnedi¢as significativas, considerandopsmenor que
0,10.

Quanto ao resultado do experimento, observou-setantdéncia de maior dano
no DNA dos peixes criados no tanqueloor em relacdo ao tanque-rede (Figura 17).

Estatisticamente, o resultado se mostrou signiMicata analise visualp(= 0,0225) e
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no momento de cauda € 0,0400). Quanto a porcentagem de DNA na caud@zno

dos individuos de ambos os tanques ndo se mostestatisticamente diferentes, com

p igual a 0,1029.
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Figura 17: Ensaio cometa de beijupiras mantidosleis sistemas de criacdo diferentes (tarigdeor e
tanque-rede) durante o experimento final do trabalds dois primeiros graficos representam a analise
computadorizada de imagem e o terceiro a analsmliAs barras de erro representam o erro pa@so d
amostras e letras diferentes representam diferangaificativas, considerando-penenor que 0,10.

V.4. Ensaio de micronucleo e anormalidades nuclease
Tanto no pré-teste, como no experimento final @alho, observa-se uma

tendéncia de maior frequéncia de anormalidade®ares nos eritrocitos dos individuos

do tanquendoor em relacdo aos do tanque-rede (Figura 18). Osesltas frequéncias
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de anormalidades séo préximos nas duas amostrggees), provavelmente devido ao
aumento de organismos amostrados no experimerdf) insegunda coleta apresenta
um menor erro padrédo e, consequentemente, ocorma@mdiferencas significativas

estatisticamente.

No pré-teste, apenas as anormalidades dos tipuforree e segmentado
apresentaram uma frequéncia significativamente mmdanquendoor, sendop igual
a 0,0574 e 0,0481, respectivamente. No experinfargh os micronucleos, o ENA e as
anormalidades dos tipos lobado e segmentado apsesen uma frequéncia
significativamente maior no tanquedoor, sendo os valores dg respectivamente,
iguais a 0,0979; 0,0035; 0,0070 e 0,0021.

Pré-teste Experimento final
404

%ode células com anormalidades

Tipo de anormalidade nuclear Tipo de anormalidade nuclear
B3 Tanque indoor
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Figura 18: Ensaio de micronucleo e demais anoraddig nucleares em beijupirds mantidos em dois
sistemas de criacdo diferentes (taniogeor e tanque-rede). As barras de erro representamo @adrao
das amostras e * representam diferencas signifacgtconsiderando-gemenor que 0,10.

V.5. Imuno-histoquimica
Os valores encontrados da expressao da proteinaggb®em proximos nos

figados dos individuos dos dois sistemas de criatiipados, tanto no pré-teste como
no experimento final do trabalho (Figura 19), nagdndo diferenca significativa entre

eles pigual a 0,64 no pré-teste e 0,63 no experimentd)fi
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Comparando-se as duas amostragens, os valorescdeeHencontrados no pre-
teste foram menores do que os encontrados no egueo final, sendo seus valores
médios, respectivamente, 94,36 + 16,74 e 173,124 do tanquendoor e 105,10 +
14,97 e 167,8 = 4,98 no tanque-rede.

Pré-teste Experimento final
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Figura 19: Resultados dos ensaios imuno-histogosniealizados para a deteccdo da expressao da
proteina p53 com beijupiras mantidos em dois sistemte criacdo diferentes. As barras de erro
representam o erro padrdo da amostra.

V.6. Enzimas da defesa antioxidante
No pré-teste, foram coletadas amostras de fighdinquia e musculo de

beijupiras para determinacéo do tecido a ser atibzno experimento final com base na
melhor resposta de analise. De forma geral, engdelaos tecidos, pode-se observar
uma atividade enzimatica mais alta no figado, nemaadas enzimas testadas (Figura
20), sendo, por esse motivo, este o tecido esaffada serem realizadas as andlises do
experimento final. O tecido muscular apresenta athadade muito baixa tanto de
GPx, como de catalase (Figura 20), mostrando sixa ltapacidade para decompor

peréxidos.

No pré-teste, a atividade da catalase dos orgasiswietados nos dois sistemas
diferentes apresentou valores proximos para um mésaido, sendo eles altos para o
figado e baixos para as branquias e musculo (Fig0)a ndo havendo diferenca
significativa em nenhum dos trés tecidos coletawasdiferentes condi¢cdes de criacao.
Em relacdo a atividade da GPx, os tecidos museutepatico apresentaram atividades

semelhantes nas duas condi¢des, com valores lexatividade no musculo e altos no
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figado, havendo uma maior variacdo nos valoredidialade de organismos coletados
no tanqueandoor (Figura 20). Com relagdo a atividade da GPx naaduias, ocorreu
uma diferenca significativap(= 0,0175) em relacdo as duas condigbes, com uma
expressdo maior dessa enzima nos organismos adetams tanquesndoor. Ja a
atividade da SOD foi semelhante nas duas condipaes os tecidos branquial e
muscular, sendo que o segundo apresentou mai@géaride valores nos organismos
coletados no tanquindoor (Figura 20). A atividade da SOD no figado aprement
diferenca significativa entre as duas condi¢@es 0,0166), com uma maior atividade

desta enzima nos organismos coletados no tangee-red

Figado Branquia

504

Atividade enzimatica
Atividade enzimatica

Enzima ER Tanque indoor Enzima
B3 Tangue-rede

Mdsculo
150+

100+

a0+

Atividade enzimatica

Figura 20: Atividade enzimatica da superdxido disree (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
em figado, branquia e musculo de beijupiras cri@toglois sistemas diferentes durante o pré-teste. A
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barras de erro representam o erro padrdo das amostr* representam diferencas significativas,
considerando-spe menor que 0,10.

Em relagéo ao experimento final, os valores dédatile foram proximos em
todas as enzimas, sendo que a GPx e a catalaserstpram valores de atividades um
pouco maiores nos organismos do tanque-rede, etagnarSOD a atividade mais alta
foi em organismos do tangquedoor (Figura 21). Nenhuma das enzimas testadas
apresentou diferencas significativas em sua atiddantre os organismos coletados no

tanqueindoor e no tanque-rede.
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Figura 21: Atividade enzimatica da superdxido disree (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
no tecido hepatico de beijupiras criados em daitesias diferentes durante o experimento final deste
trabalho. As barras de erro representam o errd@paths amostras.
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Em uma comparacédo entre o pré-teste e o expennfieal (Tabela 3), ha um
aumento da atividade da catalase nos individuogidisssistemas de criagcéo (73,08 *
6,66 U/mg nos organismos do tanqodoor e 80,10 £ 2,14 U/mg nos organismos do
tanque-rede no pré-teste e 118,80 = 6,73 U/mg ngansmos do tanquedoor e
132,30 £ 9,00 U/mg nos organismos tanque-rede perarento). Ja com relacdo a
GPx, ocorreu uma diminuicdo da atividade enzim&{R&99 + 8,59 mU/mg nos
organismos do tanquedoor e 32,94 + 6,92 mU/mg nos organismos do tanque+tede
pré-teste e 21,60 = 3,23 mU/mg nos organismos dquiindoor e 25,25 + 2,88
muU/mg nos organismos tanque-rede no experimentxadres de atividade da SOD
aumentaram no tanquedoor e diminuiram no tanque-rede (73,72 + 15,72 U/mg no
organismos do tanquedoor e 149,66 + 18,77 U/mg nos organismos do tanque-med
pré-teste e 122,40 + 11,49 U/mg nos organismosadqueindoor e 107,70 £ 9,27

U/mg nos organismos tanque-rede no experimento).

Tabela 3: Comparacédo entre a atividade enzimatctigddo de beijupirds cultivados em tanque-rede e

tanqueindoor entre o pré-teste e experimento final.

7

Tanque-rede Tanquiedoor
Pré-teste Exp. Final Comparacéao Pré-teste Exp. Finall Comparaca
SOD (U/mg) 149,66 + 18,77107,70 + 9,27 ! 73,72 £15,72 122,40 + 11,49 )
GPx (mU/mg) 32,94 £ 6,92 25,25 + 2,88 ! 29,99 £8,59 21,60 * 3,23 !
Catalase (U/mg) 80,10 + 2,14132,30 + 9,0( 1 73,08 +6,66 118,80 +6,73 1




52

VI. Discusséo
Apesar de que a aquicultura de beijupiras ja sdizesla no Taiwan ha mais de

uma década (LIAO et al., 2004), ainda ha muitoget®ss que devem ser aprimorados
para o melhor desenvolvimento desta atividade elm comundo. Neste pais, 0s juvenis
sdo criados em tanques escavados e tanques-rexien@sba costa, até atingirem
tamanho suficiente para serem transferidos pamagaifshore (LIAO et al., 2004). O
crescimento em tanques escavados, porém, limitoo@ugdo de juvenis segundo as
condi¢cdes ambientais, reduzindo a producao deiohatdg para engorda (WEBB Jr. et
al., 2007). Além disso, a construcao de tanquesvasos, no Brasil e em vérios outros
paises, esta normalmente associada a areas deepaisg@ameacando esse importante
ecossistema. Por esses motivos, € necessario asoas alternativas para a criagcao.
Neste trabalho beijupiras foram criados em tanede-proximo a costa e em tanque

indoor, como uma alternativa aos tanques escavados.

Embora durante o periodo experimental deste tnabi@nham ocorrido perdas
de individuos no tanque-rede, acredita-se quendlasfetaram os resultados principais,
pois ocorreram ao acaso. A fuga dos peixes dosuézAgde € um grande problema
para a aquicultura que acontece, principalment@jddea problemas técnicos e
operacionais e por buracos na rede causados pedpsigs peixes criados ou por
predadores que mordem sucessivamente a rede (M@QE €009; ARECHAVALA-
LOPEZ et al., 2012; KALANTZI et al.,, 2016). Nestalalho, a fuga pode ter sido
ocasionada por pequenos buracos na rede feitas patds peixes criados, como por
tartarugas que vivem na regido e se alimentafoung que cresce na rede, e havendo
também a possibilidade dos peixes terem sido levpdo pessoas, ja que o tanque néo

possuia vigilancia por 24 horas.

