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RESUMO 

 

SILVA, N. E. Biomarcadores de Estresse Oxidativo no Camarão Macrobrachium 

Amazonicum: Avaliação Em Uma Área De Preservação Ambiental Na Amazônia/Brasil. 

40 f. Dissertação – Departamento de Meio Ambiente e Desenvolvimento, Universidade Federal 

do Amapá, Macapá, 2022. 

As atividades antrópicas geram uma quantidade significativa de poluentes que são lançados no 

meio ambiente, muitas vezes causando distúrbios ecológicos. Esses poluentes causam 

alterações biológicas em vários níveis: molecular, celular, tecidual, no organismo, em 

populações e nas comunidades. Dentre os xenobióticos presentes nos ecossistemas aquáticos, 

inúmeros compostos químicos e orgânicos possuem potencial oxidativo, amplificando os danos 

causados por espécies reativas de oxigênio. Desta forma, a quantificação de danos celulares e 

defesas antioxidantes pode ser utilizadas como biomarcador de contaminação aquática. O 

objetivo desta pesquisa foi utilizar o Camarão Macrobrachium amazonicum como espécie 

bioindicadora para verificar os danos oxidativos causados pela ação de xenobióticos em uma 

Área de Proteção Ambiental na Amazônia/Brasil. Dentre as análises avaliadas, destacam-se os 

parâmetros físico-químicos, como: pH, temperatura, sólidos totais, ferro e cobre na água, bem 

como os biomarcadores de estresse oxidativo não enzimáticos e enzimático: Substâncias 

Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (SRATs), glutationa (GSH) e catalase (CAT) no homogenato 

de hepatopâncreas dos camarões coletados neste estudo. Os resultados indicam que os 

parâmetros de pH, temperatura, ferro e sólidos totais estão dentro dos padrões estabelecidos 

pela legislação brasileira vigente, mas os teores do metal cobre presente no rio Amazonas 

influenciaram a atividade de GSH e CAT no homogenato dos camarões. Concluímos que 

parâmetros de estresse oxidativo podem ser importantes ferramentas complementares no 

trabalho de monitoramento ambiental, juntamente com outros biomarcadores já estabelecidos, 

auxiliando no entendimento dos efeitos da contaminação em organismos aquáticos e 

fornecendo informações importantes sobre modulações das defesas celulares. 

 

Palavras-chave: Poluentes aquáticos, Camarão-regional, Estresse Oxidativo, Parâmetros físico-

químicos. 

 



 

ABSTRACT 

 

SILVA, N. E. Oxidative Stress Biomarkers in Macrobrachium amazonicum Shrimp: 

Evaluation in na Environmental Preservation Area in the Amazon/Brazil. 40 p. Master 

Thesis – Department of Environment and Development, Federal University of Amapá, Macapá, 

2022. 

Anthropogenic activities generate a significant amount of pollutants that are released into the 

environment, often causing ecological disturbances. These pollutants cause biological changes 

at several levels: molecular, cellular, tissue, organism, populations and communities. Among 

the xenobionts present in aquatic ecosystems, numerous chemical and organic compounds have 

an oxidative potential, amplifying the damage caused by reactive oxygen species. In this way, 

quantification of cellular damage and antioxidant defenses can be used as biomarkers of aquatic 

contamination. The objective of this research was to use Macrobrachium amazonicum Shrimp 

as a bioindicator species to verify the oxidative damage caused by the action of xenobiotics in 

an Environmental Protection Area in the Amazon/Brazil. Among the analyzes evaluated, the 

physicochemical parameters stand out, such as: pH, temperature, total solids, iron and copper 

in the water, as well as the non-enzymatic and enzymatic oxidative stress biomarkers: 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARs), glutathione (GSH) and catalase (CAT) in 

the hepatopancreas homogenate of shrimps collected in this study. The results indicate that the 

parameters of pH, temperature, iron and total solids are within the standards established by the 

current Brazilian legislation, but the levels of copper metal present in the Amazon River 

influenced the activity of GSH and CAT in the shrimp homogenate. We conclude that oxidative 

stress parameters can be importante complementary tools in environmental monitoring work, 

together with other biomarkers already established, helping to understand the effects of 

contamination on aquatic organisms and providing important information about modulations of 

cellular defenses. 

Keywords: Aquatic pollutants, Regional-shrimp, Oxidative Stress, Physicochemical 

parameters. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

O oxigênio é uma molécula fundamental para organismos aeróbicos, usado tanto na produção 

de energia através da cadeia de transporte de elétrons nas mitocôndrias de eucariontes, na membrana 

celular de muitas bactérias, quanto em numerosas vias metabólicas fundamentais. Ao mesmo tempo, 

seu consumo pode gerar substâncias tóxicas nos níveis intracelular e extracelular, criando assim o 

chamado "paradoxo do oxigênio", devido ao equilíbrio entre suas vantagens e desvantagens. Tais 

substâncias são produzidas pelo transporte de elétrons, reações enzimáticas, reações de auto-oxidação, 

ou mesmo pelo grupo heme de proteínas, sendo denominadas de espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Para lidar com esse paradoxo, a célula possui uma série de defesas capazes de evitar o efeito 

deletério que são ocasionados pelo excesso dessas EROs geradas pelo metabolismo aeróbico. Essas 

defesas são comumente chamadas de defesas antioxidantes e pode ser produzidas de forma endógena 

ou adquiridas através da dieta, contudo a formação excessiva de ROS e/ou a ineficiência de defesas 

antioxidantes pode gerar o estresse oxidativo, que ocorre através das mudanças na regulação redox, pelo 

metabolismo de citocromo P450. 

