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STANDARDIZATION OF GLUTATHIONE REDUCTASE MEASURE IN Aegla singularis (ANOMURA, CRUSTACEA) USING
DCCR EXPERIMENTAL PLANNING. Glutathione Reductase (GR) plays a key role in the maintenance of GSH homeostasis,
variations in its activity may indicate damage from environmental contaminants. Experimental planning is a strategy to reduces
time and cost in enzymatic assays. In this work, DCCR experimental planning was used to standardize and to validate the measure
of GR in Aegla singularis bioindicator. Samples of A. singularis were collected in three watersheds with different percentages of
naturalness and land uses. At all, were selected 7 streams, in which collections were performed at one upstream (most preserved)
and one downstream (less preserved) point. Effects of temperature, reading time, substrate (GSSG) and protein concentration in GR
reaction medium were evaluated, being that the two latter variables were optimized by DCCR. GR was not affected by temperature
(15 to 30 °C) or reading time (6 and 10 minutes). Increased concentrations of proteins from biological extract had negative correlation
with GR, whereas higher concentrations of GSSG resulted in higher GR activity. Environmental validation showed that GR in
Aegla was influenced primarily by the watershed of origin. DCCR planning was efficient to optimizing the use of GR as a biomarker
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of environmental quality.
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INTRODUCAO

Contaminantes ambientais podem afetar os organismos em dife-
rentes niveis da estrutura biolégica, como altera¢des em populagdes,
comunidades ou alteragdes fisioldgicas e bioquimicas de organismos
individuais.! Os biomarcadores de estresse oxidativo sdo ferramentas
bastante utilizadas em ensaios bioquimicos de ecotoxicologia. Esses
marcadores fornecem medidas robustas, pois respondem a diferentes
poluentes individuais ou misturas de xenobidticos comumente en-
contrados em ambientes naturais.?

A enzima Glutationa Redutase (GR) € um biomarcador que
catalisa a reducdo de glutationa oxidada (GSSG) a glutationa re-
duzida (GSH), utilizando NADPH como cofator.> A GR tem papel
fundamental para a reciclagem e manuten¢do da homeostase de GSH,
especialmente em situagdes de exposicio a xenobidticos que produ-
zem estresse oxidativo ou que sdo desintoxicados em reacdes que
utilizam GSH.* Anélises realizadas in situ ou em laboratério mostram
que a atividade e/ou a expressdo da GR € influenciada pela presenca
de medicamentos, pesticidas e metais em organismos bioindicadores
como bivalves,’ peixes® e caranguejos.”

Na maioria dos estudos ecotoxicolégicos, a atividade da GR
é determinada pelo monitoramento do consumo de NADPH a
340 nm,'*!" ou pelo aumento da absorbancia a 412 nm que ocorre
quando o DTNB (4cido 5,5 dithiobis (2-nitrobenzoico)) € reduzido
por GSH."> A medida da GR também pode ser obtida por reacdo
com corantes fluorescentes de alta especificidade.'* Entretanto, o uso
desse sistema € menos difundido na literatura. A avaliacdo da GR e
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de outros biomarcadores em organismos bioindicadores geralmente
¢ feita a partir da adaptaciio direta de metodologias descritas para
outras espécies, ndo sendo comum a aplicagdo de planejamento
experimental para a otimizagdo dos ensaios.

O planejamento experimental (ou design de experimentos) con-
siste na aplica¢do de andlises estatisticas a priori, visando definir
o efeito que varidveis conhecidas exercem sobre uma resposta de
interesse. Além de reduzir o tempo e o custo da etapa experimental,
esta metodologia aumenta a confiabilidade nos resultados obtidos.
O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) € utilizado
quando se deseja avaliar o efeito de um nimero reduzido de varidveis
previamente reconhecidas como significativas (preferencialmente).'®

O planejamento experimental vem sendo aplicado em estudos
ambientais que visam aprimorar métodos de tratamento de efluentes
de diferentes origens,'®'® entretanto, sua aplica¢do em anélises bio-
quimicas com organismos bioindicadores € praticamente inexistente.