Também é importante destacar que os individuosmgue-rede estavam mais
sujeitos as variacdes climaticas do que os do tamgloor, se alimentando menos em
dias de chuva e entradas de frente fria, por cdosaumento da turbidez da agua.
Porém este fato parece nao ter afetado o cres@ndestorganismos, ja que as taxas de
crescimento somatico dos beijupiras dos dois tafpmam proximas, além de que o
peso médio final e a média de ganho de massa giwidno dos peixes do tanque-rede

foram maiores em relacéo aos do outro tanque.
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Ainda com relacdo ao crescimento somatico, osresl@ncontrados neste
trabalho (0,66% por dia no tanquadoor e 0,73% por dia no tanque-rede) sdo um
pouco menores que o Unico encontrado na litergiara beijupiras (0,82% por dia) na
faixa de peso utilizada no experimento (SAMPAIQ@Ilet2011). Esta diferenca pode ser
explicada pelo fato de que Sampaio et al. (2014yams sardinhas congeladas para

alimentacdo dos beijupiras, enquanto que nesteltm@lfoi utilizado racdo comercial.

Valores de conversado alimentar para beijupiradaixa de peso utilizada neste
trabalho e em outras fases posteriores do desemasito, ndo foram encontrados na
literatura para comparacao. O fator de convers@eentar (FCA) para individuos de
100 a 200g foi de 1,77 (COSTA-BONFIM et al., 201a),seja, inferior ao encontrado
neste trabalho (2,74). Comparativamente com oasagcies de peixes carnivoros, o
FCA encontrado neste trabalho também foi mais dRombenso et al. (2016)
encontraram valores de FCA pdnaachinotus carolinus entre 1,33 e 1,61 conforme a
composicao da racao testada; Silva-Carrillo €28112) calcularam valores entre 1,22 e
1,31 para a espécieutjanus guttatus conforme a quantidade de proteina de peixe
substituida por soja; Booth et al. (2008) encoatravalores de 1,39 a 1,80 p&agrus
auratus conforme o numero de vezes e o periodo em que aliamntados. Quanto
mais proximo a 1 estd o FCA, melhor € a eficiém@aassimilacdo do alimento. Os
altos valores do fator de conversdo dos beijugire®ntrados neste trabalho podem ser
diretamente relacionados a menor taxa de cresanggntcomparacdo com a literatura.
Esses resultados podem estar relacionados core ddasclo de vida, com a qualidade

e tipo de dieta e com as condic¢des de cultivo.

Normalmente, a racao para beijupiras é ofereada lzase no percentual do seu
peso, em torno de 2 a 3% (LIAO et al.,, 2004), porésste trabalho, optou-se por
alimentar os organismos até a saciedade, como fdengarantir que todos o0s peixes
seriam alimentados, ndo havendo competicdo poeaton O consumo de alimento dos
beijupiras em relacédo ao seu peso também é siatlda espéci€rachinotus carolinus
que variou entre 3,09 a 3,65% segundo Rombendo (@046) conforme a formulacao

da racéo utilizada.

Organismos criados no oceano sdo expostos a éasdilp ambiente e também
a todos os organismos que vivem nele, incluindagit@s.Neobenedenia sp. é um dos
ectoparasitas mais comuns encontrados em criagdgeeides em areas tropicais e
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subtropicais, causando letargia, olhos embacadassso de producdo de muco,
anorexia e morte (MUELLER et al., 1994; HURLEY-SABRS et al., 2016). Este
parasita se alimenta do muco e das células epstelcahospedeiro, e causa alteracdes
no comportamento do peixe como, por exemplo, aéterid de peixes pelagicos e com
habitos natatorios ativos, como o beijupira, pemsarem no substrato, tornando-os
mais vulneraveis a lesdes que podem ocasionarcigscsecundarias (KERBER et al.,
2011).

Antes de iniciar uma criacdo, devido as possinéestacdes comleobenedenia

Sp. € a outros possiveis parasitas, recomendahaeeter 0s peixes a um banho de agua
doce de 2 a 5 minutos para matar os parasitasoadaiites que 0s organismos sejam
estocados; também é importante que estes banham sgdos com uma certa
periodicidade durante a criacdo (MUELLER et al94)9 Apesar de todos os beijupiras
inicialmente terem sido submetidos a um banho dm &pce e os peixes do tanque
indoor terem passado por um outro banho no meio do pmerégberimental, foi
encontradd\Neobenedenia sp. na maioria dos peixes estocados durante aehianfinal,
destacando ainda mais a importancia de banhosdpsrgddurante o cultivo. A presenca
deste parasita pode também ter auxiliado no regula pequena diferenca entre os

valores de crescimento somatico encontrados ditedstura.

O indice hepato-somatico (HSI) é considerado plguns autores um
biomarcador para poluicdo aquatica (VAN DYK et &0Q12), sendo que peixes
submetidos a adicdo de compostos carcinogénicdseatas contaminados por metais
e eutrofizados tiveram um HSI maior em relacdo qos ndo foram expostos a estas
condicdes (VAN DYK et al., 2012; DRAGUN et al., ZYIMACHADO et al., 2014b).
Nestes casos, um aumento do HSI € normalmenteiadsae uma maior atividade de
desintoxicacdo em resposta a presenca de compoésioss (PEREIRA et al., 1993).
Porém, em condi¢Bes de criagdes de altas densjdadasenor HSI é associado a uma
menor quantidade de gordura no figado, devido amaior consumo das gorduras
hepaticas causado pelo estresse das altas derssilasdendo um redirecionamento da
energia do peixe para ele conseguir lidar comuagito de estresse causada (BASRUR
et al., 2010; TOLUSSI et al., 2010).

Considerando que os beijupiras foram mantidos msmm densidade de
estocagem nos dois tanques no experimento finakdéa-se que o maior HSI
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encontrado no tanquiendoor possa estar relacionado com uma resposta a algum
composto toxico, como a amdnia e/ou o nitrito. A p&le ser considerado como um
bom biomarcador de qualidade de agua (VAN der O&Sl., 2003). As concentracdes
de nitrito e amoénia no tanque-rede se mantiveraaixatwo limite de deteccao durante
todo o periodo experimental, enquanto que as ctmag@es do tanquendoor
permaneceram entre os limites de aceitavel e @ritinforme padrdes ja estabelecidos,
durante a maior parte do periodo experimental. &pds 0s testes toxicoldgicos de
amonia e nitrito em beijupiras considerarem esf@a@e altamente tolerante a altas
concentracdes desses compostos (ATWOOD et al.,; RODRIGUES et al., 2007),
estes podem ocasionar respostas tais como alteragde alguns parametros
fisiologicos, incluindo o HSI, para compensar aajéio e evitar a mortalidade.

Com relagdo ao prée-teste, por ndo se ter conhetimea densidade de
estocagem dos individuos e dos parametros fise@guda, ndo € possivel afirmar que o
maior HSI dos individuos do tanque-rede estejai@i@ado a uma menor condi¢cdo de
estresse resultante de uma densidade de estocagisniaixa ou a pior qualidade da
agua, visto que o pré-teste foi realizado em uniogerde feriado, no qual ha uma
maior movimentacdo de barcos préximos ao tanque-reddendo aumentar as

concentracdes de 6leo no ambiente.

Os indices morfométricos sdo normalmente utilizgora estimar as condicdes
de saude, com base no principio de que mudan¢gpeswe comprimento do corpo de
um peixe implicam em altera¢des nas condi¢beddgicas dos organismos, e um dos
indices mais utilizados € o fator de condi¢cao deoRYK) (SUTTON et al., 2000). Este
fator de condicdo pressupde que os individuos destgpossuem um crescimento
isométrico, assumindo que, comparando-se peixesndmesmo comprimento, 0 mais
pesado serd aquele com melhores condi¢des de sa8da; quanto maior o valor de K,
melhor seria o estado fisiol6gico do organismo (KEMBRUN et al., 2013). Também
esta estabelecido que peixes saudaveis apresentdfmaior que 1 (SARAIVA et al.,
2015).

Considerando os resultados de K obtidos no expetionfinal do trabalho, os
peixes dos dois tanques encontravam-se em boasc@eadde saude (K > 1) e seu
estado fisiolégico era semelhante (o K encontraata p tanquendoor foi de 1,33 +
0,11 e para o tanque-rede 1,34 = 0,17), apesaifef@nta encontrada pelo HSI. Com
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relacdo ao pré-teste, os organismos dos dois tartqu&ém se encontravam em um
bom estado de saude, porém o0s peixes do tanqueapdEsentaram um K
significativamente maior (o K do tanque-rede fdi2l+ 0,04 e do tanquedoor 1,03 +
0,07), estando, entdo, comparativamente em melltoredicoes que os individuos do
tanqueindoor. E importante destacar que os beijupiras do exgerio final possuem
um K significativamente maior que aqueles do pséeteo que € um indicativo de
melhores condi¢Bes de saude.

