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1.Introdugao

A acao antropica ameacga cada vez mais o ambiente aquatico, visto que esse ecossistema € o destino
final de diversos poluentes. O petréleo nas ultimas décadas tem se tornado um dos principais
contaminantes do ambiente aquatico, sendo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs)
extremamente tdxicos aos organismos aquaticos (Heath, 1995). Na maior floresta do planeta, a Petrobras
explora petroleo e gas natural desde 1988 (Casteldes, 2003) na provincia petrolifera de Urucu que
encontra-se a cerca de 650 km da capital Manaus. As expectativas para os préoximos anos sao ampliar a
producdo de petréleo e gas natural, atualmente a producdo elevou o Amazonas ao posto de segundo
maior produtor terrestre no pais (G1, 2011). Até o presente momento ainda ndo foram registrados
acidentes graves durante o transporte de petréleo; todavia, em 1999 ocorreu um vazamento de pequena
propor¢gdo em Manaus devido ao rompimento de uma tubulagdo submersa no igarapé Cururu (Couceiro
et al., 2006). Apesar da remogéao do 6leo, a riqueza e abundancia da populagéo de insetos diminuiram
apos o acidente (Couceiro et al., 2006).

Os organismos vivos apresentam um conjunto de enzimas de biotransformagéo, a maioria presente no
figado (Livingstone e Goldfarb, 1998), principal érgdo envolvido no processo de metabolizacdo de
compostos enddgenos e exdgenos (Bonacci et al., 2003). Essas enzimas sdo biomarcadores sensiveis,
além de suas determinacdes custarem entre 100 e 200 vezes menos que a analise quimica (Schlenk,
1999). A CYP1A, uma subfamilia do citocromo P450, faz parte deste conjunto de enzimas, é relevante na
avaliagdo das consequéncias ambientais causadas por HPAs. Uma de suas enzimas a
7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) é frequentemente induzida quando os organismos sédo expostos a
HPAs, sendo considerada um excelente biomarcador de exposi¢cao a petroleo e seus derivados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a indutibilidade da EROD no peixe amazénico tambaqui (Colossoma
macropomum) mediante exposi¢do ao petroleo.

2.Material e Métodos

O experimento foi realizado em 2009 e todos os procedimentos aqui descritos foram compilados de
(Kochhann, 2010). Os peixes foram aclimatados em tanques de 2000L com aeragdo constante,
fotoperiodo de 12 horas a 25°C durante duas semanas. A alimentagéao foi feita trés vezes ao dia com
ragdo comercial contendo 35% de proteina bruta. Os juvenis de tambaqui foram transferidos para
aquarios de vidro com capacidade de 3L de agua. Os animais foram expostos a alta concentracdo de
petréleo, sendo de 100mL de petrdleo/L, durante trés e seis dias. Os peixes foram divididos em trés
grupos: agua do pogo (controle), fragdo soluvel do petréleo (FSP) e fragao insoluvel do petréleo (FIP).
Cada grupo continha seis peixes, sendo que cada animal foi considerado como uma réplica. O sistema
de exposicao foi estatico e os animais ndo foram alimentados durante o experimento. A preparagéo das
fragbes soluvel e insoluvel do petréleo foi realizada de acordo com (Anderson et al., 1974).

Neste experimento a qualidade da agua foi monitorada a cada dois dias para oxigénio (5,6+0,5 mg/L), pH
(6,0£0,4), temperatura (28,1+0,3°C), amébnia (1,240,07 mg/L), nitrito (0,2+0,07 mg/L), alcalinidade (9+0,8
mg CaCOa3/L) e a dureza (12+0,3 mg CaCOg/L). Ao iniciar o experimento, nos intervalos de 2, 24, 72
horas e seis dias a agua foi coletada para a quantificagdo e a qualificacdo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs). Os peixes foram anestesiados em MS222 tamponado com bicarbonato
de sddio e sacrificados por secgcdo medular. Amostras de figado foram coletadas e armazenadas em
freezer a -80°C.

A andlise da EROD foi realizada de acordo com o método proposto por (Hodson et al., 1991). Os figados
foram pesados e homogeneizados em relagdo de 1:4 em tampdo HEPES 0,02 M, pH 7,5. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por 20 minutos a 4°C. Apds a centrifugagao, os microssomos
foram utilizados como fonte de enzima. A leitura da resorufina produzida foi feita em fluorimetro em
530/580 nm (excitagdo/emisséo). As concentragdes de proteinas dos microssomos foram determinadas
pelo método de (Bradford, 1976) em 595 nm. A atividade da EROD foi expressa em picomoles de

resorufina produzida por minuto por miligrama de proteina microssomal (pmol min-1 mg de protel'na'1).
Os resultados obtidos foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis, com significancia de 5%.

3.Resultados e Discussao

Nossos resultados mostram que exemplares de tambaqui expostos ao petréleo apresentam indugdo da
EROD. A atividade da EROD foi significativamente maior nos peixes expostos a fragdo insoluvel do
petroleo (FIP) tanto apds trés (p=0,001) quanto apds seis dias de exposigdo (p=0,031), quando
comparados aos respectivos controles (Figura 1). Os maiores valores de atividade da EROD foram
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observados nos animais expostos a FIP porque esta fragdo & constituida de compostos nédo volateis e
apresenta maior toxicidade (Freedman, 1989), enquanto que a FSP é rapidamente volatilizada e por isso
0s peixes permanecem pouco tempo em contato com os compostos téxicos (Heath, 1995).

Figura-1. Atividade da EROD (pmol min-1. mg de proteina-1) em microssomos hepaticos de juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) expostos a alta concentragéo de petroleo no periodo de 3 (A) e 6
dias (B). * Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle.

A inducdo da EROD foi verificada por (Ramsak et al., 2007) em enguias europeias expostas a HPAs,
(Abrahamson et al., 2008), também mostraram a indugdo da EROD a diferentes concentragdes de HPAs
no bacalhau do atlantico. Esta enzima se mostra extremamente sensivel a exposigdo a HPAs, e por isso
a avaliagdo da atividade hepatica da EROD vem sendo amplamente utilizada em programas de
biomonitoramento (Abrahamson et al., 2007, Nahrgang et al., 2010). Nossos resultados demonstram que
o tambaqui também responde a exposigédo ao petréleo com o aumento da atividade da EROD.

4.Conclusao

A atividade hepatica da EROD ¢ induzida mediante a exposicdo de exemplares de tambaqui a fragéo
insoluvel do petréleo. Os resultados obtidos demonstram que a técnica é aplicavel para o peixe
amazdnico tambaqui em condices laboratoriais. E importante que os préximos estudos analisem um
numero maior de individuos e que a indugdo da enzima seja verificada em animais coletados em campo.
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