Crusticeos do género Aegla sdao bioindicadores sensiveis as
variagdes ambientais.'** Embora os dados de literatura sobre biomar-
cadores de estresse oxidativo para o género sejam escassos, sabe-se
que os niveis basais de peroxida¢do lipidica e atividade da enzima
catalase variam entre machos e fémeas, apresentando ainda oscila-
¢do sazonal.”’ Metalotioneinas, sequestradores de radicais peroxil e
concentracdo total de GSH também variam entre diferentes espécies
do género. Por outro lado, a propor¢do GSH/GSSG, um indicador
de capacidade antioxidante geral, € mais estdvel entre as espécies do
que a concentracao bruta de GSH.”

O objetivo deste trabalho foi utilizar o planejamento experimental
DCCR para padronizar e otimizar a metodologia de medida da GR
em Aegla singularis (A. singularis). Além disso, apds a padronizagio,
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o método foi testado com exemplares de Aegla coletados em Bacias
Hidrograficas com diferentes percentuais de naturalidade.

PARTE EXPERIMENTAL
Area de estudo e coleta de organismos

As coletas foram realizadas em trés Bacias Hidrogréficas (BH)
localizadas no municipio de Erechim-RS, Brasil. Foram selecionados
7 riachos < 3* ordem, sendo 3 localizados na BH do Rio Suzana,
2 na BH do Rio Ligeirinho-Ledozinho e 2 na BH do Rio Dourado
(Figura 1). Essas BH diferem em relagdo ao percentual de uso e co-
bertura do solo, a saber: BH Suzana 64,65% de ocupagdo antrépica
e 35,35% de naturalidade;*** BH Ligeirinho-Ledozinho 73,70% de
ocupagdo antrépica e 26,30% de naturalidade;** BH Dourado 41,27%
de ocupagio antrépica e 58,73% de naturalidade.” Em cada riacho, os
organismos foram amostrados em um trecho a montante (em direciio
anascente) e outro a jusante (em direcdo a foz), sendo que os trechos
a montante sdo pontualmente mais preservados (na drea periférica
imediata do trecho) do que os trechos a jusante, de acordo com o
protocolo descrito por Callisto et al.*® Esse protocolo se baseia na
avaliagdo de 22 parametros que sdo indicadores de (i) caracteristicas
dos trechos de bacia e nivel de impacto antrépico e (ii) condigdes de
habitat e nivel de conservagao das condigdes naturais.?®

Exemplares de A. singularis foram coletados com rede do tipo
puca de 30 x 50 cm de boca, com profundidade de 60 cm e malha
com abertura de 1,0 mm. Apenas fémeas, adultas (com no minimo
15 mm de comprimento de cefalotérax), ndo ovigeras, foram inclu-
idas na coleta. A selec@o do género foi baseada em estudo prévio?!
que mostrou que as fémeas ndo apresentam variacdo sazonal em
biomarcadores de estresse oxidativo, ao contrario do que ocorre com
os machos. A identificacéio de sexo e espécie foi feita a campo, de
acordo com protocolo descrito por Melo.?” Foram coletados 3 organis-
mos por trecho de coleta (Figura 1), durante o periodo de primavera,
totalizando 18 organismos na BH do Rio Suzana, 12 na BH do Rio
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Ligeirinho-Ledozinho e 12 na BH do Rio Dourado. Apés a captura,
os organismos foram transportados vivos, em frascos contendo dgua
do préprio local de coleta, até o laboratério aonde foram processados
para obten¢do do extrato bioldgico. O tempo entre a coleta e o pre-
paro dos extratos foi de aproximadamente 20 minutos. Em todos os
dias de coleta, a temperatura da dgua foi avaliada utilizando-se um
termdmetro digital (Incoterm).