Comparando HSI e K, percebe-se que o HSI é umadmedais sensivel a
variacOes fisiologicas de beijupiras que o K. Npazimento final, o HSI demonstrou
uma diferenca nas condi¢des fisiologicas entre rganismos do tanque-rede e do
tanqueindoor, enquanto o K ndo detectou diferencas entre &eso pré-teste, as duas
medidas detectaram diferencas entre os tanquewidpch este fato, é possivel associar
os dois parametros para inferir que o menor HSladgqueindoor provavelmente esta
relacionado ao estresse decorrente da maior delesiiaestocagem, ja que o maior K
do tanque-rede é um indicativo de que os organigs@® em melhor estado do que os
do tanquendoor. Portanto, apesar de o HSI aparentar ser maigveégsae o K, as duas
medidas estdo certamente relacionadas e, quanlieadaa em conjunto, permitem um

melhor entendimento das condicfes gerais do peixe.

Danos ao DNA em organismos aquaticos podem imterfegativamente nas
taxas de crescimento, provocar desenvolvimentongadae ocasionar maior mortalidade
(LEE; STEINERT, 2003); portanto, a avaliagdo deogagenotoxicos em organismos
de criacdo pode ser uma importante ferramentarparatorar a qualidade do sistema
de criacdo. O ensaio cometa esta entre as téaecagaliacdo de genotoxicidade mais
empregadas atualmente, pois apresenta uma sérizadi@agens tais como: a
possibilidade de medicdo do dano ao DNA em cadalacéhdividualmente; a
necessidade de apenas um pequeno numero de cdlatas o procedimento
experimental; poder ser realizado em qualquer @sganeucarioto; o fato de ser um
método muito sensivel e por gerar medidas con@dessobre as condi¢cdes de estresse
(LEE; STEINERT, 2003; MARTINS; COSTA, 2015).

No ensaio cometa pode-se realizar dois tipos ddisas distintas, a analise
visual e a analise computadorizada de imagens. &lisanvisual possui como maior

vantagem a possibilidade de analisar laminas comomeefinicAo no contorno das
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células, enquanto que para utilizar a analise ctexpuzada de imagens 0s contornos
de todas as células devem estar bem definidos asarcomputadorizada de imagens
gera uma série de parametros, porém os mais dtkzado o0 momento de cauda e a
porcentagem de DNA na cauda (LEE; STEINERT, 2088m disso, estas medidas,
por serem relativas, contornam os problemas deedifas entre nucleos e células de
um individuo, que seriam retratados em medidaslatasp como o tamanho da cauda
(MARTINS; COSTA, 2015).

Como foi a primeira vez que a técnica do ensaimeta foi aplicada em
beijupiras, houve a necessidade de realizar untaiergositivo, que também tem como
funcado verificar a eficacia do método. Foram uwdiias concentracdes crescentes de
peroxido de hidrogénio (5, 10, 20 e ) e o dano ao DNA encontrado foi
aumentando conforme as concentragbes, tanto naiseand&isual, como na
computadorizada de imagem, indicando, assim, gtéxrdca € confiavel e pode ser
bem estabelecida para esta espécie. E importastacde também que o beijupira teve
uma resposta bem definida e precisa, com baixasesbte erro padrdo, modulando os
danos conforme a concentracdo da substancia de€mei@ o que indica que esses

peixes podem ser indicadores sensiveis de genmad& ambiental.

Os resultados demonstraram que 0s peixes criadgostanque indoor
apresentaram um dano genotoxico significativamera®r que os do tanque-rede. O
dano encontrado em todos os parametros analisd@gsmomento de cauda e
porcentagem de DNA na cauda) é baixo até mesmorspatado com a concentragdo
de JuM de peroxido de hidrogénio, indicando que os dsgyaos ainda possuem pouca
fragmentacao do DNA. Apesar de pequeno este daste eixdicando a necessidade de
monitoramento para evitar as consequéncias queexpasicdo prolongada a fatores
genotoxicos podem ocasionar. Além disso, os valdeedano genotoxico encontrados
sdo proximos aos valores de dano de individuoszadibs como controles de
experimentos com testes de toxina ou monitoramamioiental de outras espécies de
peixes marinhos (ANDRADE et al., 2004; VIGNARDI ef., 2015), indicando
novamente um baixo dano ao DNA. Mesmo que esse t@aiha sido baixo, a técnica
do ensaio cometa conseguiu detecta-lo, reforcaimdta anais a hipétese de que esta

espécie responde bem a estressores genotoxicos.
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Neste trabalho, a andlise visual e a andlise ctadptizada de imagem tiveram
resultados similares, com a mesma tendéncia efis@ia, indicando que qualquer
uma das duas pode ser utilizada para futuros trabalom esta técnica e espécie, desde
que o observador seja bem treinado. Com relacdopaddmetros analisados, o
momento de cauda e o ID apresentaram resultadoi$icatjvamente maiores de dano
no tanquendoor. O momento de cauda € um parametro um pouco et que a
porcentagem de DNA na cauda, por envolver tantoraeptagem de DNA, como o
tamanho da cauda no seu calculo. Apesar de na@pmesentado um resultado
significativo no experimento de criacdo nos tangaegorcentagem de DNA na cauda
apresentou a mesma tendéncia das outras medidasygresentado foi bem préximo ao
limite considerado de significancia (p foi iguad,4029).

Outra técnica também bastante utilizada para a@&iale genotoxidade é o
ensaio de microntcleos e demais anormalidadesarasleE recomendavel que ambas
as técnicas sejam aplicadas em conjunto, pois sades sdo complementares
(MARTINS; COSTA, 2015). Por representarem diferentgpos de lesdo ao DNA,
anormalidades nucleares sdo resultantes de damsosr@amossomos e normalmente
relacionadas a falhas na divisdo celular e quetwa®NA que acontecem no proprio
polimero de DNA. Por isso, 0 emprego dessas técicaconjunto permite uma visao
mais ampla da atuacdo dos estressores genotodtas. disso, um composto que
ocasionou quebras na fita de DNA detectadas pa&ai@icometa, ndo necessariamente
ocasionara lesées cromossdmicas (MARTINS; COSTAS5R0

Em peixes, as anormalidades nucleares ja foraatioeladas a deficiéncias
nutricionais (COWEY; WOODWARD, 1993) e poluicdo (SRATO; SANTOS,
2002a; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003; VIGNARDI et al., 2015). 6o os
mecanismos de formacdo das anormalidades nuclaeias é pouco conhecido e néo
h& consenso para explicar sua formacéo, algunsesutagerem a inclusdo das demais
anormalidades nos ensaios ao inveés de utilizaraspes micronucleos em testes de
genotoxidade (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2001; STRUNKAPEROVIC et al.,
20009).

Tanto no pré-teste como no experimento final, elmsese uma tendéncia a
maior frequéncia de anormalidades nucleares n@n@mos criados no tanquloor
em relacdo aos do tanque-rede. Esta tendénciaaueasrsignificativamente diferente
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nas anormalidades reniforme e segmentada no p[eé-tesnos micronucleos,
anormalidades lobada, segmentada e reniforme eotad tle anormalidades no
experimento final. Diferencas significativas enbie dois periodos de amostragem e a
mesma forma de criagdo s6 foram encontradas no dd\Nt&nquendoor. Esta técnica
também permitiu detectar como os beijupirds saeigeis e possuem uma boa reposta

a estressores genotoxicos.

Os resultados encontrados no teste de anormadidadleleares e no ensaio
cometa sdo complementares, mostrando um maior giEmaidxico, tanto em relacéo a
lesGes cromossdmicas como a fragmentos de DNAjnadaduos criados no tanque
indoor. Os dados de genotoxicidade também podem seramdaios ao maior HSI
(VAN der OOST et al., 2003) também encontrado mgamismos do tanqueadoor no
periodo experimental, o que pode estar relaciorexttoe outros fatores ndo detectados,

a maior concentracdo de amonia e/ou nitrito douarrgloor.

A proteina p53, conhecida como supressora de gsnogaliza um importante
papel na regulacdo da apoptose e proliferacdoacelGHENG et al., 2015). Varios
estudos ja identificaram respostas do seu mecan@enoegulacdo, em relacdo a
diversos estressores celulares, como dano ao DN#esee oxidativo, hipdxia e
exposicdo a compostos toxicos (IBRAHEM; IBRAHIM,120 CHENG et al., 2015;
INOUE et al., 2005). A principal funcdo desta photeé restringir o niumero de células
anormais ou expostas a alguma fonte de estresse gquet 0 dano causado ao seu DNA

seja convertido em alguma mutacao irreparavel (IHEN; IBRAHIM, 2014).

Os beijupiras do pré-teste e do experimento firdal apresentaram diferencas
significativas em relagdo aos dois sistemas de;@iaporém a expressdo da p53
encontrada nos organismos do experimento finalafa comparativamente com a
observada em outros peixes. O pélxachinotus carolinus s6 apresentou expressao da
p53 em valores préximos ao encontrado em beijupjrEmdo expostos a 32° e 34°C
nas branquias e de 30 a 36°C no coragdo (CARDO&D 2015). Com relagéo ao preé-
teste, os valores de expressédo da p53 encontratirs Kimilares ao da temperatura
controle (22°C) para o peixXeachinotus carolinus (CARDOSO et al., 2015).

Esta expressao mais alta da p53 no experimerabgode indicar que as células
estdo submetidas a situacdes de estresse e a tg58eado ativada para regular os

danos. A expressao pode ser associada ao ensagbacque demonstrou haver quebras
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reparaveis no DNA dos beijupiras do experimental fenao ensaio de microndcleo que
demonstrou haver também anormalidades nuclearamapentes. No pré-teste, a
expressdo da p53 foi mais baixa e, também, foraecdelos danos permanentes no
DNA pelo ensaio de microndcleos com uma menor dieae de diferencas

significativas entre os tanques.