As defesas antioxidantes endógenas podem ser não enzimáticas dentre elas estão as vitaminas 

C e E, carotenóides, flavonóides, pigmentos biliares, urato e o tripeptídeo glutationa (GSH), todos 

sequestradores de radicais. A GSH é composta por gama-glutamil-cisteinil-glicina, atuando contra a 

formação de radicais livres, homeostase do tiol, manutenção do equilíbrio redox da célula e defesa contra 

agentes eletrofílicos. As defesas antioxidantes enzimáticas também são de suma importância, entre as 

principais estão as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). 

As defesas antioxidantes podem ser induzidas por substâncias pró-oxidantes, a exemplo da 

presença de íons metálicos que pode gerar ciclos de reações oxidativas (Dumanovic et al. 2021), que 

também dependem do tempo e da intensidade da exposição. Ao mesmo tempo, a mudança nessas defesas 

também está relacionada a diferentes classes de xenobióticos, diferenças de sensibilidade entre espécies 

e a fatores ambientais e biológicos (Pizzino et al. 2017). 

Os organismos aquáticos respondem às mudanças nas condições ambientais, sendo 

considerados bioindicadores eficientes da qualidade da água (Piassão et al. 2019). Devido à 

ação antrópica, que ocorre em ambientes aquáticos, as pesquisas tendem a adotar algumas 

espécies para análise de poluição, uma vez que, diversos organismos são sensíveis a alterações 

no ambiente devido às suas características biológicas (Santos et al. 2020). Portanto, as espécies 

que respondem positiva ou negativamente aos impactos ambientais são classificadas como 

bioindicadores. 

O grupo de crustáceos, por suas características adaptativas, estratégias de 

forrageamento, ecologia e metabolismo, pode oferecer respostas interessantes (Figueiredo, 

2016), considerando que esses são importantes membros dos ambientes aquáticos. Além disso, 
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são sensíveis aos efeitos nocivos de metais pesados e pesticidas, os quais afetam principalmente 

o crescimento, fertilização, comportamento, morfologia, caracteres e provocando outras 

alterações biológicas (Zhou et al. 2008), além de permitir a análise de contaminantes da água. 

Atualmente, diversos grupos de organismos aquáticos são estudados como possíveis 

bioindicadores para avaliação de áreas contaminadas (Keshavarzifard; Vazirzadeh; Sharifinia, 

2021), uma destas espécies é o camarão Macrobrachium amazonicum que pode ser adotada 

como bioindicador na verificação de danos oxidativos contra poluentes aquáticos (Figueiredo, 

2016; Duarte et al. 2020), esta espécie tem forte exploração comercial, nos estados do Pará e 

Amapá, além disso existem poucos estudos utilizando esta espécie como bioindicadora 

(Figueiredo, 2016). 

Os ecossistemas aquáticos são vulneráveis mesmo em unidades de conservação 

ambiental, principalmente devido ao transporte de contaminantes de atividades industriais e 

agrícolas insustentáveis no entorno de áreas protegidas (Santos, et al. 2020). Atualmente há o 

desenvolvimento de novos protocolos ecotoxicológicos com marcadores de estresse oxidativo 

essenciais para uma melhor compreensão de sua regulação e funcionamento, para que, 

posteriormente, possam ser incorporados em projetos de monitoramento ambiental juntamente 

com outros biomarcadores previamente estabelecidos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo 

foi utilizar M. amazonicum como espécie bioindicadora para verificar os danos oxidativos 

causados pela ação de xenobióticos em uma Área de Proteção Ambiental na Amazônia/Brasil. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

• Avaliar M. amazonicum como espécie bioindicadora para verificar os danos oxidativos 

causados pela ação de xenobióticos em uma Área de Proteção Ambiental na 

Amazônia/Brasil. 

2.2 Específicos 

● Analisar os parâmetros físico-químicos da água 

● Comparar os resultados da análise das amostras de água com a legislação ambiental 

específica (Resolução CONAMA nº357 de 2005) 

● Realizar análises dos biomarcadores de Estresse Oxidativo: Catalase, Glutationa e 

Peroxidação Lipídica.  
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Resumo 

As atividades antrópicas geram uma quantidade significativa de poluentes que são lançados no meio 

ambiente, muitas vezes causando distúrbios ecológicos. Esses poluentes causam alterações biológicas em 

vários níveis: molecular, celular, tecidual, no organismo, em populações e nas comunidades. Dentre os 

xenobióticos presentes nos ecossistemas aquáticos, inúmeros compostos químicos e orgânicos possuem 

potencial oxidativo, amplificando os danos causados por espécies reativas de oxigênio. Desta forma, a 

quantificação de danos celulares e defesas antioxidantes podem ser utilizadas como biomarcadores de 

contaminação aquática. O objetivo desta pesquisa foi utilizar o Camarão Macrobrachium amazonicum, 

popularmente conhecidos como camarão-canela, camarão sossego, camarão-regional, camarão-da-amazônia, 

como espécie bioindicadora para verificar os danos oxidativos causados pela ação de xenobióticos em uma 

Área de Proteção Ambiental na Amazônia/Brasil. Dentre as análises avaliadas, destacam-se os parâmetros 
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físico-químicos, como: pH, temperatura, sólidos totais, ferro e cobre na água, bem como os biomarcadores 

de estresse oxidativo não enzimáticos e enzimático: Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARs), 

glutationa (GSH) e catalase (CAT) no homogenato de hepatopâncreas dos camarões coletados neste estudo. 