Preparo dos extratos biolégicos

O preparo dos extratos biolégicos foi feito conforme descrito
por Borges et al.?! Visando uma andlise mais robusta e de mais facil
aplicacdo em estudos de biomonitoramento, os extratos biolégicos
foram obtidos a partir de organismos inteiros, triturados em cadinho
gelado na presenca de tampao fosfato e PMSF (inibidor de protease),
sendo feito o descarte do exoesqueleto. Em seguida, o material bio-
16gico foi centrifugado (1600 x g, 30 min, 4 °C) e o sobrenadante foi
congelado a -20 °C para ser utilizado na determinac@o de proteinas
totais pelo método de Bradford® e para determinagdo da atividade
da enzima GR.

Padronizacio do método de quantificacio da Glutationa
Redutase (GR)

A quantificacdo de GR foi adaptada a partir do protocolo
descrito por Ramos-Vasconcelos e Hermes-Lima.!! A base do mé-
todo € a medida espectrofotométrica do consumo de NADPH (340
nm). As reacdes foram realizadas na presenga de tampao fosfato
pH 7,0 (50 mmol L! de Na,HPO,; 0,5 mmol L' de EDTA), GSSG
(5 mmol L"), NADPH (0,25 mmol L) e extrato biolégico (concen-
tragdo inicial de 0,040 mg mL"! de proteina).

Foram testados dois tempos de reacdo cinética, 6 e 10 minutos.
Estes tempos foram estabelecidos experimentalmente por apresenta-
rem padrdo de linearidade na reaciio da GR em nossas condigdes de
estudo. Nos dois casos, na primeira metade do tempo (3 ou 5 minutos,
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Figura 1. Mapa dos locais de coleta. A) BH do Rio Suzana; B) BH do Rio Ligeirinho-Ledozinho; C) BH do Rio Dourado
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Tabela 1. Varidveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 22, para otimizagdo das atividades do delineamento experimental (DCCR)

Varidveis independentes (Niveis) - 1,41 -1 0 1 1,41
GSSG (mmol L) 3,0 5,0 10,0 15,0 17,0
Proteina Total (mg mL") 0,024 0,040 0,080 0,120 0,140

respectivamente) foi realizada a leitura do controle (branco) com
tampdo, NADPH e extrato. Da metade do tempo em diante, foi
realizada a medida efetiva da GR, iniciada pela adi¢do de GSSG na
reagdo. Também foram testadas reagdes em diferentes temperaturas
(15,20 e 30 °C).

As andlises bioquimicas foram realizadas, no minimo, em dois
experimentos independentes, com triplicata (ou quadruplicata) de
leituras em cada dia experimental. Os valores da atividade da GR
foram expressos em unidades internacionais (U) e calculados con-
forme a Equacgdo 1:

U= A abs liquida | € i,

Proteina (mg) M

em que: U = umol de NADPH consumido min' mg proteina';
A abs. liquida = (A abs tempo total de leitura) — (A abs tempo de
leitura do branco); € = coeficiente de extingdo molar do NADPH, no
comprimento de onda de 340 nm; Proteina = contetido de proteina
utilizado na reag@o (mg).

A concentracio de substrato (GSSG) e de proteinas no extrato
bioldgico 6timas para a dosagem enzimdtica, foram avaliadas por
meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR). Para
tanto, foi avaliado o efeito da concentragdo de GSSG na faixa de 3 a
17 mmol L' e o efeito da concentragio de proteinas totais na faixa de
0,024 a 0,140 mg mL"'. Nessa avaliacéo foi utilizado como controle
o tampao fosfato, extrato biolégico e NADPH, com tempo de reacio
de 6 minutos e temperatura de 20 °C. A Tabela 1 apresenta os niveis
de varidveis independentes investigadas no DCCR.