Apesar de possuir uma expressao mais baixa ntegtied- a p53 em nenhum
individuo dos sistemas e no periodo amostrado exqpi@s valores préximos de zero,
indicando que, mesmo em pequena quantidade, estgy@ssa nas células. Uma
hipotese possivel de se elaborar € que o DNA dapdei é afetado por estressores
genotoxicos, como foi observado nos ensaios coemdéaanormalidades nucleares, mas
que seus mecanismos de reparo, como a p53, estaeapre prontos para serem
utilizados. Essa seria uma das possiveis explisag6efato de que o DNA apresenta
quebras proporcionais ao estressor, como no casagda oxigenada, mas que 0s

valores de ID e de ENA sao relativamente baixos.

Um dos principais causadores de danos ao DNA eres ¥ivos S80 as espécies
reativas de oxigénio (EROS). As EROS séo fundansepssa o bom funcionamento do
organismo, porém, em excesso, podem ocasionarsd/@roblemas. As condi¢cfes de
cultura intensiva, um fundamento basico da aquicalt podem gerar fatores
estressantes que ocasionam no aumento da atividatEbolica dos organismos e,

consequentemente, elevam a producédo de EROS (Sét-dN 2014).

Em um organismo, as EROS séo principalmente codasapelas enzimas da
defesa antioxidante, tais como a superoxido disseuf@80OD), a glutationa peroxidase
(GPx) e a catalase (CAT), sendo a primeira respehgiela transformacdo do radical
superoxido em D, e as outras duas por degradarem peroxidos em stospsem
efeitos toxicologicos (CHENG et al., 2015). Portargs mudancas na atividade dessas
trés enzimas sdo consideradas como bons marcattoesstresse oxidativo (JIN et al.,
2011).

Os beijupiras criados neste trabalho tiveram ealate atividade enzimatica da
SOD, GPx e CAT similares nos dois sistemas de a@oiagsem diferencas significativas
entre eles. Apesar de danos genotdxicos demommstrprevaveis relacbes com o
estresse oxidativo (JIN et al.,, 2011; CHENG et 2015), estas ndo puderam ser

comprovadas neste trabalho. A atividade da SOD amasestras do pré-teste foi
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significativamente maior nos beijupiras do tangeger em relacdo aos do tanque
indoor. No experimento final, entretanto, a atividadeSfaD, em termos absolutos,
diminuiu nos peixes do tanque-rede e aumentou wosakqueindoor, tornando a
diferenca nao significativa. Nao podemos pensaruem hipotese do porqué dessas
diferencas, pois ndo temos dados sobre, por exenumdidade da agua, de densidade e
do histérico dos peixes do pré-teste. Entretantoagnitude das diferencas de atividade
encontradas parecem indicar que a SOD pode terstidoexpressdo modulada de
acordo com condicdes bidticas e/ou abidticas dkiersas nas duas ocasides distintas.
As atividades mensuradas das demais enzimas n&eseaparam diferencas

significativas.

As atividades enzimaticas da SOD, GPx e CAT emgseainda estdo sendo
estudadas, pois ha diferencas de respostas erdiie@ntes espécies e em uma mesma
espécie quando em seu habitat natural ou labovatom varios casos as respostas nao
sao detectadas ou sdo opostas ao esperado (VADGET et al., 2003). Ainda em sua
revisdo do assunto, Van der Oost et al. (2003) r@rex@m trabalhos de exposicao de
diversas espécies de peixes em laboratério e camvpaados poluentes, como PCBs e
HPAs, porém as atividades das enzimas foram bastemtaveis, ndo seguindo um
padrdo coerente. Por exemplo, a atividade da S©Dcoatrario do esperado, nao
apresentou nenhuma alteracdo significativa de daiild em peixes expostos a
contaminantes em diversos estudos de laboratdropamto que em estudos de campo
apresentou um aumento significativo na maioria dasos frente a estressores
ambientais. Em outros trabalhos de campo ocorredlusive, uma diminuicao
significativa da atividade desta enzima, quandemerdo seria 0 aumento. Quanto a
GPx, na literatura pesquisada pelos autores, ermsvéaabalhos néo foram detectadas
alteracdes significativas da atividade desta enzitaato em campo como em
laboratorio, enquanto que em outros trabalhos faranstatados casos de aumento e de
diminuicao significativa da atividade em relaca@at@res considerados como controle.
Com relacdo a CAT, sua atividade se manteve saragites significativas na maioria
dos estudos de laboratério pesquisados, enquaeta qoaioria dos estudos de campo
apresentou um aumento significativo da atividadstadenzima. Como nos demais
casos, alguns estudos de campo também apresentarardiminuicao significativa da

atividade quando o esperado seria 0 oposto. Porsdiotnecessarios mais estudos, tanto
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em campo quanto em laboratério, para melhor compereas atividades bioquimicas

dessas enzimas em peixes.

Considerando todas as metodologias empregada® redtalho e seus
resultados, foi possivel padronizar as técnicdrarias, cumprindo um dos objetivos
iniciais deste trabalho. Apesar de nem todas asduklgias apresentarem diferencas
significativas conforme era esperado, foi possibéér resultados consistentes em todas
elas. Com relagdo a um monitoramento do cultivdSbaliado ao K, o ensaio cometa e
0 ensaio de anormalidades nucleares mostraram-ise seusiveis para avaliar o estado
fisiologico de beijupiras em cativeiro, sendo geedaas ultimas podem ser realizadas
sem sacrificar o organismo. Apesar de ser espenatk correlacdo entre o dano
genotdxico e a atividade das enzimas relacionad#efesa antioxidante, esta nao foi
detectada neste caso. Estudos bioquimicos sdosaeosspara melhor compreender a
atividade enzimatica da SOD, GPx e CAT em belijgpira
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VII. Concluséo
O sistema de criacdo nao afetou significativamentaxa de crescimento dos

individuos, ja que os peixes dos tanque®or e rede apresentaram valores proximos
de SGR. O ganho de massa médio individual dos pe¢dmbém foi préximo, sendo o

do tanque-rede um pouco maior.

Com relacdo aos danos genotoxicos e aos fatorefoméricos (HSI), a
hipétese deste trabalho foi confirmada, pois, Ggifieas do tanque-rede apresentaram
um menor dano genotoxico e um menor HSI, mostraedem um estado fisiologico

aparentemente melhor do que os peixes do tandaoer.

As enzimas da defesa antioxidante (SOD, GPx elasajae a p53 néo
detectaram diferencas entre os peixes dos domsst de criacdo. Porém, devido ao
padrdo de resposta pouco conhecido destas enzinasti@sse e a alta expressao
encontrada de p53, seriam necessarios mais espatascompreender com maior

profundidade os seus mecanismos de acao.

O ensaio cometa e 0 de micronucleo e demais atidades nucleares se
mostraram como as melhores ferramentas para mamémnto de animais de criacao, ja
gue sua metodologia é relativamente rapida e apersen um bom resultado com
beijupiras. E também importante destacar que pasmlizacio destas técnicas ndo é
necessario sacrificar os organismos, pois estesnpa®r apenas anestesiados para a

retirada do sangue.
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Parte II: Avaliacdo de dano genotoxico e de atividée enzimatica de
juvenis de beijupiras Rachycentron canadum) expostos a um
hidrocarboneto policiclico aromatico de referéncigp-naftoflavona)
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. Introducéo
O termo biomarcadores foi definido pela Academacibnal de Ciéncias dos

Estados Unidos como sendo uma variacdo de commmgmocessos, estruturas ou
fungBes celulares ou bioquimicas induzidas xenmdiotente que é medida por uma
amostra ou sistema biol6gico (GOLDSTEIN et al., Z)98asicamente, biomarcadores
sao resultados finais de testes ecotoxicologicesfagem um efeito em um organismo
vivo, podendo ocorrer em niveis celulares, bioqodsi moleculares ou fisiolégicos e
medidos em células, fluidos corporais, tecidos @das de um individuo que indicam
exposicdo a um composto deletério ou seu efeitd(LBRAY, 2003).

Apesar de normalmente serem utilizados em trabali®® monitoramento
ambiental, pois possibilitam avaliar a qualidade awmbiente e seu estado de
contaminagcdo relacionando-os com o0s organismos wguem no local, os
biomarcadores também podem ser de grande utiliade estudos de aquicultura e
aprimoramento de técnicas de criagdo. Por exeraplzando-se biomarcadores pode-
se testar o grau de tolerancia dos individuos bl@mas que podem acontecer durante a
criacdo, como exposicdo a compostos nitrogenad@DHMRGUES et al., 2011) e
hipoxia (MAHFOUZ et al., 2015). Conhecendo-se asitks fisiolégicos nos quais
estas exposi¢cdes ainda ndo causam danos, ha uroe fagiidade e seguranca no
controle desses parametros. Além disso, biomareadoodem ser ferramentas Uteis
para andlise do efeito de mudancas na formulacaagd® utilizada para alimentar os
organismos criados (LIU et al, 2010; LIU et al.13}

Os efeitos genotdxicos de estressores ambientalsnp ser detectados por
diversos métodos experimentais. O material genéfiode apresentar alteracdes
basicamente em dois aspectos, mudancgas estrutunaigacdes, sendo o segundo um
dano mais grave decorrente de uma exposicao maisngada e com efeitos a longo
prazo (SHUGART, 1996). Danos ao DNA em peixes dacéo foram associados a
reducdo do crescimento, anormalidade no desenvehtore a sobrevivéncia de larvas,
juvenis e adultos de diversos organismos aquaticBg; STEINERT, 2003). Como
esses fatores sao fundamentais para 0 sucesso deatiwidade de criacdo, o
desenvolvimento e aplicacdo de métodos que deteettaracdes provocadas por

agentes genotoxicos tém interesse pratico.
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Mudancas estruturais no DNA séo, principalmentpturas no filamentalo
DNA e mudancas na composicdo das bases menoresGSRU et al., 1992). As
guebras podem ser detectadas qualitativamenteepskio cometa. Nesta técnica, por
meio de uma eletroforese, os fragmentos de DNA amgformando uma espécie de
uma cauda ao redor da cabeca (que € onde o DNAfragmentado permanece),
tornando possivel comparar o grau de fragmentaQadMNA de células de diferentes
peixes. Como os eritrécitos sdo nucleados, o tesaghguineo é bastante pratico como
material para esse ensaio. O ensaio cometa é moipregado por ser uma técnica
relativamente facil, rapida e de baixo custo (VAN @OST et al., 2003).