Os resultados indicam que os parâmetros de pH, temperatura, ferro e sólidos totais estão dentro dos padrões 

estabelecidos pela legislação brasileira vigente, mas os teores do metal cobre presente no rio Amazonas 

influenciaram a atividade de GSH e CAT no homogenato dos camarões. Concluímos que parâmetros de 

estresse oxidativo podem ser importantes ferramentas complementares no trabalho de monitoramento 

ambiental, juntamente com outros biomarcadores já estabelecidos, auxiliando no entendimento dos efeitos 

da contaminação em organismos aquáticos e fornecendo informações importantes sobre modulações das 

defesas celulares. 

Palavras-chave: Poluentes aquáticos, Camarão-regional, Estresse Oxidativo, Parâmetros físico-químicos. 
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Introdução 

O oxigênio é uma molécula fundamental para organismos aeróbicos, usado tanto na produção de energia 

através da cadeia de transporte de elétrons nas mitocôndrias de eucariotos, na membrana celular de muitas bactérias 

e em inúmeras vias metabólicas fundamentais. Ao mesmo tempo, seu consumo pode gerar substâncias tóxicas nos 

níveis intra e extracelular, criando assim o chamado “paradoxo do oxigênio”, devido ao equilíbrio entre suas 

vantagens e desvantagens. Essas substâncias tóxicas são geradas durante o transporte de elétrons, reações 

enzimáticas, reações de auto-oxidação, ou mesmo pelo grupo heme de proteínas, e são comumente chamadas de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), como o oxigênio singlete, o ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio e 

o radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge, 2007), das quais são importantes espécies reativas de oxigênio com 

potencial de oxidar e danificar as organelas da célula (Hermes-Lima, 2004; Batista, 2010). 

Para lidar com esse paradoxo, a célula possui uma série de defesas capazes de evitar o efeito deletério dessas 

EROs geradas pelo metabolismo aeróbio. Essas defesas são comumente chamadas de defesas antioxidantes e 

podem ser produzidas endogenamente ou adquiridas através da dieta, entretanto, a formação excessiva de EROs 

e/ou ineficiência das defesas antioxidantes podem gerar o que se denomina estresse oxidativo, que pode ocorrer 

devido à ação das EROs, xenobióticos, por meio de alterações na regulação redox celular, pelo metabolismo dos 

citocromos P450, ou ainda pela presença de íons metálicos livres, gerando ciclos de reações oxidativas 

(Dumanovic et al. 2021). 

Entre as principais defesas antioxidantes não enzimáticas da célula estão as vitaminas C e E, carotenóides, 

flavonóides, pigmentos biliares, urato e o tripeptídeo glutationa (GSH), todos sequestradores de radicais. A GSH 

é composta por gama-glutamil-cisteinil-glicina, atuando contra a formação de radicais livres, homeostase do tiol, 

manutenção do equilíbrio redox da célula e defesa contra agentes eletrofílicos. Essa capacidade antioxidante se 

deve ao grupo tiol reativo (SH) de sua cisteína, que também pode ser encontrado em proteínas (PSH) ou em tióis 

de baixo peso molecular (NPSH) (Reischl et al. 2007).  

As defesas antioxidantes enzimáticas também são de suma importância, entre as principais estão as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutação do ânion-radical superóxido (O2
°-) a peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e O2, a catalase (CAT)que atua na decomposição de H2O2 a O2 e H2O e glutationa peroxidase 

(GPx), que atua sobre peróxidos em geral, com utilização de glutationa como cofator (Vasconcelos et al., 2007). 

As defesas antioxidantes podem ser induzidas, bem como depletadas por substâncias pró-oxidantes, 

dependendo do tempo e da intensidade da exposição. Ao mesmo tempo, a mudança nessas defesas também está 
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relacionada a diferentes classes de xenobióticos, diferenças de sensibilidade entre espécies e a fatores ambientais 

e biológicos (Pizzino et al. 2017). 

Existem alguns estágios para atingir o estresse oxidativo, sendo essas a reação de alarme, que dá as 

respostas iniciais ao estímulo, outra fase caracterizada pela resistência, onde ocorrem ajustes compensatórios 

para manter a atividade celular, e finalmente a exaustão, em que ocorrem distúrbios, que podem levar à morte 

(Oba; Mariano; Santos, 2009). Alguns fatores podem induzir as espécies aquáticas ao estresse oxidativo, tais 

como íons metálicos, agrotóxicos, desta forma pode-se dizer que esses organismos aquáticos atuam como 

indicadores de contaminantes presentes em lagos, rios e oceanos. 

Os organismos aquáticos respondem às mudanças nas condições ambientais, sendo considerados 

bioindicadores eficientes da qualidade da água (Piassão et al. 2019). Devido à ação antrópica, que ocorre em 

ambientes aquáticos, as pesquisas tendem a adotar algumas espécies para análise de poluição, uma vez que, 

diversos organismos são sensíveis a alterações no ambiente devido as suas características biológicas (Santos 

et al. 2021). Portanto, as espécies que respondem positiva ou negativamente aos impactos ambientais são 

classificadas como bioindicadores. 

Algumas características devem ser consideradas na escolha de um bioindicador ideal, que deve acumular 

altos níveis de poluentes, ser restrito a um local específico para melhor expor a poluição local, ser abundante 

no local, ter vida longa, oferecer um tecido adequado para pesquisas futuras, amostragem e fácil 

levantamento, tendo uma posição importante na cadeia alimentar, tendo uma boa relação dose-efeito. (Zhou 

et al. 2008). O grupo de crustáceos, por suas características adaptativas, estratégias de forrageamento, 

ecologia e metabolismo, pode oferecer respostas interessantes (Figueiredo, 2016), considerando que esses 

são importantes membros dos ambientes aquáticos. 