Analise dos dados

A diferenca entre a atividade da GR nos tempos de 6 e 10 minutos
de reagdo foi analisada por teste-t ndo pareado. A comparagdo da
atividade da GR nas diferentes temperaturas foi feita por ANOVA um
fator seguida de teste de Tukey. Os resultados relativos a atividade
da GR (i) em fung¢do das concentracdes de GSSG e proteina total
obtidos pelo planejamento experimental e (ii) em func¢do da BH e
dos trechos de coleta foram avaliados por ANOVA dois fatores. A
comparagao especifica entre atividade da GR em organismos coleta-
dos nos trechos a montante e a jusante também foi feita utilizando-se
teste t ndo pareado. A comparagdo entre os valores gerais de GR e
as trés BH analisadas foi realizada por ANOVA um fator seguida de
teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Padronizacio do método de quantificacio de GR proveniente
de A. singularis

A curva cinética da GR apresentou comportamento linear nos dois
tempos analisados, ndo havendo diferenca estatistica para a atividade
da enzima nesses tempos (Tabela 2). Dessa forma, os experimentos
seguintes também foram realizados apenas com 6 minutos de reacao.

A GR também ndo foi afetada significativamente pelas diferentes
temperaturas de reacdo testadas, mantendo-se com aproximadamente
100% de atividade na faixa de 15 a 30 °C (Figura 2). Esse dado tem
uma consequéncia experimental interessante, pois indica que, em

laboratério, a GR obtida de A. singularis pode ser avaliada em uma
faixa de temperatura razodvel sem que isso interfira nos valores
absolutos a partir de cada organismo individual.

Tabela 2. Comparacao da atividade da GR em diferentes tempos de reacio

Tempo de reacdo Atiz;dé({l: (I\I/ijdia Equagio da cinética da reacdo

6 minutos 7,08 0,77 y =-0,005x + 0,956 R?0,975

10 minutos 8,49 £ 0,35 y =-0,003x + 0,917 R>0,991
*p =0,3859

*Comparacao das médias por teste t ndo pareado.
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Figura 2. Efeito da temperatura sobre a atividade da GR proveniente de A.
singularis. Os dados sdo apresentados como percentual de atividade da GR
em relagdo a primeira temperatura testada (15 °C) e foram obtidos a partir
de dois experimentos independentes (totalizando n = 8 para 15 °C e n =
10 para 20 e 30 °C). Os valores brutos (ndo percentuais) foram avaliados
estatisticamente por ANOVA um fator seguida de teste de Tukey e ndo foram

encontradas diferengas estatisticas significativas

A auséncia do efeito da temperatura pode estar relacionada
com a necessidade de adaptagdo do organismo ao ambiente natural.
A temperatura da dgua do ambiente de coleta dos exemplares de
A. singularis variou entre 15 e 22 °C ao longo do ano. Nesta faixa
de temperatura, a GR € capaz de manter sua atividade constante, ndo
comprometendo sua fungio para manutenc¢io da homeostase de GSH
e do sistema de defesa antioxidante.

O processo de adaptagdo de enzimas as variacdes de temperatura
em animais ectotérmicos € descrito na literatura dentro da bioquimi-
ca adaptativa.” No ambiente natural, algumas possiveis estratégias
para essa adaptacio podem estar relacionadas com: (i) variagdes na
sequéncia de aminodcidos da proteina resultando em influéncia sobre
parametros cinéticos; (ii) mudanga na concentragdo de proteinas me-
diante regulagdo da expressdo génica e alteracdes na taxa de renovacio
proteica e (iii) variacdes no ambiente em que a proteina funciona para
promover melhores condi¢des de manutencio de sua estabilidade.”
Neste trabalho foram testadas variagdes de temperatura em condi¢des
artificiais, que ndo permitem mecanismos de adaptacdo associados ao
aumento da concentracdo proteica ou associados a adaptacdes internas
do organismo que favore¢am a atividade enzimadtica. Dessa forma, a hi-
potese mais provavel € que a GR de A. singularis seja composta por uma
sequéncia de aminodcidos que permita adaptacdo em termos de cinética.
Entretanto, esta hip6tese precisa ser confirmada experimentalmente.
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A determinacdo da concentragdo de substrato (GSSG) e de
extrato enzimatico 6timos para a determinacio da atividade da GR,
nas condi¢des maximizadas de tempo de reacdo (6 minutos) e tem-
peratura (20 °C), foram definidas com base em um planejamento de
experimentos. A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento fatorial
completo (2%) e os resultados da atividade enzimdtica da GR. Observa-
se maior atividade no experimento 5 com a menor concentragdo de
proteina total no extrato bioldgico (0,024 mg mL™") e concentragdo
intermedidria de substrato (10 mmol L' de GSSG).