Uma outra forma de se avaliar alteracdes genasaonsiste na identificacao e
quantificacdo de alteracbes permanentes na moléeulBNA, por meio de ensaios
citogénicos, como o da estimativa das anormalidadekeares eritrocitarias (ENA), por
meio da identificacdo de alteracbes morfoldégicas adcleos celulares (lobado,
segmentado, reniforme e micronucleos) e quantéicata frequéncia de ocorréncia dos
mesmos. Ensaios avaliando-se apenas micronucleomefos sensiveis, porém sao
capazes de identificar anomalias de fuso e quaboasossomicas (VAN der OOST et
al., 2003).

Outro tipo de analise utilizada como biomarcada éstimativa do estresse
oxidativo, principalmente a atividade das enzimgadas aos mecanismos de defesa
antioxidante, como a catalase, a superoxido disautaOD) e a glutationa peroxidase
(GPx). As atividades destas enzimas antioxidar#iesfiindamentais para a defesa do
organismo contra as espécies reativas de oxig@aROE) e possuem um papel
importante na transformacéo de radicais em molémda-reativas (VAN der OOST et
al., 2003). Nas praticas de aquicultura intensiva, um aumento do estresse dos
organismos criados e, consequentemente, da suantatedbolica e da producdo de
EROS (SAHIN et al., 2014).

Para utilizar com seguranca os métodos que mensasabiomarcadores, €
sempre importante realizar um controle positivo téasicas em condicdes controladas
de laboratdrio para avaliar sua sensibilidadecabiiidade e intensidade das respostas
dos individuos testados (VAN der OOST et al., 2008ste controle positivo, 0s
organismos podem ser expostos a um composto reddaheente toxico para outras
espécies e verificar se seus efeitos podem seiadwal pelos biomarcadores em
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questdo. Resultados de ensaios de laboratorio gocamrmalmente podem ter
pequenas diferencas, devido a grande interferédeidatores bidticos e abidticos
presentes no campo e nao reproduzidos em labaracCARTHY; SHUGART,

1990). Além disso, ensaios de laboratorio geramigiasdnais padronizadas que podem

ser utilizadas como referéncia para trabalhos dwoa

Um dos compostos utilizados para esse tipo de eanshd laboratorio € B-
naftoflavona (BNF), hidrocarboneto comumente witi@a para avaliar respostas de
biotransformac&o de compostos policiclicos arorat{tiPA) em peixes (PACHECO;
SANTOS, 2002). Esses autores consideram a BNF como composto néo
cancerigeno, o que justifica sua ampla utilizapg@oém assumir que este composto nao
€ mutagénico e cancerigeno é prematuro quandodos @anhecidos sdo extrapolados

para outros grupos que nao sdo mamiferos.

Apesar de a BNF ser normalmente utilizada paragéd de atividade da EROD,
devido ao seu potencial de inducdo do citocromoOPEELLO et al.,, 2007), ha
trabalhos que demonstram aumento de anormalidadeteanes (PACHECO;
SANTOS, 2002; GRAVATO; SANTOS, 2002a; GRAVATO; SANSB, 2002b), de
danos ao DNA apoés 7 dias de exposicdo (NIGRO et2802), um aumento na
atividade da catalase e GPx apés exposicdo (AHMARI.e 2005) e também um
aumento do indice hepato-somatico (GRAVATO; SANTQ@802b) em diferentes

espécies de peixes expostas a este composto.

Assim como na Parte | deste trabalho, a espécahéda para este teste com
BNF foi o beijupira Rachycentron canadum) para avaliar como parte dos parametros
que também foram analisados na Parte | se compaipés) exposi¢cdo, em laboratorio,
a um composto reconhecidamente toxico. Nao foraworerados trabalhos com

beijupiras expostos a BNF ou a nenhum outro coropastobidtico na literatura.
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II. Hipotese
A exposicdo ao composto BNF por 7 dias nas coragigs de 2mg/kg e

10mg/kg € capaz de induzir danos genotéxicos eaal@ atividade enzimatica de

enzimas da defesa antioxidante de beijupiras.

[ll. Objetivo
O objetivo deste trabalho € avaliar a acdo da BMFbeijupiras apos 7 dias de

exposicao as seguintes concentragdes: 2mg/kg e/k@niRara isso foram propostos os

seguintes objetivos especificos:

e Quantificar a atividade enzimatica da SOD, GPx talase do figado de

beijupiras submetidos a diferentes concentraco&\ite

« Avaliar o dano genotéxico de beijupiras expostd8NE por meio do ensaio

cometa;

e Quantificar o numero de eritrocitos nucleares amsn{ENA) de beijupiras

expostos a diferentes concentracdes de BNF;

e Comparar o dano genotoxico e o metabolismo do ss&reoxidativo em
beijupirds sem exposicdo a BNF e expostos a baialtaeconcentracdo do

mesmo composto.
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IV. Metodologia
Os beijupiras utilizados neste experimento de sixfo foram obtidos na Rede

Mar Alevinos, localizada em Ilha Bela, em feverad® 2016. Eles foram mantidos na
Base "Clarimundo de Jesus" do Instituto Oceanagrafa USP, em Ubatuba, em um
tanqueindoor com aeracao e trocas diarias de dgua até adquiine peso aproximado

de 1509, quando foram retirados do tanque paranssubmetidos a exposicédo a BNF.

A exposicao dos peixes foi feita por meio de unjacéo de BNF dissolvida em
oleo de milho, ja que é um composto lipossoluvelfatma a atingir as concentracoes
de 2mg de BNF para 1lkg de peixe e 10mg de BNF fparp de peixe. Essas
concentracdes foram escolhidas pra analisar medaiexposicdo de uma concentracao
relativamente baixa de BNF (2mg/kg) e outra altar(@/kg). Pacheco e Santos (1998)
usaram uma concentracdo de 4mg/kgAeguilla anguilla por um periodo de 3 dias
porém nao obtiveram nenhum resultado significatieoENA e Nigro et al. (2002)
utilizaram como maiores concentracées 10 e 50mgdkg a mesma espécie obtendo
resultados significativos no ensaio cometa. Pages®0tivos, optou-se por aumentar o
tempo de exposicdo em relacdo ao primeiro trabakduzindo a concentracdo, e

estipulando a mais alta em 10mg/kg.

Para a dissolucdo da BNF em oleo de milho foiizadb um pré-teste apenas
agitando a solucdo, porém a dissolucdo da BNF oidcofnpleta, assim optou-se por
agitar e sonicar as mesmas logo antes da injecgoaAtidade de solucao injetada em
cada peixe foi calculada no momento da injecdofocore o peso do organismo,

seguindo a proporcéo dallde solucao para cada 1g de peixe.

Além da injecdo das concentracdes de BNF, foraiosfedois controles, o
primeiro no qual os organismos apenas foram pesaddsocados de tanque,
denominado controle agua, e no outro foi injetatkn @e milho puro nos peixes
seguindo o padrdo da injecdo da BNRl(Ilpara cada 1g de peixe), denominado

controle 6leo.

Para cada condi¢do de exposicdo, foram injetaqueEx@s e os mesmos foram
colocados em tanques de 500L separados. Este praced foi realizado 2 vezes
(Figura 22). Todos os tanques estavam em um sisdemecirculacdo de agua fechado

com filtracdo da agua e taxa de troca de agua @le/'l20
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Foram feitas medidadiarias de salinidade, temperatura, concentracac
oxigénio dissolvido e grcentagem de oxigénio na 4ccom oximetro da Y modelo
"85 Oxygen, Conductivity, Temperature & Salinity" em apenas u dos tanques
escolhido aleatoriamentgois o sistema utilizado er@&chado. Foi oferecido raci
comercial Matsudjy a mesma utilizada no experimento de comparacd® ers

beijupiras criade em tanqL-rede e tanquimdoor (Partel), até a saciedade dos pei

Baixa Alta
Co’ntrole i Controle concentragao concentragao
(Agua) (Oleo de milho) (2mg/kg) (10mg/kg)

" X X X X
Inje;ﬁo.: 03/07 Oq Oq Oq Oq
Coleta: 10/07 Oq Oq Oq Oq

" X X X X
Injegio: 04/07 X X X X
Coleta: 11/07 Oq Oq Oq Oq

Figura 22: Desenho experimentsda exposicdo de beijupirds [Enaftoflavoni (BNF) nos dois
experimentos realizadod1(e 12): controle agua, controle 6leo de milho e exposigd®NF nas

concentracdes de 2mg/kg e 10mg¢

A amostragem foi realizada apos 7 dias de expgsppdis foram encontradc
danos genotbxicos a partir desse periem outras espécies de peixes expostas a
(NIGRO et al.,, 2002). Os peixes foram anestesiaungielo parecolet: de sangue
utiizado no @saio cometa e teste de anormalis nucleares, sendo dep
sacrificados com seccdo da coluna vert, de forma que sofress 0 minimo
possivel Dados de massa corpérea Umida, comprimento pado@gprimento total
peso do figado forartomado. e amostras de figadorm retiradas e armazeng em

nitrogénio liquidgpara analises enzimati.