Os crustáceos são sensíveis aos efeitos nocivos de metais pesados e pesticidas, afetando principalmente 

o crescimento, fertilização, comportamento, morfologia, caracteres e alterações biológicas (Zhou et al. 2008), 

além de permitir a análise de contaminantes da água. Em organismos expostos a metais pesados, há um 

aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS), como peróxido de hidrogênio, radical superóxido e o radical 

hidroxila (Siqueira et al. 2009), que podem aumentar a toxicidade nas células, causando estresse oxidativo, 

que pode ser analisado usando antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, além disso o pH é capaz de 

alterar a disponibilidade dos metais e esses causarem efeitos deletérios nos tecidos (Abdalla, 2015). 

A contaminação por agrotóxicos também é capaz de fazer com que uma espécie aquática sofra danos 

oxidativos. Esses xenobióticos entram em ambientes aquáticos por lixiviação e escoamento de áreas agrícolas 
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e podem permanecer lá por meses ou até anos (Tudi et al. 2021). Além disso, eles podem desencadear a 

produção de espécies reativas de oxigênio por vários mecanismos bioquímicos, como interrupção do 

transporte de elétrons através da membrana celular, facilitação da reação de Fenton, inativação de enzimas 

antioxidantes e depleção de sequestradores de radicais livres (Uçkun et al. 2021). 

Atualmente, diversos grupos de organismos aquáticos são estudados como possíveis bioindicadores para 

avaliação de áreas contaminadas (Keshavarzifard; Vazirzadeh; Sharifinia, 2021), uma destas espécies é o 

camarão Macrobrachium amazonicum, popularmente conhecidos como camarão-canela, camarão sossego, 

camarão-regional, camarão-da-amazônia (Dias e Silva, 2021)  que pode ser adotada como bioindicador na 

verificação de danos oxidativos contra poluentes aquáticos (Figueiredo, 2016; Duarte et al. 2020), esta 

espécie tem forte exploração comercial, nos estados do Pará e Amapá, além disso existem poucos estudos 

utilizando esta espécie como bioindicadora (Figueiredo, 2016). 

Os ecossistemas aquáticos são vulneráveis mesmo em unidades de conservação ambiental, 

principalmente devido ao transporte de contaminantes de atividades industriais e agrícolas insustentáveis no 

entorno de áreas protegidas (Santos, et al. 2020). Atualmente há o desenvolvimento de novos protocolos 

ecotoxicológicos com marcadores de estresse oxidativo essenciais para uma melhor compreensão de sua 

regulação e funcionamento, para que, posteriormente, possam ser incorporados em projetos de 

monitoramento ambiental juntamente com outros biomarcadores previamente estabelecidos.  

As Áreas de Proteção Ambiental (APA) são áreas geralmente extensas, com certo grau de ocupação 

humana, dotadas de atributos abióticos, bióticos, estéticos ou culturais especialmente importantes para a 

qualidade de vida e bem-estar das populações humanas, e têm como objetivos de proteger a diversidade 

biológica, disciplinar o processo de ocupação e garantir a sustentabilidade do uso dos recursos naturais 

(Brasil, 2000). Além disso, a APA fica próximo ao Igarapé da Fortaleza, um local que sofre diversas 

degradações ambientais, derrubada de árvores para exploração da madeira, erosão do solo e contaminação 

provenientes da exploração mineral (Souza, 2005; Campos, 2019). 

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi utilizar M. amazonicum como espécie bioindicadora para 

verificar os danos oxidativos causados pela ação de xenobióticos em uma Área de Proteção Ambiental na 

Amazônia/Brasil. 
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Material e Métodos 

Pontos de Coleta 

Amostras de água e camarões foram coletadas em locais próximos, durante a estação chuvosa, em 

março/2022 (0°03'17,9S”51°07'32,3”W), abril/2022 (0°03'18,8”S51°07 '34,7”W) e maio/2022 

(0,05526505S 51,12779665W) na Área de Proteção Ambiental denominada “Fazendinha” no Estado do 

Amapá (AP)/Amazônia/Brasil (Fig.1), localizada entre os Distritos de “Fazendinha” no Município Macapá 

(AP) e “Fortaleza” no Município de Santana/AP, limitado ao sul pelo Rio Amazonas, ao norte pela Rodovia 

Juscelino Kubitschek, a leste pelo bairro da “Fazendinha” e uma propriedade privada, e a oeste pelo Igarapé 

da Fortaleza (Silva, 2009). 

 

Fig. 1 Localização dos pontos de captação de água e captura de camarões na Área de Proteção Ambiental 

“Fazendinha” no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil. 

Análises de Água 

As amostras de água foram coletadas em frascos de polietileno estéreis com capacidade de um litro. O 

procedimento de amostragem foi realizado na superfície da água. Para análise, baseou-se na Resolução nº 

357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA/Brasil), que estabelece os índices mínimos 

e máximos de referência permitidos em rios classe II, conforme resolução. 
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Tabela. 1 Valores Máximos Permitidos (VMP) dos parâmetros físico-químicos da água pela Resolução 

CONAMA. Fonte: Resolução CONAMA 357/2005. 

 Parâmetros Unidade Método CONAMA/VMP 

Físicos 

Sólidos Totais mg/L Vaporização 1000 mg/L 

Temperatura °C Sonda Multiparâmetro - 

Químicos 

pH pH Sonda Multiparâmetro Entre 6 a 9 

Ferro mg/L Espectrofotômetro 0,300 mg/L 

Cobre mg/L Espectrofotômetro 0,009 mg/L 

 

Sólidos Totais 

Para análise de sólidos totais uma alíquota de 10 mL de água foi adicionada em cadinhos previamente 

pesados, que consistiu em triplicatas, as amostras foram mantidas em estufa de esterilização e secagem 

analógica (equipamento My Labor, SSA - 40 L, São Paulo, Brasil) por vinte e quatro horas a 105°C, após o 

tempo decorrido os cadinhos foram pesados e verificadas as diferenças entre os pesos inicial e final.  

pH e Temperatura 

As análises de pH e Temperatura da água nos pontos de coleta nos meses de março/2022, abril/2022 e 

maio/2022 foram realizadas pela Sonda Multiparâmetro da Hanna® (Hanna® Instruments, HI 9892, Eden 

Way, Inglaterra) de acordo com as orientações do fabricante. 