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial completo (2?) com valores reais
e codificados e resposta em atividade da GR em fungio da concentragdo de
extrato enzimadtico e de substrato*

Varidveis Independentes

Ensaios Proteina Total GSSG GR (U)
(mg mL") (mmol L)

1 0,04 (-1) 5(-1) 9,18
2 0,04 (-1) 15 (1) 14,38
3 0,12 (1) 5(-1) 2,18
4 0,12 (1) 15 (1) 7,62
5 0,024 (-1,41) 10 (0) 23,00
6 0,14 (1,41) 10 (0) 5,49
7 0,08 (0) 3(-1,41) 1,92
8 0,08 (0) 17 (1,41) 10,11
9 0,08 (0) 10 (0) 8,08
10 0,08 (0) 10 (0) 7,51
11 0,08 (0) 10 (0) 6,91

*Varidveis fixas: 20 °C e 6 min de reag@o.

A Figura 3 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados
das varidveis estudadas para a atividade da GR, onde observa-se que
a concentragdo de extrato e do substrato tem influéncia significativa
na atividade da enzima. O aumento na concentrag¢ao de extrato apre-
sentou efeito negativo. J4 a concentracio de GSSG apresentou efeito
positivo, indicando que o aumento deste substrato pode produzir
aumento na atividade da GR em Aegla. A interacdo entre as duas
varidveis avaliadas ndo foi significativa.

A influéncia da concentragdo de GSSG sobre a atividade da GR
foi confirmada experimentalmente a partir de ensaios nos quais a
dosagem de enzima foi realizada na presenca de valores fixos de ex-
trato proteico, mas com concentragdes varidveis de GSSG (Figura 4).
Especificamente, quando a concentragio de proteina total no extrato
foi fixada em 0,025 mg mL"', a melhor atividade da GR foi obtida
com 20 mmol L' de GSSG (29,42 U + 2,89). Quando foi fixado em
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Figura 3. Grdfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das

varidveis testadas no planejamento DCCR

0,010 mg mL', a melhor atividade da GR foi obtida com 8 mmol L"!
de GSSG (32,44 U + 3,03). Comparando-se essas duas condicdes
(0,010 e 0,025 mg mL™"), ndo houve diferenga estatistica significativa
entre as atividades enzimdticas médximas.

A velocidade das reagdes enzimaticas € proporcional a concentra-
¢do dos substratos (reagentes),* o que estd de acordo com o aumento
da atividade da GR em fun¢@o do aumento de GSSG observado neste
trabalho (Figuras 3 e 4). Além disso, sabe-se que o mecanismo de
reacdo da GR € do tipo ping-pong.*!*? Na primeira etapa da reac@o,
o NADPH se liga a enzima, que se torna reduzida (GR,.,) e libera o
NADP. Na segunda etapa, a enzima transfere elétrons para a GSSG
de maneira sequencial, ocorrendo a libera¢do de duas moléculas de
GSH, uma por vez.*> Acredita-se que no ambiente celular predomina a
presenca GR,,, devido a rapida velocidade de reagdo com o NADPH.*
A segunda etapa da reacdo € mais lenta, sendo considerada a fase
limitante da reac@o global.?'*3 Nesse sentido, maiores concentragdes
de GSSG podem descolar o equilibrio de liga¢do entre a enzima
(GR,y) e o substrato (GSSG), aumentando a formagao de complexos
GR(,,q)-GSSG, o que consequentemente pode resultar em maior
velocidade de reagao.