A metodologiautilizada pareo ensaio cometa, ensaie micronucleo e deme
anormalidades nucleares e da atividade enzimiestd descrita niParte 1 deste
trabalho nas sedes IV.4 (ensaio cometa), IV.lensaiode microndcles e demais
anormalidades nucleajes V.7 (atividade enzimética). Tambémréor calculados o
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indice hepato-somatico (HSI) e o fator de condid@oFulton (K) dos individuos

coletados, conforme descrito na Parte 1 (sec¢c&).1V.

Para realizacdo do ensaio cometa, enzimas daadafd®xidante e calculo do
HSI foram utilizados 4 organismos de cada condm@cexposicao provenientes das
duas réplicas. Para o teste de micronucleo e cattuK foram utilizados 6 beijupiras
de cada condicado das duas réplicas, sendo anali@aldaninas de cada individuo no

caso do micronucleo.

Para analise estatistica, os resultados foramepamente testados quanto a
normalidade, com o Teste de Kolmogorov-Smirnov. Amras paramétricas foram
submetidas ao teste de variancia ANOVA seguido dstel de Newman-Keuls e
amostras ndo-paramétricas foram submetidas a testgariancia ndo-paramétrico
seguido de Teste de Kruskall-Wallis, considerarelggsmenor que 10% como

significativo.
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V. Resultados
V.1. Biometria e parametros fisico-quimicos dos tajues

Todos os tanques estavam em um mesmo sistemecdiacéo fechado de agua,
portanto, as possiveis variagcbes diarias eram serapr mesmas pra todos eles,
minimizando, assim, a influéncia desses fatoresxperimento. Foram feitas medidas
diarias de salinidade, temperatura, porcentagem sdtiracdo de oxigénio e

concentracdo de oxigénio dissolvido na agua.

Durante todo o periodo de exposicdo a BNF, a ptagem de saturacdo de
oxigénio dissolvido na 4gua foi mantido acima d&85as concentracdes de oxigénio
dissolvido variaram entre 6,05 e 7,13mg/mL (Figd®), de forma que os tanques
estivessem bastante aerados e nado houvesse faltaiginio, jA que os peixes ja

estavam sendo expostos a um composto téxico.
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Figura 23: Porcentagem e concentracdo (mg/mL) dgénio dissolvido no sistema de tanques de

beijupiras expostos &xnaftoflavona (BNF).

A salinidade dos tanques foi mantida praticameoiestante, durante todo o
periodo, em valor médio de 30,1, com variacdo t#a,6. A temperatura média foi de

23,9°C, com valor maximo de 25,6°C e minimo de 22 Figura 24).
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Figura 24: Salinidade e temperatura do sistemaadques de manutencdo dos beijupiras durante o

periodo de exposicaopanaftoflavona (BNF).

O peso médio inicial dos beijupiras antes da &geera de 150,441 + 5,23g e
apos a injecdo o peso foi de 125,11 + 4,07g. Essénwicdo no peso pode ser
explicada pela reducédo da ingestéo de aliment pelanismos, pois mesmo 0s peixes
das condicbes controle demoraram aproximadamentia8 para voltarem a se
alimentar ap0s a injecdo. O peso umido final, cammgmto padrdo e comprimento total
dos beijupiras de cada condicdo de exposicdo naoatn diferencas significativas e

nem uma variacao grande de valores (Figura 25).

O fator de condicdo de Fulton (K) estabelece uelacéo entre massa e
comprimento que permite identificar o grau de deskimmento dos peixes, supondo
gue 0S mesmos possuem um crescimento isométricohdléve diferenca significativa
entre as condicoes de exposicdo testada e seussvah@dios foram bem préximos:
controle agua 1,04 + 0,03, controle 6leo 1,09 80BNF 2mg/kg 1,05 £ 0,02 e BNF
10mg/kg 1,07 £ 0,05 (Figura 26).
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Figura 25: Peso Umido, comprimento total e compnbmepadrao de beijupirds apds o periodo de

exposigdo #-naftoflavona (BNF). As barras de erro represergamo padrdo das amostras.
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Figura 26: Fator de condigdo de Fulton de beijgpirépostos f-naftoflavona(BNF).

O indice hepato-somatico (HSI) € uma medida atléz para quantificar a

energia armazenada em forma de glicogénio do aenija que representa o
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percentual de massa do figado em relacdo a magsarem e este 6rgdo € 0 maior
reservatorio de glicogénio dos animais (CYRINOIet2000; NAVARRO et al., 2006).
Assim como K, os valores do HSI foram similaresitoole agua 5,58 + 0,36, controle
6leo 5,69 + 0,49, BNF 2mg/kg 5,30 + 0,44 e BNF 1tkgh,47 + 0,26 (Figura 27).

Também nédo houve diferenca significativa entreifesethtes condicdes de exposicao.

87 e Controle 4gua
s = Controle 6leo de milho
g N u A BNF 2mg/kg
3 ¢ v BNF 10mg/kg
S 61 A n
S ° v
<) [ J
< v A A
g% " s 4
©
\E

4 ) ) ) ) |

Q N 9 % v %
Peixe

Figura 27: indice hepato-somatico de beijupirasosigs -naftoflavona (BNF).

V.2. Ensaio cometa
No ensaio cometa, tanto na analise visual contmmgputadorizada de imagem,

nao foram observadas diferencas estatisticamegiéfisativas ao se compararem 0s
dados de animais expostos as diferentes condigbiemird 28). Os parametros
escolhidos na andlise computadorizada de imageamfar momento de cauda e a

porcentagem de DNA na cauda por serem os maigadads na literatura.

Todos os parametros analisados, indice de dardigarvisual), momento de
cauda e porcentagem de DNA na cauda (ambos dasenéimputadorizada de

iImagem), apresentaram valores relativamente baiea®nos.
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% de DNA na cauda Momento de cauda
1.5

Momento de cauda

Porcentagem de DNA na cauda

Condigdo de exposigio Condigao de exposigao

indice de dano

indice de dano

Condigdo de exposigdo

Figura 28: Ensaio cometa de beijupiras expostpsaftoflavona (BNF). Os dois primeiros gréaficos séo
resultantes da andlise computadorizada de imagernterceiro grafico apresenta o resultado da analise
visual. As barras de erro representam o erro pada&camostras e as letras amostras estatisticamente
diferentes, considerando-genenor que 0,10.

V.3. Ensaio de micronucleo e demais anormalidadesicleares
Foi observado uma tendéncia de maior frequénciangeos reniformes,

lobados e ENA em peixes expostos a BNF em relag@alais controles (Figura 29);
essa diferenca se mostrou significativa em nucteofforme e no ENA nas duas
condicbes de exposicdo em relacdo aos controles rlUeleos lobados também nas

duas condi¢cfes de exposicdo, porém, apenas erdgedagcontrole agud@abela 4). A
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frequéncia de micronucleos e nucleos segmentadosddo pequena em todas as

condicOes de exposicao (Figura 29).
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Tipo de anormalidade nuclear

E3 Controle agua

E& Controle oleo de milho

B BNF 2mag/kg
@ BNF 10mg’kg

Figura 29: Ensaio de micronlcleo e demais anorma@déid nucleares em beijupirds expostop- a
naftoflavona (BNF). As barras de erro representaerro padrdo das amostras e as letras amostras

estatisticamente diferentes, considerandp4senor que 0,10.

Tabela 4: Andlise estatistica do ensaio de micilenle demais anormalidades nucleares de beijupiras

expostos a p-naftoflavona (BNF).

considerando-se menor que 0,10.

Reniforme
Agua Oleo BNF [2]| BNF [10]
Agua - 0,98 0,008 0,01
Oleo 0,98 - 0,02 0,02
BNF [2] 0,008 0,02 - 0,83
BNF [10] 0,01 0,02 0,83 -
Lobado
Agua Oleo BNF [2]| BNF [10]
Agua - 0,37 0,06 0,05
Oleo 0,37 - 0,13 0,15
BNF [2] 0,06 0,13 - 0,69
BNF [10] 0,05 0,15 0,69 -
ENA
Agua Oleo BNF [2]| BNF [10]
Agua - 0,46 0,03 0,02
Oleo 0,46 - 0,06 0,06
BNF [2] 0,03 0,06 - 0,65
BNF [10] 0,02 0,06 0,65 -

Os valores destacados sao tigitamente significativos,
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V.4. Enzimas da defesa antioxidante
A atividade da catalase apresentou uma tendéreiana@ores valores nos

beijupiras das condi¢cdes de controle em relag@&xpssi¢cdes a BNF (Figura 30). Esta
tendéncia se mostrou significativa para a conce@drale 10mg/kg de BNF em relacéo

ao controle oleop(= 0,044).

A SOD apresentou valores de atividade similaréseendividuos do controle
agua e da menor concentracdo de BNF e valores baix®s de atividade para
beijupiras do controle 6leo e da exposi¢cdo mass @ddt BNF (Figura 30), ndo havendo
diferencas significativas entre nenhuma das coedi¢d = 0,41). Dentre as enzimas

analisadas, foram os resultados que apresentaramaion erro padrdo nas condigdes.

A GPx apresentou valores de atividade similares paixes de todas as
condicOes de exposicado, ndo apresentando grandasdes de resultados (Figura 30).
Também ndo foram encontradas diferencas estatistit® significativas entre as
condicoes.
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Figura 30: Atividade enzimatica das enzimas catalaiperdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx) no figado de beijupirds exposfedftoflavona (BNF). As barras de erro representam
0 erro padrao das amostras e as letras diferemtesti@as estatisticamente diferentes, consideramgo-s

menor que 0,10.
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VI. Discusséo
Apesar de os resultados poderem apresentar dn@agéem relacdo aos obtidos

diretamente no campo, experimentos com exposic@edhecidas em condi¢cdes
controladas de laboratorio sédo importantes parandet os mecanismos de reacao de
cada espécie a situacdes de estresse. As diferapgamlmente encontradas entre
experimentos de laboratério e de campo se referencagacteristicas proprias do

ambiente e suas variacoes.