Análise de Ferro (Fe) e Cobre (Cu) 

Para a análise de ferro e cobre, a metodologia descrita por Teixeira et al. (2006) foi usada. Incialmente 

foi preparada uma solução 1,10-fenantrolina (0,25 g de fenantrolina dissolvidos em 100 mL de etanol). Em 

seguida uma alíquota 25 mL de cada amostra de água foram misturados com 1 mL de solução de ácido 

ascórbico (1% (m/v), 5 mL de, 5 mL da solução de 1,10-fenantrolina e 5 mL de solução tampão pH 4,5 (ácido 

acético/acetato de sódio 1,0 mol L-1). A absorbância foi verificada a 511 nm, para análise do ferro; e a 371 

nm, para análise do cobre, em um espectrofotômetro UV-VIS (BEL Photonics – UV – M51, Monza (Milano), 

Itália). Para o branco foram utilizados os mesmos reagentes, sem adição de analitos. 
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Coleta, Análise Morfológica e Processamento do Homogenato do Hepatopâncreas dos Camarões 

Os camarões foram selecionados de acordo com o peso (entre 5 e 8 gramas), sendo coletados com o 

equipamento de pesca “Matapi”, pois garante a redução do estresse de captura devido ao refúgio e 

alimentação disponível (Dergan, 2015). Os camarões coletados, ainda vivos, foram submetidos à análise de 

peso, comprimento total, comprimento abdominal e comprimento do cefalotórax. Em seguida, foram 

eutanasiados por hipotermia (banho de gelo) e dissecados em até 2 horas após a captura.  

O hepatopâncreas foi selecionado devido à sua alta atividade metabólica (Wang, et al. 2012), devendo 

ser dissecado rapidamente. Após esse processo, foram preparados seis pools do homogenato, onde cada pool 

pesava um grama, peso adotado para a análise da atividade de biomarcadores de estresse oxidativo, sendo 

cada análise de cada pool realizada em triplicata, na coleta de março foram utilizados trinta e dois camarões, 

em abril trinta e em maio trinta e um.  

O preparo dos pools consistiu na adição de tampão fosfato de potássio pH=7,4 (Mohanty; Samanta, 

2016), sendo o hepatopâncreas macerado em almofariz e pistilo resfriados previamente. Após a separação, 

os pools foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos para separar as impurezas do tecido, esses pools 

foram denominados de homogenato bruto. As alíquotas foram utilizadas para analisar as atividades da 

Catalase (CAT), Glutationa (GSH), Proteínas e determinar a Lipoperoxidação (LPx). 

Todos os procedimentos experimentais foram autorizados de acordo com o Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA-CPAFAP) nº 21157.001846/2018-91, e de acordo com o Sistema de Autorização e 

Informação sobre Biodiversidade - SISBIO, Número: 50376-2. 

Determinação das Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico  

A peroxidação lipídica foi avaliada através da determinação das Substâncias Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico (SRAT), com modificações (Yagi, 1982). Resumidamente, o homogenato do hepatopâncreas 

(1,0 mL) foi misturado com 1,0 mL de ácido tricloroacético (TCA) a 15% e com ácido tiobarbitúrico (TBA) 

a 0,83%. Após aquecimento (1 h/100 ºC), as amostras foram resfriadas por 20 min e centrifugadas (980 g/10 

min). A concentração das SRAT foi obtida por determinação colorimétrica (absorbância a 535 nm, em 

espectrofotômetro BEL Photonics – UV – M51, Milano), Itália) e expressa em nmol/g.proteína. 

Determinação do conteúdo de glutationa reduzida  
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A concentração de GSH reduzida nos tecidos do hepatopâncreas foi analisada pela metodologia proposta por 

Beutler et al. (1963). 1 mL de TCA a 15% foi adicionado a 1 mL do sobrenadante do homogenato. Após 

centrifugação (4.000 rpm/10 min), 0,2 mL do sobrenadante foi misturado em 0,8 mL de tampão fosfato, pH 8,0. 

A GSH total foi medida misturando com 0,2 mL do reagente (10 mM de 5,5-ditio-bis-(ácido 2-nitrobenzóico) 

DTNB em 0,2 M de tampão fosfato, pH 8,0). A absorbância foi medida em espectrofotômetro UV-VIS 420 nm 

(BEL Photonics – UV – M51, Monza (Milão), Itália) e a concentração de GSH foi expressa em µmol/g.proteína. 

Avaliação da atividade da catalase  

A atividade de CAT no homogenato do hepatopâncreas foi determinada por espectrofotometria (Beutler, 

1975). Resumidamente, as amostras diluídas foram misturadas com a mistura de reação (0,03% de H2O2 dissolvido 

em 1 M Tris/5 mM EDTA, pH 8,0) e a absorbância foi medida a 240 nm UV-VIS Spectrofotometer (BEL 

Photonics - UV - M51, Monza (Milano), Itália). A atividade enzimática foi expressa em U/g.proteína. 