Nao existem estudos especificos de caracterizagdo bioquimica
ou molecular da GR (ou de seu gene codificante) em grupos ta-
xondmicos proximos do género Aegla. Entretanto, sabe-se que a
estrutura primdria da enzima € bastante conservada, apresentando
cerca de 50% de identidade de aminodcidos entre organismos dis-
tantes como Saccharomyces cerevisiae € Homo sapiens.** Nesse
sentido, o aumento proporcional de atividade da GR em fun¢do da
concentracido de GSSG observado para A. singularis estd de acordo
com resultados de avaliagcdes do perfil cinético da GR proveniente
de leveduras e humanos.’!
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Figura 4. Efeito da concentragdo de GSSG sobre a atividade da GR utilizando-se 0,025 mg mL' (A) ou 0,010 mg mL" (B) de proteina total no extrato bioldgico
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Na medida que se aumenta a concentracio de proteinas adi-
cionadas ao meio reacional (Tabela 3), em tese também se esta
aumentando o nimero de moléculas de GR disponiveis na reacao.
Assim, a reduc¢do da atividade da GR em maiores concentracdes
de extrato proteico pode indicar uma proporcao desfavordvel entre
moléculas de enzimas e moléculas de substrato (GSSG ou NADPH).
Entretanto, como nio houve interagdo entre os efeitos de GSSG e
extrato protéico (Figura 3), estudos adicionais sido necessarios para
confirmar esta hipétese.

Validacio do método de determinaciio da GR em A. singularis

Para validar o método de quantificagdo da GR em A. singularis,
a enzima foi quantificada em exemplares coletados em 7 riachos
de 3 BH com caracteristicas distintas em relagdo ao percentual de
naturalidade. Em cada riacho, os organismos foram amostrados em
um trecho a montante (em dire¢ao a nascente) e outro a jusante (em
direcdo a foz, pontualmente menos preservado). A andlise integrando
as duas varidveis independentes (BH e trechos de coleta) mostrou que
a atividade da GR ¢ influenciada primariamente pela BH (Tabela 4),
com interacdo entre trecho de coleta e BH. Em outras palavras, isso
significa que o estado de preservacdo pontual do trecho de coleta terd
influéncia sobre a GR dependendo da BH avaliada.

Tabela 4. Resultado da ANOVA dois fatores para a influéncia da BH e/ou
trechos de coleta e a interac@o entre os dois fatores, sobre as respostas de
GR em A. singularis

GL SQ MS F P
BH 2 2,06E+04 1,03E+04 41,16 < 0,001
Trecho 1 298,1 298,1 1,193 0,2761
BH:trecho 2 8174 4087 16,36 < 0,001
Residuos 184 4,60E+04 249.8

* GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; MS = média dos
quadrados.

Em concordancia com os dados acima, a atividade da GR foi
significativamente maior em organismos coletados na BH do Rio
Dourado do que nas BH dos Rios Suzana e Ligeirinho-Ledozinho,
sendo que nestas duas ultimas os trechos a jusante dentro de cada
riacho, apresentaram niveis ainda menores de GR do que os trechos
a montante (Tabela 5).

A BH do Rio Dourado, aonde a atividade da GR foi mais alta,
apresenta alto percentual de vegetagao arbérea nativa (58,73%), o que
corresponde a uma drea natural cerca de 65% e 120% maior do que
as BH do Rio Suzana e Ligeirinho-Ledozinho, respectivamente.?>>
Esse fato contribui para a manutenc¢io de um melhor estado de preser-
vagdo dos riachos sob dominio da BH do Rio Dourado. Por exemplo,
a presenca de vegetagdo pode minimizar processos erosivos e de
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lixivia¢d0,*% os quais promovem maior contamina¢do dos corpos
hidricos por metais e residuos agricolas.*’** A maior contaminago
por metais provenientes de atividades antrdpicas poderia explicar
a menor atividade da GR nas BH dos Rios Suzana e Ligeirinho-
Ledozinho, considerando que ja foi demonstrado que a GR pode ser
inibida por diferentes tipos de metais.* Cossu ef al.* realizaram um
estudo in situ com bivalves da espécie Unio tumidus e observaram
redu¢do de atividade da GR nos organismos coletados em trechos
de riachos contaminados por misturas de diversos xenobidticos,
incluindo alta concentragdo de metais como cromo, cobre, chumbo
e mercurio. Investiga¢des adicionais sdo necessdrias para confirmar
se o padrdo de reducdo da GR em Aegla estd associado efetivamente
ao nivel de metais no ambiente de BH ou a outros fatores que afetam
a qualidade da dgua nestes locais.