Em experimentos de laboratorio, os parametrosofiguimicos da agua, como
salinidade, temperatura e concentracdo de oxigéeiem ser controlados, para que
haja a menor variabilidade possivel de forma aafétar os resultados do experimento.
As variagcdes na temperatura e na concentracéoigénix foram pequenas durante o
periodo de exposicao dos peixes deste trabalhdpsgre o percentual de saturacéo de
oxigénio na agua foi sempre mantido acima de 85%ue esta dentro dos valores

ideais.

A BNF € o hidrocarboneto policiclico aromatico @JFsintético normalmente
utilizado em estudos para avaliagdo de biotransfo@im de peixes expostos a HPAs,
pois sua acdo € similar a destes compostos, pooSsuipa vantagem de ndo ser
considerado cancerigeno na maioria dos casos (PRCHEBANTOS, 2002). Estudos
com diversas espécies de peixes foram encontradbteratura utilizando a exposicao
a esse composto seguida de ensaio cometa, quagdificde microndcleos e demais
anormalidades nucleares e medidas de atividadendien@s relacionadas a defesa
antioxidante (PACHECO; SANTOS, 1998; PACHECO; SADY, 2002; NIGRO et
al., 2002; AHMAD et al., 2005; GRAVATO; SANTOS, 288, GRAVATO; SANTOS,
2002b).

Tanto o fator de condic&o de Fulton (K), como dide hepato-somatico (HSI),
ndo apresentaram diferengas significativas em &elag diferentes exposicfes a BNF
realizadas. Ambas as medidas sao indicadores maes do estado do organismo,
sendo K relacionado a mudancas de peso e compdameat individuo, que
consequentemente afeta suas condicdes fisiol6(taETON et al., 2000), e HSI est4
relacionado a uma maior metabolizacdo de compt&tasos no figado (VAN DYK et

al., 2012). Além de serem menos elaborados, essemitadores também podem ser
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afetados por fatores néao relacionados com o compdsico, como estado nutricional,

doencas e variabilidade sazonal de fatores abg{¢AN der OOST et al., 2003).

Peixes considerados saudaveis e com um bom ddégemsato possuem um
valor de K maior que 1 (SARAIVA et al.,, 2015). Tants peixes das condi¢cbes de
controle como os expostos a BNF apresentaram, ediapéalores maiores que 1,
porém, quando analisados individualmente, em too®sgrupos havia beijupiras
apresentando K menor que 1. Como os individuos Kamenor que 1 ndo ocorreram
exclusivamente nos grupos expostos a BNF, acreditpue este fato esteja relacionado
a alguma outra condicdo, principalmente a dietag(j@ eles eram alimentados com
racdo comercial) ou algum fator abidtico ndo cdatto durante o periodo

experimental.

O HSI médio encontrado neste trabalho para todasoadicdes de exposicao
(5,58 £ 0,36 e 5,69 + 0,49 para os controles aguadlee, 5,30 + 0,44 para a
concentracdo mais baixa de BNF e 5,47 + 0,26 pacmeentracdo mais alta de BNF) é
alto se comparado aos valores da literatura erexbogrpara beijupiras. Em Zhou et al.
(2012), valores de HSI variaram de 2,14 £ 0,1278 2,0,12 conforme a suplementacao
de vitamina C utilizada na dieta; no trabalho deng/at al. (2016), a variagao do
mesmo parametro foi de 1,12 + 0,04 a 1,64 = 0,ldfocmme a concentracdo da
suplementacdo do aminoacido metionina; em Zhod. 2@11), o HSI variou entre
3,02 + 0,14 e 3,58 = 0,04 conforme a porcentagemroieina de peixe substituida por
proteina de ave; em Trushenski et al. (2012), patdmetro variou de 1,46 a 2,74
conforme a porcentagem de substituicdo de protirzeixe por soja e suplementacao
alimentar com os acidos graxos eicosapentaendioz@sa-hexaenoico (ambos do tipo
Omega-3). Os resultados de HSI encontrados nedtallio sdo proximos ao que Wang
et al. (2005) encontraram alimentando beijupiras cma dieta composta com 25% de
gordura (HSI = 5,02 + 0,32). Esta comparacdo mapiea o HSI dos beijupirds néo
conseguiu modular em relacdo a BNF, provavelmentgapse encontrar alto, devido a
outros fatores, como, por exemplo uma dieta ricagerdura, conforme constatado no
trabalho de Wang et al. (2005).

O ensaio cometa é capaz de detectar quebras simpleplas na fita do DNA,
sendo um dano primério e reparavel (SHUGART et1892). Em enguiasAfguilla
anguilla) expostas a BNF 10mg/kg, também por 7 dias, fsenkado um maior dano
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genotoxico em relacdo as condicbes controles derigmento (NIGRO et al., 2002),
porém o mesmo resultado ndo foi observado em ligjpndo havendo diferencas
significativas em nenhuma das andlises realizadasndaio cometa (indice de dano,

porcentagem de DNA na cauda e momento de cauda).

Outro tipo de dano que ocorre ao DNA séo altemp&manentes na molécula
que podem gerar mutacdes, sendo que estas moddggpdem ser detectadas pelo
ensaio de micronucleo e demais anormalidades masl€dAN der OOST et al., 2003).
Ensaios com apenas micronlcleos sdo menos sensipesar de serem capazes de
detectar anomalias de fuso e quebras cromossorf\iéds der OOST et al., 2003).
Porém, como ndo ha consenso para explicar o mewande formacdo das
anormalidades nucleares e ele ainda néo é totaneentecido, sugere-se a utilizagdo
das demais anormalidades nucleares em conjuntoosomicrontcleos (AYLLON;
GARCIA-VAZQUEZ, 2001; STRUNJAK-PEROVIC et al., 2009A experiéncia do
nosso laboratorio indica que o parametro de maiportancia nestes testes € o ENA,
gue consiste no somatério de todos os tipos denmtiolades e microndcleos

encontrados.

Houve diferenca significativa no ENA e também ipo tle anormalidade lobado
nas duas concentracdes de exposicdo de BNF enigaas dois controles utilizados,
indicando que a BNF causou um dano genotoxico penia nos eritrocitos dos
beijupiras. Este resultado condiz com o ja encdotpara as espéciéaguilla anguilla
(PACHECO; SANTOS, 2002) Bicentrarchus labrax (GRAVATO; SANTOS, 2002b),

apesar de essas espécies terem sido expostas dif¥dlvida na agua.

Pacheco e Santos (1998) realizaram um experingamoinjecao peritoneal de
BNF a 4mg/kg por um periodo de exposicédo de 3 abasA. anguilla, porém nao foi
detectado um aumento significativo de ENA sendoesdg um maior tempo de
exposicdo. Apesar de o beijupird ser uma espéfageedie, com um maior tempo de
exposicdo (7 dias) foi detectado um aumento swmatifio na frequéncia de
anormalidades nucleares com uma concentracao fte(d@mg/kg) e outra mais baixa

(2mg/kg) em relacéo a utilizada por estes autores.

As técnicas de ensaio cometa e de anormalidaddsanes possuem resultados
complementares e € recomendavel que sejam utifizada conjunto (MARTINS;

COSTA, 2015). Comparando-se os resultados do emsaeta e de ENA, pode-se
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inferir que a BNF provavelmente também causou @&eho DNA que poderiam ter
sido detectadas pelo ensaio cometa, ja que foraectddas alteracbes na estrutura do
DNA pelo ensaio de micronucleo e demais anormagisaBorém ao longo dos 7 dias
de exposicdo € possivel que tenha havido reparoqdabras na fita do DNA
(SHUGART et al., 1992), impossibilitando a percepdé diferencas significativas no
ensaio cometa. Por sua vez, as anormalidades reglgae ocorreram permaneceram
nas células ainda presentes na circulacdo sangujineque essas sdo alteracbes
permanentes (VAN der OOST et al., 2003). Essetafuindica, mais uma vez, que 0s
beijupiras sédo sensiveis a fatores genotoxicos,quagpossuem mecanismos eficientes

de reparo, conforme hipétese levantada na Padsté drabalho.

Enzimas séo consideradas bons indicadores desstogidativo, como a SOD,
GPx e catalase (JIN et al.,, 2011). Tanto a SOporesavel pela transformacdo do
radical superoxido em J@,, como a GPx, responsavel pela degradacdo de desyxi
apresentaram valores de atividade similares emstadacondi¢cdes, sem diferencas
significativas. Ja a catalase, responsavel peleadagao do kD,, apresentou valores
significativamente menores de atividade em beiago@xpostos a BNF na concentragéo

de 10mg/kg em relagcéo aos peixes dos dois contieddigados.