Determinação de Proteínas 

A determinação de proteínas foi realizada com o auxílio de um kit BIOCLIN, sendo um teste 

colorimétrico. Consiste na utilização do biureto, o aparecimento da cor se deve à formação de um composto 

de coordenação do íon cobre com dois átomos de N envolvidos nas ligações peptídicas, formando um 

complexo de cor violeta, proporcional ao teor de proteína no meio. Foram utilizados 50 µL de homogenato 

bruto e 1,0 mL de biureto, homogeneizados e após, houve uma espera de 10 minutos em repouso. A leitura 

da amostra e do padrão ocorreu em um comprimento de onda de 545 nm  no Espectrofotômetro UV-VIS 

(BEL Photonics – UV – M51, Monza (Milano), Itália). A atividade enzimática foi normalizada pela 

quantidade de proteína total. 

Análises Estatísticas 

Parâmetros de qualidade da água, peso, comprimento total, comprimento abdominal, comprimento do 

cefalotórax e biomarcadores de estresse oxidativo foram todos testados para normalidade e homogeneidade 

de variância usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Análise de variância (ONE WAY 

- ANOVA) com correção de Greenhouse-Geisser e teste T Student usando o programa GraphPad® versão 

6.0 foram realizadas para investigar quaisquer diferenças significativas dentro e entre os conjuntos de dados. 

O critério de significância foi estabelecido em p < 0,05. Se os pressupostos de normalidade e homogeneidade 
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da variância não fossem atendidos, então o teste não paramétrico de Friedman e Mann-Whitney U (também 

chamado de Wilcoxon Rank Sum Test) foram executados. 

Resultados 

Análise dos Parâmetros Físico-Químicos da Água 

Não foram observadas diferenças significativas para pH ou temperatura da água coletada na Área de 

Proteção Ambiental “Fazendinha” entre os meses de março/2022, abril/2022 e maio/2022. Os resultados 

podem ser vistos na fig. 2A para pH e fig. 2B para temperatura. 

 

Fig. 2  Parâmetros de qualidade da água (pH [A] e Temperatura [B]) coletados em março, abril e maio de 

2022 na Área de Proteção Ambiental “Fazendinha” no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil.  

Em relação à análise de ferro e cobre na água coletada representada por mg/L, os resultados mostram 

diferença estatisticamente significante (p = 0,0059) quando se comparam os valores de ferro entre os meses 

de março e maio (1ª e 3ª coleta) vistos na fig. 3A. Para o cobre também houve diferença estatisticamente 

significativa (p = 0,0389) entre os meses de abril e maio (2ª e 3ª coleta) e também diferença estatisticamente 
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significativa (p = 0,0011) entre os meses de março e maio (1ª e 3ª coleta), estes resultados podem ser vistos 

na fig. 3B. 

 

Fig. 3 Parâmetros de qualidade da água (Ferro [A] e Cobre [B] em mg/L) coletados em março, abril e maio 

de 2022 na Área de Proteção Ambiental “Fazendinha” no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil. * 

significa diferença estatística entre as coletas de março e maio para ferro [A]. * significa diferença estatística 

entre as coletas de abril e maio para cobre e # significa diferença estatística entre as coletas de março e maio 

para cobre [B]. Para todas as análises, foi realizado o teste t de Student não pareado e P < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 

Em relação à concentração de metais nas águas superficiais, verificamos que durante os três períodos, as 

análises de Fe ficaram dentro dos padrões estabelecidos pelas resoluções, enquanto para Cu os valores 

ficaram acima (Tabela 2). 

Tabela. 2 Concentração de metais (médias e desvios padrão, em mg/L-1) em amostras de água da Área de 

Proteção Ambiental “Fazendinha” no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil. 

Metais 

Meses Referências 

Coleta (Março) Coleta (Abril) Coleta (Maio) 
CONAMA 

(2005) 

WHO 

(2017) 

Fe 0,0805 + 0,018 0,2123 + 0,1413 0,0144 + 0,0111 0,300* - 

Cu 0,1621 + 0,0152 0,3343 + 0,1721 0,0308 + 0,0226 0,009* 2,000** 

*Valor máximo permitido pela legislação brasileira (Classe 2, Resolução 357/2005) do Conselho Nacional 

do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) e de acordo com a **Organização Mundial da Saúde (OMS, 2017). 

Os valores médios acima dos limites estão destacados em negrito. 
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Os sólidos totais dissolvidos (STD) compreendem sais inorgânicos (principalmente cálcio, magnésio, 

potássio, sódio, bicarbonatos, cloretos e sulfatos) e pequenas quantidades de matéria orgânica dissolvida em 

água (OMS, 2017), os resultados das análises mostraram diferenças estatísticas entre todos os meses de coleta 

estudados com valor de p = 0,0298 (fig. 4). 

 
Fig. 4 Parâmetros de qualidade da água (Sólidos Totais) coletados em março, abril e maio de 2022 na Área 

de Proteção Ambiental “Fazendinha” no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil. * significa diferença 

estatística entre as coletas de março, abril e maio para ONE WAY – ANOVA. P < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 

Observações Morfológicas dos Camarões Coletados 

Com relação à análise morfológica dos camarões coletados na Área de Proteção Ambiental “Fazendinha” 

no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil. Foram observados os pesos dos animais, comprimento total, 

comprimento abdominal e comprimento do cefalotórax. Para todos os parâmetros avaliados, não houve 

diferença estatisticamente significativa em relação aos três tempos de coleta deste estudo (março, abril e 

maio/2022), como pode ser observado na fig. 5. 
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Fig. 5 Análises morfológicas dos camarões coletados em março, abril e maio de 2022 na Área de Proteção 

Ambiental “Fazendinha” no município de Macapá-AP/Amazônia/Brasil. Peso (A) Comprimento Total (B), 

Comprimento Abdominal (C) e Comprimento Cefalotórax (D). 