O interesse pela utilizagdo de biomarcadores fisioldgicos e bioqui-
micos como ferramenta de monitoramento vem crescendo na dltima
década, o que tem contribuido para o aprimoramento da determina-
¢do de risco ambiental em riachos (revisado em Rodrigues et al.).*!
De forma geral, esses estudos tém uma abordagem que associa a
andlise de parAmetros baseados em populagdes e comunidades, com
a andlise toxicoldgica de biomarcadores em espécies bioindicado-
ras* ndo apresentando, entretanto, avaliagdes direcionadas para o
aprimoramento metodolégico. Especificamente, no caso do género
Aegla, ndo existem dados prévios na literatura que tenham enfoque
especifico na metodologia de quantificagdo da GR, ou mesmo infor-
magdes sobre a determinacio da atividade da enzima em avaliacdes
toxicolégicas in situ ou em condicdes laboratoriais controladas.
A informagdo disponivel na literatura € de que a proporcdo de
GSH/GSSG ¢ relativamente constante entre diferentes espécies de
Aegla,” indicando que o grupo filogenético tem mecanismos eficien-
tes para reciclagem e/ou sintese de GSH.

CONCLUSAO

Foi possivel maximizar a determinac@o da atividade da GR no
organismo bioindicador A. singularis. A atividade da GR nao foi
afetada significativamente pelas diferentes temperaturas de reacio
testadas, mantendo-se com aproximadamente 100% de atividade na
faixa de 15 a 30 °C. A avaliag@o cinética da atividade enzimatica,
com 6 e 10 minutos de reacdo, também ndo apresentou diferenca
significativa. A concentragdo de substrato influencia positivamente e a
concentragdo de extrato influencia negativamente na atividade da GR.

A BH foi a principal varidvel que influenciou a atividade da
GR em A. singularis, com maior atividade da enzima quantificada
em organismos coletados na BH que apresenta melhor estado de
preservacdo da vegetacdo nativa. Os trechos de coleta (a montante
ou a jusante) isoladamente nao tiveram influéncia sobre a atividade
da GR. Porém, apresentaram interagdo com a BH de origem. Isso
significa que a influéncia do trecho de coleta sobre a GR depende
da BH avaliada.

Tabela 5. Comparagido entre os niveis absolutos de GR em A. singularis em relacdo as BH e trechos de coleta

GR (media * estimativa do desvio padrio)

BH

. BH total
Trechos a montante Trechos a jusante .
(a montante + a jusante)
Dourado 68,4136 782+2,7! 73,17 £2,34¢
Ligeirinho-Ledozinho 623+26"! 4394202 56,60 +2,48°
Suzana 589+44! 40,0+ 342 49,28 £3,05°

Numeros sobrescritos diferentes (colunas 2 e 3) indicam diferencga estatistica significativa entre os trechos (a montante x a jusante), conforme analise por teste-t
ndo pareado. Letras sobrescritas diferentes (coluna 4) indicam diferengas estatisticas significativas entre as BH (Dourado, Ligeirinho-Ledozinho, Suzana),

conforme avaliagdo por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey.
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No presente estudo, o uso do planejamento de experimentos para
padronizar a quantificagdo da GR em Aegla, seguido da aplicagdo do
método em exemplares do organismo coletados in situ, se mostrou
eficiente no sentido de viabilizar e otimizar o uso da GR como bio-
marcador de qualidade ambiental. Esse pode contribuir para agilizar
o desenvolvimento de protocolos para outros biomarcadores ecoto-
xicoldgicos, assim como para o estudo de diferentes varidveis que
possam ter interferéncia com a prépria atividade da GR.
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