Apesar de enguiasAfiguilla anguilla) expostas a BNF diluida na agua a
concentracdo de 24 por 48 horas terem aumentado significativamerdagvadade da
catalase e da GPx nas branquias (AHMAD et al., aO%nesmo padréo de resposta
nao foi observado no figado dos beijupiras destmatho, ja que a atividade da GPx se
manteve a mesma e a da catalase reduziu. Ndo haegmegeneralizada de que o
aumento da concentracdo dos xenobidticos ativantessi de enzimas das defesas
antioxidantes em peixes (QU et al., 2014). As refgsodas enzimas ligadas a defesa
antioxidante a contaminantes ainda néo foi totatenesclarecida nos peixes, ocorrendo
em varios trabalhos respostas até mesmo oposteladsperadas (VAN der OOST et
al., 2003). Na reviséo realizada por Van der Obat.€2003), na maioria dos trabalhos
com peixes expostos em laboratério a poluentescipalmente HPAs e PCBs, a SOD e
GPx ndo apresentaram respostas significativamefieteentes em relacdo as diferentes
exposicoes e as condicdes controle. No caso déasataapesar de a maioria dos
trabalhos também néo apresentar uma diferencafisggivia nos resultados, ha mais
casos nos quais ocorreu uma inibicdo da atividpde a exposi¢do, como ocorreu nos

beijupiras, do que uma indu¢do da mesma.
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Em diferentes espécies de peixes expostos a petueoram realizados
relativamente poucos estudos comparando as respesta niveis moleculares e
bioguimicos, e 0s mesmos normalmente apresentamltadss inconsistentes
(BENEDETTI et al.,, 2015). Na revisdo realizada fgenedetti et al. (2015), os
trabalhos compilados ndo apresentavam necessat@anma relacdo entre a atividade
mensurada das enzimas catalase, GPx e SOD e adeivenscricio de mRNA (RNA
mensageiro) relacionado a mesma. Este fato ressatfa mais a necessidade de mais
estudos para entender as respostas destas en&imas am beijupiras, mas em peixes

de modo geral.

Como néo houve diferencas significativas entrerdrole agua e o controle éleo
em nenhuma das técnicas utilizadas, pode-se comglai o 6leo de milho € um bom
solvente para a BNF por ndo causar alteragdestadoefisioldgico do organismo.

Dentre todas as técnicas realizadas, o ensaio ideomacleo e demais
anormalidades nucleares foi o que apresentou adeglimais consistentes, sendo assim
0 mais indicado para um monitoramento desta esp€cigo esta técnica e 0 ensaio
cometa possuem resultados complementares, € sdates que ambas sejam
empregadas, tendo em vista que ndo € necessarificaa®s organismos. Apesar de
serem indicadores mais simples e pouco elaboradd§! e o K fornecem uma viséao
mais ampla do estado do animal e por serem de esnqaleta de dados também é
aconselhavel que sejam realizados. Com relacdonzim&s, sao necessarios mais
estudos para entender seu funcionamento em peiréss de serem utilizadas como
biomarcadores. Apesar de que pouco se comentdenatura sobre a falta de dados
sobre o funcionamento de enzimas em peixes, € reeidgue estudos mais
aprofundados sao necessarios para compreendefeasndas de suas atividades em
relacdo a de mamiferos. Este foi um teste prelimp@rtanto € preciso realizar novos
experimentos com beijupirds expostos a BNF com umaior variedade de

concentracdes e tempos de exposicao.

Para este teste com a BNF ndo foram empregadas &asdécnicas utilizadas na
primeira parte deste trabalho. Foram selecionasléécaicas ligadas a genotoxicidade e
as enzimas da defesa antioxidante, pois as prisnapeesentaram bons resultados na

primeira parte do trabalho e as enzimas, por sdx@stante controversas em peixes,
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ainda precisam ser melhor estudadas a procura dégsade respostas para as

diferentes espécies.
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VII. Concluséo
Apoés 7 dias de exposicdo, 0 ensaio de micronlelelemais anormalidades

nucleares detectou uma maior frequéncia de anatatks nos eritrocitos dos peixes
injetados com BNF, nas duas concentragdes utilzasta relagdo aos control€omo
esta técnica e 0 ensaio cometa sdo complemerdaresijta-se que repetindo-se o teste
com uma maior variagcdo de tempos de exposicaocipaimente com exposicoes
inferiores a 7 dias, as duas técnicas possam apaesesultados significativos, ja que o

ensaio cometa detecta danos ao DNA reparaveisNAocdBnos permanentes.

O HSI e o K séo indicadores mais simples, porérfadérealizacédo e de quase
nenhum custo, podendo dar uma indicagdo do estasl@rdanismos, principalmente

quando utilizados em conjunto.

Apesar de a BNF ter causado uma inibicdo da atiddda catalase na maior
concentracdo do composto e nao ter ocorrido variagdatividade da GPx e da SOD,
Sao necessarios mais estudos sobre os mecanisnmiSicko e inducdo destas enzimas

em beijupiras.

Este trabalho € preliminar e, portanto, para sgbekecer um controle positivo
de laboratério para esta espécie € necessarizaedbstes mais completos, com
exposicoes a diferentes concentracdes de BNF enmaiwa variagdo de tempo.
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Consideracoes Finais
A exposicao de beijupiras a BNF foi realizada apobjetivo de estabelecer um

controle de laboratdrio das técnicas utilizadas @aaliar o estado fisiologico desta
espécie em dois sistemas de criacéo difereniea;comparacao entre os resultados dos
experimentos esta apresentada na Tabela 5. Pacantmole de laboratério ideal seria
necessario expor 0s peixes a uma maior variedadeodeentracbes de BNF por
diferentes periodos de tempo. Como esse procedireeatinviavel devido a problemas
logisticos, optou-se por expor 0s peixes a umaeardracao baixa e outra alta de BNF

por um intervalo de 7 dias, como uma forma expforatdo tema.

Os parametros morfométricos (HSI e K) se mostrammenos sensiveis a
exposicdo a BNF, porém ja haviam apresentado aemdt significativos no
experimento de criacdo. E importante destacar gueatores de HSI encontrados no
experimento com BNF foram maiores que os do exmarionde criacdo e o contrario
aconteceu com o K. Os valores altos de HSI dosifligdis do experimento com a BNF
em relacdo aos encontrados na literatura e vatleés menores do que 1, indicam que
0s peixes, mesmo 0s do controle, ndo estavam efmitpeestado fisioldgico, o que
pode ter afetado a modulac&o dos parametros esweatrelacdo a BNF. O manuseio,
a mudanca de ambiente, a possivel deficiéncia atanelevido a falta de apetite dos
peixes nos primeiros dias da transferéncia, alémouti@s desconhecidas, podem estar
entre as causas que explicariam esses valoresrdd#gsrdo esperado. Em experimentos
futuros, para o estabelecimento de um padrdo derdlio com beijupiras, esses

fatores devem ser levados em consideracéo.

No ensaio cometa ndo foram encontrados resultagigsificativos nos
individuos expostos a diferentes concentracdesMig, Biferentemente do encontrado
no experimento de criacdo. Além disso, os valoeemxdmento de cauda, porcentagem
de DNA na cauda e ID dos beijupirds de todas adliches do teste com BNF séo
baixos e similares aos obtidos para os peixes mlguearede, que apresentaram um
menor dano em relacdo ao tandodoor. Este fato fortalece ainda mais a hipétese de
que as quebras de DNA que a BNF pode ter causagtarth tempo de serem reparadas
ao longo dos 7 dias de exposicdo. Para comprovsal bfpotese, ressalta-se a
importancia de se repetir o experimento com tempa&sores de exposicao.
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O ensaio de microndcleo e demais anormalidaddeares detectou diferencas
significativas tanto nos testes com a BNF quantoerperimento de criagdo. A
frequéncia de anormalidades nos tanques foi sentell@adas condi¢cdes controles do
experimento com BNF, sendo que os beijupiras egpast duas concentracdes de BNF
apresentam uma frequéncia de anormalidades conveanante maior. Esta técnica se
mostrou sensivel e de rgpida execucdo sendo um biamarcador para monitorar
organismos criados, havendo ainda a vantagem dese@mecessario sacrificar o

individuo para amostragem.

Com relacdo as enzimas relacionadas ao estreg$ativx, apenas a catalase,
em beijupiras expostos a concentracdo mais alt8Mle, apresentou uma inducao
significativa. Com a presenca de um composto torieade condi¢des intensivas de
criacao era esperado que houvesse uma inducaovitl@dd destas enzimas para elas
diminuirem o excesso de radicais livres no intedi@rorganismo, porém este resultado
nao foi encontrado em beijupiras expostos a BNIEma nos dois sistemas de criacdo
diferentes. Como o processo de inducao e inibigaatidgidade da SOD, GPx e catalase
ainda ndo é bem conhecido em peixes sdo necess@iesestudos para sua melhor
compreensao. Apesar de que o assunto é poucoiddsoat literatura, acreditamos que
ainda sdo necessarios muitos estudos para compregratdo de enzimas em peixes,
pois essas parecem agir de forma muito diferentpuda conhecida para mamiferos. O
termo peixe ndo tem carater taxondmico, pois erglmganismos muito diversos, o

que certamente se reflete na sua fisiologia.

Experimentos de laboratério e amostragens de cam@@ apresentam
necessariamente o0 mesmo resultado, devido as &@siagmbientais que nao sao
possiveis de controlar e nem de reproduzir exatearem laboratério. A importancia
dos controles de laboratério esta no fato de piissibuma maior compreensao dos
mecanismos de respostas dos organismos. Com Ibé§upinda é necessario realizar
um controle de laboratério mais consistente com oma@r variedade de concentracdes

e tempos de exposicao a BNF.
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Tabela 5: Comparacédo entre os resultados obtidios f@omarcadores utilizados no experimento de

cultivo de beijupirds em diferentes tanques e agedep-naftoflavona (BNF) nesta espécie.

Técnica Exp. Tanques Exp. BNF Consideracoes
Significativo; N&o significativo; Simples;
K | tanquandoor; | 1. Ideia geral.
T 1.
Significativo; N&o significativo; Simples;
HS 1 tanquendoor.  Valores muito altos. Ideia geral.

Significativo;
Ensaio cometa .
1 tanquendoor.

N&o significativo;
Valores muito
baixos.

Dano genotoxico tem resposta rapi

Anormalidades Significativo;
nucleares 1 tanquendoor.

Significativo; ENA tanques controle BNF;
1 2 e 10mg/kg Bom biomarcador.

N&o significativo.

Enzimas

Catalasp10mg/kg Padréo de resposta pouco conhec
Mais estudos

do;
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