Biomarcadores de Estresse Oxidativo 

Para avaliar o potencial do camarão M. amazonicum de ser usado como bioindicador, foram investigados 

os parâmetros de estresse oxidativo avaliamos os parâmetros de estresse oxidativo no homogenato do 

hepatopâncreas dos camarões nos três tempos de coleta utilizados neste estudo (fig. 6). Inicialmente, o dano 

celular no homogenato do hepatopâncreas dos animais foi estimado através do ensaio das Substâncias 

Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (SRAT), tendo o Malondialdeído (MDA) como um dos produtos finais da 

reação. Os resultados não demonstraram um aumento significativo nos níveis dos produtos finais da 

peroxidação lipídica no hepatopâncreas dos animais (fig. 6A). 

Em relação ao teor de glutationa reduzida (GSH), foi observada diferença estatística significativa quando 

comparamos os três tempos de coleta com um valor de p = 0,0015 quando os dados são tratados de forma 

paramétrica e com um valor de p = 0,0057 quando os dados são tratados por testes não paramétricos (fig. 

6B). Estes são, até agora, marcadores de estresse oxidativo não enzimáticos. Quando avaliamos 

enzimaticamente o estresse oxidativo, o resultado da catalase também mostra diferença estatisticamente 

significativa em relação às três coletas (março, abril e maio de 2022) realizadas neste estudo. Quando 
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comparamos os tempos de coleta por testes paramétricos, obtemos um valor de p = 0,0091 e se considerarmos 

os dados não paramétricos, obtemos um valor de p = 0,0025, como pode ser visto na fig. 6C. 

 
Fig. 6 Biomarcadores de estresse oxidativo (SRAT [A], GSH [B] e CAT [C]) no homogenato do 

hepatopâncreas dos camarões nos três momentos de coleta (março, abril e maio de 2022) na Área de Proteção 

Ambiental Fazendinha no município de Macapá -AP/Amazônia/Brasil. * diferença estatística média entre as 

coletas de março, abril e maio para ONE WAY – ANOVA e confirmada pelo teste não paramétrico de 

Friedman. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

Discussão 

A APA da fazendinha por estar próximo ao balneário da Fazendinha, que sofre ações antrópicas onde há 

aumento no risco de degradação da qualidade de balneabilidade em decorrência da crescente produção de 

resíduos sólidos e líquidos gerados pelos usuários e, consequentemente, lançados ao meio ambiente (Campos 

e Cunha, 2015), além disso por ser uma unidade de conservação é permitido a habitação de pessoas bem 

como a comercialização dos produtos oriundos da área. 
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Com relação aos parâmetros hídricos avaliados neste estudo, os resultados de pH e temperatura foram 

estatisticamente semelhantes ao longo das análises, considerando que foram realizadas no período chuvoso 

da região amazônica no Estado do Amapá, o mesmo ocorreu nas análises realizadas nos rios da Amazônia 

Maranhense (Braga, et al. 2022). O potencial hidrogeniônico da água variou de 5,8 a 6,5, sendo esses valores 

característicos do rio Amazonas em épocas de chuva, pois possui valores de pH mais ácidos, e esses 

resultados também são corroborados pelo estudo de Dasmasceno et al. (2015) que verificaram os índices de 

pH nas águas do rio Amazonas na orla da cidade de Macapá (AP) no período chuvoso, resultados também 

semelhantes em relação à temperatura da água (pH=6,00-6,31 e temperatura= 26°C e 27°C). 

Os resultados relacionados a morfologia do camarão não apresentaram diferença estatística, o que já era 

esperado, em decorrência da utilização de camarões com pesos de 5 à 8 gramas, para utilizar uma quantidade 

menor de camarões nos preparos dos pools, e assim evitar o impacto com a retirada dessa espécie do seu 

habitat.  

Para os sólidos totais, observamos uma diferença estatística entre os tempos de coleta, e esse dado é 

corroborado pelo fato de os rios amazônicos apresentarem altos teores de matéria orgânica em suas águas, o 

que ocorre devido a processos naturais que envolvem o bioma (Damasceno, et al. 2015), fator que pode 

justificar os valores obtidos neste estudo, mas vale ressaltar que os resultados encontrados estão abaixo dos 

valores estabelecidos pela legislação vigente CONAMA 357/2005. 

Em relação aos metais pesados, como ferro e cobre, estes podem se acumular na vida aquática, entrar na 

cadeia alimentar e causar sérios danos à saúde humana onde a contaminação e exposição são significativas 

(Zaynab, 2022). Altas concentrações de metais de transição podem ser prejudiciais, pois podem reagir 

facilmente com peróxidos de hidrogênio, resultando na formação do radical hidroxila (•OH ) (Alves et al., 

2010), este radical é o oxidante mais poderoso que reage com diversos moléculas biológicas (Frías-Espicueta, 

2022; Gaetke e Chow, 2003), justificando mais uma vez a análise do dano oxidativo utilizando M. 

amazonicum como um possível bioindicador ecológico, pois reage facilmente com metais de transição, que 

podem ser derivados de rejeitos (Mohanty, Samanta, 2016), ou pela presença de poluentes derivados de 

agrotóxicos que podem ser facilmente eluídos na água (Velki et al. 2019). 

Os resultados de ferro e cobre encontrados neste estudo mostram um aumento nas concentrações no mês 

de abril, e a alta presença de íons metálicos é considerada um fator de desequilíbrio em ambientes aquáticos, 

como citado acima, que pode ocorrer pela participação direta em reações de óxido-redução que produzem 

espécies reativas de oxigênio (EROs), sequestrando ou inativando moléculas que participam de sistemas de 
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defesa antioxidante (Lushchak, 2016), indicando que sua disparidade pode reduzir as atividades de 

antioxidantes enzimáticos de defesa endógena.  

O aumento dos níveis de cobre no mês de abril pode estar associado a uma diminuição da atividade da 

enzima catalase no mesmo período de coleta, isso pode ocorrer porque o cobre tem a capacidade de se ligar 

à catalase, alterando sua estrutura secundária e, consequentemente, causando perda de atividade (Hao et al., 

2015). O mesmo ocorreu em estudos com crustáceos do gênero Aegla (Piassão, 2019). Ressaltando que a 

catalase (CAT) é uma enzima em nível peroxissomal, capaz de transformar o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

formando água e oxigênio, sendo considerado um biomarcador precoce e confiável de contaminação (Borges 

et al. 2017). 

Quando se avaliou o teor de glutationa reduzida, observou-se aumento nos meses de abril e maio, o 

contrário ocorreu com a CAT. A glutationa (GSH) é um tripeptídeo, que atua como cofator da família de 

enzimas da glutationa peroxidase (GPx), além de proteger contra o estresse oxidativo, com sua oxidação a 

dissulfeto de glutationa (GSSH) (Vasconcelos et al. 2007) atua na destoxificação de xenobióticos e espécies 

reativas de oxigênio (ROS). 

Altos níveis de atividade de CAT podem estar relacionados ao estresse ambiental e ao esforço de 

biotransformação de poluentes (Oliveira, 2019). No entanto, o aumento da atividade de GSH pode estar 

relacionado à deficiência de CAT que pode ser compensada pela ativação das defesas antioxidantes medidas 

pela glutationa (Piassão, et al. 2019). 

Já é conhecido e discutido neste estudo que os metais de transição (Fe, As, Hg e Cu) levam a um aumento 

de EROs como peróxidos de hidrogênio, radicais superóxido e hidroxila, que também podem causar 

peroxidação lipídica (Lushchak, 2011; Ferreira, 2011). A peroxidação lipídica é uma reação em cadeia de 

ácidos graxos poli-insaturados nas membranas celulares, gerando radicais livres que alteram a 

permeabilidade, fluidez e integridade das células (Mahattanatawee et al. 2006). As EROs são produzidas 

principalmente devido à redução incompleta de O2 e podem causar peroxidação lipídica das membranas e 

danos diretos às biomoléculas, prejudicando assim os processos metabólicos celulares (Santana; Santos; 

Winkaler, 2020). 

Sobre o estresse oxidativo, a avaliação da concentração de Substâncias Reativas do Ácido Tiobarbitúrico 

(SRAT) reflete o dano oxidativo resultante da oxidação por peróxidos lipídicos em membranas biológicas 

(Halliwell; Gutteridge, 2007). Neste estudo não foi observado aumento significativo de SRAT, o mesmo 

ocorreu em pesquisa realizada com o crustáceo Aegla singularis (Borges, 2018), além disso, a atividade de 
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CAT e os níveis de SRAT foram correlacionados negativamente com a concentração de Cu na água (Piasão, 

2019; Borges, 2022). 

Assim, apesar da não alteração na peroxidação lipídica, as alterações nos teores de glutationa, enzima 

catalase, cobre e sólidos totais observadas sugerem que o crustáceo M. amazonicum é um possível 

bioindicador ecotoxicológico, que pode ser utilizado para avaliar poluentes em áreas aquáticas. Entretanto, 

mais estudos são necessários para melhor correlacionar os níveis de metais de transição com o estresse 

oxidativo na espécie estudada e que a Área de Proteção Ambiental “Fazendinha” no município de Macapá-

AP/Amazônia/Brasil está sofrendo danos oxidativos por poluentes externos, possivelmente por ação 

industrial. 

Conclusão 

Os resultados indicam que os parâmetros de pH, temperatura, Fe e sólidos totais estão dentro dos padrões 

estabelecidos pelo CONAMA 357/2005, mesmo no período chuvoso. As análises de Cu discordam da 

resolução, além disso, verifica-se que altas concentrações deste metal, sendo que a metodologia utilizada 

demonstra resultados mais favoráveis para análise de Cu, a concentração deste metal no rio Amazonas pode 

induzir a espécie M. Amazonicum a sofrer alterações em biomarcadores de estresse oxidativo, como CAT e 

GSH. Os biomarcadores de CAT e SRAT são inversos, assim como a relação de CAT e GSH, desta forma a 

bioacumulação de Cu pode ter promovido um aumento na atividade de GSH, indicando que a presença deste 

metal promove algum nível de estresse oxidativo dessa espécie bioindicadora. Para futuras pesquisas, 

sugerimos realizar análises de metais em M. Amazonicum e promover correlações entre metais e 

biomarcadores. 
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ANEXO A 

 

Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA-CPAFAP) Resultado de Solicitação de 

protocolo 

Número do protocolo: 012-
CEUA/CPAFAP Processo SEI: 
21157.001846/2018-91 

Data da entrada: 16/08/2018 

Período do Projeto: Setembro de 2018 a Outubro de 2022. 

Título do Projeto: Fauna parasitaria de peixes de interesse comercial em três 
municípios do estado do Amapá, Amazônia oriental 

Prezado (a) pesquisador (a), 
Em relação ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA 

deliberou o seguinte: 
 

- APROVADO, para o período solicitado e de acordo com a proposição 
do uso de animais na metodologia apresentada no projeto. 

 

- Por ocasião do término desse protocolo, DEVERÁ SER 
APRESENTADO RELATÓRIO detalhado relacionado ao uso de animais no projeto 
desenvolvido. 

 
 

Macapá, 27/09/2018 

Atenciosamente, 

 
 

Dr. Marcos Tavares 

Dias Presidente da 

CEUA 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. 

Rod.Juscelino Kubitschek, km 5, nº. 2600 – 68903-419 Macapá, AP 

C. Postal 10 – Telefone (96) 3203-0200 

www.embrapa.br/amapa 
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